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Referat und bibliographische Beschreibung 
 
HINTERGRUND UND HYPOTHESEN: Multipotente Stromazellen (MSC) lassen sich aus Geweben 
des adulten humanen Organismus, z. B. dem Knochenmark isolieren, zeigen Charakteristika 
multipotenter Stammzellen, verfügen über ein immunmodulatorisches Potential und scheinen in 
humane maligne Tumoren zu integrieren. Hieraus leiten sich folgende Hypothesen ab:  

 MSC verfügen über eine Resistenz gegenüber genotoxischer Schädigung, die ihnen eine 
lebenslange funktionelle Persistenz im adulten Organismus erlaubt.  

 MSC könnten analog zu pluripotenten Zellen als Ursprung maligner Tumoren fungieren.  

 Aufgrund ihrer Tumorintegration können MSC das Wachstum maligner Tumoren beeinflussen, 
aber auch als Vehikel für eine tumorgerichtete Therapie dienen.  

ZIELSTELLUNG: Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Ergebnisse der mehrheitlich publizierten 

Arbeiten des Autors zur Biologie und therapeutischen Nutzung von MSC unter diesen 
Fragestellungen darzustellen und im Kontext des Standes der Forschung zu diskutieren.  

ERGEBNISSE UND WERTUNG: Von Patienten mit chemotherapeutischer Vorbehandlung ließen 

sich MSC isolieren, die sich in ihren Charakteristika von MSC gesunder Spender nicht 
unterschieden. MSC zeigten eine Resistenz gegenüber Zytostatika unterschiedlicher Wirk-
mechanismen. Die Resistenz gegenüber Cisplatin war durch eine erhöhte apoptotische 
Schwelle und fehlende Zunahme der Caspase-9-Aktivität gekennzeichnet. Eine 
subapoptotische Schädigung resultierte in MSC in einem temporären Zellzyklusarrest unter 
Erhalt ihrer Charakteristika. 
In MSC fand sich eine epigenetisch regulierte Expression von für die Stammzellbiologie 
relevanten Genen, jedoch keine funktionelle Expression des embryonalen Transkriptionsfaktors 
OCT4. Im Sinne einer Plastizität konnten MSC zu Zellen mit funktionell hepatozytärem 
Phänotyp differenzieren. Es wurden keinerlei Zeichen einer malignen Transformation von MSC 
in vitro und in vivo beobachtet.  
MSC zeigten eine Integration in Xenografte kolorektaler Karzinome (CRC) und förderten 
spezifisch deren Wachstum. Die bisherigen Ergebnisse lassen vermuten, dass MSC 
insbesondere die Ausbildung des Tumorstroma von CRC fördern.  
Diese Ergebnisse unterstützten die Annahme, dass MSC als gegenüber Schädigung resistente 
Zellpopulation lebenslang im Organismus unter Erhalt ihrer Funktionalität ohne relevantes 
Risiko der malignen Transformation, aber mit der Fähigkeit zur Integration in maligne Tumoren 
und zur Förderung deren Wachstums persistieren.  
Ausgehend von einer differentiellen Sensitivität für löslichen TNF-related apoptosis-inducing 
ligand (sTRAIL) wurden TRAIL-sensitive und TRAIL-resistente CRC-Zelllinien unterschieden. 
Mithilfe lentiviraler Transduktion konnten MSC mit ektoper Expression von membranständigem 
TRAIL generiert werden. Bei direktem Zell-Zell-Kontakt inhibierten TRAIL-MSC in vitro und im 
Mischxenograftmodell das Wachstum sowohl von TRAIL-sensitiven als auch von TRAIL-
resistenten CRC-Zellen durch Induktion von Apoptose. Erstmals wurden TRAIL-MSC-resistente 
CRC-Zellen beschrieben. Diese konnten in vitro durch 5-FU in subapoptotischer Dosis für 
TRAIL-MSC sensitiviert werden. Dagegen schienen TRAIL-MSC in vivo das Wachstum TRAIL-
MSC-resistenter CRC-Zellen zu fördern. Systemisch applizierte TRAIL-MSC zeigten aufgrund 
eines pulmonalen Tropismus keinen Einfluss auf das Wachstum subkutaner CRC-Xenografte.  
Damit konnte nachgewiesen werden, dass TRAIL-MSC das Wachstum von CRC inhibieren 
können, dass aber ihre potentielle klinische Wirksamkeit durch die Existenz TRAIL-MSC-
resistenter Zellen und durch einen pulmonalen Tropismus eingeschränkt wird.  

SCHLUSSFOLGERUNG: Insgesamt belegt die Arbeit, dass MSC sowohl als Zielstruktur als auch 

als Therapievehikel bei malignen Erkrankungen relevant sind. Derartige klinische Ansätze 
erfordern jedoch eine detaillierte Kenntnis der tumorpropagierenden Charakteristika von MSC 
und der molekularen Interaktion von MSC und Tumorzellen.  
 
Müller, Lutz P.: Charakteristika multipotenter Stromazellen und deren Relevanz für die Biologie 
und Behandlung maligner Erkrankungen. Halle, Univ., Med. Fak., Habil., 121 Seiten, 2011.  
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ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 
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1 EINLEITUNG 

 

1.1 CHARAKTERISTIKA MULTIPOTENTER STROMAZELLEN  

 

1.1.1 Existenz multipotenter Stromazellen, deren Isolation und Kultivierung in vitro 

Die initiale Beschreibung von Stromazellen mit dem Potential zur Differenzierung in 

verschiedene Zelltypen geht auf die Untersuchungen der Arbeitsgruppe von Friedenstein 

zurück. Hier wurde demonstriert, dass nach ektoper Transplantation von Zellen des murinen 

Knochenmark im Empfängergewebe Knochen- und Fettgewebe mit Spendergenotyp entstehen 

(Friedenstein, 1968; Friedenstein, 1966). In vitro zeigten diese Zellen eine Plastikadhärenz und 

bei Kultivierung in niedriger Dichte ein kolonieförmiges Wachstum als Colony-Forming Units 

fibroblast (CFU-F; Abbildung 1-1) fibroblastenähnlicher Zellen (Friedenstein, 1970). Auch in 

vitro konnte für CFU-F-Zellen die Fähigkeit zur Differenzierung in verschiedene mesodermale 

Zelltypen demonstriert werden, und diese Zellen wurden daher als mesenchymale Stammzellen 

(MSC) bezeichnet (Caplan, 1991).  

Im Weiteren konnten MSC auch aus humanem Knochenmark isoliert werden. Dabei findet sich 

eine Frequenz von MSC, die deutlich unter 1 % aller kernhaltigen Zellen liegt (Pittenger, 1999). 

Die Gewinnung von MSC gelingt neben dem Knochenmark auch aus anderen Geweben, z. B. 

aus Fettgewebe (Zuk, 2001); im murinen Modell konnten MSC postnatal aus nahezu allen 

Organen isoliert werden (da Silva Meirelles, 2006). 

200 µm

 
Abbildung 1-1: CFU-F-Zellen stellen im Knochenmark eine seltene Zellpopulation dar. Dargestellt ist links ein 
Zellkulturgefäß in dem initial 10 x 10

6
 kernhaltige Zellen des Knochenmark kultiviert wurden. Nach 12 Tagen fanden 

sich 14, mit Giemsa gefärbte CFU-F. Die Zellen dieser Kolonien zeigen eine fibroblasten-ähnliche Morphologie, wie 
im Bild rechts dargestellt.  

 

Die initiale genutzte, und auch heute noch allgemein verbreitete Methode zur Isolation von MSC 

beruht auf der Dichtegradienzentrifugation (Boyum, 1968) der aus den jeweiligen Geweben 

gewonnenen Zellsuspension. Die damit separierten mononukleären Zellen (MNZ) werden in 

Plastikkulturgefäßen kultiviert, der die nicht-adhärenten Zellen enthaltende Überstand nach 

12 - 24 h verworfen und die adhärenten Zellen weiter kultiviert und bei Erreichen einer 

Konfluenz passagiert.  
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MSC zeigen einen charakteristischen Phänotyp mit Expression von CD13, CD73, CD90, 

CD105, CD166 und fehlender Expression hämatopoetischer Marker wie z. B. CD14, CD19, 

CD34, CD45, HLA-DR, Glycophorin-A (Krampera, 2006b). Allerdings konnte bislang kein 

unikater Marker für MSC identifiziert werden (Bianco, 2008). Aus diesem Oberflächenphänotyp 

mit fehlender Expression von HLA-Klasse II Merkmalen und kostimulatiorischen Proteinen leitet 

sich eine niedrige Immunogenität von MSC ab (Nauta, 2007).  

 

MSC zeigen in vitro ein kontinuierliches Wachstum über ca. 40 - 50 Populationsverdopplungen 

und unterliegen anschließend einer replikativen Seneszenz. Entscheidend für die Proliferation 

der Zellen in vitro sind die Kultivierungsbedingungen inklusive der Zusammensetzung des 

Expansionsmediums. Bei andauernder Kultivierung bei hoher Konfluenz unterliegen die Zellen 

einer spontanen Differenzierung mit Verlust ihres Proliferationspotentials (Colter, 2000). Die 

Expansion von MSC in vitro verlangt die Präsenz von Wachstumsfaktoren und erfolgt daher 

unter Zusatz von fetalem Kälberserum (FKS), welches hinsichtlich der optimalen 

Wachstumsförderung getestet werden muss (Kuznetsov, 2000), oder aber ohne Zusatz 

tierischer Proteine unter Zugabe von humanem Plättchenlysat (Muller, 2006).  

 

1.1.2 Stammzellcharakteristika von MSC und deren Analyse  

Ausgehend von der Erstbeschreibung war bekannt, dass MSC zur multipotenten 

Differenzierung in der Lage sind, d. h. dass bei klonaler Kultivierung aus einer Zelle 

Tochterzellen hervorgehen, die unter den jeweiligen Bedingungen in verschiedene Phänotypen 

differenzieren können (Pittenger, 1999). Mit diesen Charakteristika - der Fähigkeit zur 

selbsterneuernden Proliferation und der Multipotenz - besitzen MSC die definierenden 

Eigenschaften von Stammzellen und reihen sich damit in die Gruppe adulter Stammzellen ein 

(Abbildung 1-2). 

Um eine Vergleichbarkeit der Arbeiten mit MSC zu gewährleisten, wurden in einem Konsensus 

definierende Charakteristika von MSC (Tabelle 1-1) benannt (Dominici, 2006). Der Nachweis 

der Differenzierung stützt sich dabei auf die Analyse der Expression spezifischer Gene des 

osteogenen (z. B. Osteopontin, alkalische Phosphatase), adipogenen (PPAR-γ, 

Lipoproteinlipase) und chondrogenen (z. B. Kollagen II, Kollagen IX) Phänotyps. Gleichwertig ist 

der zytochemische Nachweis der osteogenen (Alizarin S- oder von Kossa-Färbung), 

adipogenen (Öl-Rot-Färbung) und chondrogenen (Alzian-Blau) Differenzierung.  

In vielen bisher veröffentlichten Arbeiten wurde der Nachweis der multipotenten Differenzierung 

nicht in klonalen Populationen erbracht - d. h. eine Kontamination mit bereits in ihrer 

Differenzierung determinierten Vorläuferzellen kann nicht ausgeschlossen werden. Gleichfalls 

fehlt in der Mehrzahl der Arbeiten der Nachweis der In-vivo-Funktionalität der vollzogenen 

Differenzierung. Daher wird in einem weiteren Konsensus definiert, dass bei Fehlen dieser 
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Nachweise der Terminus „mesenchymale Stammzelle“ durch den Begriff „multipotente 

Stromazelle“ unter Beibehaltung des Akronyms ersetzt werden sollte (Horwitz, 2005).  

Adulte Stammzellen

z. B. Multipotente Stromazellen (MSC)

Hämatopoetische Stammzellen (HSC)

Zygote Morula Blastozyste Fetus
Adulter 

Organismus

Embryonale 

Stammzellen (ESC)

• pluripotent

• OCT4-positiv

• multipotent

• OCT4-Expression umstritten

 
Abbildung 1-2: In der humanen Ontogenese lassen sich zu verschiedenen Zeitpunkten Stammzellen mit 
unterschiedlichen Charakteristika, insbesondere unterschiedlichem Differenzierungspotential, isolieren. 
Abbildung modifiziert nach (Mueller, 2005).  

 

Von zahlreichen Autoren wurde berichtet, dass MSC oder deren Subpopulationen pluripotent 

sind, d. h. dass sie analog zu embryonalen Stammzellen (ESC) Tochterzellen hervorbringen, 

die in alle embryonalen Gewebe des humanen Organismus differenzieren können (Jiang, 

2002). Bis heute konnten diese Ergebnisse nicht schlüssig bestätigt werden (Bianco, 2008), 

jedoch scheinen MSC die als Plastizität bezeichnete Fähigkeit zur nicht-mesodermalen 

Differenzierung zu besitzen (Prockop, 2009).  

In diesem Zusammenhang wurde von einer Expression des embryonalen Transkriptionsfaktors 

OCT4 in adulten Stammzellen und MSC-ähnlichen Zellen berichtet (Tai, 2005; Zangrossi, 

2007). Die OCT4 cDNA wird von einem 5 Exons enthaltenden Gen kodiert; durch alternatives 

splicing werden zwei Isoformen generiert: OCT4A und OCT4B. Beide enthalten die DNA-

bindende und C-terminale Transaktivierungsdomäne, doch nur das 45kDa Protein OCT4A 

enthält eine, die nukleäre Lokalisation vermittelnde N-terminale Domäne. Nur OCT4A ist damit 

im Kern präsent und als Transkriptionsfaktor funktionell aktiv; die biologische Funktion von 

OCT4B ist weitgehend unklar (Atlasi, 2008; de Jong, 2006; Lee, 2006). Die Aktivität von OCT4A 

ist essentiell für den Erhalt des undifferenzierten Zustandes pluripotenter Stammzellen (Niwa, 

2000) und seine Relevanz für die Pluripotenz wird durch seine Rolle bei der Generierung 

induzierter pluripotenter Stammzellen belegt (Hanna, 2010).  
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Kultivierung in vitro Plastikadhärenz unter Standardkulturbedingungen 

Phänotyp 

positiv  
(> 95% aller Zellen positiv für das 

jeweilige Antigen)  
 

CD105  
CD73  
CD90 

negativ  
(< 2% aller Zellen positiv für das 

jeweilige Antigen)  
 

CD45  
CD34  

CD14 oder CD11  
CD79a oder CD19  

HLA-DR 

In-vitro-Differenzierung osteogen, adipogen, chondrogen 

 

Tabelle 1-1: Konsensuskriterien für die Charakterisierung von MSC (Dominici, 2006).  

 

1.1.3 Vorkommen und Funktion von MSC im humanen Organismus  

Die Identifikation von MSC in vivo ist aufgrund des Fehlens eines unikaten Markers methodisch 

schwierig. Anhand aktueller Arbeiten liegen jedoch zahlreiche Hinweise dafür vor, dass MSC im 

adulten Organismus in enger Assoziation zu Gefäßen existieren (Crisan, 2008). Diese Existenz 

als Perizyt ist vereinbar mit der vielfach belegten Beteiligung von MSC an der Ausbildung einer 

Nische für hämatopoetische Stammzellen (HSC) im Knochenmark [Übersicht in (Nombela-

Arrieta, 2011)]. Die Isolation von MSC aus anderen Geweben lässt jedoch darauf schließen, 

dass MSC im humanen Organismus weitere Funktionen, so z. B. im Rahmen der 

Geweberegeneration oder Immunregulation erfüllen [Übersicht in (Bianco, 2008)].  

Diese postulierten Funktionen verlangen eine lebenslange Persistenz von MSC unter Erhalt 

ihres Stammzellcharakters und damit eine Resistenz gegenüber der physiologischen 

genotoxischen Schädigung im Laufe der Alterung des humanen Organismus. Bei HSC, als der 

am besten charakterisierten Population adulter Stammzellen, sind die Mechanismen des 

Erhalts des Stammzellcharakters im Laufe der Alterung gut untersucht. HSC existieren im 

Organismus als ruhende oder langsam proliferierende Zellpopulation und sind damit wenig 

vulnerabel für genotoxische Schädigung [Übersichten in (Bryder, 2006; Sharpless, 2007)]. Für 

MSC dagegen existierten zu Beginn der hier vorgestellten Arbeiten nur wenige Berichte zum 

Einfluss von Alterung und genotoxischer Schädigung (Stolzing, 2008). Insbesondere war unklar, 

ob von Patienten nach chemotherapeutischer Behandlung isolierte MSC sich in ihren 

Eigenschaften von MSC gesunder Spender unterscheiden.  

 

1.1.4 Regeneratives und immunmodulatorisches Potential von MSC  

In Hinblick auf eine therapeutische Anwendung besitzen MSC gegenüber ESC Vorteile. Ihre 

Gewinnung ist nicht mit ethischen Bedenken behaftet und - je nach Therapieziel - auch bei dem 

zu behandelnden Patienten, d. h. in einem autologen Konzept möglich. Im Tiermodell wurden 

MSC in vielfältigen Modellen zur Organ- und Gewebegegeneration eingesetzt (Mosna, 2010). 

Beim Menschen erfolgte die Transplantation von MSC u. a. zur Verbesserung der 
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hämatopoetischen Regeneration nach Transplantation von HSC (Koc, 2000), zur Reparatur von 

Gendefekten (Horwitz, 2002) und bei zahlreichen anderen Indikationen [Übersicht in (Giordano, 

2007)]. Dabei wurden klinisch relevante Erfolge gesehen, allerdings konnte sich bisher bei 

keiner Indikation die Transplantation von MSC als Standard etablieren. Neueste Arbeiten lassen 

vermuten, dass der therapeutische Effekt transplantierter MSC weniger auf der Integration und 

Differenzierung in Zellen des verletzten Gewebes beruht, sondern auf die Sekretion von 

Zytokinen zurückzuführen ist [Übersicht in (Prockop, 2009)].  

Diese Beobachtung korreliert mit dem vielfach demonstrierten immunmodulatorischen Potential 

von MSC. MSC sind u. a. in der Lage, die Mitogen-stimulierte Proliferation von Lymphozyten, 

die Antigenpräsentation durch dendritische Zellen und die Aktivität zytotoxischer T-

Lymphozyten zu inhibieren sowie die Aktivität regulatorischer T-Lymphozyten zu modulieren 

[Übersicht in (Griffin, 2010)]. Diese Aktivität vermitteln MSC offenbar u. a. durch die Freisetzung 

von Prostaglandin E2 und IL-6. Trotz ihres niedrigen immunogenen Potentials können MSC 

unter spezifischen Bedingungen eine Immunantwort generieren [Übersicht in (Nauta, 2007)]. 

 

Diese beobachteten immunsuppressiven Eigenschaften waren Anlass, das therapeutische 

Potential von MSC bei Erkrankungen des Immunsystems zu untersuchen. Klinisch relevante 

Erfolge wurden bei der Transplantation von HLA-inkompatiblen MSC bei Patienten mit Graft-

versus-host disease (GvHD) nach allogener Blutstammzelltransplantation gesehen (Le Blanc, 

2008). Weiterhin existieren Fallberichte über die Transplantation von MSC bei Patienten mit 

Systemischer Sklerodermie (Christopeit, 2008) und systemischem Lupus erythematodes (Liang, 

2010). Bei keiner der bislang berichteten Anwendungen von MSC beim Menschen wurden 

relevante Toxizitäten beobachtet (Prockop, 2010).  

 

 

1.2 BEDEUTUNG VON MSC FÜR DAS WACHSTUM MALIGNER TUMOREN  

 

1.2.1 Tumorintegration von MSC und deren Nachweis  

Seit langem ist bekannt, dass nicht-maligne Zellen in das Gewebe maligner Tumoren 

integrieren und dort an der Ausbildung des Tumorstroma beteiligt sind (Yang, 2003). Ein Teil 

dieser Zellen scheint dem Knochenmark zu entstammen (Direkze, 2004). Im Tierversuch wurde 

beobachtet, dass auch MSC nach systemischer Applikation in etablierte Xenografte integrieren 

(Studeny, 2002). Die Integration von MSC im Tiermodell wurde mittlerweile für zahlreiche 

Tumorentitäten und in verschiedenen Modellen bestätigt [Übersicht in (Klopp, 2011)].  

Bislang liegen nur indirekte Hinweise für eine derartige Tumorintegration von MSC im humanen 

Organismus vor [Übersicht in (McAllister, 2010)]. So wurden in, nach allogener 

Knochenmarktransplantation erstdiagnostizierten, soliden Tumoren des Empfängers CD45-
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negative, d. h. nicht-hämatopoetische Zellen des Spenders nachgewiesen (Avital, 2007; Cogle, 

2007). In diesen Arbeiten konnte eine Abstammung dieser Zellen von HSC oder MSC nicht klar 

nachgewiesen werden; es leitet sich jedoch die Vermutung ab, dass MSC des Spenders in die 

entstehenden Tumoren integrierten. Die MSC könnten - insbesondere bei Transplantation von 

Knochenmark - direkt im Transplantat enthalten gewesen sein oder aber sich aus im 

Transplantat enthaltenen hämatopoetischen Zellen abgeleitet haben. Dies steht in 

Übereinstimmung mit der These eines gemeinsamen Progenitors von HSC und MSC (Ogawa, 

2006).  

 

1.2.2 Einfluss des Tumorstroma auf das Wachstum von Tumoren  

Der mögliche Beitrag von MSC zum Tumorstroma ist relevant, denn das Tumorstroma ist für 

das Wachstum und die Metastasierung maligner Tumoren - und damit auch als potentielles 

Therapieziel - bedeutsam [Übersicht in (McAllister, 2010)].  

Ein Bestandteil des Tumorstroma sind Carcinoma-Associated Fibroblasts (CAF). Diese lassen 

sich regelhaft im Stroma solider Tumoren nachweisen und zeichnen sich u. a. durch die 

Expression von α-Smooth Muscle Actin (α-SMA) und Stromal cell-Derived Factor 1 (SDF-1) 

aus. CAF scheinen für die Funktion des Stroma maligner Tumoren essentiell (Orimo, 2007).  

Neben CAFs setzt sich das Tumorstroma aus weiteren nicht-malignen Zellen - Makrophagen, 

Lymphozyten - und einer extrazellulären Matrix - bestehend u. a. aus Fibronektin, Laminin und 

Heparansulfat - zusammen (Mueller, 2004). Eine wesentliche Funktion des Tumorstroma ist die 

Bereitstellung einer vaskulären Versorgung des Tumors (Kerbel, 2008). Gleichzeitig ist das 

Tumorstroma auch eine Zielstruktur der Anti-Tumor-Immunantwort [Übersicht in (Blankenstein, 

2005)].  

 

Bei zahlreichen soliden Tumoren lässt sich eine Zone des invasiven Wachstums im 

Grenzbereich zwischen Tumorgewebe und umliegendem gesundem Gewebe erkennen. Hier 

vollzieht sich die, für das invasive Wachstum von Tumorzellen essentielle Epitheliale-

Mesenchymale Transition (EMT), die zur Generierung invasiv wachsender, zur Metastasierung 

fähiger Tumorzellen führt. Für die EMT ist die Aktivierung spezifischer intrazellulärer 

Signalwege wesentlich, und das Tumorstroma scheint an deren Regulation beteiligt zu sein 

(Brabletz, 2005). Der Vollzug der EMT und des invasiven Wachstums erfordert eine stetige 

Umstrukturierung der Architektur des Tumors. Hierfür sind u. a. Matrix-Metalloproteinasen 

verantwortlich, die sowohl von Tumorzellen als auch von Zellen des Tumorstroma sezerniert 

werden (Polyak, 2009).  
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1.2.3 MSC als Ursprung maligner Tumoren 

Neuere Untersuchungen lassen vermuten, dass sich zahlreiche Malignome aus transformierten 

unreifen Progenitorzellen oder Stammzellen ableiten [Übersicht in (Rosen, 2009)]. Diese These 

ist nahe liegend, verfügen doch Stamm- und Progenitorzellen über die Fähigkeit zur 

Proliferation und müssen diese nicht, wie im Falle ausdifferenzierter Zellen erst durch 

Mutationen erwerben.  

Entsprechend wurde auch für MSC postuliert, dass sie eine niedrige Schwelle für die maligne 

Transformation besitzen. Berichte über die Entstehung eines Sarkoms mit Spendergenotyp 

nach allogener Knochenmarktransplantation (Berger, 2008) unterstützten diese Annahme. Im 

Verlauf der in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Analysen wurden von zwei 

Arbeitsgruppen Berichte vorgelegt, die eine maligne Transformation von MSC nach 

prolongierter In-vitro-Kultivierung demonstrierten (Rosland, 2009; Rubio, 2005). Die 

Beobachtung, dass MSC mit stabiler ektoper Expression humaner Telomerase nach 

prolongierter Kultivierung maligne transformieren, ließ auf mögliche Pathomechanismen 

schließen (Serakinci, 2004). Dem standen andere Arbeiten gegenüber, in denen keine maligne 

Transformation von MSC nachgewiesen werden konnte (Bernardo, 2007).  

Zu Beginn der hier vorgelegten Arbeit war damit unklar, wie hoch die Suszeptibilität von MSC 

für eine maligne Transformation ist. Insbesondere war nicht bekannt, über welche 

Mechanismen MSC verfügen, um als Perizyt im adulten Organismus in Gegenwart permanenter 

Schädigungen lebenslang zu persistieren ohne ihren Stammzellcharakter zu verlieren und ohne 

einem erhöhten Risiko für eine maligne Transformation zu unterliegen. Anhand zahlreicher 

Untersuchungen im Modell der HSC [Übersicht in (Rossi, 2008)] bestand die Vermutung, dass 

auch in MSC die spezifische Regulation von Apoptose und Zellzyklus eine funktionelle 

Persistenz im adulten Organismus erlaubt.  

 

 

1.3 ZELLULÄRE REAKTION AUF GENOTOXISCHE SCHÄDIGUNG  

 

1.3.1 DNA-Schädigung und deren Reparatur  

Im humanen Organismus sind Zellen permanent genotoxischer Schädigung ausgesetzt und die 

Zahl von DNA-Läsionen in einer Zelle pro Tag wird auf 105 geschätzt (Lindahl, 1993). Die 

intrazelluläre Detektion von DNA-Schäden wird durch verschiedene Proteine realisiert - z. B. die 

Kinasen Ataxia-Telangiectasia and Rad3-related oder Ataxia-Telangiectasia Mutated. Die sich 

anschließenden zellulären Mechanismen der DNA-Reparatur umfassen u. a. Missmatch Repair, 

Nucleotide Excision Repair, homologe Rekombination und Base Excision Repair. Die 

Aktivierung dieser Reparaturmechanismen führt in Abhängigkeit des Ausmaßes der 
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Schädigung und des Zelltyps zur Aktivierung von p53 und nachfolgender Induktion eines 

Zellzyklusarrestes oder Vollzug der Apoptose (Blanpain, 2011).  

 

1.3.2 Zellzyklusregulation und ihre Analyse  

Ein Mechanismus zur Prävention der malignen Transformation proliferierender Zellen ist die 

Existenz von Restriktionspunkten im Zellzyklus. Erst bei Vorliegen der entsprechenden 

Wachstumssignale - z. B. Zytokine - und bei fehlender Expression oder bei Inaktivität anti-

proliferativer Signale - z. B. p53 und p21 - kann die Zelle aus der in ihrer Länge variablen G1-

Phase in die Phase der DNA-Replikation, die S-Phase eintreten. Nach deren Durchlaufen tritt 

die Zelle in die G2-Phase ein, sofern die intrinsischen Kontrollmechanismen eine fehlerfreie 

DNA-Synthese signalisieren. In der in ihrer Dauer fixierten und kurzen G2-Phase erfolgt die 

Assemblierung des Mitoseapparates und nachfolgend die Mitose (Abbildung 1-3). Das 

Durchlaufen der Restriktionspunkte wird durch Cyclin-abhängige Kinasen (Cdk) kontrolliert, 

deren Aktivierung durch Phosphorylierung und die Assoziation mit Cyclinen vermittelt wird 

[Übersichten in (Satyanarayana, 2009; Vermeulen, 2003b)].  

Cdk4/6

Cyclin D

Cdk2

Cyclin A

Cdk2

Cyclin E
Cdk1

Cyclin A

Cdk1

Cyclin B p21

p53

p21

p53

 
Abbildung 1-3: Der Zellzyklus proliferierender eukaryonter Zellen ist durch Restriktionspunkte 
gekennzeichnet. Abbildung modifiziert nach (Vermeulen, 2003b).  

 

An jedem der Restriktionspunkte kann bei inkomplett oder fehlerhaft vorliegenden Signalen ein 

Arrest des Zellzyklus oder aber der Eintritt in die Apoptose vermittelt werden. Bei vorliegender 

Schädigung erfolgt die Aktivierung von p53, welches eine Arretierung induzieren kann. Der 

Arrest erlaubt den Ablauf intrazellulärer Reparaturmechanismen, z. B. durch Reparatur von 

DNA-Schäden oder aber durch Elimination von Sauerstoffradikalen. Sofern weitere 

proapoptotische Signale aktiviert werden, erfolgt statt einer Aufrechterhaltung der Arretierung 

die Realisierung der Apoptose [Übersicht in (Vermeulen, 2003a)].  

Darüber hinaus kann die Zelle in einen anhaltenden Arrest - die G0-Phase - übertreten. Dabei 

erfolgt eine langfristige Unterdrückung der DNA-Replikation. Resultat ist eine ruhende Zelle mit 
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Erhalt ihres vollen - durch Genom und epigenetische Prägung bestimmten - Potentials. Bei 

entsprechenden extrinsischen Signalen kann dieser Zustand der „Quieszenz“ verlassen werden 

und die Zelle wieder in den Zellzyklus eintreten [Übersicht in (d'Adda di Fagagna, 2008)].  

 

Bei In-vitro-Kultivierung befinden sich proliferierende Zellen in der G1- oder G0-, S- und G2/M-

Phase, wobei der Anteil von Zellen in den jeweiligen Phasen sich nach der Dauer der Phasen 

und dem Vorliegen der Signale zum Passieren der Restriktionspunkte richtet. Die Analyse des 

Zellzyklus stützt sich auf die Bestimmung des Anteils von Zellen in den verschiedenen Phasen. 

Dies erfolgt nach Anfärbung der nukleären DNA mittels Durchflusszytometrie. Dabei lassen sich 

Zellen in der G1- oder G0-Phase mit einfachem DNA-Gehalt (2n) von Zellen in der S-Phase mit 

vermehrtem, aber noch nicht vollständig verdoppeltem DNA-Gehalt (> 2n aber < 4n) und Zellen 

in der G2/M-Phase mit vollständig verdoppeltem DNA-Gehalt (4n) unterscheiden. Findet sich 

nach Änderung extrinsischer oder intrinsischer Bedingungen eine Veränderung des Anteils der 

Zellen, ist dies ein Hinweis auf einen vollzogenen Zellzyklusarrest. Die Differenzierung ruhender 

Zellen in der G0-Phase ist mit alleiniger DNA-Färbung nicht möglich, sondern erfordert 

zusätzliche Färbungen, z. B. die Bestimmung des RNA-Gehaltes mittels Pyronin.  

 

1.3.3 Mechanismen der Apoptose und ihre Analyse  

Der Mechanismus des programmierten Zelltodes kann in Zellen des humanen Organismus 

durch intrinsische oder extrinsische Signale induziert werden. Der intrinsische Signalweg wird 

bei Schädigung aktiviert, so z. B. bei Präsenz von Sauerstoffradikalen durch Schädigung der 

Mitochondrienmembran oder durch DNA-Schädigung, z. B. durch Platinaddukte. Dabei wird p53 

exprimiert und in weiteren Schritten Procaspase-9 (46 kDa) in ihre Fragmente (37 kDa, 35 kDa 

und 12 kDa) gespalten. 

Der extrinsische Signalweg wird durch Zytokine z. B. TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand 

(TRAIL) initiiert und führt zur Bildung des Death-Inducing Signaling Complex (DISC). Im Fall von 

TRAIL erfolgt die Bindung des homodimerisierten löslichen Liganden TRAIL an die 

transmembranären Death Receptors (DR) DR4 und DR5, über deren intrazelluläre Domänen 

die DISC-Bildung induziert wird. Darüber hinaus existieren die Decoy Receptors (DcR) DcR2 

und DcR3 als inaktive Rezeptoren, die keine aktive intrazelluläre Domäne besitzen und damit 

auch trotz Bindung von TRAIL keine DISC-Bildung induzieren können. Via DISC erfolgt die 

Spaltung von Procaspase-8 (55kDa) in deren Fragmente (43 kDa, 41 kDa, und 11 kDa).  

Beide Signalwege münden in eine gemeinsame Signaltransduktion (Abbildung 1-4). Durch 

aktive Caspase-8 oder Caspase-9 erfolgt die Spaltung von Procaspase-3 (32 kDa) in die 

aktiven Fragmente (17 kDa und 12 kDa). Durch diese Effektorcaspase werden Proteine, die für 

die Aufrechterhaltung zellulärer Funktionen essentiell sind inaktiviert; so wird z. B. Poly-ADP-

Ribosyl-Polymerase (PARP, 116 kDa) in dessen inaktive Form (85 kDa) gespalten. Es erfolgt 
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dann die typische Fragmentierung der DNA in ca. 200 kB große Fragmente und die aktive 

Abtrennung membranumschlossener Zytoplasmafragmente. Dabei geht die Asymmetrie der 

Zellmembran verloren und mittels Annexin V detektierbare Phosphatidylserin-Domänen werden 

auf der Zelloberfläche zunächst unter Erhalt der Integrität der Zellmembran präsentiert. Letztlich 

kommt es zur Auflösung der Zellstruktur [Übersicht in (Fulda, 2006)].  

p53

Bax/Bak

Cytochrom c

Apaf-1
Procaspase-9

Caspase-3, -6, -7

DR4

DR5

TRAIL

DISC

Bid

Caspase-8

Mitochondrium

Apoptosom

INTRINSISCHER SIGNALWEG

EXTRINSISCHER SIGNALWEG

F
A

D
D

P
ro

c
a
s
p
a
s
e
-8

Todesdomäne

APOPTOSE

DNA-Schädigung

Bcl-2

 
Abbildung 1-4: Die Induktion von Apoptose in humanen Zellen kann prinzipiell durch zwei, miteinander 
komplex verknüpfte Signalwege erfolgen. Schematisch dargestellt ist der extrinsische Signalweg am Beispiel von 
TRAIL und der intrinsische Signalweg am Beispiel der DNA-Schädigung durch DNA-Addukte. Abbildung modifiziert 
nach (Fulda, 2006). Apaf-1 - Apoptotic protease activating factor 1; Bak - Bcl-2 homologous antagonist killer, Bax - 
Bcl-2 associated x-protein; Bid - Bcl-2 interacting domain; FADD - Fas-Associated protein with Death Domain, übrige 
Abkürzungen siehe Abkürzungsverzeichnis  

 

Zwischen intrinsischem und extrinsischem Signalweg sowie innerhalb der beiden Signalwege 

existieren mehrere Mechanismen um das proapoptotische Signal zu amplifizieren (Abbildung 

1-4). Durch die Aktivierung des DISC und nachfolgend des proapoptotischen Proteins Bid kann 

in Typ-II Zellen Caspase-9 aktiviert werden. Caspase-3 kann Procaspase-9 spalten und damit 

das proapototische Signal verstärken. Dem stehen Proteine mit antiapoptotischer Wirkung 

gegenüber. So wird z. B. die Aktivierung von Caspase-8 u. a. durch FLIP inhibiert, und XIAP 

inhibiert die Aktivierung von Caspase-9 [Übersicht in (Fulda, 2006)].  

