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Referat

Grundlage dieser Arbeit war die Regenerationsfahitgkes grunlichen Wassermolches,
Notophthalmus viridescens. Es sollte geklart werdbnwéahrend der Regeneration eine
Transdifferenzierung stattfindet oder nicht. Zusei® Zweck wurden Herzmuskelzellen in
das regenerierende Hinterbein transplantiert ured Ekpression zellspezifischer Proteine
durch die Immunhistochemie sichtbar gemacht. DerobBehtungszeitraum der
Herzmuskelzellen betrug bis zu 30 Tagen nach delamtation. Dabei konnte gezeigt
werden, dal? die Herzmuskelzellen innerhalb von fithden ihre herzmuskelspezifischen
Proteine verlieren. Danach exprimieren die trangpéaen Zellen einen typischen Zellmarker
fur die so genannten Blastemzellen. Dies ist eim#ipdpulation die beim grunlichen
Wassermolch bei durch Proliferation fir den Ersdé&z durch die Verletzung verloren
gegangenen Zellen verantwortlich ist. Der Blastdlolzarakter bleibt ca. 7 Tage erhalten.
Nach 30 Tagen lassen sich in den markierten trangptten Herzmuskelzellen
skelettmuskelspezifische Proteine nachweisen. Darhdben die transplantierten
Herzmuskelzellen die Redifferenzierung zu Skelegkelzellen begonnen. Im
ungeschadigten Hinterbein dagegen behalten die niiesizelzellen Uber 30 Tage ihre
herzmuskelspezifischen Proteine und zeigen weder MHlastemzellen noch fir
Skelettmuskulatur spezifische Proteine. Beim guolndh Wassermolch ist also wahrend der

Regeneration die Transdifferenzierung einer adutle zu einem anderen Zelltyp moglich.

Scholz, Christian: Das Verhalten von transplargrerHerzmuskelzellen im regenerierenden Hinterb&n v
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1. Einleitung

Die Medizin beschaftigt sich in vielen Bereichen t nfProblemen, die mit einer
Gewebeschadigung einhergehen. Solche Schéaden areb&ewkdénnen makroskopisch
sichtbar sein, wie es bei aul3eren VerletzungenrFdé#rist, oder aber auf zellularer Ebene
auftreten wie z.B. bei Zellschadigungen durch Ititelen. Ein wichtiger Aspekt dieser
Schaden ist, dass sie nicht immer voll reversibel.sJede groRere Gewebeschadigung geht
mit einer Bildung von Narbengewebe einher, welchmesht mehr die funktionellen
Eigenschaften des Ausgangsgewebes besitzt. ZumpiBlemird das abgestorbene Gebiet des
Herzens nach einem Infarkt nicht wieder anfangenkantrahieren. Dieses Problem der
mangelhaften Regeneration besteht bei fast alléirzakigen Lebewesen. Allerdings gibt es
auch Ausnahmen, wie z.B. den Grinlichen Wasserm@btophthalmus viridescens).
Dieses Tier besitzt die Fahigkeit, Teile seinespets wie Beine, den Unterkiefer (35), die
Augenlinse (9) oder Teile des Herzens (25) zu regeren, ohne dass zwischen dem
regenerierten und dem naturlichen Gewebe ein fangtier Unterschied zu erkennen ist. Die
vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Fragb, die ausdifferenzierten Zellen dieses
Molchs die Féahigkeit besitzen, sich im Zuge der dédegation in komplett andersartige
Zelltypen umzuwandeln, also zu transdifferenzie@ie alternative Moglichkeit ware, dass
jede Zelle nur in der Lage ist, Zellen des eigeelityps nachzubilden. Wenn es gelénge, die
der Regeneration zugrunde liegenden Ablaufe voltBtazu erklaren, wirden sich vollig
neue Moglichkeiten der Heilung durch Einleitung #érpereigenen Regeneration ergeben.
Eine Dedifferenzierung von Muskelzellen der Mauteudem Einfluss von Gewebeextrakten
des Molchs wurde bereits von Ch. J. McGann etadhgewiesen (21). Zur Untersuchung der
Frage, ob die Regeneration nur Uber eine Proliterales erhaltenen Gewebes ablauft oder
ob auch eine Transdifferenzierung stattfindet, wardmarkierte Herzmuskelzellen in
regenerierende Stimpfe von Molchbeinen verpflanat wie Proteinausstattung der
Herzmuskelzellen im Verlauf der Regeneration mittivelen der Immunhistochemie

verfolgt.