Die Induktion der Expression von p53 durch verschiedene Schädigungsmechanismen hat daher 

eine ambivalente Wirkung. Zunächst wird ein Zellzyklusarrest induziert, der eine intrazelluläre 

Reparatur erlaubt. Akkumulieren jedoch die proapototischen Signale oder fehlen die 

antiapoptotischen Signale, erfolgt bei vorliegender Expression von p53 die Apoptose [Übersicht 

in (Haupt, 2003)]. 
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Die Induktion von Apoptose kann durch verschiedene Methoden detektiert werden. Mittels 

Western Blot kann der Nachweis der Proteinspaltung erfolgen; mittels Trypan-Blau-Färbung 

können sich nicht anfärbende, apoptotische Zellen mit erhaltener Membranintegrität von 

angefärbten, nekrotischen Zellen mit destruierter Membran unterschieden werden. Eine 

funktionelle Analyse der Proteinaktivierung kann durch kolorimetrische 

Substratspaltungsassays erfolgen. Eine Quantifizierung der apoptotischen Zellen innerhalb 

einer Zellpopulation kann durch durchflusszytometrische Bestimmung der Annexin V-positiven 

Zellen sowie nach DNA-Färbung über die Bestimmung des Anteils der Zellen mit destruierter 

DNA (< 2n, SubG1-Anteil) vorgenommen werden. 

 

1.3.4 Mechanismen der Persistenz adulter Stammzellen im humanen Organismus  

Die kontinuierliche Regeneration der Gewebe des humanen Organismus mit hohem Zellumsatz 

verlangt die lebenslange Persistenz adulter Stammzellen oder Progenitorzellen. Eines der best 

untersuchtesten Beispiele sind HSC. Die klinische Routine der Blutstammzelltransplantation mit 

dem kompletten Ersatz der Empfängerhämatopoese beweist die Existenz von HSC im 

humanen adulten Organismus [Übersicht in (Jenq, 2010)]. Die Erfahrungen mit dieser 

Therapieform und die vielfältigen Untersuchungen von HSC deuten darauf hin, dass HSC über 

eine hohe genomische Stabilität verfügen (Bryder, 2006). Hierdurch kann eine Akkumulation 

der lebenslang physiologisch erworbenen genotoxischen Schäden vermieden werden.  

Postulierte Mechanismen der Persistenz adulter Stammzellen beinhalten die Annahme einer 

ruhenden, in Quieszenz befindlichen Stammzellpopulation. Nur jeweils eine Fraktion dieser 

Zellen durchläuft den Zellzyklus, um sich schnell teilende Tochterzellen, sogenannte „transit 

amplifying progenitor cells“ zu generieren, die teilweise bereits für eine spätere Differenzierung 

determiniert sind. Neueste Daten geben Anlass zu der Hypothese, dass Populationen adulter 

Stammzellen je nach extrinsischen Faktoren ihr Zellzyklusverhalten zwischen Proliferation und 

Quieszenz wechseln [Übersicht in (Barker, 2010)]. Eine derartige Flexibilität der 

Proliferationsregulation verlangt eine balancierte Exposition mit den jeweiligen extrinsischen 

Signalen, um ein Aufbrauchen der gesamten Stammzellpopulation zu vemeiden. Dies wird 

durch die postulierte Stammzellnische vermittelt - eine Umgebung mit einer stringent regulierten 

Homöostase, die eine differenzierte Signaltransduktion zur Regulation des 

Proliferationsverhaltens von Stammzellen gewährleistet (Morrison, 2008).  

Neben der Fähigkeit zur Quieszenz verfügen adulte humane Stammzellen über weitere 

Mechanismen, die eine Resistenz gegenüber genotoxischen Schäden vermitteln, so z. B. die 

Reparatur von DNA-Schäden (Kenyon, 2007) oder die Entfernung toxischer Substanzen aus 

dem Zytoplasma durch Membranpumpen (Huls, 2009).  

Die Erkenntnisse zum Zeitpunkt des Beginns der hier präsentierten Arbeiten ließen darauf 

schließen, dass MSC im humanen Organismus auch im hohen Alter (Nishida, 1999) und nach 
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Chemotherapie (Dickhut, 2005; Rieger, 2005) präsent sind. Unklar war jedoch, ob sich diese 

Zellen gegenüber MSC gesunder Spender unterscheiden und welche Mechanismen der 

Resistenz gegenüber genotoxischer Schädigung diese Persistenz von MSC im humanen 

Organismus ermöglichen.  

 

 

1.4 ANSÄTZE ZUR THERAPIE MALIGNER TUMOREN MITTELS GENETISCH MODIFIZIERTER 

ZELLEN  

 

1.4.1 Genetische Modifikation von Zellen  

Für den Transfer von Genen in eine eukaryontische Zelle stehen verschiedene Methoden zur 

Verfügung. Die Durchdringung der Zellmembran mittels Chemikalien - Kalzium-Phosphat, 

Dextran oder Liposomen - oder mittels Elektroporation erlaubt die Transfektion der als Plasmid 

vorliegenden DNA. Demgegenüber erfolgt eine Transduktion durch aktive Infektion mit 

manipulierten Viren, die das zu transferierende Gen als Teil des Virusgenoms tragen. Für den 

viralen Gentransfer sind auf Adenoviren oder Retroviren basierte Systeme etabliert. Der 

Transfer mittels DNA-Plasmiden oder adenoviralen Systemen führt nur zufällig und daher sehr 

selten - z. B. im Rahmen der homologen Rekombination - zu einer Integration des transferierten 

Gens in das Genom der Zielzelle und resultiert damit zumeist nur in einer transienten ektopen 

Genexpression. Die Generierung stabil transfizierter Zellen erfordert dann eine anschließende 

klonale Selektion mittels Marker- oder Resistenzgenen und ist daher für eine klinische 

Anwendung wenig geeignet. Der Vorteil der Transfektion und der adenoviralen Transduktion 

besteht vor allem in ihrer einfachen Handhabung und der geringen Chance von Störungen des 

Genoms durch den Einbau des transferierten Gens. Nachteilig ist die abnehmende Effizienz der 

Expression durch Degradation der Plasmid-DNA oder durch Abnahme des Anteils transfizierter 

Zellen bei Proliferation der Zellen. Zusätzlich problematisch ist bei den auf chemischer oder 

physikalischer Membranperforation beruhenden Methoden das umgekehrt proportionale 

Verhältnis von Toxizität und Transfektionseffizienz.  

 

Im Gegensatz hierzu erfolgt bei retroviralen Systemen regelhaft der Einbau in das Genom 

proliferierender Zellen; bei lentiviralen Systemen auch in das Genom ruhender Zellen. Es 

resultiert eine stabile Expression des transferierten Gens auch in proliferierenden Zellen. 

Problematisch ist bei diesen Methoden, dass infolge der genomischen Integration des 

transferierten Gens eine Aktivierung von Onkogenen erfolgen kann und eine Replikation der 

Viren in den Wirtszellen ausgeschlossen werden muss. Daher sind diese Systeme aufwändig 

und methodisch komplex [Übersicht in (Kay, 2001)].  
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Am vielversprechendsten für eine klinische Anwendung erscheinen derzeit auf HIV-1 

beruhende Konstrukte. Bei diesen lentiviralen Systemen der 3. Generation liegen das zu 

transferierende Gen, die Gene der Hüllproteine und die für die Virussynthese relevanten 

Verpackungsgene auf insgesamt 4 Plasmiden - Expressionsplasmid, zwei 

Verpackungsplasmide und Hüllproteinplasmid - getrennt vor. Das zu transferierende Gen wird 

mittels Standardmethoden der Klonierung in die multi-cloning site hinter einem für die geplante 

Anwendung ausgewählten Promotor insertiert und von einer deletierten 3’-LTR flankiert. Alle 

Plasmide werden mittels Transfektion in leicht zu transfizierende Zellen transient transferiert. In 

diesen Verpackungszellen erfolgen dann die Synthese der Viruspartikel und deren Sekretion. 

Nach Gewinnung des Überstandes kann z. B. durch Ultrazentrifugation die Konzentration der 

Viruspartikel erhöht werden. Anschließend kann durch Transduktion einer Kontrollzellpopulation 

mit diesem aufkonzentrierten Überstand in verschiedenen Verdünnungsstufen und Messung 

der Zielgenexpression die Konzentration der Viruspartikel im gewonnen Überstand – der 

Virustiter – abgeschätzt werden. Durch Inkubation mit dem auf einen Titer adjustierten 

Überstand erfolgt dann die Transduktion der Zielzellen. Infolge der Separierung der Hüllproteine 

von den Genen der Polymerase werden in den Verpackungszellen Partikel generiert, die nicht 

das komplette Virusgenom enthalten. Zusätzlich vermittelt die deletierte 3’-LTR eine 

Selbstinaktivierung durch Inaktivierung der 5’-LTR nach reverser Transkription [Übersicht in 

(Trono, 2000)]. Die Infektösität der Viruspartikel kann je nach designierter Zielzelle durch 

Pseudotypisierung, d. h. den Ersatz der parentalen HIV-1-Hüllproteine mit artfremden viralen 

Hüllproteinen, erhöht werden (Kay, 2001).  

 

1.4.2 Modelle zur präklinischen Evaluation einer zellbasierten Tumortherapie  

Das Wachstum eines Tumors und dessen Behandlung lässt sich im Tiermodell nur 

eingeschränkt simulieren. Voraussetzung für die Analyse humaner Zellen im Tiermodell ist die 

Verwendung immunsupprimierter Tiere. Die am besten charakterisierten und hinsichtlich ihrer 

Verwendung einfachsten Methoden existieren hierfür im Mausmodell.  

Die athymische Nacktmaus (nu/nu) zeichnet sich aufgrund eines genetischen Defektes neben 

einer fehlenden Behaarung insbesondere durch eine fehlende T-Zell-Immunität aus. Die 

NOD/SCID-Maus zeigt eine defekte B- und T-Zell-Immunität. Die erst vor kurzem entwickelte 

NOD/SCID/IL-2Rγnull(NOG)-Maus wurde durch Kreuzung der NOD/SCID-Maus mit einer für IL-

2Rγ defekten Maus entwickelt und besitzt weder B- und T-Zell-Immunität noch eine aktive NK-

Zellpopulation (Ito, 2002). Gegenüber Nacktmäusen ist die Haltung und Untersuchung von 

NOD/SCID- und NOG-Mäusen aufgrund deren höheren Infektanfälligkeit aufwändiger. Da 

zahlreiche Tumorzelllinien im Nacktmausmodell trotz dessen residualer Immunität ein 

reproduzierbares Wachstum zeigen, stellt die athymische Nacktmaus ein akzeptiertes Modell 

für die Untersuchung des Tumorwachstums in vivo dar.  
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Die Transplantation der Tumorzellen kann durch Injektion - mit in dieser Reihenfolge 

zunehmender methodischer Schwierigkeit - subkutan, systemisch intravenös oder aber 

orthotop, d. h. an der für die jeweilige Entität typischen Lokalisation erfolgen. Neben der 

unterschiedlichen Applikation bedingen diese Modelle auch, dass sich das Tumorwachstum nur 

eingeschränkt beobachten lässt. Hier ist insbesondere das subkutane Modell vorteilhaft, da es 

bei Verwendung markierter Tumorzellen die beste Möglichkeit des In-vivo-Imaging bietet. Dies 

erlaubt die Beobachtung eines Tieres und damit desselben Tumors über mehrere Tage mit 

höherer Genauigkeit als eine metrische Messung. Als Marker kommen dabei ektop exprimierte 

fluoreszierende oder aber eine Luminiszenz katalysierende Proteine in Frage. Gegenüber der 

Luminiszenz ist die Fluoreszenz-basierte Messung einfacher und robuster, aber durch das im 

lebenden Tier immanente Hintergrundsignal weniger sensitiv (Luker, 2008; Stell, 2007).  

 

1.4.3 Kolorektales Karzinom - eine für die MSC-basierte Tumortherapie geeignete 

Entität  

Das Kolorektale Karzinom (CRC) besitzt bei geschlechterübergreifender Analyse in 

Deutschland und anderen westlichen Ländern eine der höchsten Inzidenz der 

Malignomerkrankungen und stellt eine der häufigsten Malignom-assoziierten Todesursachen 

dar (Cunningham, 2010). Die hohe Sterblichkeit resultiert aus der Tatsache, dass bei einer 

Vielzahl von Patienten bereits bei Diagnose oder im Verlauf ein fortgeschrittenes Stadium 

vorliegt. Der Standard der aktuellen Therapie fortgeschrittener Stadien besteht in der 

Applikation von Zytostatika wie z. B. 5-Fluorouracil (5-FU) oder seiner oralen Prodrugs 

(Schmoll, 2010), der Gabe von Oxaliplatin oder Irinotecan (Haller, 2011) sowie von Anti-EGF-

Rezeptor- oder Anti-VEGF-Antikörpern wie Cetuximab oder Bevacizumab (Van Cutsem, 2010). 

Mit der Einführung dieser, teilweise erst seit wenigen Jahren zur Verfügung stehenden 

Substanzen konnte eine Verlängerung des Überlebens von Patienten mit metastasiertem CRC 

erzielt werden. Aufgrund der Biologie des Tumors entwickeln sich jedoch im Verlauf der 

Behandlung Resistenzen, die eine Heilung oder ein langfristiges Überleben verhindern. Es 

besteht daher weiterhin das Ziel, neue Therapieansätze zu identifizieren, die ein langfristiges 

Überleben sichern [Übersicht in (Cunningham, 2010)].  

 

Die Pathophysiologie des CRC ist ein Paradigma für eine mehrstufige, durch die Akkumulation 

von Mutationen bei genomischer Instabilität induzierte Onkogenese. Es entwickelt sich ein 

inhomogener Tumor, der sich aus Tumorzellen mit unterschiedlich aggressivem Wachstum, 

Stromazellen, Immunzellen und Endothelien zusammensetzt [Übersicht in (Markowitz, 2009)]. 

Die Interaktion des Stroma mit dem umliegenden gesunden Geweben und den Tumorzellen ist 

dabei essentiell für das invasive Wachstum des CRC (Brabletz, 2005).  
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Der Erwerb einer Resistenz scheint auch beim CRC durch das Neuauftreten von Mutationen zu 

erfolgen. Eine für CRC-Zellen typische Mutation betrifft TP53 und resultiert in einer Expression 

von funktionell nicht aktivem p53. Allerdings ist ein normaler p53-Status nicht für jede Substanz 

prädikativ für eine Sensitivität und vice versa. Es ist ferner davon auszugehen, dass in einem 

Tumor Zellen mit unterschiedlichem Resistenzstatus präsent sind und sich auch das 

Resistenzverhalten von Primärtumor und Metastase unterscheidet (Walther, 2009).  

 

1.4.4 TRAIL als therapeutisches Gen für eine zellbasierte Tumortherapie  

Ein für eine zellbasierte Tumortherapie geeignetes Gen sollte eine selektive Aktivität für 

Tumorzellen aufweisen und in den Zielzellen keine toxischen Effekte haben. Für TRAIL ist 

bekannt, dass es eine proapoptotische Wirkung relativ selektiv auf Tumorzellen ausübt. Hierfür 

scheint sowohl eine erhöhte Expression von DR4 und DR5 als auch eine höhere Sensitivität der 

intrazellulären, TRAIL-assoziierten Signaltransduktion in malignen Zellen gegenüber gesunden 

Zellen verantwortlich zu sein (Ashkenazi, 2002). Aufgrund dieser Selektivität erfolgt bereits die 

klinische Testung von TRAIL bzw. TRAIL-Agonisten bei verschiedenen Tumorentitäten 

(Ashkenazi, 2008). Physiologisch ist TRAIL im humanen Organismus als transmembranär 

exprimiertes Protein oder aber als lösliches Protein präsent [Übersicht in (Gonzalvez, 2010)]. 

Welchen Effekt die ektope Expression von TRAIL in MSC auf diese hat, war bei Beginn der hier 

präsentierten Arbeiten nicht bekannt.  

 

Ausgewählte Zelllinien verschiedener Tumorentitäten, darunter auch CRC-Zelllinien, weisen in 

vitro und in vivo eine inhärente Resistenz gegenüber löslichem TRAIL (sTRAIL) auf (Zhang, 

2010). Eine Überwindung der Resistenz für sTRAIL gelingt teilweise durch die parallele 

Applikation von Zytostatika in subapoptotischer Dosierung (Wang, 2008). Inwiefern die 

Resistenz gegenüber sTRAIL durch transmembranär exprimiertes TRAIL überwindbar ist, war 

zum Zeitpunkt des Beginns der Arbeit unbekannt.  

 

1.4.5 Genetisch modifizierte MSC für die Therapie maligner Tumoren  

Zum Zeitpunkt des Beginns der in der vorliegenden Arbeit dargestellten Analysen lagen nur 

wenige Untersuchungen zum Einsatz genetisch modifizierter MSC für die Tumortherapie vor. 

Die Untersuchungen der Arbeitsgruppen von Marini et al. zum Effekt von MSC mit ektoper 

Expression von Interferon-γ in verschiedenen Tumormodellen (Nakamizo, 2005; Studeny, 2002; 

Studeny, 2004) ließen vermuten, dass genetisch modifizierte MSC für einen therapeutischen 

Einsatz geeignet sind. Speziell in einem CRC-Xenograftmodell war gezeigt worden, dass 

tumorintegrierte MSC mit retroviraler Expression von Cytosin-Deaminase bei Exposition mit 5-

Fluorocytosin eine Inhibition des Tumorwachstums vermitteln können (Kucerova, 2007).  
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Ausgehend von diesen Ergebnissen erfolgten die in der vorgelegten Arbeit dargestellten 

Untersuchungen. Zahlreiche Arbeiten seit 2006 belegen das Interesse an einem 

therapeutischen Einsatz genetisch modifizierter MSC; zeigen aber auch, dass weiterführende 

Untersuchungen zur Einschätzung der klinischen Realisierbarkeit und Effektivität notwendig 

sind [Übersichten in (Ciavarella, 2011; Dwyer, 2010)].  
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2. ZIELSTELLUNG  

 

Die dieser Arbeit zugrunde liegenden Projekte verfolgten folgende einzelne Zielstellungen:  

 Analyse der Charakteristika von aus dem Knochenmark bei Patienten nach Chemotherapie-

Behandlung gewonnenen MSC  

 Untersuchung der Sensitivität gegenüber Chemotherapeutika unterschiedlicher 

Wirkmechanismen und Identifikation von Resistenzmechanismen für genotoxische 

Schädigung in MSC  

 Untersuchung des Einflusses nativer MSC auf das Wachstum solider Tumoren  

 präklinische Evaluation der Nutzung tumorintegrierender MSC mit lentiviraler TRAIL-

Expression für die Therapie des CRC  

 

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die zum Großteil publizierten Ergebnisse dieser Projekte im 

Kontext des Standes der Forschung unter folgenden Fragestellungen zusammenzufassen und 

zu diskutieren:  

 Wie groß ist das Potential von MSC zur malignen Transformation?  

 Welchen Einfluss haben MSC auf das Wachstum maligner Tumoren?  

 Welches Potential für eine zielgerichtete Tumortherapie besitzen MSC?  
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3 MATERIAL UND METHODEN 

 

Ein Großteil der in der vorliegenden Arbeit dargestellten Ergebnisse wurde bereits publiziert. 

Hinsichtlich der zugehörigen Methodik erfolgt hier nur die Darstellung des prinzipiellen 

Vorgehens; für eine Detailbeschreibung wird auf die entsprechenden Publikationen verwiesen. 

Für bisher unveröffentlichte Arbeiten erfolgt eine ausführlichere Darstellung.  

 

 

3.1 ALLGEMEINE METHODIK  

 

3.1.1 Verbrauchsmaterialien und Geräte  

Für alle in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Untersuchungen, einschließlich der bislang 

nicht veröffentlichten Arbeiten, wurden Verbrauchsmaterialien und Geräte so wie in den 

publizierten Arbeiten (Aurich, 2007; Dansranjavin, 2009; Dittmer, 2009; Luetzkendorf, 2010; 

Mueller, 2006; Mueller, 2011; Mueller, 2009) dargestellt, verwendet.  

 

3.1.2 Verwendete Zellen und deren Kultivierung  

Die Kultivierung und Passagierung von Tumorzellen erfolgte wie beschrieben (Luetzkendorf, 

2010; Mueller, 2006; Mueller, 2011; Mueller, 2009). Folgende CRC-Zelllinien wurden 

verwendet: Colo205, Colo320DM, DLD1, HCT8, HCT15, HT29, SW48, SW480, HCT116. 

Weiterhin wurden die aus testikulären Keimzelltumoren (TGCT) gewonnenen Zelllinien 2102EP 

(Andrews, 1980) und H12.1 (Casper, 1987), die Mammakarzinomzellen MCF-7 und MDA-MB-

231, Fibroblasten des humanen Kolons (CCD-18), kutane humane Fibroblasten (Dammann, 

2000) und die Ovarialkarzinom-Zelllinie HeLaS3 untersucht.  

Die untersuchten MSC wurden im Rahmen des Projektes so wie dargestellt (Mueller, 2006) und 

unter 3.2.1 beschrieben, isoliert. Für die Arbeiten im Rahmen des Kooperationsprojektes zur 

epigenetischen Analyse (s. 3.2.5) wurden kommerziell erworbene MSC untersucht 

(Dansranjavin, 2009).  

Alle Zellkulturarbeiten erfolgten unter Standardbedingungen bei 95 % Luftfeuchte, 37°C und 

5 % CO2.  

 

3.1.3 Proteinisolierung und Western Blot  

Diese Arbeiten erfolgten gemäß Standardmethoden und wie für die einzelnen Untersuchungen 

dargestellt (Luetzkendorf, 2010; Mueller, 2006). Je nach Untersuchungsziel wurden von 

behandelten oder unbehandelten Proben die adhärenten oder flotierenden Zellen gewonnen, in 

Lyse-Puffer lysiert, homogenisiert, die DNA mechanisch geschert und durch Zentrifugation der 
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proteinreiche Überstand gewonnen. Nach Bestimmung der Proteinkonzentration mittels 

kolorimetrischer Messung und Adjustierung der Konzentrationen in den Proben erfolgte die 

Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE. Anschließend wurden die Proteine mittels Semi-

Dry Blot-Kammer auf Nitrocellulose-Membranen transferiert, mittels Ponceau S die 

gleichmäßige Beladung geprüft und die Membranen nach Blockierung unspezifischer 

Bindungen mit den angegebenen primären Antikörper inkubiert. Es folgte die Inkubation mit 

dem sekundären Antikörper und die Visualisierung der Immunkomplexe durch 

Chemilumineszenz mittels eines kommerziellen Kits. 

 

3.1.4 RT-PCR  

Die Analysen erfolgten wie dargestellt (Aurich, 2007; Dansranjavin, 2009; Luetzkendorf, 2010; 

Mueller, 2006; Mueller, 2009). Die Gesamt-RNA wurde mittels Trizol-Methode oder mittels 

kommerziell erhältlicher Kits isoliert, teilweise einer DNAse-Behandlung unterzogen und 

anschließend mittels kommerzieller Kits transkripiert und amplifiziert. Als Negativkontrolle 

dienten für die reverse Transkription Proben ohne Zugabe von RT, für die Amplifikation Proben 

ohne Zugabe von cDNA. Die Analyse erfolgte im Agarosegel.  

 

3.1.5 Durchflusszytometrie  

Die durchflusszytometrische Analyse erfolgte wie dargestellt (Mueller, 2006; Mueller, 2011). Die 

Zellen wurden in Suspension überführt und anschließend mit den entsprechenden FITC-, PE- 

oder PerCP-konjugierten primären Antikörpern oder entsprechenden Isotypkontrollen inkubiert 

und analysiert. Im Einzelfall kamen unkonjugierte primäre Antikörper zur Anwendung, gefolgt 

von der Inkubation mit einem FITC- oder PE-konjugierten sekundären Antikörper. Die Analyse 

erfolgte am Durchflusszytometer mit entsprechender Software. Die spezifischen 

Geräteeinstellungen wurden jeweils mit den Isotypkontrollen vorgenommen und im Verlauf der 

jeweiligen Messung nicht verändert.  

 

3.1.6 Zytotoxizitätsuntersuchungen mittels Sulforhodamin-B-Assay  

Die Zytotoxizität von Substanzen wurde mittels Sulforhodamin-B (SRB)-Assay, so wie jeweils 

dargestellt (Luetzkendorf, 2010; Mueller, 2006; Mueller, 2011), getestet. Dabei handelt es sich 

um einen kolorimetrischen Assay, der durch Messung der vorhandenen Proteinmenge und 

Vergleich mit unbehandelten Kontrollen Rückschlüsse über die in der jeweiligen behandelten 

Probe vorhandene Zellmenge erlaubt. Der Test beruht auf der stabilen Bindung des Farbstoffes 

SRB an zelluläres Protein, dem nachfolgenden Auswaschen ungebundenen Farbstoffes im 

sauren Milieu sowie der anschließenden Solubilisierung des Farbstoffes im basischen Milieu. 

Die Menge des gelösten Farbstoffes wird photometrisch erfasst und korreliert linear mit der 

Zellzahl. Voraussetzung zum Erstellen einer Dosis-Wirkungs-Beziehung ist das 
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uneingeschränkte Wachstum der Zellen in den verwendeten 96-Loch-Mikrotiterplatten über die 

gesamte Versuchsdauer. Hier wurden die für die TGCT-Zelllinien bekannten Zellzahlen 

zugrunde gelegt (Mueller, 2003) oder für CRC-Zelllinien und MSC die optimalen Zellzahlen 

ermittelt (Luetzkendorf, 2010; Mueller, 2006; Mueller, 2011).  

Das Setzen der Zellen in eine 96-Loch-Kulturplatte erfolgte an Tag 1, der Beginn der 

Behandlung mit den angegebenen Zytostatika oder sTRAIL in den angegebenen 

Konzentrationen erfolgte nach 24 h an Tag 2. Im Falle der Zytostatika wurde pro Platte eine 

Zelllinie gesetzt und pro Konzentrationsstufe eine Spalte (8 Löcher) behandelt. Im Falle von 

sTRAIL wurden 3 Platten mit den verschiedenen Zelllinien angesetzt, wobei pro Zelllinie eine 

Spalte (8 Löcher) angesetzt wurden. Am Ende der Behandlung erfolgten die Fixierung der 

Zellen, Waschschritte und die SRB-Färbung. Anschließend wurde die OD bei 570 nm bestimmt. 

Aus den OD-Werten der 8 Proben einer Konzentrationsstufe oder einer Zelllinie wurde der 

Mittelwert berechnet und in Relation zum als 100 % gesetzten OD-Mittelwert der jeweiligen 

unbehandelten Kontrolle ausgewertet. Nach semilogarithmischer Auftragung wurde die 

Konzentration, bei der eine Inhibition des Zellwachstums von 90 % (inhibitorische 

Konzentration, IC90) bzw. 50 % (IC50) bezogen auf die unbehandelte Kontrolle erfolgte, im 

Diagramm abgelesen.  

 

3.1.7 Immunzytochemie, Immunhistochemie und histologische Analyse  

Diese Arbeiten erfolgten wie dargestellt (Luetzkendorf, 2010; Mueller, 2011). Für die 

immunzytochemische Analyse wurden die Zellen auf Objektträgern oder in Plastik-

Kulturgefäßen kultiviert und mittels Formalin oder Methanol/Aceton fixiert. Bei Formalin-

Fixierung und angestrebter Detektion intrazellulärer Antigene erfolgte eine Permeabilisierung. 

Für die Untersuchung von Gewebepräparaten erfolgte bei Paraffinschnitten zunächst die 

Deparaffinisierung, Rehydrierung und Blockierung unspezifischer Bindung mittels BSA.  

Die Proben wurden anschließend mit dem jeweiligen primären Antikörper inkubiert. Als 

Isotypkontrolle wurde eine separate Probe mit dem jeweiligen unspezifischen Kontroll-Isotyp 

inkubiert. Anschließend wurde mit dem jeweiligen FITC-, Peroxidase- oder Biotin-markierten 

sekundären Antikörper inkubiert. Die Visualisierung erfolgte je nach sekundärem Antikörper 

mittels Chemilumineszenz-Kits (Peroxidase-Markierung), Streptavidin-FITC (Biotin-Markierung) 

oder direkt fluoreszenzmikroskopisch (FITC-Markierung). Im Falle von Gewebeproben folgten 

die Färbung mit Hämatoxylin, die Dehydrierung und das Eindecken der Schnitte. Im Falle von 

Gefrierschnitten wurde eine Kernfärbung mit DAPI vorgenommen und die Schnitte mit 

Fluoreszenzeindeckmedium sowie Deckgläschen abgedeckt. Im Falle der ausschließlichen 

morphologischen Beurteilung erfolgte die Färbung mittels Hämatoxylin-Eosin. Die Auswertung 

erfolgte am Licht- oder Fluoreszenzmikroskop.  
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3.1.8 Versuche im Nacktmausmodell und Nicht-invasives in vivo Multispektral-

Fluoreszenz-Imaging  

Für die Arbeiten in vivo wurden wie dargestellt (Luetzkendorf, 2010; Mueller, 2011; Mueller, 

2009) 6 - 8 Wochen alte athymische Nacktmäuse (nu/nu) verwendet. Sämtliche Versuche 

erfolgten gemäß den institutionellen Bestimmungen; für alle durchgeführten Tierversuche lag 

eine entsprechende Genehmigung vor.  

Subkutane Xenografte wurden durch s. c. Injektion von 3 x 106 oder 5 x 106 CRC-Zellen in die 

Flanke des Tiers generiert. Bei einigen Versuchen wurden beide Flanken verwendet, d. h. zwei 

Xenografte pro Tier generiert. Bei einigen Versuchen wurden Mischxenografte durch Injektion 

einer Suspension von 3 x 106 CRC-Zellen gemischt mit 7,5 x 105, 3,33 x 105, 9,3 x 104 oder 

3,03 x 104 MSC - entsprechend einem MSC-Anteil an der injizierten Gesamtzellpopulation von 

20 %, 10 %, 3 % bzw. 1 % - generiert.  

Die systemische Gabe von Zellen erfolgte durch Injektion in die Schwanzvene. Am 

Versuchsende wurden die Tiere getötet und die Tumoren reseziert und teilweise gewogen bzw. 

der Situs eröffnet und relevante Organe reseziert. Die Einbettung der Tumoren und Organe in 

Paraffin erfolgte nach Formalin-Fixierung; bei einem Teil der Versuche erfolgte die Herstellung 

von Gefrierschnitten. Die Paraffin-Einbettung sowie die Anfertigung von Schnitten erfolgte 

teilweise durch Mitarbeiter der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Holzhausen (Institut für Pathologie, 

MLU). 

Bei einem Teil der Versuche wurden CRC-Zellen mit lentiviraler Expression von 

Fluoreszenzproteinen verwendet. Das Wachstum der entstehenden Xenografte wurde dann 

durch Nicht-invasives in vivo Multispektral-Fluoreszenz-Imaging (In-vivo-Imaging) in 

Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. K. Mäder (Institut für Pharmazie, MLU) wie 

dargestellt (Luetzkendorf, 2010; Mueller, 2011) bestimmt. Es wurden Multispektralaufnahmen 

mit einem In-vivo-Fluoreszenz-Imaging-System unter Verwendung unterschiedlicher Filtersätze 

erstellt. Die Aufnahmen erfolgten im Bereich von 500 - 800 nm in 10-nm-Schritten mit 

automatischer Belichtungszeit. Die Quantifizierung der Fluoreszenzsignale erfolgte mittels 

kommerzieller Software mit Erstellung von Referenzspektren unter Berücksichtigung von 

Hintergrund und Autofluoreszenz des Tieres. Für die Quantifizierung wurde die totale 

Signalintensität innerhalb einer manuell im zugehörigen Graustufen-Bild über dem Tumor 

platzierten Region bestimmt und für die jeweilige Belichtungszeit korrigiert. Alle im Verlauf eines 

Versuches gemessenen korrigierten Signale wurden auf das unmittelbar nach dem Setzen des 

jeweiligen Xenografts bestimmte, als 100 % gesetzte Signal normiert. Die Korrelation von 

totaler Signalintensität und Tumorgröße wurde zuvor anhand subkutaner Tumormodelle 

demonstriert (Luetzkendorf, 2010).  
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3.1.9 Lentivirale Transduktion von MSC und Tumorzellen  

Die Arbeiten erfolgten wie dargestellt (Luetzkendorf, 2010), basierend auf grundlegenden 

Methoden der Klonierung. Als lentivirales Transduktionssystem wurde ein Vektor mit selbst-

inaktivierender 3’-LTR und einem Verpackungssystem der 3. Generation, bestehend aus dem, 

die GFP-cDNA enthaltenden Expressionsplasmid pFUGW (Lois, 2002), den 

Verpackungsplasmiden pMDLg/pRRE und pRSV-Rev (Dull, 1998) sowie dem 

Hüllproteinplasmid pVSVG (Lois, 2002), verwendet (dankenswerterweise überlassen von Prof. 

Dr. T. Braun, Max-Planck-Institut für Herz- und Lungenforschung, Bad Nauheim). Weiterhin 

kamen kommerziell erhältliche Plasmide, u. a. ein DsRed-enthaltendes Plasmid (pDsRed2-N1) 

zum Einsatz.  

Die cDNA des rot fluoreszierenden Proteins DsRed wurde aus dem Plasmid pDsRed2-N1 

mittels PCR unter Verwendung von Schnittstellen-generierenden Primern gewonnen. 

Anschließend erfolgte die gerichtete Ligation in das lentivirale Expressionsplasmid pFUGW aus 

dem zuvor die GFP-cDNA herausgeschnitten wurde. Die korrekte Sequenz des damit 

generierten DsRed-kodierenden Expressionsplasmides pFUDW wurde durch Sequenzierung 

überprüft. Die Sequenzierung erfolgte nach dem Strangabbruchverfahren mit 

fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotiden durch Mitarbeiter des Zentrums für Medizinische 

Grundlagenforschung, MLU.  

Lentivirale Partikel wurden anschließend durch transiente Transfektion der Verpackungszelllinie 

HEK 293T mit dem beschriebenen Vier-Plasmid-Expressionssystem hergestellt. Der virale 

Partikel enthaltende Überstand wurde 48 h nach Transfektion gewonnen, durch 

Ultrazentrifugation aufkonzentriert und kryokonserviert. Die anschließende Titerbestimmung für 

FUGW und FUDW erfolgte mittels Inkubation der HEK 293T-Zellen mit seriell verdünnter 

Virusstammlösung unter Zusatz von Polybrene. Die GFP- bzw. DsRed-Expression wurde dann 

mittels durchflusszytometrischer Analyse bestimmt und der Titer der Virusstammlösung anhand 

der Zahl GFP- bzw. DsRed-positiver Zellen berechnet.  

Die Transduktion von MSC und CRC erfolgte bei subkonfluenter Zelldichte in 

Wachstumsmedium unter Zusatz von Polybrene mit einem Titer von etwa 5 x 105
 

lentiviralen 

Partikeln/ml. Durch Transduktion mit FUGW wurden GFP-MSC bzw. GFP-CRC-Zellen 

generiert; durch Transduktion mit FUDW wurden DsRed-CRC-Zellen gewonnen.  

Die Expression von GFP oder Ds-Red wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie und 

Durchflusszytometrie überprüft. Im Falle der CRC-Zelllinien erfolgte eine Klonierung der Zellen 

mittels limitierter Verdünnung zur Generierung von Populationen mit hoher Expression des 

transferierten Gens.  
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3.1.10 Statistische Analyse  

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Mittelwerte und die zugehörige einfache 

Standardabweichung (SD) mittels kommerzieller Software (SPSS 16.0; SPSS Inc., Chicago, 

USA) berechnet und verglichen. Ausgehend von einem Levene-Test auf Varianzengleichheit 

kamen ein t-Test oder ein modifizierter t-Test für unabhängige Stichproben zur Anwendung. Bei 

einem p-Wert von < 0,05 wurden die Unterschiede als signifikant betrachtet.  

 

 

3.2 ANALYSEN ZUR PRÄSENZ UND CHARAKTERISTIKA VON MSC  

 

3.2.1 Isolierung und Kultivierung von MSC  

Die Gewinnung humaner MSC aus Knochenmarkaspiraten freiwilliger Spender erfolgte wie 

dargestellt (Mueller, 2006). Bei vorliegendem schriftlichem Einverständnis wurde eine Aspiration 

aus diagnostischen Gründen - bei Patienten zur Beurteilung von Erkrankung und bei gesunden 

Spendern zum Ausschluss einer Erkrankung in Vorbereitung einer allogenen Stammzellspende 

- durchgeführt. Für die Gewinnung und Untersuchung der Aspirate und isolierten MSC lag ein 

positives Votum der Ethikkommision der Medizinischen Fakultät der MLU vor.  

Mittels Dichtegradientenzentrifugation des Aspirates wurden die mononukleären Zellen (MNZ) 

gewonnen und in Plastikgefäßen für die Adhärenzselektion kultiviert. Die nicht-adhärenten 

Zellen wurden nach 24 h durch den Wechsel des Mediums entfernt. Die Kultivierung der 

adhärenten CFU-F-Zellen erfolgte unter regelmäßigem Medienwechsel bis zum Erreichen einer 

Konfluenz von 50 %. Anschließend wurden die adhärenten Zellen passagiert und 

kryokonserviert oder für nachfolgende Experimente mit einer Dichte von 200 Zellen/cm² 

ausplattiert.  

Im Verlauf der hier dargestellten Untersuchungen wurde das für die Kultivierung von MSC 

verwendete Medium mehrfach optimiert. Letztlich kamen zwei Medien in ihrer jeweils 

beschriebenen Zusammensetzung zum Einsatz (Luetzkendorf, 2010; Mueller, 2006). Beide 

basierten auf DMEM 1 g/l Glukose, dem Zusatz von hinsichtlich der wachstumsfördernden 

Wirkung getesteten FKS-Chargen in einem Anteil von 10% oder 15% sowie dem Zusatz von 

Penicillin/Streptomycin. Die mit beiden Wachstumsmedien isolierten und expandierten MSC 

unterschieden sich hinsichtlich ihrer Eigenschaften nicht, so dass aus Gründen der einfacheren 

Handhabung für den Großteil der Arbeiten das in seiner Zusammensetzung einfachere Medium 

(Luetzkendorf, 2010) verwendet wurde. Aus gleichem Grund wird in der nachfolgenden 

Darstellung auf eine Unterscheidung zwischen beiden Medien verzichtet.  

Für die Bestimmung der Zahl an CFU-F vor erster Passage erfolgte wie beschrieben deren 

makroskopische und mikroskopische Zählung sowie in einem Teil der Untersuchungen die 

Anfärbung mit Giemsa (Mueller, 2006).  



 

31 

 

3.2.2 Erstellen einer Wachstumskinetik  

Das Proliferationsverhalten von MSC wurde wie beschrieben durch Wachstumskinetiken 

analysiert (Mueller, 2006). Die Zellen wurden mit einer definierten Dichte von 200 Zellen/cm² 

gesetzt und bei einer Konfluenz von 50 % passagiert. Die Anzahl der 

Populationsverdopplungen (PD) sowie die Populationsverdopplungszeit (PDT) wurden für jede 

Passage nach etablierten Formeln (Baxter, 2004) berechnet.  

 

3.2.3 Durchflusszytometrische Analyse von Zelloberflächenantigenen  

Die durchflusszytometrische Analyse des Zelloberflächenphänotyps von MSC erfolgte wie 

dargestellt (Luetzkendorf, 2010; Mueller, 2006) und unter 3.1.5 beschrieben. Für die Analyse 

von CD105 kam ein unkonjugierter primärer Antikörper zur Anwendung, gefolgt von der 

Inkubation mit dem FITC-konjugierten sekundären Antikörper.  

 

3.2.4 Analyse der OCT4 Expression  

Die Analysen zur Expression von OCT4 in MSC erfolgten wie dargestellt (Mueller, 2009). Für 

die Western Blot-Analyse und Immunzytochemie wurden verschiedene kommerziell erworbene, 

polyklonale oder monoklonale primäre Antikörper (polyklonal: goat N-19, monoklonal: mouse C-

10) eingesetzt.  

Für die RT-PCR-Analyse wurden folgende Primerpaare (Annealing-Temperatur jeweils 62°C) 

verwendet: β-Aktin (378 bp), OCT4-I (Exon 1 bis 3; 247 bp), OCT4-II (Exon 3 bis 5; 218 bp), 

OCT4-full length (gesamte OCT4-cDNA; 1133 bp).  

 

3.2.5 Analysen zur epigenetischen Regulation  

Diese Untersuchungen erfolgten in Kooperation mit der AG Prof. Dr. R. Dammann (Institut für 

Humangenetik, MLU; aktuelle Adresse: Institut für Genetik, Justus-Liebig Universität Gießen) 

wie dargestellt (Dansranjavin, 2009) unter Nutzung kommerziell erworbener MSC. Es erfolgte 

die Analyse des Methylierungsstatus der Promotorregionen ausgewählter Gene mittels Bisulfit-

Assay und nested PCR (COBRA-Assay) in undifferenzierten MSC, in osteogen und adipogen 

differenzierten MSC sowie in humanen Fibroblasten.  

 

3.2.6 Induktion einer osteogenen und adipogenen Differenzierung und deren 

Nachweis  

Die Induktion einer osteogenen und adipogenen Differenzierung und deren Nachweis erfolgte 

wie dargestellt (Mueller, 2006). Die Zellen wurden bis zu einer Konfluenz von 100 % kultiviert. 

Für die Analyse klonaler Zellpopulationen wurden Einzelzellkulturen durch limitierte Verdünnung 

in 96-Loch-Platten generiert, hinsichtlich ihrer Abstammung aus singulären Zellen 
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mikroskopisch beurteilt und ausgewählt sowie nachfolgend expandiert. Anschließend wurden 

die Kulturen mit osteogenem bzw. adipogenem Differenzierungsmedium über einen Zeitraum 

von 10 bis 14 Tagen inkubiert. Die Differenzierungsmedien basierten dabei auf DMEM mit 

Zusatz von 10 % FKS und Dexamethason. Bei adipogenem Differenzierungsmedium wurden 

zusätzlich Insulin, Indomethazin, 3-Isobutyl-1-methylxanthin und Rosiglitazon zugegeben; bei 

osteogenem Differenzierungsmedium wurden Ascorbinsäure-2-phosphat und Glycerol-3-

phosphat zugesetzt. Parallel wurden Kontrollzellen in Wachstumsmedium inkubiert.  

Bei sichtbaren morphologischen Zeichen der Differenzierung - Kalziumablagerungen bzw. 

Fetteinlagerungen - erfolgte die Analyse der differenzierten Zellen und der Kontrollen mittels 

zytochemischer Färbung sowie mittels RT-PCR wie dargestellt (Mueller, 2006). Der Nachweis 

von Kalziumhydroxylapatit-Ablagerungen bei osteogener Differenzierung erfolgte mittels 

Alizarin S, die Färbung von Fettvakuolen bei adipogener Differenzierung mittels Öl Rot. Für den 

Differenzierungsnachweis mittels RT-PCR wurde die Gesamt-RNA isoliert, einer DNase 

Behandlung unterzogen und nach optischer Bestimmung der Konzentration in der RT-PCR wie 

beschrieben (s. 3.1.4) eingesetzt. Die Amplifikation erfolgte über 35 Zyklen; die 

Primersequenzen mit den entsprechenden Annealingtemperaturen wurden wie dargestellt 

verwendet (Mueller, 2006).  

 

3.2.7 Induktion einer chondrogenen Differenzierung und deren Nachweis  

Die Arbeiten zur chondrogenen Differenzierung wurden bislang nicht veröffentlicht. Hierfür 

wurden jeweils 2,5 x 105 MSC durch Zentrifugation (150 g, 10 min) pelletiert und bei 37°C, 5 % 

CO2, 95 % Luftfeuchte mit Mediumwechsel alle 2 Tage in chondrogenem 

Differenzierungsmedium inkubiert. Dieses setzte sich wie folgt zusammen: DMEM (high-

Glucose, PAA, Pasching, Österreich), 1 % Penicillin/Streptomycin, 100 nM Dexamethason, 

10 ng/ml TGFβ3, 0,5 mg/ml BSA, 10 µg/ml Insulin, 5,5 µg/ml Transferrin, 5 ng/ml Selen, 

4,7 µg/ml Linolsäure (alle Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland). Nach 21 Tagen wurde die 

gesamte DNA mittels peqGOLD Total RNA Kit (Peqlab, Erlangen, Deutschland) gemäß den 

Angaben des Herstellers gewonnen und wie dargestellt einer DNAse-Behandlung (Mueller, 

2006) unterzogen. Anschließend erfolgte mittels eines kommerziellen Kits (GeneAmp RNA PCR 

Kit, Applied Biosystems, Foster City, USA) gemäß den Angaben des Herstellers die RT-PCR 

wie dargestellt (Mueller, 2006) mit einer Amplifikation über 35 Zyklen. Dabei kamen neben den 

beschriebenen β-Aktin-Primern (Mueller, 2006) u. a. folgende Primerpaare mit ihren 

entsprechenden Annealing-Temperaturen zum Einsatz: Kollagen IX (5’-

GTGTTGCTGGTGAAAAGGGT / 5’-GGGATCCCACTGGTCCTAAT; 159 bp, 55°C), SOX9 (5’-

GCTCAGCAAGACGCTGGGCA / CCGGAGGAGGAGTGTGGCGA; 249 bp, 66°C). Als 

Positivkontrolle diente aus humanem, hyalinen Knorpel isolierte RNA (überlassen von Dr. I. 

Schön, Universitätsklinik für Hals-, Nasen-, Ohren-Erkrankungen, MLU). 
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3.2.8 Induktion einer hepatogenen Differenzierung und deren Nachweis  

In einem Kooperationsprojekt mit der AG von Prof. Dr. B. Christ (Universitätsklinik für Innere 

Medizin I, MLU) erfolgte die Analyse der hepatogenen Differenzierung von MSC. Die Induktion 

der Differenzierung und deren Nachweis erfolgte wie dargestellt (Aurich, 2007). Nach einer 

Behandlung mit 5-Azacytidin über 24 h wurden die konfluenten Zellen mit einem auf DMEM-

basierenden, hepatogenen Differenzierungsmedium unter Zusatz von FKS, EGF und 

hepatocyte growth factor bis zu 21 Tage inkubiert. Die Analyse der Differenzierung dieser 

hepatogen differenzierten MSC (heMSC) erfolgte mittels RT-PCR, Western Blot und 

Immunzytochemie wie dargestellt (Aurich, 2007). Für den Nachweis der Funktionalität der 

Differenzierung in vitro wurden Glykogen-Ablagerungen in fixierten heMSC mittels PAS-

Färbung nachgewiesen sowie die Harnstoff-Konzentration im Medium von heMSC mittels 

kolorimetrischer Diacetylmonoxim-Methode bestimmt. Der Nachweis einer Hepatozyten-

spezifischen Genaktivierung erfolgte mittels transienter Transfektion von MSC und heMSC mit 

einem Reporter-Konstrukt von Red Fluorescent Protein (RFP) unter der Kontrolle des humanen 

Phosphoenolpyruvat Carboxykinase 1 (PCK1)-Promotors (Aurich, 2007). Primäre humane 

Hepatozyten dienten jeweils als Kontrollen. 

Der Nachweis der Funktionalität der Differenzierung in vivo erfolgte in Pfp/Rag2-Mäusen, die 

sich durch eine Immunsuppression mit dysfunktionalen NK-Zellen und fehlender Ausreifung von 

T- und B-Lymphozyten auszeichnen. Vor Transplantation wurde den Tieren Propranolol für 48 h 

verfüttert, um das Wachstumspotential endogener Hepatozyten zu supprimieren. Anschließend 

wurde eine partielle Hepatektomie zur Generierung eines Verletzungsmodells durchgeführt. 

Zeitgleich wurden über 14 Tage in vitro vordifferenzierte heMSC via intrasplenische Injektion 

transplantiert. Nach 7 oder 12 Wochen wurden die Tiere getötet und das eingebettete 

Lebergewebe immunhistochemisch analysiert. Hierfür wurden serielle Paraffinschnitte nach 

Peroxidase-Inaktivierung mit den angegebenen primären und sekundären Antikörpern inkubiert. 

Zusätzlich erfolgte die Färbung humanen Albumins mittels kommerziell erhältlicher Kits.  

Zum Ausschluss einer Zellfusion erfolgte nach Deparaffinierung und Vorbehandlung die 

parallele Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung für humane Alu-Sequenzen und murine Satelliten-

DNA mittels Fluorescein- bzw. Digoxigenin-markierten Sonden. Nach Denaturierung, Waschen 

und Blockierung wurde die humane Probe mittels biotinyliertem Anti-Fluorescein Antikörper und 

Streptavidin-Färbung visualisiert, während die Maus-spezifische Probe mittels Cy3-

konjugiertem sekundären Anti-Digoxigenin-Antikörper detektiert wurde. Eine Färbung der 

Zellkerne erfolgte mittels DAPI.  

 

3.2.9 Gemischte MSC-Leukozyten Kultur  

Die Analysen mittels MSC-Lymphozyten-Kultur wurden bislang nicht veröffentlicht. Es wurden 

8 x 103 MSC von Spendern mit vorliegendem Ergebnis einer HLA-Testung in 100 µl pro Loch 
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einer 96-Loch-Mikrotiterplatte plattiert. Nach 24 h erfolgte bei einem Teil der Proben die 

Behandlung mit 25 μg/ml Mitomycin C (Sigma-Aldrich) für 1 h. Anschließend wurden humane 

Leukozyten mit 8 x 104 Zellen pro Loch zugegeben - entweder in noch unbesetzte Löcher oder 

in Löcher, in denen bereits Mitomycin-C-behandelte oder unbehandelte MSC plattiert waren. 

Zusätzlich erfolgte in den entsprechenden Ansätzen die Zugabe von Phytohämagglutinin (PHA) 

in der Endkonzentration von 2,5 μg/ml (Sigma-Aldrich). Jeder Ansatz wurde im Triplikat 

ausgeführt und hatte ein Endvolumen von 150 μl. 

Die Gewinnung der zu den verwendeten MSC HLA-inkompatiblen humanen Leukozyten 

erfolgte zuvor durch Dichtegradientenzentrifugation aus bei der Gewinnung von 

Vollblutkonserven verbliebenen Buffy-Coat-Schichten (Einrichtung für Transfusionsmedizin, 

UKH). Die entsprechende Einwilligung der Spender lag im Rahmen eines seitens der 

Ethikkommission genehmigten Projektes vor. In Abhängigkeit der Präparationsqualität erfolgte 

die Lyse der Erythrozyten. 

Die Dauer der Kokultivierung betrug insgesamt 4 Tage. Anschließend wurde die zelluläre 

Proliferation anhand der BrdU-Inkorporation mithilfe eines kommerziellen ELISA-Kits (Roche 

Applied Science, Mannheim, Deutschland) gemäß den Angaben des Herstellers bestimmt. 

Hierfür erfolgte die Inkubation mit BrdU über 8 h, die anschließende Zugabe von Peroxidase-

markiertem Anti-BrdU-Antikörper und der Zusatz der Farblösung. Die Bestimmung des BrdU-

Einbaus erfolgte photometrisch durch Messung der Absorption bei 450 nm (Mikrotiterplatten-

Reader „Spectra-Rainbow“, Tecan, Männedorf, Schweiz). Als Kontrollen fungierten Löcher ohne 

Zellen (Leerwert) bzw. Löcher mit Zellen aber ohne erfolgte BrdU-Zugabe (Hintergrund). Die 

Auswertung erfolgte, sofern Leerwert und Hintergrund eine Absorption von 0,1 nicht 

überschritten. Aus den Messwerten der Absorption der jeweils 3 gleichbehandelten Proben 

wurden die Mittelwerte berechnet und mit dem Mittelwert des Leerwertes korrigiert. Teilweise 

erfolgte die Auswertung in Bezug auf die Positivkontrolle – mit PHA stimulierte Leukozyten - zur 

Bestimmung des relativen mitogenen Potentials bzw. der relativen immunsuppressiven 

Kapazität von MSC.  

 

3.2.10 Analyse der malignen Transformation von MSC in vitro und in vivo  

Der Ausschluss der malignen Transformation von MSC erfolgte mittels Wachstumskinetik, Soft-

Agar-Analyse und im Nacktmausmodell. Die Wachstumskinetik und der Soft-Agar-Assay 

erfolgten wie dargestellt (Luetzkendorf, 2010; Mueller, 2006) bzw. unter 3.2.2 beschrieben. 

Mittels Soft-Agar-Assay wurde das Kontakt-unabhängige Wachstum von MSC als eine 

wesentliche Eigenschaft maligner Zellen untersucht. Die CRC-Zelllinie DLD1 diente als 

Positivkontrolle. Es erfolgte die Zugabe von in Medium-Agar-Lösung suspendierten MSC bzw. 

DLD1 Zellen als Top-Agar in mit Basis-Agar beschichtete Kulturgefäße und die anschließende 

Kultivierung dieser Kulturen über mindestens 8 Tage. Die Beurteilung des Koloniewachstums 
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erfolgte mikroskopisch; für die abschließende Auswertung erfolgte die Färbung mit 0,005 %-

igem Kristallviolett.  

Für die Analyse der malignen Transformation in vivo erfolgte die Transplantation von 0,5 x 106 

MSC s. c. in die Flanke bzw. i. v. in die Schwanzvenen von drei Nacktmäusen. Die Mäuse 

wurden über einen Zeitraum von 6 Monaten beobachtet. Anschließend erfolgte die Tötung der 

Tiere und die makroskopische Beurteilung der eröffneten Bauchhöhle hinsichtlich eines 

Tumorwachstums. 

 

 

3.3 UNTERSUCHUNGEN ZUR SENSITIVITÄT GEGENÜBER CHEMOTHERAPEUTIKA UND VON 

RESISTENZMECHANISMEN IN MSC  

 

3.3.1 Zytotoxizitätsuntersuchungen in MSC mittels Sulforhodamin-B-Assay  

Die Untersuchungen wurden wie dargestellt (Mueller, 2006) und unter 3.1.6 beschrieben, 

durchgeführt. Das Setzen der Zellen in eine 96-Loch-Kulturplatte erfolgte an Tag 1, dabei 

wurden pro Platte MSC einer Präparation bzw. eine Zelllinie gesetzt. Der Beginn der 

Behandlung mit Cisplatin, Etoposid und Vincristin in den angegebenen Konzentrationen erfolgte 

nach 24 h an Tag 2, wobei pro Konzentrationsstufe eine Spalte (8 Löcher) behandelt wurde. 

Nach weiteren 24 h oder 96 h wurde das Zytostatikum-enthaltende Medium entfernt und die 

Zellen im Falle der 24 h-Behandlung in Zytostatika-freiem Wachstumsmedium weitere 72 h 

kultiviert. An Tag 5, d. h. 120 h nach initialem Setzen der Zellen, erfolgte die SRB-Färbung und 

Analyse mit Bestimmung der IC50 und IC90.  

 

3.3.2 In-vitro-Modell der Resistenz von MSC  

Für dieses Modell wurden MSC gesunder Spender wie dargestellt (Mueller, 2006) für 2 h mit 

Cisplatin bzw. Etoposid behandelt, anschließend gespült und weitere 22 h in Zytostatika-freiem 

Wachstumsmedium kultiviert. Diese Behandlung wurde insgesamt 4-mal durchgeführt. Alle 

weiteren Analysen erfolgten 72 h nach Ende der letzten Behandlung. Als Kontrolle diente ein 

unbehandeltes Aliquot der gleichen MSC-Präparation.  

 

3.3.3 Analyse und Quantifizierung der Schädigung und Apoptoseinduktion  

Zunächst wurde wie dargestellt (Mueller, 2006) der intrazelluläre Platingehalt nach Cisplatin-

Exposition analysiert. Hierfür wurden MSC und TGCT-Zellen mit gleichen Konzentrationen 

Cisplatin behandelt. Nach Zentrifugation und Vorbehandlung erfolgte dann die Analyse mittels 

Feststoff-Atomabsorptionsspektroskopie durch die Mitarbeiter der AG PD Dr. Paschke 

(Abteilung Medizinisch-Pharmazeutische Chemie, Biozentrum, MLU).  
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Der Nachweis der Apoptose erfolgte mittels Trypan-Blau-Ausschluss-Test, 

durchflusszytometrischer Analyse für Annexin V und mittels Western Blot. Für die Trypan-Blau-

Färbung wurden wie dargestellt (Mueller, 2006) MSC und TGCT-Zellen mit Cisplatin oder 

Etoposid in den angegebenen Konzentrationen behandelt. Entstehende flotierende Zellen 

wurden am Ende der Behandlung gewonnen, nach Waschschritten in Trypan-Blau-Färbelösung 

resuspendiert und lichtmikroskopisch hinsichtlich des Farbstoffausschlusses beurteilt.  

Die Analyse der apoptosetypischen Präsenz von Phosphatidylserin an der Zelloberfläche 

mittels Annexin V wurde wie dargestellt (Luetzkendorf, 2010; Mueller, 2006) durchgeführt. Nach 

Behandlung von MSC mit Cisplatin oder Etoposid wurden von den behandelten Zellen sowie 

von den jeweiligen Kontrollen die adhärenten Zellen gewonnen. Diese wurden mittels eines 

kommerziellen Kits mit FITC-markiertem Annexin V gefärbt und anschließend 

durchflusszytometrisch wie unter 3.1.5 beschrieben analysiert.  

Der Apoptosenachweis mittels Western Blot-Analyse erfolgte wie dargestellt (Luetzkendorf, 

2010; Mueller, 2006) und unter 3.1.3 beschrieben. Dabei wurden nach Behandlung von MSC 

oder TGCT-Zellen mit Cisplatin oder Etoposid sowohl die adhärenten als auch die flotierenden 

Zellen getrennt gewonnen. Nach Gewinnung der Proteinlysate, SDS-PAGE und Membran-

Transfer erfolgte die Antikörper-Inkubation und Visualisierung der Immunkomplexe mittels 

Chemilumineszenz. 

 

3.3.4 Bestimmung der Caspase-Aktivität  

Die relative Caspaseaktivität wurde wie dargestellt (Mueller, 2006; Mueller, 2003) in einem 

kolorimetrischen Substratspaltungsassay bestimmt. Es erfolgte die Behandlung von MSC und 

TGCT-Zellen mit Cisplatin für 24 h in der jeweils Apoptose-induzierenden Konzentration, d. h. 

der IC90 (3 μM für TGCT-Zellen, 20 μM für MSC). Als Kontrolle dienten jeweils unbehandelte 

Zellen. Anschließend wurden die flotierenden Zellen verworfen, die adhärenten Zellen lysiert 

und nach kolorimetrischer Bestimmung der Proteinkonzentration eine definierte Menge des 

Extraktes für die Substratreaktion eingesetzt. In der Reaktion wurden folgende Substrate 

verwendet: Ac-VDVAD-pNA (Caspase-2), Ac-DEVD-pNA (Caspase-3), Ac-IETD-pNA 

(Caspase-8) und Ac-LEHD-pNA (Caspase-9). Nach Inkubation wurde die OD bei 405 nm 

gemessen und die relativen Caspaseaktivitäten der behandelten Probe gegenüber der 

unbehandelten Kontrolle berechnet.  

 

3.3.5 Untersuchung der Zellzyklusregulation  

Die Untersuchungen zur Zellzyklusregulation wurden bislang noch nicht veröffentlicht. MSC 

wurden für 24 h mit 2 μM, 3 μM bzw. 20 μM Cisplatin, 0,4 μM, 0,75 μM bzw. 80 μM Etoposid 

oder 0,001 μM bzw. 3 μM Vincristin behandelt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen. Nach 

der Behandlung wurden die flotierenden Zellen verworfen, die adhärenten Zellen gewaschen 
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und wie nachfolgend beschrieben analysiert, oder aber es erfolgte die weitere Kultivierung in 

Zytostatika-freiem Wachstumsmedium mit einer Analyse zu einem späteren Zeitpunkt.  

Für die durchflusszytometrische Analyse wurden die adhärenten Zellen mit Trypsin-EDTA 

(PAA) abgelöst und mit PBS (PAA) gespült. Anschließend erfolgte die Färbung der zellulären 

DNA mit Propidium-Jodid (PI) mit Hilfe eines kommerziell erhältlichen Kits (BD CycleTEST 

PLUS DNA Reagent Kit; BD Biosciences, San Jose, USA) nach den Angaben des Herstellers. 

Die Proben wurden anschließend am Durchflusszytometer (FACSCalibur, BD Biosciences) mit 

entsprechender Software (CellQuest, BD Biosciences) analysiert.  

Für Western Blot-Analysen Zellzyklus-relevanter Proteine wurden die Zellen wie beschrieben 

behandelt, zu den genannten Zeitpunkten mit Trypsin-EDTA abgelöst und lysiert. Anschließend 

erfolgte die Probenaufbereitung, SDS-PAGE, Membran-Transfer, die Antikörper-Inkubation und 

Visualisierung wie dargestellt (Mueller, 2006) und unter 3.1.3 beschrieben.  

 

 

3.4 ANALYSE DES EINFLUSSES TUMORINTEGRIERTER MSC AUF DAS WACHSTUM 

MALIGNER TUMOREN  

 

3.4.1 Integration von MSC in subkutane CRC-Xenografte  

Die Arbeiten erfolgten wie dargestellt (Luetzkendorf, 2010) im Nacktmausmodell. Adhärente 

MSC wurden mit dem rot fluoreszierenden Membranfarbstoff DiI unmittelbar vor Verwendung 

der Zellen gefärbt. Anschließend wurden bei Tieren mit zuvor generierten subkutanen CRC-

Xenograften 2,5 x 105 DiI-MSC im Abstand von jeweils 2 Tagen insgesamt 5-mal systemisch, 

wie unter 3.1.8 beschrieben, injiziert. Als Kontrolle dienten Tiere ohne i. v. Injektion von MSC. 

Am Versuchsende wurden die Tumoren in Gefrierschnitttechnik präpariert und mittels 

Fluoreszenzmikroskopie untersucht.  

 

3.4.2 Einfluss von MSC auf das Wachstum subkutaner CRC-Mischxenografte  

Die Arbeiten erfolgten wie dargestellt (Luetzkendorf, 2010). Es wurden subkutane 

Mischxenografte von 3 x 106
 

DsRed-CRC-Zellen gemischt mit 7,5 x 105 nativen MSC - 

entsprechend einem MSC-Anteil von 20 % an der injizierten Gesamtzellpopulation - generiert. 

Als Kontrollen dienten reine DsRed-CRC-Xenografte in der kontralateralen Flanke des gleichen 

Tieres. Die DsRed-Fluoreszenzintensität wurde als Korrelat für die Tumorgröße mittels In-vivo-

Imaging, wie unter 3.1.8 beschrieben, quantifiziert. Zusätzlich erfolgte die Quantifizierung der 

Tumorgröße wie dargestellt (Mueller, 2011) anhand des Graustufenbildes durch Vermessen der 

orthogonalen Durchmesser und Volumenberechnung mittels Ellipsenformel. Am Versuchsende 

wurden die exzidierten Tumoren gewogen.  
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3.4.3 Untersuchung der Interaktion von MSC und CRC in vitro  

Die Untersuchungen zur Interaktion von MSC und CRC in vitro wurden bislang noch nicht 

veröffentlicht. Für die Kokultur unter 2D-Bedingungen wurden MSC und DsRed-DLD1- oder 

DsRed-HCT8-Zellen im Verhältnis von 1 : 4 gemischt und plattiert. Nach 3 Tagen wurde die 

absolute Zellzahl durch Zellzählung sowie der Anteil der DsRed-positiven Zellen 

durchflusszytometrisch bestimmt.  

Die Untersuchungen zur Ausbildung von Sphäroiden der CRC-Zelllinien DLD1 und HCT8 

erfolgte durch Kultivierung der Zellen unter 3D-Bedingungen auf 1 % Agarose wie dargestellt 

unter Verwendung des Kultivierungsmediums der CRC-Zellen (Dittmer, 2009). Gemäß der 

Ergebnisse von Vorversuchen wurden hierfür 3 x 103 Zellen pro Loch einer 96-Lochplatte 

plattiert, um durch diese kleine Fläche die Ausbildung eines einzelnen Sphäroides zu 

begünstigen. Für die Untersuchung des Einflusses von MSC auf die Sphäroidbildung wurden 

MSC in einem Anteil von 20 % an der Gesamtzellzahl den CRC-Zellen zugesetzt. Der Einfluss 

spezifischer Extrazellulärmatrix auf die Ausbildung dreidimensionaler Strukturen wurde 

untersucht, indem die CRC-Zellen in Kultivierungsmedium mit Zusatz von 1,67 % Matrigel (BD 

Bioscience) plattiert wurden. Nach 2 Tagen wurde die Sphäroidbildung mikroskopisch beurteilt.  

 

3.4.4 Interaktionen von MSC und Mammakarzinomzellen  

Diese Arbeiten erfolgten in einem Kooperationsprojekt mit der AG Prof. Dr. J. Dittmer 

(Universitätsklinik für Gynäkologie, MLU) so wie dargestellt (Dittmer, 2009). Zur Anwendung 

kamen die Mammakarzinomzelllinien MDA-MB-231 and MCF-7. Die Generierung von 

Sphäroiden erfolgte in 3D-Kulturen wie dargestellt (Dittmer, 2008) durch Kultivierung der Zellen 

auf 2 % Agarose. Bei einigen Kulturen erfolgte die Zugabe des ADAM10-Inhibitors GI254023X. 

Nach vollzogener Sphäroidbildung erfolgte der Zusatz von GFP-MSC und die mikroskopische 

Dokumentation. Die Generierung von GFP-MSC erfolgte wie dargestellt (Luetzkendorf, 2010) 

und unter 3.1.9 beschrieben.  

Für knock-down Experimente erfolgte die Transfektion von MCF-7 Zellen mit ADAM10- oder 

ADAM15-spezifischer siRNA bzw. Kontroll-siRNA mit den beschriebenen Sequenzen (Dittmer, 

2009). Die Western Blot-Analyse erfolgte in Abweichung zu der unter 3.1.3 beschriebenen 

Methode nach spezifischer Lyse und fraktionierter Zentrifugation zur Gewinnung von 

Zellmembranproteinen wie dargestellt (Dittmer, 2009). Für die immunzytochemische 

Untersuchung wurden die Sphäroide in Paraffin eingebettet und anschließend, wie unter 3.1.7 

beschrieben, analysiert.  

Für den Migrationsassay mittels Boyden-Kammer wurde im unteren Kompartiment zellfreies, 

MSC-konditioniertes Medium sowie im oberen Kompartiment Mammakarzinomzellen 

eingebracht und beide Kammern durch einen Filter mit 8-µm Porengröße getrennt. Nach 24 h 
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Kokultur erfolgte die Fixierung der Zellen und die mikroskopische Beurteilung der Migration der 

Mammakarzinomzellen.  

Für den Wundheilungs-Assay wurde mechanisch eine Lücke in den Monolayer von 

Mammakarzinomzellen bzw. von kokultivierten MSC und Mammakarzinomzellen eingebracht 

und der Verschluss dieser Lücke innerhalb von 2 Tagen mikroskopisch beurteilt.  

 

 

3.5 UNTERSUCHUNGEN ZUR NUTZUNG VON MSC FÜR DIE TUMORTHERAPIE 

 

3.5.1 Zytotoxizitätsanalyse für sTRAIL in MSC und CRC-Zellen  

Diese Untersuchung erfolgte wie dargestellt (Mueller, 2011) mittels SRB-Assay. Es wurden 3 

96-Loch Platten mit den verschiedenen Zelllinien angesetzt, wobei pro Zelllinie eine Spalte 

(8 Löcher) plattiert wurden. Die erste Platte wurde nach 24 h fixiert (Kontrolle 0 h), die zweite 

Platte über weitere 24 h mit Wachstumsmedium ohne sTRAIL (Kontrolle 24 h) behandelt und 

die dritte Platte mit 100 ng/ml sTRAIL (sTRAIL 24 h) inkubiert. Alle Platten wurden zum gleichen 

Zeitpunkt der SRB-Färbung unterzogen und ausgewertet. Die OD-Mittelwerte der 8 Proben 

jeder Zelllinie für jede Bedingung wurden ermittelt und in Relation zum Mittelwert der jeweiligen 

Kontrolle-0 h gesetzt.  

 

3.5.2 Expression von DR in CRC-Zellen  

Die durchflusszytometrische Analyse der Expression von TRAIL-Rezeptoren in CRC-Zelllinien 

erfolgte wie dargestellt (Mueller, 2011) und unter 3.1.5 beschrieben.  

 

3.5.3 Generierung lentiviral TRAIL-transduzierter MSC  

Die Generierung von TRAIL-MSC erfolgte wie dargestellt (Luetzkendorf, 2010). TRAIL-cDNA 

wurde unter Verwendung von aus Jurkat-Zellen gewonnener RNA mittels RT-PCR generiert, 

kloniert und nach Restriktion sowie jeweiliger Klenow-Extension in das lentivirale 

Expressionsplasmid pFUGW ligiert, aus dem zuvor die GFP-cDNA herausgeschnitten wurde. 

Es erfolgte die Sequenzierung des generierten FUTW-Plasmides zur Kontrolle der 

Insertionsrichtung und zum Ausschluss von Mutationen wie unter 3.1.9 beschrieben.  

Die Gewinnung infektiöser lentiviraler Partikel erfolgte wie unter 3.1.9 beschrieben. Für FUTW 

wurde keine Titerbestimmung durchgeführt. Stattdessen erfolgte die Transduktion mit FUTW mit 

dem Titer einer parallel präparierten FUGW-Stammlösung unter der Annahme, dass beide 

Virusstammlösungen einen ähnlichen Titer aufwiesen.  

Als Kontrollen dienten in den jeweiligen Versuchen native MSC (WT-MSC) oder aber mit 

Kontrollvektor GFP-transduzierte MSC (GFP-MSC).  
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3.5.4 Analyse der TRAIL-Expression in TRAIL-MSC  

Der Nachweis der Expression von TRAIL erfolgte wie dargestellt (Luetzkendorf, 2010) mittels 

Immunzytochemie und Western Blot. Die Immunzytochemie wurde wie unter 3.1.7 beschrieben 

durchgeführt. Die Zellen wurden auf Objektträgern kultiviert, mit 2 % Formalin fixiert und 

anschließend mit Triton X-100 permeabilisiert oder in Methanol / Aceton ohne zusätzliche 

Permeabilisierung fixiert. Es folgte die Inkubation mit verschiedenen primären Antikörpern und 

anschließend mit Fluoreszenz-markiertem sekundärem Antikörper. Die Zellkerne wurden mit 

DAPI gefärbt, die Objektträger in Fluoreszenzeindeckmedium abgedeckt und am 

Fluoreszenzmikroskop analysiert. Für die photographische Dokumentation wurde für WT-MSC 

und TRAIL-MSC jeweils die gleiche Belichtungszeit gewählt. Die Western Blot-Analyse von 

TRAIL-MSC zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Transduktion erfolgte wie unter 3.1.3 

beschrieben.  

 

3.5.5 Ausschluss der malignen Transformation von TRAIL-MSC  

Die Untersuchungen erfolgten mittels Soft-Agar-Assay wie dargestellt (Luetzkendorf, 2010) und 

unter 3.2.10 beschrieben. Als Positivkontrolle dienten DLD1-Zellen; für jeden Ansatz erfolgten 

die Untersuchungen im Triplikat. Zum Zeitpunkt eines bei der Positivkontrolle makroskopisch 

sichtbaren Koloniewachstums erfolgten die Färbung mit Kristallviolett und die 

Fotodokumentation.  