2. Theoretische Grundlagen

2.1. Zellzyklus

Der Zellzyklus stellt den Lebensablauf einer Zelle
dar. Dieser lasst sich in zwei Abschnitte einteilen
In der Interphase wéachst die Zelle und bereitdt sic
auf die nachste Zellteilung vor, wahrend in der
Mitosephase die eigentliche Zellteilung stattfindet
Die Interphase gliedert sich nochmals in drei
einzelne Abschnitte. In deri@hase vollzieht sich
die Proteinbiosynthese und die Durchfihrung der
zellspezifischen Leistungen. Da diese Phase sich

direkt an die Mitose anschlief3t, besitzt die Zelle

nur einen einfachen Chromosomensatz. Das
heil3t,da? die Chromosomen in der Periode der

Der Zellzyklus, nach (34) Zellteilung in der Zentromerregion getrennt
wurden und nun nicht die typische Form eines X a&igen. In der GGPhase haben sie die
Form eines I. In der darauf folgenden S-Phase wiedDNS synthetisiert, so dal3 danach
jedes Chromosom aus zwei Chromatiden besteht. Dvesgen bei einer Zellteilung in der
Mitose wieder auf die beiden Tochterzellen vertdilie letzte Phase ist die2®hase. Sie
dient der Uberleitung in die Mitose. Zellen, diehti proliferieren, gehen nach der Mitose in
die &G-Phase uber. In der ohase vollzieht sich &ahnlich wie in deri-Bhase die
Proteinbiosynthese und die zellspezifischen Leggtan Die Zellen von kaum regenerativen
Geweben, wie zum Beispiel die Nervenzellen, befinsieh in der GPhase. Da diese Zellen
nicht die S-Phase des Zellzyklus erreicht habersitzen sie nur einen einfachen
Chromosomensatz. Sobald Zellen DNS synthetisieteimes sie also kurz vor einer Mitose
(34).

2.2. Zelldifferenzierung und Dedifferenzierung
Die Zelldifferenzierung ist die Entwicklung von em unspezialisierten zu einem

spezialisierten Zelltyp. Die unspezialisierten g£erllbesitzen dabei eine relativ &hnliche
Proteinausstattung und Genaktivitat. Im Verlauf @dfferenzierung werden verschiedene

Gene durch Regulation der Transkription, der Twatiwh oder durch die Vermehrung bzw.



die Repression von Genen aktiviert oder deaktiviénfolgedessen entstehen Zellen
verschiedener Gewebe, die sich in ihrer Proteinatisag, ihrer Morphologie und ihrer
Teilungsfahigkeit stark unterscheiden. Durch diesmterschiedlichkeit werden die
spezifischen Leistungen unterschiedlicher Gewebksrerbar. Die ausdifferenzierten Zellen
haben je nach betrachteter Spezies auch unterSchedegenerative Fahigkeiten. Zum
Beispiel menschliche Herzmuskelzellen besitzenselr beschrankt die Moglichkeit sich zu
teilen und beschéadigtes Gewebe zu ersetzen (28)Skelettmuskulatur ist zur Regeneration
fahig, allerdings nur aufgrund der in der Muskutatmuhenden undifferenzierten
Sattelitenzellen (10). Die Herzmuskelzellen des nBechien Wassermolches sind jedoch
teilungsfahig. Die Vorraussetzung dafur bilden sliiegenannten Blastemzellen die in jedem
geschadigten Gewebe des Molches entstehen. Hiedpegielt es sich um undifferenzierte,
teilungsaktive Zellen. Der Molch bendtigt also aurtdifferenzierte Zellen zur Regeneration
und kann nicht direkt aus dem ausdifferenziertew&h® neues Gewebe bilden. Von diesen
Blastemzellen wird angenommen, dass sie entweddichhwie die Sattelitenzellen beim
Menschen zwischen den Gewebezellen liegen, odesidasch durch Dedifferenzierung aus
den bereits vorhandenen ausdifferenzierten Zelléldedl Unter dem Begriff der
Dedifferenzierung versteht man den Prozess in demsplezialisierte Zelle ihre typische
Proteinausstattung verliert und sich zu einem umapsierten Zelltyp zurtickbildet. Da die
Blastemzellen nicht als Vorlauferzellen in den affiscenzierten und ungeschadigten
Geweben des Molches nachgewiesen werden konntergirie Dedifferenzierung hier