 

3.5.6 Analyse des Einflusses von TRAIL-MSC auf das Wachstum von CRC-Zellen in 

vitro  

Die Analyse der Kokultur von TRAIL-MSC und DsRed-CRC-Zellen erfolgte wie dargestellt 

(Luetzkendorf, 2010; Mueller, 2011). Eine Mischsuspension von TRAIL-MSC und DsRed-CRC-

Zellen im Verhältnis von 1 : 5 bzw. 1 : 6 wurde ausplattiert, als Kontrollen dienten Kokulturen 

von WT-MSC und DsRed-CRC-Zellen in gleichen Verhältnissen. Bei einigen Kokulturen wurde 

ein TRAIL-neutralisierender Antikörper zugesetzt. Für die Untersuchung des Effektes einer 

parallelen subapoptotischen Schädigung wurde Kokulturen von TRAIL-MSC oder WT-MSC mit 

DsRed-HT29-Zellen Oxaliplatin oder 5-FU über die gesamte Dauer der Kokultur in den 

angegebenen Konzentrationen zugesetzt.  

Für die Analyse der Proliferation von DsRed-CRC-Zellen in Kokultur mit TRAIL-MSC wurden 

Kinetiken erstellt. Hierfür wurden TRAIL-MSC und DsRed-CRC-Zellen in je 3 identischen 

Ansätzen kokultiviert. Als Kontrollen dienten Kokulturen von WT-MSC und DsRed-CRC-Zellen. 

Nach 24 h wurden die flotierenden Zellen der Kokulturen gewonnen und gezählt. Die 

adhärenten Zellen je eines Ansatzes der Kokultur WT-MSC / DsRed-CRC-Zellen und der 

Kokultur TRAIL-MSC / DsRed-CRC-Zellen wurden gewonnen und gezählt. Die verbliebenen 

zwei Ansätze wurden weiter kultiviert und in gleicher Weise 48 h bzw. 72 h nach Beginn der 
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Kokultur verarbeitet. Die ermittelten Zellzahlen wurden in Relation zur initial gesetzten Zellzahl 

dargestellt. Die Suspension der adhärenten Zellen wurde mit anti-CD105-FITC gefärbt und 

mittels Durchflusszytometrie wie unter 3.1.5 beschrieben hinsichtlich der Expression von DsRed 

und CD105 analysiert. Als Kontrolle für die Färbung mit anti-CD105-FITC dienten separat 

kultivierte MSC.  

Um einen proapoptotischen Effekt von TRAIL-MSC auf kokultivierte CRC-Zellen zu 

untersuchen, erfolgte nach 24 h Kokultur die Gewinnung von Proteinlysaten der Gesamtkokultur 

von TRAIL-MSC / DsRed-CRC-Zellen bzw. WT-MSC / DsRed-CRC-Zellen sowie der 

flotierenden Zellen von separaten Kokulturen von TRAIL-MSC / DsRed-CRC-Zellen. Für die 

Gewinnung der Gesamtkokultur wurden flotierende und adhärente Zellen gewonnen und 

vereinigt. Wie unter 3.1.3 beschrieben, erfolgte dann mittels Western Blot die Analyse von 

Apoptosemarkern.  

Zusätzlich wurden die gewonnenen flotierenden Zellen der Kokulturen hinsichtlich der Färbung 

mit Annexin V analysiert. Hierfür erfolgte die Färbung mittels eines kommerziell erworbenen Kits 

mit Annexin V-FITC und die durchflusszytometrische Analyse wie unter 3.3.3 und unter 3.1.5 

beschrieben. Als Kontrolle dienten separat kultivierte DsRed-CRC-Zellen.  

 

3.5.7 Analyse des Einflusses von TRAIL-MSC auf das Wachstum von CRC-Zellen in 

vivo  

Die Arbeiten erfolgten wie dargestellt (Luetzkendorf, 2010; Mueller, 2011) im subkutanen CRC-

Xenograftmodell in der Nacktmaus mit Applikation von MSC als Mischxenograft oder 

nachträglicher systemischer Injektion von MSC.  

Für Analysen im Mischxenograft wurden 3 x 106
 

DsRed-CRC-Zellen mit einem Anteil von 20 %, 

10 %, 3 % oder 1 % TRAIL-MSC gemischt und an Tag 0 s. c. in die Flanke einer Nacktmaus 

injiziert. Als Kontrollen dienten Mischxenografte mit dem jeweils gleichen Anteil WT-MSC bzw. 

nicht-gemischte Xenografte der entsprechenden Zelllinie in der kontralateralen Flanke des 

gleichen Tieres. In einigen Versuchen erfolgte die i. p. Applikation von 5-FU an den Tagen 0 

bis 4 bzw. an den Tagen 7 bis 9 und 14 bis 16 nach Generierung des Xenograftes. Die DsRed-

Fluoreszenzintensität wurde als Korrelat für die Tumorgröße mittels In-vivo-Imaging, wie unter 

3.1.8 beschrieben, quantifiziert. Bei Versuchsende wurden die Tumoren exzidiert, gewogen und 

teilweise histologisch, wie unter 3.1.7 beschrieben, untersucht.  

Für die Analyse der Effektivität systemisch transplantierter TRAIL-MSC wurden subkutane GFP-

DLD1-Xenografte generiert. Nach 2, 4, 7, 10 und 15 Tagen erfolgte die i. v. Injektion von jeweils 

2,25 x 105 - wie unter 3.4.1 beschrieben mit DiI gefärbten - TRAIL-MSC bzw. WT-MSC. Als 

Negativkontrollen dienten xenografttragende Tiere mit i. v. Applikation von PBS. Die GFP-

Fluoreszenzintensität wurde als Korrelat für die Tumorgröße wie unter 3.1.8 beschrieben mittels 
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In-vivo-Imaging quantifiziert. Nach Tötung der Tiere bei Versuchsende wurden die Lungen und 

Tumoren in flüssigem Stickstoff schockgefroren und 20 μm dicke Gefrierschnitte angefertigt.  

 

3.5.8 Pulmonaler Tropismus von MSC  

Die Arbeiten erfolgten wie dargestellt (Luetzkendorf, 2010) im Nacktmausmodell. Adhärente 

TRAIL-MSC wurden, wie unter 3.4.1 beschrieben, mit DiI unmittelbar vor Verwendung der 

Zellen gefärbt und anschließend bei Tieren mit präformierten subkutanen Xenograften i. v., wie 

unter 3.1.8 beschrieben, mit einer Menge von 5 x 105
 

DiI-MSC an Tag 2, 4, 9 und 11 injiziert. 

Als Kontrolle dienten Tiere ohne i. v. Injektion von MSC. An Tag 14 wurden die Tiere getötet, 

die Lungen und Tumoren präpariert und mittels Fluoreszenzimaging analysiert sowie 

anschließend in Gefrierschnitttechnik präpariert und mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht.  
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4 ERGEBNISSE 

 

4.1 PRÄSENZ UND WESENTLICHE CHARAKTERISTIKA VON MSC BEI PATIENTEN NACH 

CHEMOTHERAPIE  

 

4.1.1 Präsenz von CFU-F  

Ausgangspunkt dieser Arbeiten war die Fragestellung, inwiefern sich aus dem Knochenmark 

von Patienten mit chemotherapeutischer Vorbehandlung MSC isolieren lassen. Ein Maß für die 

Präsenz von MSC in einer gewonnenen Zellsuspension ist das Wachstum plastikadhärenter 

CFU-F.  

In den kultivierten MNZ aller Spender mit chemotherapeutischer Vorbehandlung (n = 17) mit 

Ausnahme eines Patienten und in den kultivierten MNZ aller nicht-vorbehandelten, gesunden 

Spender (n = 16) war das Wachstum von CFU-F 3 bis 7 Tage nach Kultivierungsbeginn zu 

beobachten. Die Zeitdauer bis zur Konfluenz der CFU-F unterschied sich zwischen Patienten 

mit chemotherapeutischer Vorbehandlung (12,0 ± 2,3 Tage) und gesunden Spendern 

(11,3 ± 2,2 Tage) nicht (p = 0,4). Hinsichtlich der Zahl von CFU-F pro 106 MNZ war zwischen 

Patienten mit chemotherapeutischer Vorbehandlung (7.0 ± 5.7) und gesunden Spendern 

(13.3 ± 12.0) ein, allerdings nicht signifikanter (p = 0,073) Unterschied zu beobachten (Mueller, 

2006).  

Die Subgruppenanalysen für die Zahl CFU-F / 106 MNZ bei Spendern unterschiedlichen 

Geschlechts und Alters war aufgrund der geringen Gruppengröße von eingeschränkter 

Aussagekraft. In den Gruppen der Patienten mit chemotherapeutischer Vorbehandlung und der 

gesunden Spender fanden sich jeweils keine statistisch signifikanten Unterschiede sowohl 

zwischen männlichen und weiblichen Spendern, als auch zwischen Spendern jünger und älter 

als 40 Jahre. Ebenfalls fanden sich in der Gruppe der Patienten mit chemotherapeutischer 

Vorbehandlung keine Unterschiede zwischen Spendern mit Erhalt der letzten Chemotherapie 

vor weniger und vor mehr als 3 Monaten (Mueller, 2006).  

Diese Daten belegten, dass sich auch nach Chemotherapie CFU-F aus dem Knochenmark 

isolieren lassen. Daraus leitete sich die Vermutung ab, dass es sich bei diesen isolierten Zellen 

um MSC handelt, und dass diese MSC sich in ihren Charakteristika nicht von MSC gesunder, 

unbehandelter Spender unterscheiden.  

 

4.1.2 Phänotyp, mesodermales Differenzierungspotential und Wachstumsverhalten  

Um diese Annahme zu belegen, sollte im nächsten Schritt der MSC-Charakter der isolierten 

CFU-F-Zellen nachgewiesen werden. Gemäß Konsensus sind neben dem Wachstum als 

CFU-F, der Phänotyp und das multipotente Differenzierungspotential für MSC charakteristisch.  



 

44 

Die durchflusszytometrische Analyse demonstrierte für die von Patienten mit Chemotherapie-

Vorbehandlung gewonnenen CFU-F-Zellen einen für MSC typischen Phänotyp CD14-, CD34-, 

HLA-DR-, CD11c-, CD45-, Glycophorin-A-, CD13+, CD29+, CD44+, CD105+, CD166+ (Mueller, 

2006). Diese Arbeiten waren noch vor Veröffentlichung der Konsensuskriterien (Dominici, 2006) 

erfolgt. In späteren Arbeiten erfolgte die Analyse in Anlehnung an diese Kriterien und belegten 

für die CFU-F-Zellen sowohl von Patienten mit chemotherapeutischer Vorbehandlung als auch 

von gesunden Spendern einen identischen Phänotyp CD14-, CD19-, CD34-, CD45-, HLA-DR-, 

CD73+, CD90+, CD105+ (Abbildung 4-1 A). Es waren für alle diese Marker keine Unterschiede 

zwischen CFU-F-Zellen von Spendern unterschiedlichen Geschlechts, Alters oder mit 

unterschiedlicher Dauer seit Chemotherapie-Vorbehandlung zu beobachten (Mueller, 2006).  
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Abbildung 4-1: Die von Patienten mit chemotherapeutischer Vorbehandlung isolierten CFU-F-Zellen erfüllen 
die Konsensuskriterien für MSC. Dargestellt sind beispielhaft ausgewählte Analysen, wobei für die unter A und B 
dargestellten Daten CFU-F-Zellen der gleichen Präparation eines Patienten verwendet wurden. Abbildung modifiziert 
aus (Mueller, 2006). A) Durchflusszytometrie für ausgewählte Oberflächenproteine, grau - spezifischer Antikörper, 
weiß - Isotypkontrolle; B) Zytochemische Färbung von CFU-F-Zellen nach adipogener (a) und osteogener (o) 
Differenzierungsinduktion sowie von jeweils undifferenzierten (u) CFU-F-Zellen als Kontrollen; C) RT-PCR-Analyse 
relevanter Gene nach adipogener (a), osteogener (o) und chondrogener (c) Differenzierungsinduktion von CFU-F-
Zellen, undifferenzierte (u) CFU-F-Zellen des jeweiligen Patienten als Kontrolle, Aktin als Kontrolle der PCR  

 

Für die Analyse des Differenzierungspotentials wurden isolierte CFU-F-Zellen von allen 

Patienten mit Chemotherapie-Vorbehandlung und von allen nicht-vorbehandelten Spender als 

nicht klonale Zellpopulationen mit dem jeweiligen Differenzierungsmedium in vitro inkubiert. Bei 

allen Ansätzen waren die typischen morphologischen Veränderungen der adipogenen 

Differenzierung – mit Öl-Rot anfärbbare intrazelluläre Fetttröpfchen - bzw. osteogenen 

Differenzierung – mit Alizarin S anfärbbare extrazelluläre Kalziumhydroxylapatitablagerungen - 
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zu beobachten (Abbildung 4-1 B). Die Analyse mittels RT-PCR demonstrierte die Expression 

der für die jeweilige Differenzierung typischen Gene (Abbildung 4-1 C). Gleiche Ergebnisse 

wurden bei Analyse klonaler Zellpopulationen bei zufällig ausgewählten Spendern beider 

Gruppen beobachtet (Mueller, 2006).  

Nach Veröffentlichung der Konsensuskriterien erfolgte zusätzlich die Analyse der chondrogenen 

Differenzierungskapazität. Auch hier fand sich bei Inkubation der von Patienten mit 

Chemotherapie-Vorbehandlung gewonnenen CFU-F-Zellen eine Expression von für die 

chondrogene Differenzierung typischen Genen (Abbildung 4-1 C).  

Diese Ergebnisse belegen, dass es sich bei den aus dem Knochenmark von Patienten mit 

Chemotherapie-Vorbehandlung isolierten CFU-F-Zellen um MSC handelt. Gleichzeitig lassen 

diese Daten darauf schließen, dass sich MSC von Patienten mit Chemotherapie-Vorbehandlung 

nicht gegenüber MSC von nicht-vorbehandelten Spendern unterscheiden.  
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Abbildung 4-2: Von Patienten nach Chemotherapie-Vorbehandlung isolierte MSC (MSC-CTx-KM) zeigen in 
vitro ein gegenüber von gesunden Spendern isolierten MSC (MSC-K-KM) gleiches Wachstumsverhalten. 
Abbildung modifiziert aus (Mueller, 2006). A) Expansion der MSC jeweils drei ausgewählter Spender; B) berechnete 

und statistisch verglichene PD und PDT, jeweils MW (  SD) von 3 Spendern  

 

Um diese Annahme weiter zu überprüfen, wurden die Wachstumskinetiken der MSC von 

gesunden Spendern und von Patienten mit Chemotherapie-Vorbehandlung verglichen. Diese 

Analysen belegten ein ähnliches Proliferationspotential für MSC beider Gruppen (Abbildung 

4-2 A). Es fanden sich von Passage 2 bis Passage 10 keine Unterschiede hinsichtlich PD und 

PDT (Abbildung 4-2 B). Für MSC beider Gruppen war im Verlauf der Kultivierung eine Abnahme 
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des Proliferationspotentials zu verzeichnen. Bei allen Spendern beider Gruppen war eine 

Expansion um den Faktor 50 – 100 x 106 zu erzielen. Damit belegen die Daten, dass bei 

Patienten mit Chemotherapie-Vorbehandlung aus einem Knochenmarkaspirat von 10 - 40 ml in 

vitro die Gewinnung von über 200 x 106 MSC möglich ist.  

Diese Daten zeigen, dass sich nach Chemotherapie MSC aus dem Knochenmark von Patienten 

isolieren lassen, die sich in ihren definierenden Charakteristika nicht gegenüber MSC gesunder 

Spender unterscheiden. Eine weitere, für therapeutische Anwendungen relevante Eigenschaft 

von MSC ist deren immunmodulatorisches Potential. Für eine vollständige Charakterisierung 

der für die vorliegende Arbeit verwendeten, von Patienten mit chemotherapeutischer 

Vorbehandlung isolierten MSC sollte daher mittels einer exemplarischen Methode in vitro 

sowohl die Immunogenität als auch das immunsuppressive Potential untersucht werden.  

 

4.1.3 Immunogenität und immunsuppressives Potential  

Für diese Untersuchungen wurde eine In-vitro-Mischkultur gewählt und damit untersucht, 

inwiefern die isolierten MSC 1.) die Proliferation humaner Leukozyten stimulieren und 2.) die 

Proliferation Mitogen-aktivierter Leukozyten inhibieren.  
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Abbildung 4-3: Direkter Kontakt mit MSC resultiert nicht in einer Proliferation HLA-inkompatibler Leukozyten 
sondern in einer Suppression deren Mitogen-induzierter Proliferation. Native MSC (MSC) bzw. Mitomycin-C-
vorbehandelte MSC (MMC-MSC) wurden mit HLA-inkompatiblen Leukozyten des peripheren Blutes (PBMC) bzw. mit 
PHA-stimulierten PBMC (PHA-PBMC) kokultiviert und die Proliferation wurde mittels BrDU-Inkorporation bestimmt. 
Die jeweiligen nicht-gemischten Kulturen und PHA-stimulierte MSC (PHA-MSC) dienten als Kontrollen. 
A) repräsentatives Beispiel eines Kokulturansatzes, OD450 als absolutes Maß der BrDU-Inkorporation; 
B) zusammenfassende Auswertung der PHA-stimulierten Proliferation von PBMC bei Präsenz von MSC im 
normierten Vergleich zur Inkubation von PHA-PBMC ohne MSC  
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Weder native noch Mitomycin-C behandelte MSC stimulierten die Proliferation HLA-

inkompatibler Leukozyten nicht-verwandter Spender (Abbildung 4-3 A). Native MSC waren in 

der Lage, die Proliferation von PHA-stimulierten Leukozyten signifikant um durchschnittlich 40% 

(p < 0,05) zu inhibieren (Abbildung 4-3 B).  

Damit konnten die geringe Immunogenität und das von anderen Autoren nachgewiesene 

immunsuppressive Potential für die in der vorliegenden Arbeit verwendeten, aus Knochenmark 

nach Chemotherapie gewonnenen MSC bestätigt werden. Der Nachweis dieser Fähigkeit 

komplettierte nicht nur die Charakterisierung der isolierten MSC, sondern war für die 

Interpretation der nachfolgend durchgeführten Untersuchungen zur Unterstützung des 

Tumorwachstums durch MSC relevant.  

 

Die Daten des Abschnittes 4.1 belegen, dass sich MSC aus dem Knochenmark von Patienten 

nach chemotherapeutischer Behandlung isolieren lassen. Diese MSC unterscheiden sich in 

ihren Charakteristika nicht von MSC gesunder Spender. Dies ließ darauf schließen, dass MSC 

über eine intrinsische Resistenz gegenüber genotoxischer Schädigung verfügen. Dieser 

Hypothese widmen sich die im folgenden Abschnitt dargestellten Untersuchungen. 

 

 

4.2 SENSITIVITÄT GEGENÜBER ZYTOSTATIKA UND IDENTIFIKATION VON 

RESISTENZMECHANISMEN IN MSC  

 

4.2.1 Relative Resistenz gegenüber Zytostatika  

Der erbrachte Nachweis der Isolierbarkeit von MSC aus dem Knochenmark von Patienten nach 

chemotherapeutischer Behandlung ließ vermuten, dass MSC über eine inhärente Resistenz 

gegenüber Zytostatika verfügen. Um diese Hypothese zu testen, wurde zunächst die 

Sensitivität von MSC für Chemotherapeutika unterschiedlicher Wirkmechanismen - Cisplatin, 

Etoposid und Vincristin - in vitro analysiert. Als Vergleich dienten TGCT-Zelllinien für die eine 

Sensitivität gegenüber den verwendeten Zytostatika aus Vorarbeiten der AG des Autors 

bekannt war (Mueller, 2003).  

Im SRB-Assay zeigten sowohl MSC von Patienten nach Chemotherapie-Vorbehandlung als 

auch MSC gesunder Spender eine relative Resistenz (Abbildung 4-4 A). Gegenüber den TGCT-

Zelllinien 2102EP (Abbildung 4-4 B) und H12.1 resultierte dies in für MSC signifikant erhöhten 

IC90-Werten (Mueller, 2006).  

Nachfolgend wurde untersucht, inwiefern MSC nach einer Exposition mit Zytostatika ihre 

Charakteristika beibehalten. Hierzu wurden MSC von Spendern ohne chemotherapeutische 

Vorbehandlung mit den Zytostatika Cisplatin oder Etoposid in einer klinisch relevanten 

Dosierung und Expositionszeit (jeweils 3 µM für 2 h alle 24h, insgesamt 4-mal) behandelt. Nach 
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einer Phase verlangsamten Wachstums von 7 Tagen nach Behandlung mit Etoposid und 

14 Tagen nach Behandlung mit Cisplatin zeigten die behandelten Zellen ein erneutes 

Wachstum mit ähnlichen Populationverdopplungen wie unbehandelte Zellen (Abbildung 4-5 A). 
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Abbildung 4-4: MSC zeigen in vitro eine relative Resistenz gegenüber Zytostatika unterschiedlicher 
Wirkmechanismen. Es wurden MSC sowohl von Patienten nach Chemotherapie-Vorbehandlung (MSC-CTx-KM) als 
auch von gesunden Spendern (MSC-K-KM) sowie Zellen der TGCT-Zelllinie 2102EP 24 h mit den angegebenen 
Zytostatika in den aufgeführten Konzentrationen behandelt und mittels SRB-Assay untersucht. Abbildung modifiziert 
aus (Mueller, 2006). A) SRB-Analyse; B) Übersicht und statistischer Vergleich der IC50 und IC90 Werte  

 

Die durchflusszytometrische Analyse (Abbildung 4-5 B) demonstrierte in behandelten Zellen 

einen gegenüber unbehandelten Zellen identischen Phänotyp (CD14-, CD34-, HLA-DR-, 

CD11c-, CD45-, Glycophorin-A-, CD13+, CD29+, CD44+, CD105+, CD166+). Nach Inkubation mit 

den entsprechenden Differenzierungsmedien zeigten behandelte Zellen analog zu 

unbehandelten Zellen die typischen, mittels zytochemischer Färbung nachweisbaren, 

morphologischen Zeichen der osteogenen oder adiopogenen Differenzierung (Mueller, 2006).  
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Abbildung 4-5: MSC behalten nach Schädigung in klinisch relevanter Dosierung in vitro ihre definierenden 
Charakteristika bei. MSC wurden im In-vitro-Modell der Resistenz an 4 aufeinanderfolgenden Tagen mit den 
angegebenen Konzentrationen Cisplatin oder Etoposid für je 2 h behandelt und anschließend weiter kultiviert; 
abgebildet ist ein repräsentatives Beispiel von jeweils mindestens 3 Experimenten. Abbildung modifiziert aus 
(Mueller, 2006). A) Wachstumskinetik behandelter Zellen im Vergleich zur Kontrolle; Angabe der PDT für den 
jeweiligen Zeitraum; B) durchflusszytometrische Analyse der behandelten Zellen 72 h nach Ende der Behandlung 

 

Diese Daten ließen vermuten, dass MSC eine Resistenz gegenüber genotoxischen Schäden 

aufweisen, die insbesondere durch eine erhöhte Schwelle gegenüber Apoptose-induzierenden 

Dosen der Schädigung gekennzeichnet ist.  

 

4.2.2 Cisplatin-induzierte Apoptose und deren Regulation  

Um die Hypothese einer erhöhten apoptotischen Schwelle für genotoxische Schädigung in MSC 

detaillierter zu untersuchen, wurde die Apoptoseinduktion in MSC nach Behandlung mit 

Cisplatin untersucht. Der in der Zytotoxizitätsanalyse ermittelte IC90-Wert entspricht bei vielen 

Zytostatika einer Apoptose-induzierenden Konzentration. Für die Analyse der 

Apoptoseinduktion erfolgte daher die Behandlung mit der IC90-Dosis sowohl von sensitiven 

TGCT-Zelllinien (IC90TGCT, 3 µM) als auch von MSC (IC90MSC, 20 µM).  
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Die Western Blot-Analyse zeigte, dass die Behandlung sensitiver TGCT-Zellen mit deren IC90-

Dosis in einer Spaltung von PARP, Caspase-3 und -9 resultierte. Dagegen war in MSC bei der 

Behandlung mit der IC90TGCT keines dieser typischen Apoptosemerkmale zu detektieren. Erst 

eine Behandlung mit der IC90MSC von 20 µM resultierte in MSC in einer Spaltung dieser 

Proteine (Abbildung 4-6 A). Entsprechend dem Charakter der Apoptose waren diese 

Veränderungen insbesondere in flotierenden Zellen ausgeprägt.  

Für den bestätigenden Nachweis der Induktion von Apoptose in MSC bei IC90MSC-Behandlung 

erfolgte die durchflusszytometrische Analyse für die Bindung von Annexin V-FITC. Hier zeigte 

sich gegenüber unbehandelten Zellen eine deutliche Zunahme der Zahl von apoptotischen, 

nicht-nekrotischen (Annexin V-positiv, PI-negativ) Zellen (Abbildung 4-6 B). Dagegen blieb der 

Anteil von sekundär nekrotischen (Annexin V-positiv und PI-positiv) sowie primär nekrotischen 

(Annexin V-negativ, PI-positiv) Zellen in behandelten und unbehandelten Proben gleich 

(Mueller, 2006).  
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Abbildung 4-6: MSC besitzen gegenüber sensitiven Zellen bei gleicher intrazellulärer Schädigung eine 
erhöhte Apoptoseschwelle für Cisplatin. MSC und TGCT-Zellen wurden 24 h mit Cisplatin in den angegebenen 
Konzentrationen behandelt und nachfolgend analysiert; abgebildet sind die Mittelwerte bzw. ein repräsentatives 
Beispiel von jeweils mindestens 3 Experimenten. Abbildung modifiziert aus (Mueller, 2006). A) Western Blot für 
adhärente (a) und flotierende (fl) Zellen, * - Signal der jeweiligen Procaspase, + - Signal der aktiven Caspase-
Fragmente; B) Durchflusszytometrie nach Annexin V-FITC-Färbung für unbehandelte und behandelte MSC; dot blot 
der Analyse als Insert; C) Feststoff-Atomabsorptionsspektroskopie des zellulären Platingehalts nach Behandlung der 
angegebenen Zelllinien mit 3 µM Cisplatin  
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Diese Daten belegen, dass für die Induktion von Apoptose in MSC gegenüber sensitiven TGCT-

Zelllinien eine ca. 6-fach höhere Cisplatin-Dosis notwendig ist. Eine mögliche Erklärung für 

diese erhöhte apoptotische Schwelle besteht in einer in MSC gegenüber TGCT-Zellen 

reduzierten intrazellulären Cisplatin-Akkumulation, z. B. in Folge aktiver Exkretion durch 

Membranpumpen.  

Um diese Annahme zu testen, wurde mittels Feststoff-Atomabsorptionsspektroskopie die 

zelluläre Platin-Akkumulation nach Cisplatin-Behandlung mit der IC90TGCT untersucht. Dabei 

fand sich ein identischer Platingehalt in behandelten TGCT-Zellen und behandelten MSC 

(Abbildung 4-6 C). Diese Daten ließen darauf schließen, dass 3 µM Cisplatin in sensitiven 

TGCT-Zellen und in MSC das gleiche Ausmaß an intrazellulärer Schädigung verursachen 

(Mueller, 2006). Aus diesen Daten ist zu schlussfolgern, dass die erhöhte Apoptoseschwelle in 

MSC durch einen gegenüber sensitiven Zellen veränderten Mechanismus der 

Apoptoseinduktion vermittelt wird. Entscheidend für die Initiierung der Apoptose ist die 

Aktivierung von Initiator- und Effektor-Caspasen. Die Western Blot-Analyse ließ vermuten, dass 

in MSC bei Cisplatin-induzierter Apoptose eine proteolytische Spaltung von Caspase-9 und 

Caspase-3 erfolgt. Unklar war, ob diese auch mit einer enzymatischen Aktivität der jeweiligen 

Caspase einhergeht.  
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Abbildung 4-7: MSC zeigen gegenüber sensitiven TGCT-Zellen bei Cisplatin-induzierter Apoptose keine 
Zunahme der Caspase-9 Aktivität. Abgebildet ist jeweils ein repräsentatives Beispiel von mindestens 3 
Experimenten. Abbildung modifiziert aus (Mueller, 2006). A) Caspase-Assay in MSC nach 24 h-Behandlung mit 
20 µM (IC90MSC) Cisplatin, unbehandelte MSC als Kontrolle; B) Caspase-Assay für Caspase-9 jeweils nach 24 h-
Behandlung von MSC mit 20 µM Cisplatin (IC90MSC) bzw. von Zellen der TGCT-Zelllinie H12.1 mit 3 µM Cisplatin 
(IC90TGCT)  

 

Es erfolgte daher mittels eines Substratassays die Analyse der Aktivität von Initiator- und 

Effektor-Caspasen in MSC nach Behandlung mit Cisplatin in Apoptose-induzierender IC90MSC-

Dosis (20 µM). Gegenüber unbehandelten Zellen fand sich für Caspase-2 und -3 eine 

Aktvierung bei Cisplatin-induzierter Apoptose in MSC. Dagegen war für die Initiator-Caspasen, 

Caspase-8 und -9 keine Aktivitätssteigerung zu beobachten (Abbildung 4-7 A). Die fehlende 

Spaltung von Caspase-8 als Enzym des intrinsischen Signalweges entsprach der 
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ausschließlichen Aktivierung des extrinsischen Signalweges durch Cisplatin. Dagegen war die 

fehlende Aktivität von Caspase-9 angesichts der beobachteten Spaltung des Proteins 

(Abbildung 4-6 A) nicht erklärbar. Im Vergleich hierzu wurde in sensitiven TGCT-Zellen nach 

Cisplatin-Behandlung in Apoptose-induzierender IC90TGCT-Dosis (3 µM) eine deutliche 

Zunahme der Aktivität von Caspase-9 beobachtet (Abbildung 4-7B).  

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Resistenz von MSC für genotoxische Schädigung mit einer 

fehlenden Zunahme der Caspase-9-Aktivität bei Cisplatin-induzierter Apoptose einhergeht 

(Mueller, 2006). Da nicht alle genotoxischen Schäden zu einer durch Caspase-9 vermittelten 

Apoptose führen, sollten andere potentielle Mechanismen der Resistenz in MSC untersucht 

werden. Zu diesen Mechanismen zählt u. a. ein p53-vermittelter Zellzyklusarrest.  

 

4.2.3 Zellzyklusverhalten und -regulation nach genotoxischer Schädigung  

Hierfür wurden die Expression relevanter Proteine und das Zellzyklusverhalten in MSC nach 

Behandlung mit Zytostatika unterschiedlicher Wirkmechanismen - Cisplatin, Etoposid und 

Vincristin - untersucht.  

Die Behandlung erfolgte jeweils sowohl mit der IC90TGCT (Cisplatin: 3 μM, Etoposid: 0,4 μM, 

Vincristin: 0,001 μM) als auch mit der IC90MSC (Cisplatin: 20 μM, Etoposid: 80 μM) bzw. bei der 

Behandlung von MSC mit Vincristin in der höchsten für die Zytotoxizitätstestung eingesetzten 

Konzentration (3 μM). Für Cisplatin war bereits demonstriert worden, dass die IC90TGCT-Dosis in 

MSC keine Apopotose induziert (Abbildung 4-6). Die IC90-Dosis der TGCT-Zellen für Etoposid 

und Vincristin resultierte in MSC in keiner Entstehung von flotierenden Zellen. Analog zu 

Cisplatin wurde daher davon ausgegangen, dass diese Behandlungen für MSC 

subapoptotische Schädigungen repräsentieren.  

Für alle drei Substanzen fand sich in MSC bereits bei subapoptotischer Dosis eine deutliche 

Zunahme der p53-Expression (Abbildung 4-8 A). Für p21 fand sich ebenfalls eine Zunahme der 

Expression bei subapoptotischer Behandlung mit Cisplatin und Etoposid, während für die 

Behandlung mit Vincristin keine Änderung der p21-Expression zu beobachten war (Abbildung 

4-8 A). Dies ließ darauf schließen, dass subapoptotische genotoxische Schädigungen durch 

Cisplatin und Etoposid in MSC zur Aktivierung einer p53-abhängigen Signaltransduktion führen. 

Für Vincristin als Mitoseinhibitor ließ sich dies angesichts der fehlenden Aktivierung von p21 

nicht postulieren.  

Ein wesentlicher Effekt der Aktivierung von p53 ist die Regulation des Zellzyklus. Ausgehend 

von den erhobenen Daten erfolgte daher die Zellzyklusanalyse für die Behandlung von MSC mit 

den drei Zytostatika. Bei Behandlung mit der IC90MSC war bei allen drei Zytostatika eine 

Zunahme der SubG1-Fraktion zu beobachten (Abbildung 4-8 B). Damit wurde belegt, dass 

analog zu Cisplatin diese IC90MSC für Etoposid und Vincristin eine Apoptose-induzierende Dosis 

repräsentieren.  
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Dagegen wurde bei Behandlung mit der jeweiligen IC90TGCT ein differentielles 

Zellzyklusverhalten von MSC beobachtet. Für Vincristin fand sich keine Veränderung der 

Verteilung der Zellzyklusphasen verglichen mit der unbehandelten Kontrolle. Übereinstimmend 

mit der fehlenden Zunahme der Expression von p21 (Abbildung 4-8 A) wies diese Beobachtung 

darauf hin, dass der Mitoseinhibitor Vincristin in MSC zu keiner veränderten Zellzyklusregulation 

führt. Die für MSC beobachtete relative Resistenz gegenüber Vincristin beruht daher 

wahrscheinlich auf Zellzyklus-unabhängigen Mechanismen.  

Dagegen führte die Behandlung von MSC mit Cisplatin in der IC90TGCT zu einer Akkumulation 

von Zellen in der S-Phase (Abbildung 4-8 B) und die Behandlung mit Etoposid in der IC90TGCT 

zu einer Akkumulation von Zellen in der G2/M-Phase (Abbildung 4-8 B).  
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Abbildung 4-8: Eine subapoptotische Schädigung durch Cisplatin und Etoposid resultiert in MSC in einer 
erhöhten Expression von p53 und p21 sowie in einer Veränderung der Verteilung der Zellzyklusfraktionen. 
MSC wurden mit den angegebenen Zytostatika 24 h in subapoptotischer Dosis (*) und in apoptotischer Dosis (

#
) 

behandelt und unmittelbar anschließend analysiert. Abgebildet sind die Mittelwerte bzw. ein repräsentatives Beispiel 
von jeweils mindestens 3 Experimenten. Abbildung modifiziert aus (Mueller, 2006). A) Western Blot-Analyse für die 
angegebenen Proteine; B) Zellzyklusanalyse, unbehandelte Kontrolle als Vergleich  

 

Diese Daten ließen auf einen durch subapoptotische Schädigung mit Cisplatin und Etoposid 

induzierten Zellzyklusarrest in MSC schließen. Nachfolgende Untersuchungen belegten, dass 

es sich dabei um einen temporären Arrest handelte, denn nach einem Zeitraum d(R) war eine 

Rekonstitution der Proliferation mit erneutem Erreichen der Konfluenz und Notwendigkeit der 

Passagierung zu beobachten. Bei Behandlung mit Cisplatin betrug d(R) 21 bis 28 Tage und bei 

Behandlung mit Etoposid 3 Tage. Daraufhin wurden die Versuche mit einer an die jeweilige 

Plasmakonzentration der beiden Medikamente angepassten Dosis – 2 µM Cisplatin bzw. 

0,75 µM Etoposid - wiederholt. Dabei fanden sich für d(R) Werte von jeweils 14 Tagen für beide 

Substanzen.  

Anschließend sollte ermittelt werden, ob es sich um einen temporären Zellzyklusarrest handelt. 

Hierfür wurde analysiert, ob die Rekonstitution der Proliferation auch zu einer Rekonstitution der 

Verteilung der Zellzyklusfraktionen führte und inwiefern dieser Arrest in einer Veränderung der 

definierenden Charakteristika in MSC resultierte.  
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Tag G0/1 [%] S [%] G2/M [%]

Kontrolle 1 69,7 (± 7,0) 11,9 (± 3,5) 16,9 (± 4,9)

Cisplatin 1 44,7 (± 6,1) 34,0 (± 12,6) 20,0 (± 12,3)

Cisplatin 3 39,4 (± 11,3)* 4,9 (± 3,2)* 53,6 (± 12,3)*

Cisplatin [d(R)] 15,7 (± 3,6) 71,8 (± 4,0) 9,4 (± 1,7) 15,7 (± 1,5)

Etoposid 1 49,9 (± 4,4)* 7,4(± 3,9)* 40,3 (± 3,3)*

Etoposid 3 59,9 (± 5,3) 4,3 (± 1,4) 33,8 (± 5,7)

Etoposid [d(R)] 13,3 (± 5,6) 68,9 (± 5,2) 11,6 (± 5,7) 16,9 (± 2,7)
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Abbildung 4-9: Die subapoptotische Schädigung von MSC mit Cisplatin und Etoposid resultiert in einem 
temporären Zellzyklusarrest unter Erhalt der MSC-definierenden Charakteristika. MSC wurden mit 2 µM 
Cisplatin oder 0,75 µM Etoposid über 24 h behandelt, weiter kultiviert und zu den angegebenen Zeitpunkten 
analysiert; als Kontrollen dienten jeweils unbehandelte Zellen. Abgebildet sind die Mittelwerte bzw. ein 
repräsentatives Beispiel von jeweils mindestens 3 Experimenten. Abbildung modifiziert aus (Mueller, 2006). 
A) Mittelwerte und statistischer Vergleich der Zellzyklusanalyse sofort (Tag 1) und 48 h nach Behandlung (Tag 3) 
sowie zum Zeitpunkt d(R); B) Wachstumskinetik; C) Durchflusszytometrie zum Zeitpunkt d(R); D) zytochemische 
Färbung nach Differenzierungsinduktion ab d(R), u - undifferenziert, o - nach osteogener und a - nach adipogener 
Differenzierungsinduktion  

 

Für Cisplatin fand sich unmittelbar bei Ende der Behandlung (Tag 1) eine Akkumulation von 

Zellen in der S-Phase und 48 h nach Behandlungsende (Tag 3) eine Akkumulation von Zellen in 
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der G2/M-Phase. Für Etoposid wurde eine Akkumulation in der G2/M-Phase an Tag 1 

beobachtet, die bereits an Tag 3 abnahm. Die Akkumulation der Zellen in der G2/M-Phase war 

gegenüber unbehandelten MSC dabei sowohl für Cisplatin (p = 0,002) als auch für Etoposid 

(p < 0,002) signifikant (Abbildung 4-9 A). Es fand sich eine vollständige Rekonstitution der 

Zellzyklusfraktionen gegenüber unbehandelten MSC zum Zeitpunkt d(R) von 15,7 Tagen bei 

Cisplatin und 13,3 Tagen bei Etoposid. Dies ließ darauf schließen, dass beide Substanzen in 

MSC einen temporären Zellzyklusarrest in der G2/M-Phase induzieren.  

Wie die in Abbildung 4-9 B dargestellte Wachstumskinetik belegt, fand sich bis Tag 7 nach 

Behandlungsende eine intermittierende Phase der reduzierten Proliferation mit einer PDT von 

31,5 d für die Behandlung mit Cisplatin und 4,9 d für die Behandlung mit Etoposid gegenüber 

einer PDT von 2 d für unbehandelte MSC. Die Rekonstitution der Proliferation ging im Zeitraum 

Tag 13 bis 19 nach Behandlungsende mit einer nahezu vollständigen Normalisierung der PDT 

gegenüber den Kontrollen einher - 1,5 d für die Kontrollen, 1,7 d für Cisplatin-behandelte MSC 

und 1,6 d für Etoposid-behandelte MSC (Abbildung 4-9 B).  

Die durchflusszytometrische Analyse von MSC zum Zeitpunkt d(R) nach Cisplatin- bzw. 

Etoposid-induziertem temporärem Zellzyklusarrest demonstrierte eine gegenüber den 

Kontrollen unveränderte Expression von Oberflächenantigenen (Abbildung 4-9 C).  

Die Untersuchung des Differenzierungspotentials zum Zeitpunkt d(R) belegte eine unveränderte 

Fähigkeit der behandelten MSC zur adipogenen bzw. osteogen Differenzierung mit der 

Ausprägung der entsprechenden morphologischen, die Differenzierung anzeigenden 

Veränderungen (Abbildung 4-9 D). 

Somit wurde nachgewiesen, dass MSC nach subapoptotischer genotoxischer Schädigung 

durch Cisplatin und Etoposid einen temporären Zellzyklusarrest vollziehen können, bei dem die 

MSC-definierenden Charakteristika erhalten bleiben.  

 

Diese Ergebnisse des Abschnittes 4.2 belegen, dass MSC eine Resistenz für genotoxische 

Schädigung aufweisen. Es ist nahe liegend zu vermuten, dass diese Resistenz zur 

lebenslangen Persistenz von MSC im humanen Organismus beiträgt. Von verschiedenen 

Autoren wird sowohl diese Persistenz als auch die für MSC postulierte Pluripotenz als 

Argument angeführt, dass MSC ein hohes Potential zur malignen Transformation zeigen. 

Diesen Aspekten der Biologie von MSC widmeten sich verschiedene Projekte der AG des 

Autors deren Ergebnisse im folgenden Abschnitt dargestellt sind. Insbesondere mit Blick auf die 

angestrebte Untersuchung der Eignung genetisch modifizierter MSC für die Therapie maligner 

Tumoren wurde die maligne Transformation der verwendeten MSC unter den in der 

vorliegenden Arbeit gewählten Kulturbedingungen analysiert.  
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4.3 CHARAKTERISTIKA VON MSC MIT RELEVANZ FÜR DEREN POTENTIELLE MALIGNE 

TRANSFORMATION  

 

4.3.1 Expression des Pluripotenz-spezifischen Transkriptionsfaktors OCT4  

Zum Zeitpunkt der hier dargestellten Arbeiten ließen Daten anderer Autoren vermuten, dass 

MSC über eine Pluripotenz verfügen, typische Transkriptionsfaktoren pluripotenter Zellen wie 

z. B. OCT4 exprimieren und diese Eigenschaften mit einem hohen Potential zur malignen 

Transformation in MSC einhergehen.  

Zunächst wurde die Expression von OCT4 in MSC vergleichend zu den TGCT-Zelllinien H12.1 

und 2102EP mit bekannter OCT4-Expression auf Ebene der Transkription und Translation 

untersucht. Für die RT-PCR-Analyse kamen 2 Primerpaare zur Anwendung. Das Primerpaar 

OCT4-I umfasste eine Sequenz von Exon 1 bis 3 und war damit für OCT4A, d. h. genuines 

OCT4 spezifisch. Die Sequenz des Primerpaars OCT4-II wurde aus Arbeiten übernommen, in 

denen eine OCT4-Expression in Tumorzellen gezeigt wurde (Monk, 2001), umfasste die 

Sequenz von Exon 3 bis 5 und amplifizierte damit cDNA sowohl von OCT4A als auch OCT4B. 

Das Primerpaar OCT4-fl umfasste die cDNA des gesamten OCT4-Gens. Für die nachfolgenden 

Analysen mittels Western Blot und Immunzytochemie kamen 2 verschiedene Antikörper (goat 

polyclonal N-19, mouse monoclonal C-10) zur Anwendung, die alle das N-terminale Ende des 

OCT4 Proteins binden und damit spezifisch OCT4A detektieren.  
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Abbildung 4-10: MSC exprimieren im Gegensatz zu pluripotenten Zellen kein funktionelles OCT4. Dargestellt 
sind die Analysen eines repräsentativen Beispiels von jeweils mindestens 3 Experimenten. Unter A und B wurden 
MSC verschiedener Spender parallel analysiert (MSC 1 - 4); die TGCT-Zelllinie H12.1 bzw. 2102EP diente jeweils als 
Kontrolle. Abbildung modifiziert aus (Mueller, 2009). A) RT-PCR für OCT4 mittels zwei Primerpaaren - OCT4-I und 
OCT4-II; B) Western Blot-Analyse mittels 2 verschiedener Antikörper; C) Immunzytochemie für OCT4 (Vergrößerung 
400 x)  

 

In der RT-PCR-Analyse fand sich bei Verwendung der Primerpaare OCT4-I (Abbildung 4-10 A) 

und OCT4-fl in MSC im Vergleich zu OCT4-positiven TGCT-Zellen kein Signal. Ebenfalls fand 

sich in MSC kein Anhalt für eine Expression des 45 kDa OCT4 Proteins im Western Blot bzw. 



 

57 

für eine intranukleäre Präsenz des OCT4-Proteins in der Immunzytochemie (Abbildung 4-10 B 

und 4-10 C). Die Signale des Primerpaares OCT4-II sind als Resultat der Expression von 

Isoformen - z. B. des für die Pluripotenz funktionell nicht relevanten OCT4B – oder als 

alternativen Splicevarianten zu werten (Mueller, 2009).  

Die Analysen zeigen damit sowohl, dass MSC im Vergleich zu OCT4-positiven TGCT-Zellen 

kein OCT4 exprimieren, als auch, dass die Analyse der OCT4-Expression eine sorgfältige 

Auswahl der Methodik verlangt (Mueller, 2009). Neben der Expression spezifischer 

Transkriptionsfaktoren wurden MSC hinsichtlich der differenzierungsabhängigen epigentischen 

Regulation bestimmter, für die Biologie pluripotenter Stammzellen relevanter Gene untersucht.  

 

4.3.2 Epigentische Regulation und Expression von Genen mit Relevanz für die 

Stammzellbiologie  

In einem Kooperationsprojekt mit der AG Prof. Dr. R. Dammann (Universität Gießen) wurde die 

epigenetische Regulation bestimmter, für die Biologie von Stammzellen relevanter Gene in 

MSC untersucht. Dabei erfolgte die Analyse des Methylierungsstatus der Promotorregion von 

brachyury, FGF4, FOXD3, LIN28 und NESTIN in nativen sowie in osteogen und adipogen 

differenzierten MSC. Humane Fibroblasten sowie die Zellen der humanen Tumorzelllinie 

HeLaS3 mit bekanntem Methylierungsstatus dienten als Kontrollen.  

A

T-

100 bp -

T
M

u

-

o Fibroa HeLaS3

T- T- -T

kmum pm pm pm

MSC

B

MSC
M

100 bp -

u o
Fibro

a
neg.

 
Abbildung 4-11: Gene mit funktioneller Bedeutung für die Stammzellbiologie wie z. B. brachyury unterliegen 
in undifferenzierten und differenzierten MSC einer differentiellen Methylierung, resultierend in einer 
differentiellen Expression. Analysiert wurden undifferenzierte (u), adipogen (a) und osteogen (o) differenzierte 
MSC; als Kontrollen dienten humane Fibroblasten (Fibro) und Tumorzellen (HeLaS3); abgebildet ist ein 
repräsentatives Beispiel von jeweils mindestens 3 Experimenten. Abbildung modifiziert aus (Dansranjavin, 2009). 
A) Cobra Assay für die Methylierung des brachyury Promotors; um - unmethyliert, pm - partiell methyliert; 
km - komplett methyliert; B) RT-PCR für brachyury (201 bp); neg - Negativkontrolle, M - Molekulargewichtsmarker  

 

Es fand sich ein differentielles Muster der Genexpression und des Methylierungsstatus des 

zugehörigen Promotors (Dansranjavin, 2009). Bemerkenswert war inbesondere die Korrelation 

von Expression und Promotormethylierung für brachyury. In undifferenzierten MSC wurde 

brachyury schwach exprimiert und der Promotor lag unmethyliert vor. Dagegen fand sich 

sowohl in Fibroblasten als auch in adipogen und osteogen differenzierten MSC keine 

Expression von brachyury, aber eine partielle Methylierung des Promotors (Abbildung 4-11). 
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Ebenfalls fanden sich in undifferenzierten MSC für FGF4, FOXD3, LIN28 and NESTIN 

unmethylierte Promotorregionen (Dansranjavin, 2009).  

Diese Daten belegen, dass in MSC analog zu anderen Stammzelltypen Gene mit funktioneller 

Relevanz für die Stammzellbiologie einer differenzierungsabhängigen epigenetischen 

Regulation unterliegen. Als Kriterium für eine Pluripotenz wurde nachfolgend die Plastizität von 

MSC am Beispiel einer hepatogenen Differenzierung untersucht.  

 

4.3.3 Plastizität am Beispiel der hepatogenen Differenzierung  

Die Untersuchungen zur hepatogenen Differenzierung von MSC erfolgten in einem 

Kooperationsprojekt mit der AG Prof. Dr. B. Christ (MLU).  

Konfluente MSC wurden mit hepatogenem Differenzierungsmedium über mehr als 20 Tage 

kultiviert. Auf Ebene der Transkription war in den damit generierten heMSC eine Genexpression 

epithelialer Proteine wie Cytokeratin 18 (CK18) sowie hepatozytenspezifischer Proteine und 

Enzyme wie Alpha-Fetoprotein (AFP), Cytochrom P450 Subtyp 3A4 (CYP3A4) und PCK1 zu 

beobachten (Abbildung 4-12 A). Diese Ergebnisse wurden durch die Analysen der 

Proteinexpression bestätigt (Aurich, 2007). In weiteren Analysen konnte gezeigt werden, dass 

diese Differenzierung sowohl die Konfluenz der Zellen voraussetzte, als auch die Präsenz des 

hepatogenen Differenzierungsmediums erforderte (Aurich, 2007).  

Für den Nachweis der Funktionalität dieser Differenzierung erfolgte die Analyse der 

Stoffwechselaktivität in heMSC in vitro. Gegenüber undifferenzierten Zellen zeigten heMSC 

eine deutliche Akkumulation von Glykogen in der PAS-Färbung (Abbildung 4-12 B). Ebenso 

fand sich im Überstand von heMSC eine gegenüber undifferenzierten MSC 10-fach erhöhte 

Harnstoff-Konzentration als Beleg für die Harnstoffsynthese. Als weiterer Nachweis diente die 

Analyse der Aktivierung des PCK1 Gens. Hierfür wurden heMSC mit einem RFP-Reporter-

Konstrukt unter Kontrolle des PCK1-Promotors transfiziert. Trotz einer niedrigen 

Transfektionseffizienz fand sich in heMSC wie auch in den als Positivkontrolle dienenden 

primären Hepatozyten eine Expression von RFP in 10 % aller Zellen (Abbildung 4-12 C). 

Für den In-vivo-Nachweis der funktionellen Relevanz der Differenzierung erfolgte die 

intrasplenische Transplantation von heMSC in immundefiziente, partiell hepatektomierte 

Pfp/Rag22/2 Mäuse. In diesem Verletzungsmodell erfolgte zusätzlich vor Transplantation von 

heMSC die Behandlung der Tiere mit Propranolol, um für die transplantierten heMSC einen 

Wachstumsvorteil gegenüber den Wirt-Hepatozyten zu generieren. Bei Tötung der Tiere 12 

Wochen nach Transplantation waren humane Zellen mit einem human-spezifischen Anti-

Albumin Antikörper insbesondere in periportalen Arealen detektierbar (Abbildung 4-12 D). In 

korrespondierenden seriellen Schnitten fand sich ebenfalls eine Anfärbung für PCK1 und 

Glykogenablagerungen (Aurich, 2007). In der FISH-Analyse fand sich keine Kolokalisation 

humaner Alu-Sequenzen und muriner Satelliten-DNA. Damit konnte eine Zellfusion als 
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dominierender Mechanismus für die Präsenz humaner Zellen mit hepatozytären Charakteristika 

in der Leber der transplantierten Tiere ausgeschlossen werden (Aurich, 2007).  
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Abbildung 4-12: MSC besitzen die Fähigkeit zur Differenzierung in Zellen mit funktionell hepatozytärem 
Phänotyp und behalten diesen nach Transplantation in vivo bei. Analysiert wurde die funktionelle Genexpression 
bei heMSC in vitro sowie nach Transplantation im immunsupprimierten Mausmodel; abgebildet ist ein repräsentatives 
Beispiel von jeweils mindestens 3 Experimenten. Abbildung modifiziert aus (Aurich, 2007). A) RT-PCR für 
hepatozytäre Gene vor (Tag 0) und im Verlauf der hepatogenen Differenzierung; B) Glykogenfärbung von heMSC in 
vitro im Vergleich zu undifferenzierten MSC (u) als Kontrolle; C) Fluoreszenzmikroskopie von heMSC nach 
Transfektion eines RFP-Reporter-Konstruktes unter Kontrolle des PCK1-Promotors (PCK1-RFP-heMSC); 
transfizierte primäre Hepatozyten (PCK1-RFP-pHep) als Kontrolle; D) Immunhistochemie für humanes Albumin nach 
intrasplenischer Injektion von heMSC in Pfp/Rag22/2 Mäuse; Färbung von Lebergewebe nicht-transplantierter Mäuse 
und von humanem Lebergewebe als Negativ- und Positivkontrolle  

 

Aus den dargestellten Daten läßt sich ableiten, dass MSC zur funktionellen Differenzierung in 

nicht-mesodermale Zellen in der Lage sind und damit eine Plastizität besitzen. Die in MSC 

fehlende funktionelle Expression von OCT4 läßt aber darauf schließen, dass diese Plastizität im 

Gegensatz zu ESC nicht mit einer Pluripotenz einhergeht.  

Daraus läßt sich jedoch nicht unmittelbar auf das Potential von MSC zur malignen 

Transformation schließen. Diese Fragestellung war jedoch für die nachfolgend geplanten 

Untersuchungen zur potentiellen therapeutischen Verwendung von MSC essentiell. Daher 

wurden die für die vorliegende Arbeit verwendeten, in vitro kultivierten MSC hinsichtlich Zeichen 

einer malignen Transformation untersucht.  
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4.3.4 Maligne Transformation  

Für diese Analysen wurden sowohl WT-MSC als auch GFP-MSC unterschiedlicher Spender 

(n = 10) zu verschiedenen Zeitpunkten der Kultivierung (Passage 2 bis 6, 11 und 13) mittels 

Soft-Agar-Assay in vitro und im Nacktmausmodell in vivo hinsichtlich Zeichen einer malignen 

Transformation untersucht.  

Im Soft-Agar-Assay fand sich im Vergleich zu den als Positivkontrollen dienenden DLD1-Zellen 

bei keiner der getesteten MSC-Präparationen ein kontakt-unabhängiges Wachstum (Abbildung 

4-13 A). Ebenfalls fand sich nach s. c. (Abbildung 4-13 B) und nach i. v. Applikation von MSC 

im Nacktmausmodell bei einer Beobachtungszeit von bis zu 6 Monaten kein Tumorwachstum 

(Luetzkendorf, 2010). Diese Daten zeigen, dass die in der vorliegenden Arbeit gewählten 

Kulturbedingungen in keiner regelhaften malignen Transformation der verwendeten MSC 

resultieren.  

Passage 11Passage 6Passage 5
DLD1

MSCA

B Situslinke Flanke rechte Flanke

 
Abbildung 4-13: MSC zeigen keine Zeichen der malignen Transformation sowohl bei Kultivierung in vitro als 
auch bei nachfolgender Transplantation in vivo. MSC wurden über mehrere Passagen kultiviert und anschließend 
untersucht; abgebildet ist ein repräsentatives Beispiel von jeweils mindestens 3 Experimenten. A) Soft-Agar-Assay 
mit MSC verschiedener Spender; CRC-Zelllinie DLD1 als Positivkontrolle; Fotodokumentation 1 x; B) Nacktmaus 34 
Wochen nach s. c. Injektion von MSC eines Spenders in beide Flanken  

 

Die im Abschnitt 4.3 dargestellten Untersuchugen unterstützten die Annahme, dass MSC 

Stammzellcharakter tragen und ein hohes regeneratorisches Potential besitzen. Allerdings 

zeigen MSC keine funktionelle Expression von OCT4 und weisen daher vermutlich im 

Gegensatz zu ESC keine Pluripotenz auf. Unter den hier vorgestellten 

Kultivierungsbedingungen vollziehen MSC keine regelhafte maligne Transformation.  

Bedenken gegen eine therapeutische Anwendung von MSC betreffen neben der direkten 

malignen Transformation die für MSC im Tiermodell beobachtete Tumorintegration. Es wird 
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vermutet, dass tumorintegrierte MSC das Wachstum maligner Tumoren fördern können. Diese 

Fragestellung ist nicht nur für die potentielle therapeutische Anwendung von MSC, sondern 

auch für die Tumorbiologie relevant. Nachfolgend wurde daher der Einfluss tumorintegrierter 

MSC auf das Wachstum maligner Tumoren vorrangig am Beispiel des CRC untersucht.  

 

 

4.4 EINFLUSS TUMORINTEGRIERTER MSC AUF DAS WACHSTUM MALIGNER TUMOREN 

 

4.4.1 Integration in CRC-Xenografte  

Von zahlreichen Autoren wurde im Mausmodell eine Integration von MSC in humane 

Xenografte demonstriert. Für die im Folgenden dargestellten Arbeiten sowohl zum Einfluss 

tumorintegrierter MSC auf das Tumorwachstum als auch zur therapeutischen Nutzung 

genetisch manipulierter MSC sollte ein subkutanes CRC-Nacktmaus-Xenograftmodell zur 

Anwendung kommen. Daher wurde zunächst untersucht, inwiefern MSC in subkutane 

Xenografte ausgewählter humaner CRC-Zelllinien im Nacktmausmodell integrieren.  

Hierfür wurden CRC-Xenografte subkutan in der Flanke von Nacktmäusen etabliert und bei 

sichtbarem Tumorwachstum markierte MSC via Schwanzvene systemisch appliziert. Dabei 

zeigte sich in der fluoreszenzmikroskopischen Analyse eine Integration von MSC in allerdings 

geringem Ausmaß (Abbildung 4-14).  

50 µm

 
Abbildung 4-14: Nach systemischer Applikation integrieren MSC in subkutane CRC-Xenografte. MSC wurden 
mit DiI gefärbt und wiederholt i. v. bei subkutanen DLD1-Xenograft-tragenden Nacktmäusen injiziert. 
Gefrierschnittanalyse eines repräsentativen Versuches von mindestens 3 Experimenten, Gegenfärbung der Kerne 
mittels DAPI, composite overlay der beiden Fluoreszenzaufnahmen  

 

Hiermit war der Nachweis der prinzipiellen Integration von MSC in CRC-Xenografte erbracht. Es 

bestand damit eine Basis für die nachfolgende Analyse des Einflusses nativer und genetisch 

modifizierter tumorintegrierter MSC auf das CRC-Xenograftwachstum.  

 

4.4.2 Einfluss tumorintegrierter MSC auf das Wachstum von CRC  

Zunächst wurde der Einfluss von MSC auf das Wachstum von Xenograften der CRC-Zelllinien 

HCT8 und DLD1 im Mischxenograftmodell analysiert. Dabei erfolgte die Applikation einer 



 

62 

Mischsuspension der jeweiligen DsRed-markierten CRC-Zellen und WT-MSC im Verhältnis von 

4 : 1. Als Vergleich diente ein Mischxenograft der jeweiligen CRC-Zellen und humanen 

Fibroblasten der Kolonschleimhaut (CCD-18) und nicht-gemischte CRC-Xenografte. Die 

Analyse des Wachstums erfolgte mittels In-vivo-Imaging und nach Tötung der Tiere durch 

Wiegen der Tumoren.  

Bei Präsenz von MSC wurde für beide Zelllinien eine Beschleunigung des Xenograftwachstums 

beobachtet. Dies resultierte am Versuchsende in einem teilweise signifikanten Wachtumsvorteil 

für MSC-enthaltene Xenografte sowohl hinsichtlich der Tumorgröße als auch des 

Tumorgewichtes (Luetzkendorf, 2010). Der Vergleich mit Fibroblasten-enthaltenden 

Xenograften ließ vermuten, dass es sich um einen MSC-spezifischen Effekt handelte 

(Abbildung 4-15).  
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Abbildung 4-15: Tumorintegrierte MSC fördern spezifisch das Wachstum subkutaner Xenografte 
ausgewählter CRC-Zelllinien im Nacktmausmodell. WT-MSC wurden im Verhältnis von 1 : 4 mit DsRed-DLD1 
bzw. DsRed-HCT8 als Mischsuspension s. c. injiziert. Als Kontrollen dienten Mischxenografte von DsRed-CRC-
Zellen und Fibroblasten (CCD-18) bzw. nicht-gemischte Xenografte von DsRed-CRC-Zellen. Dargestellt sind die 
Mittelwerte aus mindestens 3 unabhängigen Experimenten. Abbildung modifiziert aus (Luetzkendorf, 2010). A) In-
vivo-Imaging des Xenograftwachstums anhand des DsRed-Signals; B) Tumorgewichte der an Tag 25 exzidierten 
Tumoren  

 

Diese Daten belegen, dass MSC das Wachstum von Xenograften ausgewählter CRC-Zellen im 

Nacktmausmodell fördern. Als mögliche Mechanismen kamen u. a. eine Suppression der in 

Nacktmäusen residualen humoralen und NK-Zell-basierten Immunantwort, ein direkter 
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proliferationsfördernder Effekt auf die Tumorzellen oder aber eine Beschleunigung der 

Ausbildung des Tumorstroma durch MSC in Frage.  

Für die Bestimmung der Rolle der Immunsuppression bei der Wachstumsförderung von CRC-

Xenograften durch MSC erfolgen aktuell in der AG des Autors Untersuchungen im NOG-

Mausmodell. In diesem Modell ist aufgrund der vollständigen Immundefizienz eine MSC-

vermittelte Immunsuppression für das Wachstum von Xenograften irrelevant. Die vorläufigen 

Ergebnisse zeigen, dass auch im NOG-Mausmodell MSC das Wachstum von CRC-Xenograften 

spezifisch fördern (Daten nicht gezeigt). Damit scheint die MSC-vermittelte 

Wachstumsförderung von CRC-Xenograften nicht ausschließlich auf immunologischen 

Mechanismen zu beruhen.  

Die Untersuchung einer direkten Proliferationsförderung durch MSC erfolgte in direkter 2D-

Kokultur als auch im 3D-Sphäroidmodell unter Mischung von MSC und DsRed-CRC-Zellen. Als 

Kontrollen dienten Mischkulturen von DsRed-CRC-Zellen und Fibroblasten. Es wurden die 

Zellzahlen mittels Zählung und Durchflusszytometrie bzw. die Größen der Sphäroide verglichen. 

Dabei wurde kein MSC-spezifischer Effekt auf die Proliferation von CRC-Zellen beobachtet 

(Daten nicht gezeigt).  
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Abbildung 4-16: MSC fördern analog zu Matrigel in vitro die Ausbildung dreidimensionaler Sphäroide der 
CRC-Zelllinie HCT8. Die jeweiligen Zellen bzw. Mischsuspensionen wurden 48 h unter 3D-Bedingungen kultiviert 
und anschließend mikroskopisch analysiert. Abgebildet ist jeweils ein repräsentatives Beispiel von mindestens 3 
Experimenten. A) Kultivierung von HCT8-Zellen allein (HCT8), gemischt im Verhältnis 4 : 1 mit MSC (+ MSC) bzw. 
Fibroblasten (+ CCD-18) oder gemischt mit 1,67 % Matrigel (+ Matrigel); B) Kultivierung von Zellen der CRC-Zelllinie 
DLD1 allein (DLD1), gemischt im Verhältnis 4 : 1 mit MSC (+ MSC) oder Fibroblasten (+ CCD-18)  

 

Der Einfluss von MSC auf die Tumorarchitektur als ein weiterer potentieller Mechanismus der 

MSC-vermittelten Wachstumsförderung wurde im 3D-Sphäroidmodell untersucht. Hierbei war 

für die Zelllinie HCT8 eine Förderung der Ausbildung von Sphäroiden durch MSC auffällig. 

Während sich bei Zugabe von MSC Sphäroide ausbildeten, formierten HCT8-Zellen sowohl 

allein als auch bei Zusatz von Fibroblasten unter 3D-Bedingungen lediglich locker strukturierte 

Aggregate (Abbildung 4-16 A). Weitere Analysen zeigten, dass verdünntes Matrigel den Effekt 

von MSC auf die Sphäroidbildung von HCT8-Zellen simulieren konnte (Abbildung 4-16 A). Dem 
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gegenüber waren DLD1-Zellen auch allein unter 3D-Bedingungen zur Sphäroidbildung in der 

Lage (Abbildung 4-16 B).  

Diese Daten ließen vermuten, dass dem Einfluss von MSC auf das Wachstum von Xenograften 

der Zelllinien HCT8 und DLD1 differentielle Mechanismen zugrunde liegen. Für die Zelllinie 

HCT8 konnte angesichts dieser Daten postuliert werden, dass MSC einen Einfluss auf die 

Ausbildung der dreidimensionalen Tumorarchitektur z. B. durch Sekretion von in Matrigel 

ebenfalls enthaltenen Proteinen ausüben. Mögliche Erklärungsansätze für den beobachteten 

Einfluss tumorintegrierter MSC auf das Wachstum von CRC ergaben sich aus den Arbeiten in 

anderen Tumormodellen. 

 

4.4.3 Einfluss von MSC auf die Biologie von Tumorzellen in anderen Modellen  

In einem Kooperationsprojekt mit der AG von Prof. Dr. J. Dittmer (MLU) wurde der Einfluss von 

MSC auf die Sphäroidbildung von Mammakarzinomzellen untersucht. Für diese Arbeiten kamen 

die Zelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 zum Einsatz. Diese unterscheiden sich in ihrer Fähigkeit 

zur Ausbildung von Sphäroiden unter 3D-Kulturbedingungen: während die epitheloide, E-

cadherin exprimierende Zelllinie MCF-7 Sphäroide ausbildet, aggregieren Zellen der E-

cadherin-defizienten MDA-MB-231 zu irregulären Strukturen. Dabei zeigen MCF-7 Sphäroide 

nach 7 - 10 Tagen ein zentrales Lumen (Dittmer, 2009).  

Nach jeweiliger Zugabe von GFP-MSC zu den etablierten MCF-7-Sphäroiden und zu den MDA-

MB-231-Aggregaten war nach einem Tag eine Anheftung und Invasion der MSC in die 3D-

Strukturen zu beobachen. Die immunhistochemische Detektion mittels Anti-GFP- oder Anti-

CD44-Antikörper belegte gegenüber den Negativkontrollen die Integration von MSC in die 

Sphäroide bzw. Aggregate (Dittmer, 2009).  

Untersuchungen mittels Boyden-Kammer Technik belegten, dass sowohl MDA-MB-231-Zellen 

und MCF-7 Zellen als auch jeweils deren zellfreies, konditioniertes Medium die Migration von 

MSC um das 2,5- bis 5-fache steigerten (Dittmer, 2009).  

Im Folgenden wurde der Einfluss von MSC auf die Struktur der MCF-7-Sphäroide und MDA-

MB-231-Aggregate analysiert. Bei MCF-7-Sphäroiden war 5 Tage nach Zugabe von MSC eine 

Auflösung der 3D-Struktur zu beobachten (Abbildung 4-17 A). Dagegen fand sich bei MDA-MB-

231-Aggregaten keine relevante Änderung der Morphologie nach Zugabe von MSC. Diese 

Beobachtung ließ darauf schließen, dass MSC die Adhärenz der epitheloiden MCF-7 Zellen 

herabsetzen (Dittmer, 2009). 

Dies bestätigte sich in Migrations-Assays, in denen bei Präsenz von MSC oder MSC-

konditioniertem, zellfreiem Medium gegenüber den jeweiligen Kontrollen eine deutlich erhöhte 

Motilität der MCF-7-Zellen zu beobachten war. So fand sich für MCF-7-Zellen im Wundheilungs-

Assay eine beschleunigte Schließung des Verletzungsareals (Abbildung 4-17 B). MDA-MB-231-
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Zellen zeigten demgegenüber eine von der Präsenz von MSC unabhängige höhere 

Migrationsfähigkeit (Dittmer, 2009).  
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Abbildung 4-17: MSC führen bei MCF-7-Zellen zu einer veränderten Sphäroidarchitektur, erhöhen das 
Migrationspotential der Tumorzellen und induzieren in diesen die Spaltung von E-cadherin. Abgebildet ist 
jeweils ein repräsentatives Beispiel von mindestens 3 Experimenten. In den Western Blot-Analysen wurde die 
Präsenz des Gesamtproteins (FL) und des C-terminalen Fragmentes (CTF) von E-cadherin bestimmt. Abbildung 
modifiziert aus (Dittmer, 2009). A) Mikroskopie von MCF-7-Sphäroiden 3 Tage nach Zugabe von GFP-MSC im 
Vergleich zu Kontrollsphäroiden; B) Wundheilungs-Assay bei MCF-7-Zellen allein (MCF-7), bei deren Kokultur mit 
MSC (+ MSC) und bei Kultivierung in zellfreiem, MSC-konditioniertem Medium; C) Western Blot für MCF-7-Sphäroide 
ohne Zusatz von MSC (MCF-7) oder in Gegenwart von MSC (+ MSC) in den angegebenen Verhältnissen 
(MSC/MCF-7) bzw. bei D) mit jeweiligem Zusatz des ADAM-10-Inhibitors GI254023X, Verhältnis MSC/MCF von 
1/1000 

 

Angesichts der bekannten differentiellen Expression des Adhäsion-vermittelnden E-cadherins in 

beiden Zelllinien wurde postuliert, dass die Präsenz von MSC in MCF-7-Zellen die Expression 

von E-cadherin herabsetzt. Die Analyse des 120 kD-großen Gesamtproteins und des 37 kD-

großen C-terminalen Fragmentes ergab, dass die Präsenz von MSC zu einer Zunahme der 

Präsenz des C-terminalen Fragmentes führte, als Hinweis auf eine vermehrte Degradation von 

E-cadherin (Abbildung 4-17 C). Gleichzeitig fand sich bei Präsenz von MSC eine Zunahme von 

nukleärem E-cadherin in MCF-7-Sphäroiden (Dittmer, 2009).  
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Die Degradation von E-cadherin mit Entstehung des C-terminalen Fragmentes kann durch die 

Metalloproteinase ADAM10 vermittelt werden (Maretzky, 2005). Mittels Western Blot und RNA-

Interferenz konnte gezeigt werden, dass ADAM10 in MCF-7-Zellen exprimiert wird und für die 

Degradation von E-cadherin verantwortlich ist. Um die vermutete Beteiligung von ADAM10 am 

MSC-vermittelten Einfluss auf die MCF-7 Migration zu untersuchen, erfolgten Versuche mit dem 

ADAM10-Inhibitor GI254023X. Die Inhibition von ADAM10 resultierte sowohl in einer Abnahme 

des C-terminalen Fragmentes von E-cadherin trotz Gegenwart von MSC (Abbildung 4-17 D) als 

auch in einer völligen Aufhebung des MSC-vermittelten, promigratorischen Effektes von MSC 

auf MCF-7-Zellen (Dittmer, 2009).  

 

Die Ergebnisse des Abschnittes 4.4 lassen darauf schließen, dass MSC einen generellen 

Einfluss auf die Aggregation und das Migrationsverhalten von Tumorzellen ausüben können. 

Dessen fördernder oder hemmender Effekt auf das Wachstum des Tumors scheint dabei 

abhängig von der Entität. Im Fall des CRC scheinen MSC das Tumorwachstum zu fördern.  

Ausgehend von der Tumorintegration von MSC wurde untersucht, ob genetisch manipulierte 

MSC als Vehikel einer Therapie von CRC dienen können. Die Ergebnisse dieser präklinischen 

Untersuchungen sind im folgenden Abschnitt dargestellt.  