wahrscheinlicher als die Ausdifferenzierung vortemet Zellen(6).

2.2.1. Differenzierungsabhangige Expression typiseh Skelettmuskelproteine

Die vorliegende Arbeit soll den Prozess der Dediffieierung von Herzmuskelzellen des
Notophthalmus viridescens zu Blastemzellen und rderRedifferenzierung zu
Skelettmuskelzellen nachweisen. Dies geschient Ulwlsn Nachweis der fir
Herzmuskelzellen, Blastemzellen und SkelettmusKelze spezifischen Proteine durch
Antikorper. Da die hierfir verwendeten Antikorpexbei jeweils nur ein bestimmtes Protein
identifizieren kdnnen, sollte der Zeitpunkt dem@ese dieses Proteins bekannt sein, um bei
der Untersuchung von mehreren Proteinen desselbiéigpd Aussagen tber das Stadium der
Regeneration treffen zu kdnnen. Die eingesetztarkduper waren gegen Desmin, skelettales
Troponin 1, kardiales Troponin T und die schwerett&evon skelettalem in Sarkomeren
angeordnetem Myosin gerichtet. Desmin ist ein Bnades Zytoskeletts, das hauptsachlich in
Muskelzellen, aber auch in anderen Geweben vorkormiluskelzellen findet es sich vor
allem in den Z-Streifen zwischen den Sarkomeren (@yosin ist ein aus sechs
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Untereinheiten aufgebautes Protein. Es besteht zausi schweren Ketten, die sich
umeinanderwinden und jeweils einen Schaft und epféhen haben. In dem Bereich der
Kopfchen liegen in jeder schweren Kette zwei lacitetten. Mehrere Myosinfilamente
bilden gemeinsam die dicken Filamente der Muskulatwoponin bildet gemeinsam mit
Tropomyosin und Aktin die didnnen Filamente. Die dalfe von Troponin ist die
Blockierung der Bindungsstelle fir das Myosin ann ddinnen Filamenten. Der
Troponinkomplex besteht aus Troponin T, C und ktElurch Bindung von Kalzium an
Troponin C gibt der Troponinkomplex die Bindung#istélir das Myosin frei. So kann durch
die Kalziumkonzentration im Muskel die Muskeltatgkgesteuert werden (20). Durch die
enge funktionelle Zusammenarbeit von Troponin ung&ih beeinflussen sich diese auch in
ithrer Entwicklung. Normalerweise lassen sich Eis$iéi einzelner Proteine auf die
Entwicklung von Zellen und Organismen gut durchiiutationen untersuchen. Dabei wird
das Gen fiur das interessierende Protein in eineimittuum so verandert, dal3 dieses Protein
nicht mehr produziert wird oder das produzierte t&ro nicht funktionstichtig ist. Fur
Troponin sind die Nullmutanten jedoch meist nickbdnsfahig, da kein funktionierendes
Muskelgewebe entsteht und somit das Herz-Kreiskgstem nicht funktionieren kann. Wenn
man aber nur einzelne Troponinisoformen ausschalatden deren Funktionen von anderen
Isoformen Gbernommen, so dass auch hier die Funki#s einzelnen Proteins nicht geklart
werden kann. Eine Ausnahme bildet hier die Fruigyél, Drosophila melanogaster. Ein Tell
der Flugmuskulatur der Fruchtfliege, die indireklegmuskulatur, enthalt nur eine Isoform
des Troponins. Bei der Mutation hdp3 des Tropomsgeird nur diese Isoform nicht
gebildet. Die entstehende Flugmuskulatur enthdlhdaein Troponin. Da die Flugmuskulatur
nicht lebensnotwendig ist und in anderem Muskeldpmaendere Troponinisoformen gebildet
werden, ist die Fruchtfliege lebensfahig und mannkan ihnen untersuchen, wie sich das
Fehlen von Troponin auf die Muskulatur auswirkt.oBakonnte gezeigt werden, dass die
Muskelfasern ohne Troponin keine Sarkomerstruktuesbilden, sondern zu verklumpten
Faserbindeln degenerieren. Vor der Bildung sarkem@trukturen muss also Troponin in
den Muskelzellen vorhanden sein. Erst dann kénmemidr verwendeten Antikdrper das in