 

 

4.5 NUTZUNG TUMORINTEGRIERENDER MSC MIT LENTIVIRALER TRAIL-EXPRESSION FÜR 

DIE THERAPIE VON CRC  

 

4.5.1 Wachstumsinhibition von CRC-Zellen durch TRAIL  

Ausgehend von den erhobenen Daten und dem Stand der Forschung bestand die Hypothese, 

dass genetisch modifizierte MSC als Vehikel für eine Tumortherapie nutzbar sind. Als 

potentielles therapeutisches Gen mit Anti-Tumoraktivität imponierte TRAIL aufgrund seiner 

proapoptotischen Aktivität in Tumorzellen. Daher sollte zunächst die Anti-Tumoraktivität von 

TRAIL in einem CRC-Zelllinienmodell untersucht werden.  

Hierfür erfolgte die Analyse des Einflusses von sTRAIL auf das Wachstum 9 verschiedener 

CRC-Zelllinien. Dabei wurde eine differentielle Sensitivität beobachtet; bei den Zelllinien 

Colo205, SW48, HCT116, HCT15 and DLD1 war eine deutliche Abnahme der Zellzahl nach 

sTRAIL-Behandlung zu beobachten (Abbildung 4-18 A), und diese Zelllinien wurden daher als 

TRAIL-sensitiv klassifiziert. Dagegen fand sich für die Zelllinien SW480, HCT8, HT29 and 

Colo320DM ein fortgesetztes Wachstum unter sTRAIL-Behandlung (Abbildung 4-18 A), und 

diese Zelllinien wurden daher als TRAIL-resistent klassifiziert. Diese Differenzierung bestätigte 

sich im SRB-Zytotoxizitätsassay (Abbildung 4-18 B). Hier fand sich für die IC50-Konzentration 

zwischen der TRAIL-sensitiven Zelllinie DLD1 (45 ± 7 ng/ml) und den TRAIL-resistenten 
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Zelllinien HCT8 (687 ± 320 ng/ml) sowie HT29 (490 ± 215 ng/ml) jeweils ein signifikanter 

Unterschied (p < 0,03). Für MSC wurde eine vollständige Resistenz gegenüber sTRAIL 

beobachtet (Abbildung 4-18 B). Die Zytotoxizitätsanalyse zeigt damit zum einen, dass die 

gewählte Konzentration von 100 ng/ml eine geeignete Dosis darstellt, um zwischen TRAIL-

sensitiven und -resistenten CRC-Zelllinien zu diskriminieren. Darüber hinaus demonstriert sie, 

dass MSC eine absolute Resistenz gegenüber sTRAIL besitzen und damit als Vehikel für eine 

ektope TRAIL-Expression geeignet sind (Mueller, 2011).  
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Abbildung 4-18: CRC-Zelllinien zeigen eine differentielle Sensitivität für sTRAIL ohne klare Assoziation zur 
Expression funktionell aktiver TRAIL-Rezeptoren. Abbildung modifiziert aus (Mueller, 2011). A) Wachstumskinetik 
verschiedener CRC-Zelllinien bei 24 h-Behandlung mit 100 ng/ml sTRAIL (sTRAIL 24 h) im Vergleich zur 
Ausgangszellzahl (Kontrolle 0 h) und zur unbehandelten Kontrolle (Kontrolle 24 h), Mittelwerte aus 2 unabhängigen 
Experimenten; B) SRB-Analyse für die 24 h-Behandlung mit sTRAIL für ausgewählte CRC-Zelllinien und MSC; 
C) Durchflusszytometrie für DR4 und DR5 bezogen auf den Isotyp in den ausgewählten CRC-Zelllinien und MSC, 
Mittelwerte aus 4 unabhängigen Analysen  

 

Die proapoptotische Signaltransduktion von TRAIL erfordert dessen Bindung an DR4 und DR5, 

während die Bindung an die inaktiven Rezeptoren DcR2 und DcR3 die Menge an aktivem 

TRAIL vermindert. Es wurde daher die Expression dieser Rezeptoren im untersuchten Panel 

von CRC-Zelllinien und in MSC analysiert, um eine differentielle Expression als mögliche 

Ursache der differentiellen TRAIL-Sensititivität zu identifizieren. Dabei ließ sich keine klare 

Assoziation zwischen der Expression von DR4 sowie DR5 und der TRAIL-Sensitivität 
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beobachten (Abbildung 4-18 C). Ebenfalls fand sich keine Assoziation der Expression der 

inaktiven Rezeptoren DcR2 sowie DcR3 mit der TRAIL-Sensitivität (Mueller, 2011).  

Die Analyse belegt, dass TRAIL eine proapoptotische Aktivität in bestimmten CRC-Zellen 

besitzt, dass aber CRC-Zelllinien existieren, die eine, von der Expression von TRAIL-

Rezeptoren unabhängige TRAIL-Resistenz aufweisen. Gleichzeitig lassen diese Daten 

vermuten, dass eine Expression von TRAIL ohne Induktion von Apoptose in MSC möglich ist. 

MSC mit ektoper TRAIL-Expression könnten daher als Vehikel für eine Tumortherapie dienen.  

 

4.5.2 Generierung und Charakterisierung TRAIL-transduzierter MSC  

Zunächst wurden daher MSC mit lentiviraler Expression von TRAIL generiert. Hierzu wurde die 

gesamte TRAIL-cDNA in einen lentiviralen Expressionsvektor integriert (Abbildung 4-19 A). 

Damit konnte eine, über mehrere Passagen stabile Expression des 34 kDa großen TRAIL-

Proteins in MSC erzielt werden (Abbildung 4-19 B). Die Immunzytochemie bestätigte, dass es 

sich dabei um membranständiges TRAIL handelt und 4 Passagen nach Transduktion eine 

Expression in 80 % der Zellen vorlag (Luetzkendorf, 2010).  
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Abbildung 4-19: Nach Transduktion mit einem lentiviralen TRAIL-Konstrukt zeigen MSC eine stabile 
Expression von TRAIL ohne Verlust ihrer definierenden Charakteristika. Abgebildet ist unter B bis D jeweils ein 
repräsentatives Beispiel von mindestens 3 Experimenten. Abbildung modifiziert aus (Luetzkendorf, 2010). 
A) verwendetes lentivirales TRAIL-Konstrukt; B) Western Blot für TRAIL in der Passage der Transduktion (Passage 
2) und nach Kultivierung über ca. 6 Wochen (Passage 9); C) Durchflusszytometrie von TRAIL-MSC für ausgewählte, 
MSC-definierende Antigene; D) zytochemische Färbung von TRAIL-MSC nach osteogener (o) und adipogener (a) 
Differenzierung im Vergleich zu jeweils gefärbten undifferenzierten Zellen (u)  
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Anschließend wurde untersucht, inwiefern die ektope Expression von TRAIL die Charakteristika 

von MSC verändert. Die durchflusszytometrische Analyse von TRAIL-MSC ergab einen für 

MSC typischen, zu den nicht-transduzierten Kontrollen identischen Phänotyp mit CD14-, CD34-, 

CD45-, CD73+, CD90+ und CD105+ (Abbildung 4-19 C) sowie CD11c-, CD13-, CD19-, CD29-, 

Glycophorin-A-, HLA-DR-, CD44+, CD166+ (Luetzkendorf, 2010). Unter Induktion einer 

adipogenen und osteogenen Differenzierung zeigten TRAIL-MSC die typischen, in der 

Zytochemie nachweisbaren morphologischen Zeichen der entsprechenden Differenzierung 

(Abbildung 4-19 D). Diese Daten belegen, dass die definierenden Charakteristika - die 

plastikadhärente Proliferation, der charakteristische Phänotyp und die multipotente 

Differenzierung - in TRAIL-MSC erhalten sind (Luetzkendorf, 2010).  

Da eine lentivirale Transduktion von TRAIL in der aberranten Expression von Onkogenen 

resultieren kann, wurde als nächstes untersucht, inwiefern TRAIL-MSC Zeichen der malignen 

Transformation zeigen. Weder in der Wachstumskinetik und im Soft-Agar-Assay noch nach 

Injektion im Nacktmausmodell fand sich ein Hinweis für die maligne Transformation von TRAIL-

MSC (Luetzkendorf, 2010). In Übereinstimmung mit der beobachteten absoluten Resistenz von 

MSC für sTRAIL fand sich kein Anhalt für eine Apoptoseinduktion in TRAIL-MSC durch lentiviral 

exprimiertes TRAIL (Luetzkendorf, 2010).  

Diese Daten belegen, dass die ektope Expression von TRAIL mit dem gewählten lentiviralen 

Konstrukt die wesentlichen Charakteristika von MSC nicht verändert. Daraus leitet sich die 

Annahme ab, dass TRAIL-MSC geeignet sind, das Wachstum von CRC-Zellen im direkten Zell-

Zell-Kontakt zu inhibieren. Ausgehend von den mit sTRAIL gewonnenen Daten sollte zunächst 

der Effekt von TRAIL-MSC auf TRAIL-sensitive DLD1 Zellen untersucht werden.  

 

4.5.3 Einfluss von TRAIL-MSC auf das Wachstum TRAIL-sensitiver CRC-Zellen  

Nach direkter Kokultur von DsRed-DLD1-Zellen mit TRAIL-MSC fanden sich flotierende, 

DsRed-positive Zellen (Abbildung 4-20 A). Bei paralleler Inkubation der Kokultur mit einem 

TRAIL-neutralisierenden Antikörper und bei Inkubation von DsRed-DLD1-Zellen mit zellfreiem 

Überstand von TRAIL-MSC war keine Entstehung flotierender Zellen zu beobachten. Diese 

Beobachtungen deuteten darauf hin, dass transmembranär in TRAIL-MSC exprimiertes TRAIL 

in DLD1-Zellen bei direktem Zell-Zell-Kontakt Apoptose induziert (Luetzkendorf, 2010).  

Die durchflusszytometrische Analyse zeigte eine deutlich verstärkte Färbung für Annexin V-

FITC in diesen flotierenden Zellen und belegte damit, dass TRAIL-MSC in den kokultivierten 

CRC-Zellen Apoptose induzieren (Luetzkendorf, 2010). Die Analyse der Proteinexpression 

bestätigte dies. In TRAIL-MSC enthaltenden Kokulturen fand sich gegenüber den Kontrollen 

sowohl eine Zunahme des 85 kD-Fragmentes von PARP als auch eine Spaltung von Caspase-

8 und Caspase-3 (Abbildung 4-20 B). Am ausgeprägtesten waren diese Veränderungen in den 
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flotierenden Zellen. In diesen fand sich keine Expression von TRAIL als Hinweis, dass in 

TRAIL-MSC selbst keine Apoptoseinduktion erfolgte (Luetzkendorf, 2010).  
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Abbildung 4-20: TRAIL-MSC induzieren in kokultivierten, TRAIL-sensitiven DLD1-Zellen Apoptose und 
inhibieren damit das Tumorzellwachstum. DsRed-DLD-1 Zellen wurden mit WT-MSC und TRAIL-MSC über 72 h 
kokultiviert und analysiert. Abgebildet ist jeweils ein repräsentatives Beispiel von mindestens 3 Experimenten. 
Abbildung modifiziert aus (Luetzkendorf, 2010). A) Licht- und Fluoreszenzmikroskopie der Kokultur; B) Western Blot 
des Lysates der gesamten Kultur (G) oder der flotierenden Zellen (fl), * - Signal der jeweiligen Procaspase, + - Signal 
der aktiven Caspase-Fragmente; C)  Wachstumskinetik mit Zählung adhärenter und flotierender Zellen sowie 
durchflusszytometrischer Bestimmung des Anteils DsRed-positiver Zellen  

 

Nachfolgend wurde durch Zellzählung und durchflusszytometrische Bestimmung des Anteils 

von DsRed-positiven Zellen an der Gesamtzellpopulation der Effekt der durch TRAIL-MSC 

induzierten Apoptose auf das Wachstum kokultivierter DLD1-Zellen bestimmt. Dabei fand sich 

nicht nur gegenüber den Kontroll-Kokulturen mit WT-MSC sondern auch gegenüber der initialen 

Zellzahl eine Reduktion der Zahl von DsRed-DLD1-Zellen nach 72 h Kokultur mit TRAIL-MSC 

(Abbildung 4-20 C). Die zusätzliche durchflusszytometrische Analyse der Expression von 

CD105 belegte, dass weder Zellfusion noch Endozytose von DsRed durch MSC die Ergebnisse 

der Zellzählung beeinflussten (Luetzkendorf, 2010).  

Diese Daten waren der Nachweis, dass die lentivirale Transduktion von TRAIL in MSC in einer 

Expression von funktionell aktivem TRAIL resultiert, und dass TRAIL-MSC in direktem Zell-Zell-

Kontakt das Wachstum TRAIL-sensitiver CRC-Zellen durch Apoptoseinduktion inhibieren. 

Ableitend aus dem Resistenzverhalten von CRC-Zellen gegenüber sTRAIL bestand die 
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Vermutung, dass TRAIL-resistente CRC-Zellen auch eine Resistenz gegenüber TRAIL-MSC 

aufweisen.  

 

4.5.4 Einfluss von TRAIL-MSC auf das Wachstum TRAIL-resistenter CRC-Zellen  

Für die Untersuchung dieser Annahme erfolgte zunächst die Western Blot-Analyse der Kokultur 

von TRAIL-MSC mit den 9 verschiedenen CRC-Zelllinien. Dabei fand sich ein schwaches 

Signal des PARP-Fragmentes (85 kDa) in WT-MSC-enthaltenden Kokulturen. Dies wurde als 

Ausdruck einer schwachen, permanenten Apoptoseinduktion bei In-vitro-Kultur gewertet. Im 

Vergleich zur Kokultur mit WT-MSC fand sich bei Gegenwart von TRAIL-MSC eine Zunahme 

des PARP-Fragmentes unter Abnahme des 116 kDa Signals für das intakte Protein als Zeichen 

der Apoptoseinduktion nicht nur in den Linien mit bekannter TRAIL-Sensitivität (Colo205, 

SW48, HCT116, HCT15, DLD1) sondern auch in den zwei TRAIL-resistenten Zelllinien HCT8 

und SW480 (Abbildung 4-21 A). Diese Zelllinien waren somit TRAIL-MSC-sensitiv. Dagegen 

fand sich für die Zelllinien HT29 und Colo320DM keine Zunahme der PARP-Spaltung bei 

Kokultur mit TRAIL-MSC (Abbildung 4-21 A). Diese beiden Zelllinien wurden daher als TRAIL-

MSC-resistent klassifiziert (Mueller, 2011).  

Die detaillierte Analyse für die Zelllinie HCT8 belegte, dass TRAIL-MSC in kokultivierten HCT8-

Zellen Apoptose durch Aktivierung des extrinsischen Signalweges via Caspase-8 induzierten 

(Abbildung 4-21 B). Auffällig war, dass in der Fraktion flotierender Zellen dieser Kokultur ein 

schwaches Signal für TRAIL detektierbar war (Luetzkendorf, 2010). Dies wurde als Hinweis für 

einen Adhärenzverlust von TRAIL-MSC im Sinne eines Bystander-Effektes der 

Apoptoseinduktion gewertet. Aus dieser Beobachtung leitete sich die Vermutung ab, dass 

TRAIL-MSC auch das Wachstum der TRAIL-resistenten Zelllinie HCT8 durch Induktion von 

Apoptose inhibieren können (Luetzkendorf, 2010; Mueller, 2011).  

Diese Annahme wurde durch die Wachstumskinetik bestätigt. Bei Kokultur mit TRAIL-MSC 

wurde eine effektive Reduktion des Wachstums von DsRed-HCT8-Zellen und eine Entstehung 

flotierender Zellen beobachtet (Abbildung 4-21 C). Bei diesen flotierenden Zellen handelte es 

sich um apoptotische DsRed-HCT8-Zellen, denn diese waren positiv für DsRed und zeigten 

eine Färbung mit Annexin V-FITC. Wie für DLD1-Zellen bereits beobachtet, war die 

Apoptoseinduktion in HCT8-Zellen an den Zell-Zell-Kontakt mit TRAIL-MSC gebunden. Die 

Entstehung apoptotischer Zellen wurde durch die parallele Inkubation mit einem TRAIL-

neutralisierenden Antikörper inhibiert und es fanden sich keine apoptotischen Zellen bei 

Inkubation mit zellfreiem TRAIL-MSC-konditioniertem Medium (Luetzkendorf, 2010).  

Angesichts der Resistenz von HCT8-Zellen gegenüber sTRAIL bestand die Vermutung, dass 

die Sensitivität von HCT8-Zellen gegenüber TRAIL-MSC auf eine, von der TRAIL-Expression 

unabhängige, Sensitivierung durch zusätzliche, von MSC vermittelte Signale zurückzuführen 

war. Zur Untersuchung dieser These wurden Kokulturen von HCT8-Zellen und WT-MSC mit 
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sTRAIL behandelt. Dabei fand sich im Vergleich zur unbehandelten Kokultur und im Gegensatz 

zur Kokultur von HCT8-Zellen und TRAIL-MSC keine Reduktion des Wachstums von HCT8-

Zellen (Abbildung 4-21 D). Native MSC waren demzufolge nicht in der Lage, TRAIL-resistente 

HCT8-Zellen für sTRAIL zu sensitivieren und die Apoptoseinduktion durch TRAIL-MSC in 

HCT8-Zellen war an die Expression von TRAIL in den interagierenden MSC gebunden (Mueller, 

2011). 

0

50

100

150

200

A

0

100

200

300

400

500

600

700

800
B

Gesamtzellzahl 

adhärenter Zellen

Anteil DsRed+

flotierende Zellen

Z
e

llz
a
h
l
[%

]

DsRed-HCT8

+ WT-MSC + TRAIL-MSC

0h 24h 48h 72h 0h 24h 48h 72h

C

Kontrolle 0 h

Kontrolle 24 h

sTRAIL 24 h

HCT8

(n = 2)

HCT8 + WT-MSC

(n = 2)

HCT8 + TRAIL-MSC

(n = 2)

0 h Kokultur

24 h Kokultur

Z
e

llz
a
h
l
[%

]

D

WT      TRAIL

HCT8 + MSC

G      G       fl

Caspase-8
˖

PARP

Tubulin

Caspase-3

˖

55

43

34

17

105

55

kDa

sTRAIL-sensitiv sTRAIL-resistent

Aktin

PARP

Colo205 SW48 HCT116 HCT15 DLD1 SW480 HCT8 HT29 Colo320DM

WT- / TRAIL-MSCW    T W    T W    T W    TW    T W    T W    T W    T W    T

95

43

kDa

 
Abbildung 4-21: TRAIL-MSC inhibieren das Wachstum der TRAIL-resistenten CRC-Zelllinie HCT8 in vitro 
durch TRAIL-induzierte Apoptose. TRAIL-MSC bzw. WT-MSC wurden mit DsRed-HCT8-Zellen kokultiviert und wie 
angegeben analysiert. Abgebildet ist jeweils ein repräsentatives Beispiel von mindestens 2 Experimenten. Abbildung 
modifiziert aus (Luetzkendorf, 2010; Mueller, 2011). A) Western Blot, W – WT-MSC, T – TRAIL-MSC; B) Western 
Blot des Lysates der gesamten Kultur (G) oder der flotierenden Zellen (fl), * - Signal der jeweiligen Procaspase, 
+ - Signal der aktiven Caspase-Fragmente; C) Wachstumskinetik mit Zählung adhärenter und flotierender Zellen 
sowie durchflusszytometrischer Bestimmung des Anteils DsRed-positiver Zellen; D) Wachstumskinetik von DsRed-
HCT8-Zellen in alleiniger Kultur oder in Kokultur mit WT-MSC bei 24 h-Behandlung mit sTRAIL (sTRAIL 24 h), 
normierter Vergleich zur Ausgangszellzahl (Kontrolle 0 h) und im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Kontrolle 
24 h), im weiteren Vergleich unbehandelte Kokultur von DsRed-HCT8 mit TRAIL-MSC  

 

Aus diesen Daten war zu schlussfolgern, dass TRAIL-MSC in ausgewählten CRC-Zelllinien die 

TRAIL-Resistenz durch lentivirale Expression von membranständigem TRAIL überwinden 
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können. Allerdings zeigen die Ergebnisse auch, dass TRAIL-MSC-resistente CRC-Zelllinien, 

wie z. B. die Zelllinie HT29 existieren. Für TRAIL-resistente Tumorzellen war bekannt, dass eine 

zusätzliche subapoptotische Schädigung z. B. durch Chemotherapeutika eine Sensitivierung für 

TRAIL-induzierte Apoptose vermitteln kann. Es sollte daher untersucht werden, ob eine 

derartige Sensitivierung auch für eine TRAIL-MSC-induzierte Apoptose in TRAIL-MSC-

resistenten CRC-Zellen möglich ist.  

 

4.5.5 Sensitivierung von TRAIL-MSC-resistenten CRC-Zellen  

Es wurde daher untersucht, inwiefern subapoptotische Dosen von 5-FU und Oxaliplatin HT29-

Zellen für die TRAIL-MSC-vermittelte Apoptoseinduktion sensitivieren können. Die für beide 

Zytostatika gewählte Konzentrationen von 3 µM lag jeweils deutlich unter der IC90-

Konzentration der jeweiligen Zellen sowohl für 5-FU (MSC: 765 ± 150 µM, HT29: 65 ± 18 µM) 

als auch für Oxaliplatin (MSC: 94.5 ± 10.2 µM; HT29: 15.3 ± 4.6 µM) (Mueller, 2011). 
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Abbildung 4-22: Die parallele Exposition mit 5-FU in subapoptotischer Dosis und mit TRAIL-MSC induziert 
Apoptose in TRAIL-MSC-resistenten HT29-Zellen und inhibiert deren Wachstum. TRAIL-MSC bzw. WT-MSC 
wurden mit DsRed-HT29-Zellen kokultiviert, parallel mit 3 µM 5-FU behandelt und analysiert. Abgebildet ist jeweils 
ein repräsentatives Beispiel von mindestens 3 Experimenten. Abbildung modifiziert aus (Mueller, 2011). 
A) Wachstumskinetik mit Zählung adhärenter und flotierender Zellen sowie durchflusszytometrischer Bestimmung 
des Anteils DsRed-positiver Zellen; B) Western Blot des Lysates der gesamten Kultur (G) und der flotierenden Zellen 
(fl), * - Signal der jeweiligen Procaspase, + - Signal der aktiven Caspase-Fragmente  
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Die Wachstumskinetiken belegten, dass die Behandlung der Kokultur von DsRed-HT29-Zellen 

und TRAIL-MSC mit 5-FU (Abbildung 4-22 A) oder Oxaliplatin (Daten nicht gezeigt) in einer 

Entstehung von flotierenden Zellen mit Reduktion des Tumorzellwachstums resultierte. 

Dagegen fand sich für die 5-FU- (Abbildung 4-22 A) oder Oxaliplatin-behandelte (Daten nicht 

gezeigt) Kokultur mit WT-MSC im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle lediglich ein 

verzögertes Wachstum ohne Entstehung flotierender Zellen.  

Dies ließ darauf schließen, dass die parallele Schädigung durch 5-FU oder Oxaliplatin in einer 

Sensitivierung von HT29-Zellen für TRAIL-MSC-induzierte Apoptose resultiert. In 

Übereinstimmung hiermit fand sich ausschließlich in der 5-FU-behandelten Kokultur von 

DsRed-HT29-Zellen mit TRAIL-MSC eine Aktivierung der relevanten proapoptotischen 

Signalwege (Abbildung 4-22 B) (Mueller, 2011).  

Diese Daten belegen, dass TRAIL-MSC in der Lage sind, das Wachstum sowohl von TRAIL-

sensitiven als auch von ausgewählten TRAIL-resistenten CRC-Zelllinien in vitro zu inhibieren. 

Darüber hinaus führt eine parallele subapoptotische Schädigung in TRAIL-MSC-resistenten 

CRC-Zellen zu deren Sensitivierung für TRAIL-MSC. Dies war die Basis für die Hypothese, 

dass TRAIL-MSC das Wachstum humaner CRC in vivo inhibieren können. Zunächst sollte 

untersucht werden, inwiefern TRAIL-MSC im Modell des subkutanen Mischxenograftes das 

Wachstum von TRAIL-MSC-sensitiven CRC-Zellen inhibieren. 

 

4.5.6 Effekt von TRAIL-MSC auf das Xenograftwachstum TRAIL-MSC-sensitiver CRC  

Für diese Untersuchungen wurden die TRAIL-sensitive CRC-Zelllinie DLD1 und die TRAIL-

resistente CRC-Zelllinie HCT8 verwendet, die beide zuvor als TRAIL-MSC-sensitiv (s. 4.4.3 und 

4.4.4) charakterisiert wurden. DsRed-DLD1- oder DsRed-HCT8-Zellen wurden als 

Mischsuspension mit einem Anteil von 20 % TRAIL-MSC bzw. WT-MSC oder als nicht-

gemischte Zellsuspension s. c. injiziert. Das Tumorwachstum wurde mittels In-vivo-Imaging, 

Messung mit Schublehre und Wägung des Tumors nach Exzision im Vergleich zu 

Kontrollxenograften bestimmt.  

Bei Präsenz von TRAIL-MSC fand sich eine, z. T. signifikante Inhibition des mittels In-vivo-

Imaging bestimmten Wachstums sowohl von DLD1-Xenograften als auch von HCT8-

Xenograften jeweils im Vergleich zu nicht-gemischten Xenograften (Luetzkendorf, 2010) und 

WT-MSC-enthaltenden Xenograften (Abbildung 4-23 A). Dies resultierte bei Versuchsende in 

einem signifikant reduziertem Tumorgewicht von TRAIL-MSC-enthaltenden Xenograften im 

Vergleich zu WT-MSC-Mischxenograften (Abbildung 4-23 B) und im Vergleich zu nicht-

gemischten Xenograften (Luetzkendorf, 2010).  

Anschließend sollte mittels Immunhistochemie der Nachweis erbracht werden, dass auch in 

vivo die Induktion von Apoptose an der Inhibition des Tumorwachstums beteiligt ist. Da bei 

einem Anteil von 20 % TRAIL-MSC kein für eine histologische Untersuchung ausreichendes 
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Xenograftwachstum zu beobachten war (Luetzkendorf, 2010), wurde ein Anteil von 3 % TRAIL-

MSC verwendet. Nach Erreichen einer relevanten Tumorgröße fand sich fragmentiertes PARP 

in der Nähe von Stromaelementen (Abbildung 4-23 C) als Hinweis für die TRAIL-MSC-

vermittelte Induktion von Apoptose (Luetzkendorf, 2010).  
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Abbildung 4-23: Tumorintegrierte TRAIL-MSC inhibieren das Wachstum TRAIL-sensitiver und ausgewählter 
TRAIL-resistenter CRC-Zellen im subkutanen Mischxenograftmodell und induzieren Apoptose in 
benachbarten CRC-Zellen in vivo. DsRed-DLD1- bzw. DsRed-HCT8-Zellen wurden im Verhältnis von 4 : 1 (A und 
B) bzw. 32,3 : 1 (C) mit TRAIL-MSC gemischt und s. c. injiziert. Mischxenografte mit WT-MSC dienten als Kontrolle. 
Abgebildet sind die Mittelwerte bzw. ein repräsentatives Beispiel von jeweils mindestens 3 Experimenten. Abbildung 
modifiziert aus (Luetzkendorf, 2010; Mueller, 2011). A) Ergebnisse des In-vivo-Imaging der Mischxenografte der 
jeweiligen Zelllinien; B) statistischer Vergleich der Gewichte der an Tag 25 exzidierten Mischxenografte; 
C) Immunhistochemie für PARP in Schnitten eines an Tag 9 exzidierten subkutanen DLD1 / TRAIL-MSC-
Mischxenograftes  

 

Aus diesen Daten war zu schließen, dass MSC nach lentiviraler Transduktion TRAIL auch in 

vivo in funktionell aktiver Form exprimieren, und dass TRAIL-MSC das Wachstum von TRAIL-

MSC-sensitiven CRC-Zellen in vivo inhibieren. Nachdem die In-vitro-Analysen gezeigt hatten, 

dass TRAIL-MSC-resistente HT29-Zellen für eine TRAIL-MSC-vermittelte Apoptose durch 

parallele subapoptotische genotoxische Schädigung sensitiviert werden können, sollte 

untersucht werden, inwiefern dies in vivo reproduzierbar ist.  

 

4.5.7 Effekt von TRAIL-MSC auf das Xenograftwachstum TRAIL-MSC-resistenter CRC 

Für die Untersuchung dieser Fragestellung wurde Nacktmäusen mit etabliertem subkutanem 

TRAIL-MSC / DsRed-HT29-Mischxenograft 5-FU systemisch in klinisch relevanter Dosis 

mehrfach appliziert.  
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Es fand sich ein durch 5-FU verzögertes Wachstum von nicht-gemischten HT29-Xenograften 

gegenüber den unbehandelten Kontrollen (Abbildung 4-24). Diese Beobachtung bestätigte, 

dass die verwendete 5-FU-Dosis eine Wachstums-retardierende Dosis darstellte. Entgegen der 

Annahme fand sich jedoch keine Inhibition des Wachstums durch Behandlung mit 5-FU bei 

TRAIL-MSC-enthaltenden Mischxenograften. Vielmehr zeigten die Daten, dass die Präsenz von 

TRAIL-MSC die durch 5-FU vermittelte Wachstumsverzögerung kompensiert. Diese 

Beobachtung war unabhängig davon, ob 5-FU zu frühen (Tag 0 bis 4; Abbildung 4-24) oder 

späteren (Tag 7 bis 9 und 14 bis 16, Daten nicht gezeigt) Zeitpunkten nach Generierung des 

Xenograftes appliziert wurde (Mueller, 2011).  
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Abbildung 4-24: Die Kombination tumorintegrierter TRAIL-MSC und niedrig dosierter, systemischer 5-FU-
Behandlung führt zu keiner Inhibition des Xenograftwachstums TRAIL-MSC-resistenter HT29-Zellen. Es 
wurden subkutane DsRed-HT29 / TRAIL-MSC-Mischxenografte (TRAIL-MSC) an Tag 0 generiert. An Tag 0 bis 4 
wurde täglich 5-FU mit einer Dosis von 30 mg/kg Köpergewicht des Tieres i. p. appliziert. Als Kontrollen dienten 
nicht-gemischte DsRed-HT29-Xenografte (keine MSC) bzw. DsRed-HT29 / WT-MSC-Mischxenografte (WT-MSC) 
von mit 5-FU behandelten Tieren sowie nicht-gemischte HT29-Xenografte von mit 0,9 % NaCl i. p. behandelten 
Tieren. Abgebildet sind die Mittelwerte der Tumorgewichte an Tag 25 von mindestens 3 Tumoren pro Bedingung. 
Abbildung modifiziert aus (Mueller, 2011).  

 

Diese Daten zeigen, dass die in vitro beobachtete Sensitivierung von HT29-Zellen für die 

proapoptotische Wirkung von TRAIL-MSC in vivo nicht reproduzierbar ist. Die Identifizierung 

möglicher Ursachen dieser widersprüchlichen Ergebnisse ist Gegenstand aktueller 

Untersuchungen der AG des Autors.  

Ausgehend von der beobachteten Integration von MSC in CRC-Xenografte (s. 4.3.1) und den 

Ergebnissen der Untersuchungen im Mischxenograftmodell (s. 4.4.6) sollte abschließend 

untersucht werden, ob TRAIL-MSC auch nach systemischer Applikation eine Inhibition des 

Wachstums subkutaner Xenografte TRAIL-MSC-sensitiver CRC-Zellen vermitteln.  

 

4.5.8 Effekt systemisch applizierter TRAIL-MSC auf das CRC-Xenograftwachstum  

Hierfür wurden TRAIL- bzw. WT-MSC systemisch bei Nacktmäusen mit etablierten GFP-DLD1-

Xenograften appliziert und das Tumorwachstum mittels In-vivo-Imaging analysiert. Im Vergleich 

zu den Kontrollen ohne MSC-Injektion fand sich nach Applikation von WT-MSC und von TRAIL-
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MSC ein unverändertes Tumorwachstum (Abbildung 4-25 A). Nach Applikation von WT- oder 

TRAIL-MSC waren sowohl im lebenden Tier als auch nach Tötung des Tieres keine Zeichen 

einer Toxizität zu beobachten (Luetzkendorf, 2010).  
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Abbildung 4-25: Der fehlende Effekt systemisch applizierter TRAIL-MSC auf das Wachstum subkutaner 
Xenografte TRAIL-sensitiver DLD1-Zellen ist auf die geringe Anreicherung der Zellen im Tumorgewebe 
infolge eines pulmonalen Tropismus zurückzuführen. Abgebildet sind die Mittelwerte bzw. ein repräsentatives 
Beispiel von jeweils mindestens 3 Experimenten. Abbildung modifiziert aus (Luetzkendorf, 2010). A) In-vivo-Imaging 
des Wachstums von GFP-DLD1-Xenograften bei wiederholter (Pfeile) i. v. Applikation von TRAIL-MSC oder WT-
MSC, GFP-DLD1-Xenografte in Tieren ohne MSC-Applikation als Kontrolle; B) Fluoreszenz-Imaging der gesamten 
Lungen nach i. v. Applikation von DiI-markierten MSC, Lungen von Tieren ohne MSC-Applikation als Kontrolle; 
C) Fluoreszenz-Mikroskopie von Lungen- und Xenograftgewebe nach i. v. Applikation von DiI-markierten MSC; D) In-
vivo-Imaging des Wachstums von DsRed-DLD1-Mischxenograften mit einem Anteil von 20 %, 10 %, 3 % oder 1 % 
TRAIL-MSC bzw. WT-MSC, nicht-gemischte DsRed-DLD1-Xenografte als Kontrolle  

 

Als Ursache dieses fehlenden Effektes wurde eine unzureichende Integration von TRAIL-MSC 

im Tumorgewebe vermutet. Nach systemischer Applikation DiI-markierter TRAIL- bzw. WT-

MSC bei Nacktmäusen mit etablierten subkutanen DLD1-Xenograften fand sich in der Ex-vivo-
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Fluoreszenz-Analyse und Fluoreszenzmikroskopie der exzidierten Organe und Tumoren eine 

deutliche Anreichung DiI-positiver Zellen im Lungengewebe gegenüber einem geringen Anteil 

von nur ca. 0,1 % DiI-positiven Zellen in den Xenograften (Abbildung 4-25 B und C).  

Diese Beobachtung warf die Frage auf, wie hoch der Anteil von TRAIL-MSC im Tumorgewebe 

sein muss, um einen wachstumsinhibierenden Effekt ausüben zu können. Für die Untersuchung 

dieser Fragestellung wurde das Wachstum subkutaner DsRed-DLD1 / TRAIL-MSC-

Mischxenografte mit unterschiedlichen Anteilen von TRAIL-MSC mittels In-vivo-Imaging 

analysiert. Im Vergleich zu nicht-gemischten DsRed-DLD1-Xenograften fand sich bei einem 

Anteil von 20 % (p = 0,21) und 10 % (p = 0,6) TRAIL-MSC eine Reduktion des 

Tumorwachstums, die aufgrund der hohen Varianz der Werte keine statistische Signifkanz 

erreichte. Dagegen waren bei einem Anteil von 1 % und 3 % TRAIL-MSC keine Abnahme des 

Tumorwachstums zu beobachten (Abbildung 4-25 D). 

Der Vergleich des Wachstums von DsRed-DLD1 / WT-MSC-Mischxenograften mit nicht-

gemischten DLD1-Xenograften demonstrierte erneut die fördernde Wirkung von MSC auf das 

Wachstum von DLD1-Tumoren (Abbildung 4-25 D).  

Diese Daten belegen einerseits, dass MSC nach i. v. Applikation einem pulmonalen Tropismus 

unterliegen. Andererseits zeigen sie, dass TRAIL-MSC im Tumorgewebe eine substantielle 

Anreicherung erfahren müssen, um eine effektive Inhibition des Tumorwachstums zu 

induzieren.  