der sarkomeren Struktur gebundene Myosin detekitig2®).



2.3. Regeneration beim Menschen

Unterschiedliche humane Gewebe besitzen verschmasgepragte regenerative Fahigkeiten.
Sind in verletztem Gewebe Stammzellen vorhandenistrale Verletzung nicht zu tief, kann
eine vollstandige Regeneration stattfinden (34)radesetzung daflr ist das Vorhandensein
einer Basalmembran, die als Leitschiene fir diev@nderung der regenerativen Zellen dient.
Ist der Schaden jedoch so grof3, da3 die Basalmend®estort wurde oder besitzt das
Gewebe keine oder nur sehr geringe regenerativighgiten, kommt es zur Narbenbildung.
Dies trifft zum Beispiel fir Herzmuskel- und Nergenwebe zu. Narbengewebe besteht zum
grof3ten Teil aus Fibroblasten und Kollagenfasemstéllt einen Defekt im Gewebeverband
dar, da die fir die Organfunktionen bendétigten gdisierten Zellen fehlen (24). Doch selbst
bei sehr regenerationsarmen Geweben wie dem Hekeinkesmmt es nach Verletzung zu
vereinzelten Zellteilungen (4,12), oder durch ewgederte oder implantierte undifferenzierte
Zellen teilweise zur Regeneration (3, 32).

2.4. Regeneration beim Grunlichen Wassermolch

Einige Lebewesen besitzen die Fahigkeit, anstedle Marbengewebe voll funktionsfahige
Gewebeverbande aus spezialisierten und fiir dagftegte Organ typischen Zellen zu bilden.
Der in dieser Arbeit betrachtete Griinliche Wassdéchh@otophthalmus viridescens) besitzt
eben diese Fahigkeit (7).