 

Insgesamt zeigen die Ergebnisse des Abschnittes 4.5, dass lentiviral TRAIL-transduzierte MSC 

durch Apoptoseinduktion bei direktem Zell-Zell-Kontakt das Wachstum sowohl von TRAIL-

sensitiven als auch von ausgewählten TRAIL-resistenten CRC-Zellen inhibieren können. Die 

Daten demonstrieren jedoch auch, dass die Effektivität dieser Wachstumsinhibition in vivo 

durch eine Resistenz ausgewählter CRC-Zellen gegenüber TRAIL-MSC und durch einen 

pulmonalen Tropismus von TRAIL-MSC vermindert wird.  
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5 DISKUSSION 

 

5.1 WESENTLICHE ERGEBNISSE DER ARBEIT  

 

Die vorliegende Arbeit präsentiert zum Großteil veröffentlichte Daten zu verschiedenen 

Aspekten der Biologie und potentiellen therapeutischen Nutzung von MSC.  

Ausgangspunkt war die Beobachtung, dass MSC sich aus dem Knochenmark von Patienten mit 

malignen Erkrankungen nach Chemotherapie isolieren lassen und sich in ihren 

charakterisierenden Eigenschaften inklusive ihres immunmodulatorischen Potentials nicht von 

MSC gesunder Spender unterscheiden (Mueller, 2006).  

Ausgehend hiervon konnte gezeigt werden, dass MSC eine Resistenz gegenüber 

Chemotherapeutika unterschiedlicher Wirkmechanismen aufweisen. Als Mechanismen der 

Resistenz von MSC gegenüber DNA-schädigenden Substanzen wurde erstmals eine erhöhte 

apoptotische Schwelle mit reduzierter Caspase-9 Aktivierung (Mueller, 2006) sowie ein bei 

subapoptotischer Schädigung induzierter, temporärer Zellzyklusarrest identifiziert 

(unveröffentlichte Daten). Es konnte erstmals gezeigt werden, dass diese Resistenz von MSC 

mit dem Erhalt ihres Stammzellcharakters nach Schädigung einhergeht (Mueller, 2006).  

Es wurde demonstriert, dass MSC in vitro nicht regelhaft einer malignen Transformation 

unterliegen. Bezugnehmend auf die als Ursache eines malignen Transformationspotentials von 

MSC postulierten Analogien von MSC und ESC konnte nachgewiesen werden, dass MSC ein 

für den Stammzellcharakter typisches Methylierungsmuster aufweisen (Dansranjavin, 2009) 

und zur Differenzierung in Zelltypen nicht-mesodermaler Herkunft im Sinne einer Plastizität in 

der Lage sind (Aurich, 2007). Jedoch wurde gezeigt, dass sich MSC in ihrer Genexpression 

deutlich von pluripotenten Zellen unterscheiden (Mueller, 2009).  

Angesichts der Präsenz von MSC bei an Malignomen erkrankten Patienten und der von 

anderen Autoren berichteten Integration von MSC in maligne Tumoren wurde postuliert, dass 

MSC im humanen Organismus in Tumoren und deren Metastasen integrieren und deren 

malignes Wachstum beeinflussen. Dabei konnte gezeigt werden, dass MSC das Wachstum von 

CRC fördern (Luetzkendorf, 2010). Als möglicher Mechanismus wurde ein Einfluss von MSC 

auf die Ausbildung der dreidimensionalen Tumorstruktur sowohl im CRC-Modell 

(unveröffentlichte Daten) als auch in anderen Modellen (Dittmer, 2009) ermittelt.  

Basierend auf diesen Erkenntnissen - der Möglichkeit zur Gewinnung autologer MSC bei 

Patienten mit malignen Erkrankungen, der Resistenz von MSC gegenüber Schädigung und der 

Integration von MSC in maligne Tumoren - wurde das Potential von MSC untersucht, nach 

genetischer Modifikation als Vehikel einer Tumortherapie zu dienen. Es konnte gezeigt werden, 

dass lentiviral TRAIL-exprimierende MSC das Wachstum ausgewählter CRC-Zelllinien in vitro 
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und in vivo inhibieren (Luetzkendorf, 2010). Es wurde erstmals demonstriert, dass TRAIL-MSC 

auch das Wachstum ausgewählter TRAIL-resistenter CRC-Zelllinien unabhängig von der 

Expression von TRAIL-Rezeptoren inhibieren (Mueller, 2011). Allerdings zeigen die Daten 

auch, dass die Wirksamkeit von TRAIL-MSC durch die Existenz von TRAIL-MSC-resistenten 

CRC-Zellen und durch einen pulmonalen Tropismus systemisch applizierter TRAIL-MSC 

eingeschränkt wird.  

Wie in den betreffenden Publikationen dargestellt und diskutiert, hat ein Teil dieser Ergebnisse 

Relevanz sowohl für das allgemeine Verständnis der Biologie von MSC als auch für die 

Einschätzung des therapeutischen Potentials von MSC im Bereich der regenerativen Medizin. 

Für die kritische Beurteilung dieser Aspekte muss hier auf die betreffenden Publikationen 

verwiesen werden.  

Ziel der nachfolgenden Diskussion ist es, die dargestellten Erkenntnisse in den Kontext des 

aktuellen Wissensstandes einzuordnen und dabei insbesondere die Relevanz der 

Charakteristika von MSC für ihre putative Rolle bei der Entstehung und beim Wachstum 

maligner Tumoren sowie für ihr Potential zur Therapie maligner Tumoren zu werten. 

 

 

5.2 MSC ALS URSPRUNG MALIGNER TUMOREN  

 

Schlüssig belegt ist die Entstehung maligner Erkrankungen aus Zellen mit Stammzellcharakter 

bislang nur für wenige Entitäten, so z. B. Keimzelltumoren (Sell, 2006) und Leukämien (Dick, 

2008). Aufgrund ihres Stammzellcharakters wird aber auch für MSC vermutet, dass sie 

gegenüber differenzierten Zellen bevorzugt einer malignen Transformation unterliegen.  

 

5.2.1 Die bisherigen Erkenntnisse schließen die maligne Transformation von MSC 

nicht aus 

In mehreren Arbeiten wurde eine maligne Transformation nativer MSC nach prolongierter In-

vitro-Kultivierung postuliert (Rosland, 2009; Rubio, 2005). Nachträgliche Arbeiten belegen 

jedoch, dass diesen Beobachtungen eine Kontamination mit Tumorzellen, die zeitgleich in den 

jeweiligen Laboren verwendet wurden, zugrunde lag (Garcia, 2010; Torsvik, 2010).  

Daneben existieren weitere Arbeiten, die eine maligne Transformation von MSC beschreiben 

oder vermuten lassen. So wurde die Präsenz maligne transformierter Zellen unklarer Herkunft 

in der MSC-Kultur eines Spenders beschrieben (Wang, 2005) und nach allogener 

Knochenmarktransplantation die Entstehung von aus Donorzellen abstammenden Sarkomen 

demonstriert (Berger, 2008). Ob sich die jeweiligen Zellen aber aus MSC ableiten, bleibt unklar. 

Im murinen Modell wurde gezeigt, dass MSC mit APC-Mutation Desmoide ausbilden (Wu, 

2010), Sarkome sich aus nativen MSC ableiten lassen (Mohseny, 2009) und dass für 
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Helicobacter-assoziierte Magenkarzinome eine Entstehung aus MSC wahrscheinlich ist 

(Houghton, 2004). Für humane MSC konnte dies bislang jeweils nicht nachgewiesen werden. 

Humane MSC mit ektoper Telomerase-Expression zeigen einen typischen malignen Phänotyp 

(Serakinci, 2004) und juvenile humane MSC mit ektoper Expression des EWS-FLI-1 

Fusionsgens bilden typische Charakteristika von Ewing-Sarkomen aus (Riggi, 2010). Da es sich 

hierbei um genetisch modifizierte Zellen handelt, erlauben diese Daten die Schlussfolgerung, 

dass MSC einen malignen Phänotyp ausprägen, wenn sie Onkogene exprimieren. Ob aber 

Onkogene in MSC des humanen Organismus unter physiologischen Bedingungen aktiviert 

werden, ist fraglich.  

 

Dem stehen Berichte gegenüber, wonach humane MSC auch nach prolongierter In-vitro-

Kultivierung keine Zeichen der malignen Transformation zeigen (Bernardo, 2007; Meza-

Zepeda, 2008) und sich in anderen Modellen eine Abstammung von Malignomen aus Zellen 

des Knochenmark nicht reproduzieren lässt (Ando, 2009). Bei Kultivierung von MSC unter 

GMP-Bedingungen wurde zwar die Entstehung einer Aneuploidie, jedoch keine maligne 

Transformation beobachtet (Tarte, 2010).  

Aufgrund der Widersprüchlichkeit dieser Beobachtungen bleibt das Potential einer malignen 

Transformation von MSC ungeklärt und kann nicht definitiv ausgeschlossen werden. Die 

Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstützen jedoch aus Sicht des Autors die Annahme, 

dass die maligne Transformation von MSC im humanen Organismus keinen regelhaften 

Prozess darstellt.  

 

5.2.2 Eine Resistenz gegenüber genotoxischer Schädigung und die Fähigkeit zum 

Zellzyklusarrest schützen MSC vor maligner Transformation  

Angeführte Argumente für das Potential von MSC zur malignen Transformation sind deren 

lebenslange Persistenz im humanen Organismus mit dem damit verbundenen erhöhten Risiko 

genetischer Aberrationen sowie die für MSC postulierte Analogie zu inhärent tumorigenen ESC 

mit Expression typischer embryonaler Gene und der Fähigkeit zur Pluripotenz. Die vorliegende 

Arbeit liefert zu diesen Fragestellungen relevante Ergebnisse.  

 

Die vom Autor nachgewiesene Präsenz von MSC im Knochenmark von Spendern höheren 

Alters und von Patienten nach vorangegangener Chemotherapie (Mueller, 2006) wird bestätigt 

durch andere Arbeiten, die zeigen, dass sich MSC unabhängig vom Alter (Lund, 2010) und von 

vorangegangener Chemotherapie (Li, 2004) isolieren lassen. Die von anderen Autoren 

beschriebene Veränderung der Charakteristika von MSC bei Patienten nach vorangegangener 

Chemotherapie (Cao, 2008; Prata Kde, 2010) oder mit malignen Erkrankungen (Todoerti, 2010) 

widersprechen diesen Beobachtungen nicht. Auch in der vorliegenden Arbeit wurden 
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Unterschiede in der CFU-F-Frequenz bei Patienten nach vorangegangener Chemotherapie und 

bei gesunden Spendern beobachtet, die aber keine statistische Signifikanz erreichten. Die 

Konsensusvorgaben beschreiben ausgewählte, zum Teil nicht quantifizierbare Kriterien für die 

Charakterisierung von MSC (Dominici, 2006). Es ist aus Sicht des Autors davon auszugehen, 

dass sowohl erfolgte Chemotherapie und Alter des Spenders als auch andere Faktoren Einfluss 

auf MSC nehmen. Die resultierenden Veränderungen werden jedoch mit den 

Konsensuskriterien aufgrund der limitierten Sensitivität der gemäß Konsensus verwendeten 

Methodik sowie aufgrund der geringen Größe und fehlenden Homogenität der untersuchten 

Spendergruppen nicht erfasst.  

Aus Sicht des Autors ist aber gesichert, dass Zellen mit den definierten Charakteristika von 

MSC sowohl im fortgeschrittenen Alter als auch nach erfolgter Chemotherapie im Knochenmark 

präsent sind und sich hinsichtlich ihrer grundlegenden Eigenschaften nicht von MSC junger und 

gesunder Spender unterscheiden. Dies wird bestätigt durch die Beobachtung, dass bei 

Patienten nach allogener Stammzelltransplantation vom Empfänger abstammende MSC isoliert 

werden konnten (Koc, 1999). Hieraus leitet sich die Vermutung ab, dass MSC über eine 

Resistenz gegenüber genotoxischen Schädigungen verfügen, die zugleich das Risiko einer 

malignen Transformation von MSC beeinflusst.  

 

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit konnten eine solche Resistenz für ausgewählte 

Zytostatika belegen. Mit der für Cisplatin demonstrierten erhöhten Apoptoseschwelle und 

fehlenden Caspase-9-Aktivierung sowie dem Schädigung-vermitteltem Zellzyklusarrest konnten 

erstmals Resistenzmechanismen in MSC beschrieben werden. Andere Autoren konnten 

nachweisen, dass in MSC Nucleotide Excision Repair als ein Mechanismus der DNA-Reparatur 

aktiv ist (Alves, 2010). Diese Mechanismen sind potentiell relevant für die Resistenz gegenüber 

physiologischer DNA-Schädigung und könnten damit zu dem beobachteten niedrigen Risiko 

einer malignen Transformation von MSC beitragen.  

 

Unterstützt wird die Annahme eines geringen Potentials zur malignen Transformation von MSC 

durch Erkenntnisse zur Biologie von MSC im humanen Organismus. Das In-vivo-Korrelat von 

MSC im humanen Organismus ist bislang umstritten (Bianco, 2008), jedoch scheinen MSC als 

Perizyten im Organismus zu existieren (Crisan, 2008). Das in den Untersuchungen der hier 

vorgelegten Arbeit beobachtete Zellzyklusverhalten – insbesondere die Fähigkeit zum 

temporären Zellzyklusarrest unter Erhalt der funktionellen und phänotypischen Charakteristika - 

unterstützt die Annahme, dass MSC als langsam proliferierende oder ruhende, perivaskulär 

lokalisierte Zellen im humanen Organismus existieren könnten (Slack, 2008). Damit ergeben 

sich Analogien zur wesentlich besser untersuchten Biologie von HSC. Für diese ist eine 

Existenz als ruhende oder langsam proliferierende Zellpopulation im humanen Organismus 
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gesichert (Orford, 2008). Eine derartige Quieszenz reduziert einerseits das Risiko der malignen 

Transformation und sichert andererseits den Erhalt des regenerativen Potentials adulter 

Stammzellen (Rossi, 2008).  

 

5.2.3 Ein geringes Potential zur malignen Transformation von MSC korreliert mit deren 

gegenüber ESC limitierten Stammzellpotential  

Damit scheinen MSC über Eigenschaften zu verfügen, die ihnen im Gegensatz zu ESC eine 

lebenslange Persistenz im adulten Organismus ohne gesteigertes Risiko der malignen 

Transformation erlauben. Unter anderem unterscheidet MSC und ESC die in der vorliegenden 

Arbeit für MSC demonstrierte Fähigkeit zum temporären Zellzyklusarrest. ESC sind gegenüber 

DNA-Schädigung sehr sensitiv, nicht zum Zellzyklusarrest in der Lage, sondern vollziehen bei 

Schädigung Apoptose (Aladjem, 1998). Obwohl ESC zur p53-unabhängigen DNA-Reparatur 

fähig sind (Prost, 1998), scheint in ESC eine partielle Inaktivität von p53-abhängigen 

Signalwegen vorzuliegen (Burdon, 2002). Dies wird durch die Beobachtung bestätigt, dass die 

Generierung von induzierten pluripotenten Stammzellen die Inaktivität von p53 verlangt (Utikal, 

2009). Damit erfordern sowohl maligne Transformation als auch Pluripotenz eine Inaktivität von 

p53. Diese Analogie läßt auf ähnliche molekulare Mechanismen bei beiden Prozessen 

schließen (Tapia, 2010).  

Die hier vorgelegten Daten lassen vermuten, dass dagegen in MSC sowohl die 

Apoptoseinduktion als auch die Induktion eines Zellzyklusarrestes p53-abhängig erfolgt. Die 

Untersuchung des molekularen Zusammenhanges zwischen p53-Expression und 

Zellzyklusarrest in MSC ist Gegenstand aktueller Projekte der AG des Autors, aber die 

Funktionalität dieses Zusammenhanges in MSC ist wahrscheinlich.  

Die differentielle Antwort auf genotoxische Schädigung in MSC und ESC entspricht deren 

differentiellen Funktionen in der Ontogenese. ESC stehen am Beginn der embryonalen 

Entwicklung, während adulte Stammzellen den Erhalt von Geweben des adulten Organismus 

gewährleisten. Diesen Funktionen entspricht die hohe Proliferationsrate und Sensitivität 

gegenüber DNA-Schäden von ESC im Gegensatz zur Quieszenz und Resistenz adulter 

Stammzellen.  

 

ESC sind tumorigen und die Fähigkeit zur Ausbildung von Teratomen in vivo ist ein 

definierendes Charakteristikum von ESC (Knoepfler, 2009). Dieses Potential beruht allerdings 

nicht primär auf einer malignen Transformation, sondern ist Ausdruck der Pluripotenz (Smith, 

2001). Hieraus leitete sich die Hypothese ab, dass MSC aufgrund putativ ähnlicher 

Stammzellcharakteristika wie ESC in vivo Tumoren ausbilden. Die in der vorgelegten Arbeit 

dargestellten Ergebnisse unterstützen jedoch die Annahme, dass sich MSC und ESC in ihrer 

Genexpression und damit auch in ihrem Potential zur Ausbildung von Tumoren unterscheiden.  
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Die hier präsentierten Daten belegen, dass der embryonale, für die Pluripotenz essentielle 

Transkriptionsfaktor OCT4 in MSC nicht funktionell exprimiert wird (Mueller, 2009). Dies steht 

im Widerspruch zu der in anderen Arbeiten berichteten Expression von OCT4 in MSC (Tai, 

2005; Zangrossi, 2007). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und anderer Autoren lassen 

jedoch vermuten, dass der in anderen Arbeiten berichtete Nachweis von OCT4 in MSC nicht die 

Expression von funktionell aktivem OCT4A widerspiegelt, sondern auf die Verwendung 

ungeeigneter Antikörper oder Primer zurückzuführen ist, die in der Detektion unspezifischer 

Epitope bzw. Pseudogene oder Isoformen resultiert (Liedtke, 2007).  

Die Schlussfolgerung, dass sich MSC in ihrer Genexpression von pluripotenten Zellen 

unterscheiden, wird durch die Ergebnisse zur Untersuchungen der epigenetischen 

Genregulation in MSC bestätigt (Dansranjavin, 2009). Zwischen MSC und pluripotenten TGCT-

Zellen wurden deutliche Unterschiede im Methylierungsgrad und der Expression ausgewählter, 

die Biologie von Stammzellen bestimmender Gene beobachtet.  

Die hier demonstrierte hepatogene Differenzierung von MSC (Aurich, 2007; Stock, 2008) 

belegt, dass MSC über die Fähigkeit zur Plastizität verfügen. Entgegen ursprünglicher 

Annahmen (Jiang, 2002) sind MSC jedoch vermutlich nicht pluripotent (Bianco, 2008).  

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass sich die vermuteten Analogien der Genexpression 

und des Stammzellcharakters von MSC und ESC nicht bestätigen lassen und daher auch nicht 

als Argument für ein hohes Potential zur malignen Transformation von MSC dienen können.  

 

In Übereinstimmung hiermit wurde in der hier präsentierten Arbeit auch nach prolongierter 

Kultivierung und nach Transplantation kein Hinweis für eine maligne Transformation sowohl 

nativer MSC als auch lentiviral transduzierter MSC beobachtet (Luetzkendorf, 2010; Mueller, 

2006; Mueller, 2011). Dies steht im Einklang mit dem aktuellen Konsensus, dass MSC über ein 

geringes Potential zur malignen Transformation verfügen (Prockop, 2010). 

Dies schließt nicht aus, dass MSC unter spezifischen Bedingungen und in seltenen Fällen eine 

maligne Transformation unterlaufen können. Am wahrscheinlichsten scheint dabei, dass eine 

Transformation von MSC in der Entstehung von mesodermalen Tumoren, z. B. Sarkomen 

resultiert (Mohseny, 2011). Aus Sicht des Autors besteht jedoch derzeit kein Hinweis darauf, 

dass die maligne Transformation von MSC einen regelhaften Prozess darstellt.  

 

 

5.3 EINFLUSS VON MSC AUF DAS WACHSTUM MALIGNER TUMOREN  

 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und der Untersuchungen zahlreicher anderer Autoren 

lassen darauf schließen, dass MSC mit Tumorzellen interagieren können und damit das 

Wachstum maligner Tumoren beeinflussen.  
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5.3.1 MSC integrieren im humanen Organismus vermutlich in maligne Tumoren  

Eine solche Interaktion von MSC und Tumorzellen scheint sowohl durch Integration von MSC in 

maligne Tumoren als auch durch Sekretion von Zytokinen durch nicht-tumorintegrierte MSC 

möglich. Eine Tumorintegration von MSC wiederum ist denkbar, indem im Gewebe ortsständige 

MSC in das dort entstehende Tumorgewebe integriert werden oder aber indem migrierende 

MSC aktiv in existierende Tumoren einwandern [Übersicht in (Klopp, 2011)]. Ob und welcher 

der skizzierten Mechanismen im humanen Organismus eine Rolle spielt, ist nicht zuletzt 

aufgrund des fehlenden unikaten Markers zur In-vivo-Detektion von MSC unklar. Dies ist für die 

Interpretation der bislang vorliegenden Daten entscheidend, denn insbesondere die in 

verschiedenen Arbeiten verwendeten In-vivo-Modelle simulieren jeweils nur eine Auswahl 

dieser Mechanismen. Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit liefern Argumente für 

verschiedene dieser Aspekte und deren Auswirkung auf die Tumorbiologie.  

 

Modelle, in denen eine aktive Integration systemisch applizierter MSC in präformierte 

Xenografte erfolgt, setzen voraus, dass MSC im humanen Organismus in das periphere Blut 

mobilisieren und eine Integration in existierende Tumoren vollziehen können. Bislang ist 

allerdings umstritten, ob MSC im humanen Organismus aus anderen Geweben in die 

Zirkulation mobilisieren können und inwiefern die Charakteristika dieser zirkulierenden CFU-F-

Zellen dann noch denen gewebeständiger MSC entsprechen [Übersicht in (He, 2007)]. Für die 

aktive Integration von MSC in existierende Tumoren spricht jedoch, dass in humanen malignen 

Tumoren ein Anteil dem Knochenmark-entstammender, myofibroblastärer Zellen von bis ca. 

5 % demonstriert werden konnte (Cogle, 2007). Auch in humanen CRC konnte eine Präsenz 

solcher Zellen nachgewiesen werden (Worthley, 2009). Untersuchungen im Tiermodell 

bestätigen dies: bis zu 25 % der CAF in malignen Tumoren stammten von Zellen des 

Knochenmark ab (Direkze, 2004). Unterstützt wird die Annahme einer aktiven Integration von 

MSC in maligne Tumoren durch die Beobachtung, dass MSC aktiv in verletzte Gewebe 

einwandern können (Phinney, 2007). Dies wiederum unterstützt die These einer Analogie von 

Tumor- und Wundgewebe (Dvorak, 1986). 

 

Im Tiermodell wurde eine Integration systemisch applizierter MSC in präformierte humane 

Xenografte für verschiedene Tumorentitäten [Übersicht in (Kidd, 2008)] und u. a. auch im 

subkutanen CRC-Xenograftmodell nachgewiesen (Kucerova, 2007). Die Ergebnisse der 

vorliegenden Arbeit bestätigen dies; es wurde im Mausmodell eine Integration systemisch 

applizierter MSC in subkutane humane Xenografte beobachtet. Allerdings fand sich in diesem 

Modell nur eine, vermutlich auf einen pulmonalen Tropismus zurückzuführende, geringe 

Effizienz der Tumorintegration systemisch applizierter MSC (Luetzkendorf, 2010).  
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Ein derartiger pulmonaler Tropismus systemisch injizierter MSC ist seit langem bekannt 

(Barbash, 2003). Neuere Arbeiten belegen, dass in bestimmten Modellen bereits wenige 

Minuten nach i. v. Applikation 95 % aller applizierten MSC in der Lunge als Emboli vorliegen 

(Lee, 2009). Bislang existieren keine Erkenntnisse, inwiefern ein solcher pulmonaler Tropismus 

von systemisch zirkulierenden MSC auch im humanen Organismus auftritt. Jedoch zwingt diese 

Erkenntnis aus Sicht des Autors zur differenzierten Interpretation des vielfach berichteten 

Einflusses systemisch applizierter MSC auf das Wachstum pulmonaler Xenografte. Angesichts 

einer pulmonalen Embolisation ist davon auszugehen, dass eine Akkumulation systemisch 

applizierter MSC in pulmonalen Xenograften erleichtert ist. Der in derartigen Modellen (Studeny, 

2002) beobachtete Effekt tumorintegrierter MSC auf das Tumorwachstum beruht damit 

möglicherweise auf einem gegenüber der physiologischen Situation wesentlich höheren Anteil 

tumorintegrierter MSC.  

 

Diese Überlegung führt zurück zu der Feststellung, dass die physiologische Situation, d. h. der 

Anteil tumorintegrierter MSC in humanen Tumoren, nicht bekannt ist. Die hier präsentierten 

Ergebnisse beruhen auf Untersuchungen im Mischxenograftmodell, in denen ein Anteil der 

MSC von 20 % an der Gesamtzellpopulation gewählt wurde (Luetzkendorf, 2010; Mueller, 

2011). Dies liegt in der Größenordnung des von anderen Autoren beobachteten Anteils von 

dem Knochenmark-entstammender, myofibroblastärer Zellen in humanen Tumoren (Cogle, 

2007).  

Unklar ist aber ebenso, ob eine permanente Präsenz von MSC im Tumorgewebe physiologisch 

relevant ist. In vorläufigen Untersuchungen im Mischxenograftmodell konnte die AG des Autors 

zeigen, dass tumorintegrierte MSC wenige Tage nach Generierung des Xenograftes in diesem 

nicht mehr nachweisbar sind. Möglicherweise ist der Einfluss von MSC auf die Tumorbiologie 

auf einen bestimmten Zeitraum des Tumorwachstums begrenzt.  

 

5.3.2 Eine Interaktion von MSC und Tumorzellen könnte sich in verschiedenen Phasen 

des Tumorwachstums differentiell vollziehen  

Ein wesentlicher Zeitraum für das maligne Wachstum von Tumoren ist die Phase der 

metastatischen Absiedlung maligner Tumorzellen. Im Verlauf dieses Prozesses spielt die 

Interaktion mit gewebeständigen Zellen eine entscheidende Rolle. Postuliert wurde hierbei, 

dass VEGF-Rezeptor-positive Zellen des Knochenmark bereits vor Absiedlung der Tumorzellen 

am Ort des späteren metastatischen Wachstums präsent sind und eine für die Ausbildung einer 

Metastase essentielle, sogenannte prämetastatische Nische bilden [Übersicht in (Kaplan, 

2006)]. Hierbei handelt es sich vermutlich um hämatopoetische Zellen (Kaplan, 2005). In 

Arbeiten im Caenorhabditis-Modell wurde das Modell einer latenten Nische formuliert, bei der 

ortsständige Zellen ektopen Zellen als Nische-bereitende Zellen dienen können (McGovern, 
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2009). Das in den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit und in zahlreichen Arbeiten anderer 

Autoren genutzte Modell des Mischxenograftes simuliert letztlich eine derartige 

Nischenfunktion. MSC treten in diesen Modellen in Kontakt mit vollständig maligne 

transformierten, sich „metastatisch“ absiedelnden Tumorzellen. Sofern die postulierte 

perivaskuläre ubiquitäre Präsenz von MSC zutrifft (Bianco, 2008), wäre eine solche 

Nischenfunktion in vielen Geweben und Organen möglich. Die Beteiligung von MSC an einer 

prämetastatischen Nische ist mit einem MSC-Anteil an der Tumorzellgesamtpopulation von 

20 % - so wie für die hier präsentierten Versuche gewählt (Luetzkendorf, 2010) – oder auch von 

bis zu 60 % - wie in anderen Arbeiten verwendet (Karnoub, 2007) – vereinbar.  

 

Gegenüber dieser postulierten Rolle von MSC bei der Metastasierung von Tumorzellen ist auch 

eine Beteiligung von MSC an der malignen Transformation von Zellen möglich. So wurde für 

MSC mit ektoper Expression von p53 gezeigt, dass sie in einem Modell des spontanen 

Tumorwachstums die Entstehung maligner Tumoren durch die Aktivierung von latent maligne 

transformierten Zellen fördern (Houghton, 2010). Für gewebeständige Fibroblasten wurde 

gezeigt, dass sie in Abhängigkeit der Expression von PTEN die maligne Transformation von 

Brustepithelien inhibieren (Trimboli, 2009).  

 

Ausgehend von der Beobachtung, dass systemisch applizierte MSC auch ohne Anreicherung 

im Zielgewebe dessen Struktur und Biologie verändern können (Lee, 2009), ist weiterhin 

denkbar, dass eine Tumorintegration nicht zwingend erforderlich ist, um einen Einfluss von 

MSC auf das Tumorwachstum zu realisieren. Insbesondere der von MSC ausgeübte, in der 

vorliegenden Arbeit bestätigte immunmodulatorische Effekt erfordert keine unmittelbare 

Präsenz von MSC im Tumorgewebe.  

Ein Argument für die putative Tumorintegration von MSC ist jedoch deren Fähigkeit zur 

Differenzierung in CAF [Übersicht in (Mishra, 2009)]. Im Tiermodell wurde demonstriert, dass 

CAF sich direkt von MSC ableiten können (Quante, 2011). In vitro zeigen MSC nach Inkubation 

mit zellfreiem, Tumorzell-konditioniertem Medium eine Differenzierung zu Zellen mit CAF-

Charakteristika mit Expression von α-SMA und SDF-1 (Mishra, 2008). Eine ähnliche 

Differenzierung war nach Behandlung von MSC mit Lysophosphatidyl-Säure zu beobachten 

(Jeon, 2008).  

Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass der Einfluss von MSC auf das Tumorwachstum in 

vivo an die Differenzierung zu CAF gebunden ist. Damit ergibt sich aber auch die Frage, 

inwiefern die in zahlreichen Arbeiten – einschließlich der hier vorliegenden - unter Verwendung 

von nativen statt CAF-differenzierten MSC erhobenen Daten relevant sind. Aktuell erfolgen in 

der AG des Autors Arbeiten mit zu CAF differenzierten MSC, um die Relevanz des für native 

MSC beobachteten Einflusses auf das Tumorwachstum zu bestimmen.  
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5.3.3 MSC können das Tumorwachstum durch unterschiedliche Mechanismen 

beeinflussen  

Hinsichtlich dieses Einflusses von MSC auf das Wachstum maligner Tumoren und die ihm 

zugrundeliegenden Mechanismen liegen widersprüchliche Daten vor [Übersicht in (Klopp, 

2011)]. In zahlreichen Modellen wurde für tumorintegrierte MSC eine Förderung des 

Tumorwachstums demonstriert (Karnoub, 2007; Quante, 2011). Auch für CRC wurde im 

Tiermodell eine Förderung des Wachstums und der Metastasierung durch tumorintegrierte MSC 

beobachtet (Shinagawa, 2010). Dies wird durch die in der vorliegenden Arbeit beschriebene, 

vermutlich vom immunsuppressiven Potential der MSC unabhängige Förderung des 

Wachstums von CRC durch tumorintegrierte MSC unterstützt (Luetzkendorf, 2010).  

Dem stehen Arbeiten gegenüber, bei denen im Tiermodell eine Suppression des 

Tumorwachstums bei Leberzellkarzinomen (Qiao, 2008) und Kaposi-Sarkomen (Khakoo, 2006) 

durch tumorintegrierte MSC beobachtet wurde. Auch für CRC-Zellen der Ratte wurde in einem 

In-vivo-Modell eine inhibierende Wirkung von MSC-ähnlichen Zellen auf das 

Tumorzellwachstum beschrieben (Ohlsson, 2003).  

Diese differentiellen Ergebnisse wurden in unterschiedlichen Entitäten unter Verwendung 

unterschiedlicher Modelle gewonnen. Ihre Interpretation führt damit zurück zu der 

beschriebenen methodischen Unsicherheit: Solange unklar bleibt, ob, wann, in welchem 

Ausmaß und Differenzierungszustand MSC in maligne Tumoren integrieren, ist die Wahl der 

Modelle schwierig zu rechtfertigen.  

 

Die postulierten Mechanismen des Einflusses von MSC auf das Tumorwachstum umfassen 

u. a. die Modulation der Anti-Tumorimmunantwort, die Förderung des Aufbaus einer 

dreidimensionalen Tumorstruktur inklusive der Förderung der Tumorneoangiogenese sowie die 

Vermittlung einer Therapieresistenz. Zu all diesen Aspekten liefern die dargestellten 

Untersuchungen des Autors relevante Ergebnisse.  

 

Für MSC ist ein immunmodulierendes Potential belegt (Uccelli, 2008). Die in der vorliegenden 

Arbeit beschriebene, durch MSC vermittelte Suppression der Mitogen-induzierten Proliferation 

von Leukozyten bestätigt dies exemplarisch. MSC inhibieren insbesondere die Aktivierung von 

T-Lymphozyten (Krampera, 2003), aber modulieren auch die Aktivierung von dendritischen 

Zellen (Nauta, 2006), B-Lymphozyten (Corcione, 2006) und NK-Zellen (Krampera, 2006a). 

Ausgehend hiervon wurde gezeigt, dass MSC das Wachstum allogener Xenografte in 

immunkompetenten Mäusen ermöglichen (Djouad, 2003).  

Die Analyse des Einflusses von MSC auf das Wachstum von Xenograften muss daher einen 

potentiell modulierenden Einfluss von MSC auf die Immuntoleranz gegenüber den 

transplantierten humanen Tumorzellen berücksichtigen. Aufgrund der Wirkung von MSC auf B-
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Lymphozyten und NK-Zellen kann sowohl im Modell der athymischen Nacktmaus mit einer 

residualen humoralen Immunantwort als auch im NOD/SCID-Modell mit einer residualen NK-

Zell-Aktivität ein immunmodulatorischer Einfluss von MSC auf das Wachstum xenogener 

Tumorzellen nicht ausgeschlossen werden. Die beobachtete Aktivität systemisch 

transplantierter MSC bei Patienten mit GvHD (Le Blanc, 2008) oder mit 

Autoimmunerkrankungen (Christopeit, 2008; Liang, 2010) sind ein Hinweis dafür, dass MSC ein 

immusuppressives Potential im humanen Organismus ausüben können. Inwiefern dieses für die 

physiologische Situation eines Wachstums autologer Tumorzellen relevant ist, läßt sich nur 

schwer abschätzen (Klopp, 2011).  

In vorläufigen, in der vorliegenden Arbeit noch nicht dargestellten Untersuchungen konnte die 

AG des Autors allerdings zeigen, dass MSC das Wachstum von Xenograften der CRC-Zelllinie 

HCT8 im Modell der komplett immunsupprimierten NOG-Maus fördern. Aufgrund der fehlenden 

residuellen Immunität ist eine MSC-vermittelte Immunsuppression in diesem Modell irrelevant. 

Damit kann ausgeschlossen werden, dass die im Nacktmausmodell beobachtete Förderung des 

CRC-Wachstums durch MSC allein auf einer MSC-vermittelten Immunsuppression beruht.  

 

Die in der vorliegenden Arbeit beobachteten Effekte von MSC auf die Sphäroidbildung von 

CRC- und Mammakarzinomzellen sowie die nachgewiesene Wachstumsförderung von CRC-

Xenograften durch tumorintegrierte MSC weisen darauf hin, dass tumorintegrierte MSC die 

Ausbildung der dreidimensionalen Tumorarchitektur beeinflussen können. In anderen Arbeiten 

wurde gezeigt, dass MSC die Gewebeintegration von Mammakarzinomzellen fördern 

(Corcoran, 2008). Welche molekularen Prozesse hieran beteiligt sind, ist unklar; die vom Autor 

erhobenen Ergebnisse lassen vermuten, dass eine Interaktion von Metalloproteinasen und 

extrazellulärer Matrix eine Rolle spielen. Untersuchungen anderer Autoren lassen auf eine 

Beteiligung von Wachstumsfaktoren wie growth arrest-specific 6 (Shiozawa, 2010) oder LIM-

Kinasen (Scott, 2010) schließen.  

Diese Interaktionen scheinen nicht primär eine Förderung der Proliferation der Tumorzellen zu 

vermitteln. Vielmehr wurde für einige dieser Mechanismen, so z. B. für durch Osteoblasten 

sezerniertes growth arrest-specific 6 eine Wachstumshemmung in ossär metastasierten 

Prostatakarzinomzellen nachgewiesen (Shiozawa, 2010). Stromazellen des Knochenmark sind 

in der Lage, durch gap-junction vermittelten Transfer von miRNA einen Zellzyklusarrest in 

Mammakarzinomzellen zu induzieren (Lim, 2011). Hierdurch könnte der Vollzug einer für die 

Metastasierung wesentlichen Mesenchymal-Epithelialen Transition und EMT erleichtert werden 

[Übersicht in (Polyak, 2009)]. Eine Beteiligung von CAF an der EMT wurde in anderen Modellen 

demonstriert (Giannoni, 2010). Explizit wurde für MSC gezeigt, dass sie die Metastasierung von 

Tumorzellen fördern (Karnoub, 2007). Anhand aktueller Erkenntnisse zum Einfluss der EMT auf 
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die Generierung von Tumorstammzellen (Singh, 2010) läßt sich weiterhin postulieren, dass 

tumorintegrierte MSC auch an der Tumorstammzellnische beteiligt sind.  

Andererseits ist denkbar, dass die Induktion einer Quieszenz in Tumorzellen durch 

Stromazellen, wie z. B. tumorintegrierte MSC, eine Resistenz von Tumorzellen gegenüber 

Chemotherapeutika vermittelt. Für einen derartigen Effekt wurden in verschiedenen Modellen 

Hinweise beobachtet (Kurtova, 2009; Müerköster, 2004). 

 

Ungeachtet der dargestellten methodischen Unsicherheiten belegt der aktuelle Stand der 

Forschung einschließlich der in der vorliegenden Arbeit präsentierten Daten, dass lokal 

vorhandene MSC das Wachstum maligner Tumoren unter bestimmten Bedingungen 

unterstützen können. Der zugrundeliegende Mechanismus - Förderung der Ausbildung des 

Tumorstroma, Suppression der Immunantwort oder aber andere Interaktionen - bleibt 

spekulativ. Wie aktuelle Arbeiten beweisen (Santos, 2009), lassen sich jedoch bereits mit dem 

aktuellen Kenntnisstand Ansätze für eine auf das Tumorstroma zielende Therapie ableiten.  

 

 

5.4 POTENTIAL VON TRAIL-MSC FÜR DIE THERAPIE MALIGNER TUMOREN  

 

Mit der - wenn auch im humanen Organismus noch nicht definitiv nachgewiesenen - Fähigkeit 

von MSC zur Integration in maligne Tumoren verbindet sich die Hoffnung, dass genetisch 

modifizierte MSC als Instrument einer Tumortherapie nutzbar sind (Ciavarella, 2011). Für die 

klinische Realisierung sind aus Sicht des Autors u. a. folgende Punkte essentiell: 1.) Auswahl 

eines Gens mit spezifischer Anti-Tumoraktivität, 2.) Auswahl der Methode der genetischen 

Modifikation sowie 3.) Erzielen einer effizienten Tumorintegration der genetisch modifizierten 

MSC. Die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Ergebnisse liefern zu diesen Punkten 

weiterführende Erkenntnisse.  

 

5.4.1 TRAIL ist ein therapeutisches Gen mit Anti-Tumoraktivität im CRC-Modell  

Zahlreiche Genprodukte versprechen bei ektoper Expression in tumorintegrierenden Zellen eine 

Anti-Tumoraktivität. Es liegen zahlreiche Untersuchungen unter Verwendung verschiedener 

Gene vor [Übersicht in (Ciavarella, 2011)]. Hierzu gehören Zytokine wie Interferone und 

Interleukine, die eine direkte Zytotoxizität und eine Anti-Tumorimmunantwort vermitteln (Ren, 

2008; Studeny, 2002; Yuan, 2006) ebenso wie Enzyme, wie z. B. Cytosin-Deaminase, die eine 

Aktivierung therapeutisch wirksamer Substanzen katalysieren (Kucerova, 2007; Zischek, 2009). 

Aus Sicht des Autors weisen diese Genprodukte klinisch relevante Nachteile auf. Die Sekretion 

von Zytokinen kann durch eine, über das Tumorgewebe hinausgehende, komplexe Interaktion 

auch in einem breiten Spektrum von Nebenwirkungen resultieren. Die ektope Expression von 
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Zytostatika-aktivierenden Enzymen in tumorintegrierenden Zellen garantiert eine relative 

Tumorzell-Spezifität der Wirkung, führt aber letztlich nicht zu einer Erweiterung des Spektrums 

an therapeutischen Ansätzen.  

Optimal erscheint ein Gen dessen Expression: 1.) MSC nicht schädigt oder deren 

tumorintegrierenden Eigenschaften verändert, 2.) eine proliferationshemmende Wirkung in 

benachbarten Tumorzellen ausübt ohne nicht-maligne Zellen zu schädigen und 3.) in ihrer 

Wirkung nicht durch eine inhärente Resistenz von Tumorzellen abgeschwächt wird.  

 

Die in der vorliegenden Arbeit präsentierten Daten deuten darauf hin, dass TRAIL solch ein Gen 

darstellen könnte. Die Expression von TRAIL führte in MSC weder zur Induktion von Apoptose 

noch wurden die definierenden Eigenschaften von MSC verändert (Luetzkendorf, 2010). 

Arbeiten anderer Autoren bestätigen die Beobachtung, dass die Expression von TRAIL in MSC 

ohne Veränderung der Charakteristika von MSC möglich ist (Grisendi, 2010; Loebinger, 2009).  

Es ist seit langem bekannt, dass TRAIL selektiv Apoptose in Tumorzellen induziert, dass jedoch 

bei zahlreichen Entitäten Resistenzen gegenüber sTRAIL bestehen (Walczak, 1999). Für das 

CRC war z. B. eine TRAIL-Resistenz für die Zelllinien HCT8 und HT29 bekannt (Lacour, 2001; 

Tillman, 2003). Die Daten der vorliegenden Arbeit bestätigen diese Beobachtung in einem 

erweiterten Panel von CRC-Zelllinien (Mueller, 2011). Sie widersprechen aber auch einer, von 

anderen Autoren (Drosopoulos, 2005) postulierten, stringenten Korrelation zwischen TRAIL-

Sensitivität und Expression von TRAIL-Rezeptoren. Dies ist bezüglich einer klinischen 

Applikation sowohl von sTRAIL bzw. TRAIL-Agonisten als auch von TRAIL-MSC relevant. Die 

immunhistochemische Analyse der DR-Expression im Tumorgewebe ist vermutlich nicht 

geeignet, um den zu erwartenden Erfolg TRAIL-basierter Therapien abzuschätzen.  

 

5.4.2 Die lentivirale Transduktion ist für die Generierung von MSC mit Anti-

Tumoraktivität geeignet  

Für die spätere klinische Anwendung ist neben der Auswahl des therapeutischen Gens die 

verwendete Methode des Gentransfers entscheidend. Ein nicht-viraler Gentransfer resultiert in 

MSC in einer nur geringen Transfektionseffizienz (Haleem-Smith, 2005). Erfolg versprechender 

ist die virale Transduktion entweder mit adenoviralen oder retroviralen Systemen. Gegenüber 

adenoviralen Systemen besteht der Vorteil retroviraler Konstrukte darin, dass eine 

Genomintegration des transferierten Gens erfolgt und damit MSC mit über lange Zeit stabiler 

ektoper Genexpression generiert werden (Thomas, 2003). Dies würde die einmalige Produktion 

genetisch modifizierter MSC für mehrere Anwendungen erlauben. Zugleich stellt dies sicher, 

dass die Effektivität genetisch modifizierter MSC durch eine nach dem Gentransfer erfolgende 

Proliferation der Zellen nicht abnimmt.  
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Angesichts der vergleichsweise niedrigen Proliferationsrate von MSC in vitro sind unter den 

retroviralen Systemen insbesondere lentivirale Konstrukte interessant, da diese eine 

Transduktion mit Genomintegration unabhängig von der Proliferationsrate der Zielzellen 

erlauben (Lewis, 1994). Mit dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten, mit dem Glykoprotein 

des Vesicular stomatitis Virus pseudotypisierten lentiviralen System wurde eine effiziente und 

über mehrere Passagen persistierende Genexpression erzielt. Als mögliche Ursachen der 

beobachteten Abnahme der Expression kommen ein Verdünnungseffekt durch die Abnahme 

des Anteils von Zellen mit nicht-genomintegriertem Zielgen, ein epigenetisches „Silencing“ 

sowie eine Disintegration des transferierten Gens aus dem Genom in Frage. Denkbar ist aber 

auch ein Proliferationsnachteil von Zellen mit ektoper Genexpression (Cockrell, 2007).  

In der Genomintegration liegt aber offensichtlich auch der Nachteil retroviraler Systeme, denn 

abhängig von der Lokalisation kann durch Insertionsmutagenese eine Onkogenaktivierung 

erfolgen (Matrai, 2010). Für die vorliegende Arbeit wurde bereits in Hinblick auf eine klinische 

Anwendung ein selbst-inaktivierendes lentivirales Konstrukt mit einem Verpackungssystem der 

3. Generation verwendet (Lois, 2002). Dabei ist das Risiko der Replikation des Virusgenoms 

sowohl durch die Separation von Verpackungsproteinen als auch durch die Verwendung einer 

deletierten 3’-LTR minimiert. Das Risiko der Insertionsmutagenese besteht aber weiterhin 

(Matrai, 2010). In den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurde jedoch für TRAIL-MSC 

kein Anhalt für eine maligne Transformation beobachtet (Luetzkendorf, 2010).  

 

Ein Ansatz, das Risiko der malignen Transformation genetisch modifizierter Zellen zu 

vermeiden, besteht u. a. in der Verwendung lentiviraler Konstrukte die neben dem 

therapeutischen Gen ein Suizidgen - wie z. B. die Thymidylat-Monophosphat-Kinase – 

enthalten. Dies erlaubt die selektive Eliminierung der genetisch veränderten Zellen (Sato, 

2007). Eine weitere Alternative besteht in der Verwendung von Transposons 

(VandenDriessche, 2009).  

 

5.4.3 TRAIL-MSC inhibieren das Wachstum von CRC und überwinden teilweise die 

TRAIL-Resistenz von CRC-Zellen  

Die hier präsentierten Daten belegen, dass MSC mit transmembranärer Expression von TRAIL 

in benachbarten CRC-Zellen Apoptose induzieren und damit das Wachstum der 

Tumorzellpopulation effektiv inhibieren. Gleiche Effekte wurden für TRAIL-exprimierende 

neuronale Stammzellen oder TRAIL-MSC in anderen Entitäten beobachtet (Ehtesham, 2002; 

Loebinger, 2009).  

Erstmals wurde vom Autor berichtet, dass TRAIL-MSC die TRAIL-Resistenz von CRC-Zellen 

überwinden können (Mueller, 2011). Die erhobenen Daten zeigen, dass die Überwindung der 

TRAIL-Resistenz nicht auf sensitivierende, durch native MSC vermittelte Signale 
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zurückzuführen ist. Wahrscheinlich scheint vielmehr, dass die im Vergleich zu sTRAIL 

verlängerte und vermutlich in höherer Konzentration erfolgende TRAIL-Exposition durch TRAIL-

MSC für die Überwindung der TRAIL-Resistenz verantwortlich ist.  

Allerdings zeigen die Ergebnisse auch, dass ausgewählte CRC-Zellen eine Resistenz 

gegenüber TRAIL-MSC aufweisen (Mueller, 2011). Diese Resistenz war nicht stringent mit 

einer reduzierten Expression von DR4 und DR5 assoziiert. Für die Einschätzung des 

therapeutischen Potentials von TRAIL - als lösliches Protein oder als ektop exprimiertes Gen - 

bleibt die Identifizierung molekularer Marker, die mit einer Sensitivität oder Resistenz assoziiert 

sind, ein wesentliches Ziel.  

 

Die Resistenz der Zelllinie HT29 gegenüber TRAIL-MSC ließ sich in vitro durch Exposition mit 

Zytostatika in subapoptotischer Dosis überwinden. Es ist bekannt, dass sowohl klassische 

Zytostatika (Lacour, 2001) als auch zielgerichtete Substanzen, wie z. B. Proteasom-Inhibitoren 

(Grisendi, 2010) TRAIL-resistente CRC-Zellen für TRAIL sensitivieren. Unter anderem wurde für 

die CRC-Zelllinie HT29 eine Sensitivierung durch Oxaliplatin gezeigt (Toscano, 2008). Der 

Umstand, dass diese Sensitivierung auch für TRAIL-MSC gelingt, deutet darauf hin, dass MSC-

exprimiertes TRAIL und lösliches TRAIL über den gleichen, durch zusätzliche Schädigung 

verstärkten, Signalweg Apoptose induzieren. Der wahrscheinliche Mechanismus der 

Sensitivierung besteht in einer, durch die parallel applizierte Substanz vermittelten, 

mitochondrialen Schädigung (Tillman, 2003).  

 

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebene Hemmung des Wachstums von Mischxenograften 

(Luetzkendorf, 2010; Mueller, 2011) beweist die funktionelle Aktivität von TRAIL-MSC in vivo. 

Von der Arbeitsgruppe des Autors wurden erstmals Analysen durchgeführt, um den für eine 

Wachstumsinhibition minimal notwendigen intratumoralen Anteil von TRAIL-MSC zu 

bestimmen. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass der Anteil von TRAIL-MSC an der 

Gesamttumorzellmasse mindestens 10 % betragen muss, um das Tumorwachstum TRAIL-

sensitiver Zellen zu inhibieren. Das für diese Analysen gewählte Mischxenograftmodell erfasst 

das Anwachsen und frühe Wachstum des Tumors - also eine Phase, in der die Tumorzellen für 

eine Apoptoseinduktion aufgrund fehlender Vaskularisierung des Tumors vermutlich zusätzlich 

vulnerabel sind. Es ist daher davon auszugehen, dass im Fall der nachträglichen Integration in 

bereits existierende Tumoren, d. h. in der klinisch relevanten Situation, der für eine 

Wachstumsinhibition notwendige Anteil von TRAIL-MSC nicht niedriger liegen wird.  

 

Von anderen Autoren wurden Zellen mit ektoper Expression eines infolge N-terminaler Mutation 

sezernierten TRAIL-Proteins generiert (Shah, 2004). Die in der hier vorliegenden Arbeit 

präsentierten Daten lassen vermuten, dass TRAIL-MSC gegenüber sTRAIL eine prolongierte 
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und effektivere Exposition der Tumorzellen mit funktionell aktivem TRAIL ermöglichen. Um 

diese These zu bestätigen, wäre es aufschlussreich, im Vergleich zu den hier verwendeten 

TRAIL-MSC, MSC mit ektoper Expression von sezerniertem TRAIL hinsichtlich ihres Effektes 

auf TRAIL-resistente CRC-Zellen zu untersuchen.  

 

5.4.4 Die Effektivität von TRAIL-MSC wird durch eine Resistenz ausgewählter CRC-

Zellen gegenüber TRAIL-MSC eingeschränkt  

In der vorliegenden Arbeit ließ sich die in vitro beobachtete Sensitivierung von TRAIL-MSC-

resistenten CRC-Zellen durch 5-FU nicht in vivo reproduzieren. Im Gegenteil, die Präsenz von 

TRAIL-MSC förderte das Xenograftwachstum TRAIL-MSC-resistenter HT29-Zellen (Mueller, 

2011). Hierfür sind mehrere Erklärungen denkbar.  

Wie in der vorliegenden Arbeit für die Zelllinien DLD1 und HCT8 gezeigt, können 

tumorintegrierte native MSC das CRC-Xenograftwachstum fördern (Luetzkendorf, 2010). Die 

hier präsentierten Daten (s. 4.3.2) lassen vermuten, dass dieser Wachstumsförderung nicht 

eine Förderung der Tumorzellproliferation, sondern eine Förderung der Ausbildung des 

Tumorstroma zu Grunde liegt. Möglich scheint daher, dass auch TRAIL-MSC einen solchen 

wachstumsfördernden Effekt ausüben, der jedoch bei den TRAIL-MSC-sensitiven Zelllinien 

DLD1 und HCT8 durch die parallele, TRAIL-MSC-vermittelte Apoptose nicht wirksam wird. Bei 

TRAIL-MSC-resistenten HT29-Zellen dagegen könnte dieser wachstumsfördernde Effekt 

gegenüber der sekundären Sensitivierung durch 5-FU in den Vordergrund treten.  

 

Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass auch durch andere Autoren eine 

Wachstumsförderung durch TRAIL bei TRAIL-resistenten Zellen in vivo berichtet wurde (Malhi, 

2006). Dieser Effekt ist sowohl mit einer erhöhten Metastasierungstendenz (Trauzold, 2006) als 

auch mit einer verstärkten Tumorzellproliferation (Ehrhardt, 2003) verbunden. Der 

zugrundeliegende Mechanismus scheint in einer TRAIL-vermittelten Aktivierung 

antiapoptotischer Proteine via NFκB zu bestehen. So wurde berichtet, dass TRAIL in TRAIL-

resistenten HT29-Zellen via IGF-binding protein 3 NFκB aktiviert (Williams, 2007). Ebenfalls für 

HT29-Zellen wurde beschrieben, dass aufgrund eines Defektes der proapoptotischen 

Signaltransduktion via TRAIL-Rezeptor und einer Überexpression von cFLIP in diesen Zellen 

die Proliferation durch TRAIL induziert werden kann (Baader, 2005).  

Diese Mechanismen liefern Ansätze, um die für HT29-Zellen beobachtete Diskrepanz zwischen 

dem in vitro und dem in vivo beobachteten Effekt einer parallelen Exposition mit TRAIL-MSC 

und 5-FU zu erklären. TRAIL könnte in TRAIL-resistenten Zellen sowohl proapoptotische als 

auch antiapoptotische Signale aktivieren. Der Nettoeffekt sollte dann von der Konzentration und 

Dauer der TRAIL-Exposition und der vorbestehenden Caspase-Aktivität abhängig sein. Es ist 

davon auszugehen, dass diese Faktoren im Modell der 2D-Kokultur in vitro gegenüber dem 
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Xenograft differentiell ausgeprägt sind. Insbesondere der Einfluss des Tumorstroma im 

Xenograftmodell könnte durch eine Aktivierung von NFκB zu einer Suppression der TRAIL-

induzierten Apoptose führen. 

 

Ausgehend von der in anderen Modellen beobachteten Variabilität der zellulären Reaktion auf 

TRAIL (Spencer, 2009) ist aber auch eine Selektion von HT29-Zellen mit erhöhter TRAIL-

Resistenz im Rahmen des Tumorwachstums in vivo denkbar. Letztlich bleibt die in vitro und in 

vivo differentielle Reaktion von HT29-Zellen auf die Behandlung mit TRAIL-MSC und 5-FU 

ungeklärt und ist gegenwärtig Gegenstand weiterer Untersuchungen der AG des Autors.  

 

5.4.5 Ein pulmonaler Tropismus systemisch applizierter MSC kann die Anti-

Tumoraktivität von TRAIL-MSC reduzieren  

Essentiell für die potentielle klinische Anwendung ist die Effektivität der Tumorintegration 

systemisch transplantierter MSC. Die vom Autor im subkutanen CRC-Xenograftmodell 

erhobenen Daten lassen vermuten, dass mindestens ein Anteil von 10 % tumorintegrierter 

TRAIL-MSC für eine effektive Inhibition TRAIL-sensitiver Tumoren notwendig ist (Luetzkendorf, 

2010). Auf die Limitationen dieser Schlussfolgerungen aufgrund des verwendeten subkutanen 

Modells wurde bereits verwiesen.  

Wesentlich für die klinische Anwendung ist die Beobachtung, dass die Tumorintegration von 

MSC nach systemischer Transplantation durch einen pulmonalen Tropismus eingeschränkt wird 

(Luetzkendorf, 2010). Ein derartiger Tropismus wurde von mehreren Autoren im Tiermodell 

berichtet (Barbash, 2003; Gao, 2001). Aktuelle Daten lassen vermuten, dass dieses Phänomen 

die potentiellen therapeutischen Ansätze zur Nutzung von MSC zur Immunmodulation nicht 

einschränkt (Lee, 2009). Für eine lokale Tumortherapie mittels genetisch modifierter MSC 

würde dieser pulmonale Tropismus allerdings ein wesentliches Hindernis darstellen. Wie bereits 

diskutiert, wird durch diese Daten auch die Relevanz der berichteten hohen Effizienz der 

Tumorintegration von MSC in pulmonalen Xenograftmodellen (Studeny, 2002) in Frage gestellt. 

Die Ursachen dieses pulmonalen Tropismus sind unklar; mögliche Erklärungen liegen in der 

Zellgröße von MSC, die zu einer rein mechanischen Embolisation führen könnte. Denkbar ist 

auch ein durch Adhärenzfaktoren vermittelter selektiver Tropismus.  

 

Offensichtlich entspricht sowohl das in der vorliegenden Arbeit verwendete subkutane Modell im 

Speziellen als auch das Mausmodell im Allgmeinen nur eingschränkt der Situation im humanen 

Organismus. Es bleibt unklar, ob transplantierte MSC auch im humanen Organismus einem 

pulmonalen Tropismus unterliegen. Weitere Arbeiten deuten an, dass sich eine Anreicherung 

von MSC in der Lunge ggf. durch methodische Optimierung vermeiden läßt. So konnte z. B. 

nach Vorbehandlung der Tiere mit Nitraten eine pulmonale Embolisation von MSC reduziert 
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werden (Gao, 2001). Ebenso wurde durch die Bestrahlung von Xenograften die 

Tumorintegration systemisch applizierter MSC verbessert (Klopp, 2007). Dies deutet darauf hin, 

dass durch Vorbehandlung des Tumors eine Chemotaxis für MSC ausgelöst werden kann. Eine 

weitere Option zur Überwindung des pulmonalen Tropismus von MSC besteht in der Applikation 

von MSC im afferenten Gefäßsystem - d. h. unter Umgehung des pulmonalen Kreislaufs 

(Nakamizo, 2005).  

 

Aus all diesen Überlegungen leitet sich aus Sicht des Autors ab, dass 1.) MSC als Vehikel einer 

Tumortherapie dienen können, 2.) TRAIL ein therapeutisches Gen mit Anti-Tumoraktivität auch 

bei TRAIL-resistenten Tumoren darstellt, 3.) aber noch weitere präklinische Studien erforderlich 

sind, um die offensichtlichen Risiken dieses Therapieansatzes zu minimieren und dessen 

Erfolgsaussichten zu optimieren. Zu diesen Risiken zählt weniger die maligne Transformation 

der genetisch manipulierten MSC, als vielmehr die Förderung des Tumorwachstums durch 

tumorintegrierte MSC.  
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6 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK  

 

Die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Untersuchungen lieferten neue Ergebnisse zur 

Biologie von MSC, zu deren Relevanz für das Wachstum maligner Erkrankungen und zur 

potentiellen Nutzung genetisch modifizierter MSC für eine Therapie maligner Tumoren. Hierauf 

gründen sich aktuelle Projekte in der AG des Autors.  

 

Es wurde gezeigt, dass sich aus dem Knochenmark von Patienten nach chemotherapeutischer 

Vorbehandlung MSC isolieren lassen, die sich hinsichtlich der für MSC definierenden 

Charakteristika nicht von MSC gesunder Spender unterscheiden. Neben der Fähigkeit zur 

multipotenten Differenzierung scheinen diese Zellen auch über ein immunmodulatorisches 

Potential zu verfügen. Es fand sich kein Anhalt für ein hohes Potential von MSC zur malignen 

Transformation.  

Aufbauend hierauf wurden unter Mitarbeit des Autors Protokolle zur GMP-gerechten 

Herstellung von MSC erarbeitet und die entsprechende Herstellungsgenehmigung am UKH 

etabliert. Derzeit werden in Kooperationsprojekten durch den Autor Studienprotokolle für die 

klinische Anwendung von MSC u. a. bei Patienten mit schweren immunologischen 

Erkrankungen vorbereitet.  

 

Ausgehend vom Nachweis der Präsenz von MSC im Knochenmark nach chemotherapeutischer 

Behandlung konnte für MSC eine inhärente Resistenz gegenüber genotoxischer Schädigung 

nachgewiesen werden. Diese beruht u. a. auf einer erhöhten apoptotischen Schwelle sowie der 

Fähigkeit zum Zellzyklusarrest und erlaubt den Erhalt des Stammzellcharakters trotz 

genotoxischer Schädigung.  

Damit scheint diese Resistenz zur lebenslangen Persistenz von MSC im humanen adulten 

Organismus als eine langsam proliferierende Zellpopulation mit niedrigem Transformationsrisiko 

beizutragen. In der AG des Autors werden derzeit Reaktionsmuster von MSC auf physiologisch 

relevante Schädigungen wie z. B. Hypoxie untersucht. Die Ergebnisse liefern aber auch 

Ansätze, um die Möglichkeiten einer endogenen Aktivierung von MSC zu therapeutischen 

Zwecken zu untersuchen.  

 

Es wurde gezeigt, dass sich MSC in ihrer Genexpression und epigentischen Genregulation von 

pluripotenten Zellen unterscheiden, dass aber MSC in Zellen mit funktionell hepatozytärem 

Phänotyp und somit in nicht-mesodermale Zelltypen differenzieren können. Dies läßt darauf 

schließen, dass MSC gegenüber pluripotenten Zellen eine differentielle molekulare Regulation 

von Differenzierung und Proliferation aufweisen.  
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Mit der Entwicklung induzierter pluripotenter Stammzellen steht seit kurzem ein Modell zur 

Verfügung, um die Relevanz der epigenetischen Regulation und von einzelnen 

Transkriptionsfaktoren gezielt zu untersuchen. Die Beobachtungen des Autors unterstützten die 

Annahme, dass MSC über ein großes Potential zur therapeutischen Gewebe- und 

Organregeneration verfügen. Durch Kooperationspartner des Autors werden diese Ansätze 

weiterverfolgt und sollen in Protokollen zur klinischen Anwendung von hepatozytär 

differenzierten MSC einfließen.  

 

Es konnte gezeigt werden, dass tumorintegrierte MSC spezifisch das Wachstum von CRC-

Xenograften, vermutlich durch Propagation der Ausbildung der Tumorarchitektur fördern.  

Ausgehend von der wahrscheinlichen Integration von MSC in maligne Tumoren im humanen 

Organismus können diese Beobachtungen sowohl zum besseren Verständnis der 

Tumorbiologie als auch zur Identifikation neuer Zielstrukturen einer Tumortherapie beitragen. 

Wesentlich ist, den Zeitpunkt der Integration von MSC in das Tumorgewebe und deren 

molekulare Interaktion mit Tumorzellen zu bestimmen. Hierzu erfolgen derzeit Untersuchungen 

in der AG des Autors.  

 

MSC mit lentiviraler TRAIL-Expression induzierten bei direktem Zell-Zell-Kontakt Apoptose 

sowohl in TRAIL-sensitiven als auch in ausgewählten TRAIL-resistenten CRC-Zellen und 

inhibierten deren Wachstum in vitro und in vivo. Damit konnte nachgewiesen werden, dass 

TRAIL-MSC in ausgewählten CRC-Zelllinien eine Resistenz für TRAIL überwinden können. 

Systemisch applizierte TRAIL-MSC zeigten aufgrund eines pulmonalen Tropismus keinen 

Einfluss auf das Wachstum von CRC-Xenograften. Aus den Ergebnissen leitet sich ab, dass 

TRAIL-MSC für eine therapeutische Anwendung bei CRC prinzipiell geeignet sein könnten, die 

Realisierung dieses Ansatzes jedoch weitere präklinische Untersuchungen verlangt.  

Insbesondere ist eine Steigerung der Tumorintegration von TRAIL-MSC für eine klinische 

Effektivität entscheidend. Ansätze bestehen in der Vorbehandlung von Tumoren oder einer 

gezielten zusätzlichen Manipulation der TRAIL-MSC. Angesichts der Kosten zelltherapeutischer 

Ansätze bietet die Untersuchung von TRAIL-MSC aber auch die Aussicht, Erkenntnisse zur 

Generierung und therapeutischen Nutzung von zell-unabhängigen, TRAIL-tragenden Vehikeln 

zu gewinnen.  

 

Mit den vorgestellten Arbeiten wurden erstmals TRAIL-MSC-resistente CRC-Zellen identifiziert. 

Diese konnten in vitro, jedoch nicht in vivo durch subapoptotische genotoxische Schädigung für 

TRAIL-MSC sensitiviert werden.  

Diese Ergebnisse tragen zur Kenntnis der Biologie der TRAIL-induzierten Apoptose in 

Tumorzellen bei. Für den klinischen Einsatz von TRAIL, seinen Agonisten oder TRAIL-MSC 
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sollte die Identifikation von Markern der TRAIL-Sensitivität ein Ziel weiterer Untersuchungen 

sein. Unabhängig hiervon verspricht die Kombination von TRAIL-basierten Verfahren mit 

TRAIL-sensitivierenden Substanzen eine klinische Wirksamkeit.  

 

Insgesamt lassen die Ergebnisse vermuten, dass MSC lebenslang im Organismus unter Erhalt 

ihrer Funktionalität ohne maligne Transformation aber mit der Fähigkeit zur Integration in 

maligne Tumoren und zur Förderung deren Wachstums persistieren. Es läßt sich weiter 

ableiten, dass MSC mit lentiviraler TRAIL-Expression das Wachstum von CRC inhibieren 

können, dass aber für eine klinische Anwendung von TRAIL-MSC weitere präklinische Arbeiten 

zur Optimierung der Tumorintegration und Überwindung von Resistenzen notwendig sind.  
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8.2 THESEN 

 

1. MSC scheinen in zahlreichen Geweben des humanen Organimus als perivaskuläre Zellen 

zu existieren und lassen sich u. a. aus adultem, humanem Knochenmark isolieren. Es 

bestand daher die Annahme, dass MSC über Mechanismen der Resistenz gegenüber 

genotoxischer Schädigung verfügen, die ihnen eine lebenslange funktionelle Persistenz im 

adulten Organismus erlauben.  

 

2. MSC zeigen Charakteristika multipotenter Stammzellen, verfügen über ein 

immunmodulatorisches Potential und scheinen in humane maligne Tumoren zu integrieren. 

Hierauf gründet sich die Vermutung, dass MSC ähnlich wie pluripotente Stammzellen als 

Ursprungszelle maligner Tumoren fungieren oder das Wachstum maligner Tumoren 

beeinflussen. Gleichzeitig leitet sich hieraus ab, dass MSC als Vehikel für eine 

tumorspezifische Therapie dienen könnten.  

 

3. Von Patienten mit chemotherapeutischer Vorbehandlung ließen sich MSC isolieren, die sich 

hinsichtlich der für MSC definierenden Charakteristika, einschließlich eines 

immunmodulatorische Potentials, nicht von MSC gesunder Spender unterschieden. Dies 

unterstützte die Annahme einer inhärenten Resistenz von MSC gegenüber genotoxischer 

Schädigung.  

 

4. MSC zeigten in vitro im Vergleich zu sensitiven TGCT-Zellen eine relative Resistenz 

gegenüber Zytostatika unterschiedlicher Wirkmechanismen und behielten nach Schädigung 

in klinisch relevanter Dosierung ihre definierenden Charakteristika bei. Die postulierte 

Resistenz von MSC gegenüber genotoxischer Schädigung konnte hiermit bewiesen werden.  

 

5. Gegenüber sensitiven Zellen zeigten MSC für Schädigung mit Cisplatin eine erhöhte 

apoptotische Schwelle, die durch eine fehlende Zunahme der Caspase-9-Aktivität bei 

Cisplatin-induzierter Apoptose gekennzeichnet war. Damit konnte ein spezifischer 

Resistenzmechanismus in MSC identifiziert werden, der potentiell zur lebenslangen 

Persistenz von MSC im humanen adulten Organismus beiträgt.  

 

6. Die subapoptotische Schädigung durch Cisplatin und Etoposid resultierte in MSC in einem 

p53-assoziierten temporären Zellzyklusarrest unter Erhalt der MSC-definierenden 

Charakteristika. Dies unterstützt die Annahme, dass eine spezifische Zellzyklusregulation 

die Existenz von MSC als langsam proliferierende Zellpopulation mit niedrigem 

Transformationsrisiko im humanen, adulten Organismus erlaubt.  



 

113 

 

7. MSC zeigten eine für Stammzellen typische, epigentisch regulierte Genexpression und eine 

Plastizität des Differenzierungspotentials. Jedoch fand sich in MSC keine funktionelle 

Expression des embryonalen Transkriptionsfaktors OCT4 sowie kein Anhalt für eine maligne 

Transformation. Dies widerspricht der Annahme, dass MSC aufgrund einer Pluripotenz für 

eine maligne Transformation prädestiniert sind.  

 

8. Es konnte eine Integration von MSC in subkutane CRC-Xenografte nach systemischer 

Applikation demonstriert werden. Tumorintegrierte MSC förderten spezifisch das Wachstum 

subkutaner CRC-Xenografte. Die In-vitro-Untersuchungen unterstützten dabei die 

Annahme, dass MSC insbesondere die Ausbildung des Tumorstroma von CRC fördern.  

 

9. Für CRC-Zelllinien wurde in vitro eine differentielle Sensitivität für sTRAIL ohne Assoziation 

zur Expression von TRAIL-Rezeptoren beobachtet. Nach Transduktion mit einem 

lentiviralen TRAIL-Konstrukt zeigten MSC eine stabile Expression von membranständigem 

TRAIL ohne Verlust ihrer definierenden Charakteristika. Daraus läßt sich ableiten, dass 

MSC mit TRAIL-Expression geeignet sein könnten, das Wachstum von CRC zu inhibieren.  

 

10. Bei direktem Zell-Zell-Kontakt inhibierten TRAIL-MSC in vitro und im Mischxenograftmodell 

das Wachstum sowohl von TRAIL-sensitiven als auch von TRAIL-resistenten CRC-Zellen 

durch eine, auf die Expression von TRAIL zurückzuführende Apoptoseinduktion. Damit 

konnte nachgewiesen werden, dass TRAIL-MSC in ausgewählten CRC-Zelllinien eine 

Resistenz für TRAIL überwinden können.  

 

11. Das Wachstum TRAIL-MSC-resistenter CRC-Zellen konnte in vitro durch TRAIL-MSC 

kombiniert mit 5-FU in subapoptotischer Dosis inhibiert werden. Dagegen schienen TRAIL-

MSC im Mischxenograftmodell das Wachstum TRAIL-MSC-resistenter CRC-Zellen zu 

fördern. Dies belegt, dass die Fähigkeit zur Förderung des Tumorwachstums bei der 

therapeutischen Anwendung genetisch modifizierter MSC berücksichtigt werden muss.  

 

12. Entgegen den Beobachtungen im Mischxenograftmodell zeigten systemisch applizierte 

TRAIL-MSC aufgrund eines pulmonalen Tropismus mit resultierendem geringem Ausmaß 

der Tumorintegration keinen Einfluss auf das Wachstum subkutaner CRC-Xenografte. Für 

die klinische Anwendung von MSC mit Anti-Tumoraktivität ist deren effiziente 

Tumorintegration wesentlich.  
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13. Die erhobenen Ergebnisse lassen vermuten, dass MSC lebenslang im Organismus unter 

Erhalt ihrer Funktionalität ohne relevantes Risiko der malignen Transformation, aber mit der 

Fähigkeit zur Integration in maligne Tumoren und zur Förderung deren Wachstums 

persistieren.  

 

14. Aus den Daten läßt sich ableiten, dass lentiviral TRAIL-exprimierende MSC das Wachstum 

von CRC inhibieren können. Für eine klinische Anwendung von TRAIL-MSC sind aber 

weitere präklinische Arbeiten zur Optimierung der Tumorintegration und Überwindung von 

Resistenzen notwendig.  
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