2.4.1.Regenerationsstadien des Vorderbeins

Ausfuhrliche Beobachtungen des morphologischen #blaler Regeneration wurden von
Iten et al 1973 durchgefiihrt. Dabei wurde die Regation der Vorderbeine nach Abtrennung
des Ober- oder Unterschenkels beschrieben. Diestéotlige Regeneration bendtigt
unabhangig von der Hohe der Amputationsstelle €a.Tdage und kann in verschiedene
Phasen eingeteilt werden. Am Anfang steht die Bigdeines Wundepithels wahrend der
ersten 5 Tage. Dabei wird die Wunde innerhalb viS&inden mit einer Zellschicht bedeckt
und das Stumpfende schwillt an. Die Wundepiderrsisdoppelt so dick wie die normale
Epidermis und besitzt weder Hautdrisen noch Pigemddie Muskeln und Knochen zeigen
keine Anzeichen der Dedifferenzierung, lediglicte dieschadigten Nerven erscheinen an
ihren Enden unorganisiert. 6 bis 8 Tage nach dempuWation kdnnen in der frihen
Dedifferenzierungsphase einkernige Muskelzellenbbebtet werden, die durch den Zerfall
mehrkerniger Skelettmuskelfasern entstanden sind@, (19). Diese zerfallenden
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Skelettmuskelfasern sind bereits auf dem Weg delifideenzierung. Das Wundepithel ist
blasig verdickt und besitzt keine Basalmembrarddnspaten Dedifferenzierungsphase, 8 bis
11 Tage nach der Amputation, ist eine starke Dewdiffzierung von Muskeln und Knochen
zu sehen und die noch vorhandenen Nerven degeseridtinzelne Gruppen von
teilungsaktiven Blastemzellen, welche ebenfalls cdur Dedifferenzierungsvorgéange
entstanden sind, sorgen fur die Vermehrung demi&gsse im Regenerat (36). Sie treten bei
jeder Regeneration bei Notophthalmus viridescerts amderen regenerationsfahigen Arten
zwischen Wundepithel und nicht dedifferenziertemw@lee auf (1). Sobald die Starke des
Epithels an der Spitze der Regenerationszone zgeltk spricht man vom maRig frihen
Keimstadium. Das Blastemgebiet ist groRer als imrhengen Stadium und die
Dedifferenzierung findet weiterhin statt. Im frihdéfeimstadium, 12 bis 17 Tage nach
Amputation, flacht das Wundepithel im Ubergang zonormalen Epithel ab, so dass die
Amputationsstelle nur noch durch das Fehlen vontdtéisen und Pigmenten erkennbar ist.
Die Dedifferenzierung hat sich in den gesunden @e# Beins hinein ausgebreitet. Das
Blastemgebiet ist kompakter und teilweise von Kapein durchzogen. Dieses Kapillarsystem
vergroRert sich beim Ubergang in das mittlere Kéagism 14 bis 20 Tage nach der
Amputation. Im Durchlicht ist dann flieRendes Barkennbar. Die Dedifferenzierung setzt
sich weiter fort und ist 18 bis 24 Tage nach derp@tation nicht mehr erkennbar. Das
Epithel weist erstmals eine Pigmentierung auf uledkhochenbildung setzt ein. Das gesamte
Regenerat ist nun mit einem Kapillarnetz durchzogbmese Phase wird als spates
Keimstadium bezeichnet. Zwischen dem 22. und 28, dam Palettenstadium, beginnt dann
die Muskelbildung, die Knochenbildung setzt sicht fiand das Epithel wird pigmentierter.
Die distalen Blastemzellen ordnen sich bereits an spateren Hand- bzw. Ful3struktur an.
Diese Gebiete bilden im frihen Fingerstadium in deit vom 24. bis 33. Tag nach der
Amputation kleine fingerartige Fortsatze aus. Zueiad von auf3en nur drei Finger zu
erkennen, die mit einem dinnen gefal3freien Gewebeunden sind. Ungefahr vier Wochen
nach der Amputation sind vier fingerartige Fortedtm sehen. Hautdriisen bilden sich in der
Epidermis des Regenerats und die Muskel- und Kndmlteing schreitet weiter voran. Der
Knorpel von Radius und Ulna ist jedoch noch mit deBebiet der spateren
Handwurzelknochen verbunden. Sobald sich die Firmyaschen dem 30. und 40. Tag
voneinander zu trennen beginnen, befindet sichRigenerat im mittleren Fingerstadium.
Normalerweise spalten sich zuerst der zweite unttedfinger. Hautdriisen sind in diesem
Stadium unter der gesamten Epidermis zu finden. Zzikl der Blastemzellen geht stark

zurtick und der Grol3teil des Gewebes besteht addgfausnzierten Zellen. Im letzten



Stadium, dem spaten Fingerstadium ab dem 34. Telg der Amputation, sind die Finger
komplett getrennt, die Epidermis von Regenerat Gtampf ist gleich, die Zellen sind
ausdifferenziert und die knorpelig angelegten Kmocbeginnen zu ossifizieren. Nach dem
Ende der Ossifikation und dem Langenwachstum nach76 Tagen ist das Bein voll
funktionstiichtig und von einem ungeschadigten Beamt mehr zu unterscheiden (15, 26).
Diese Regenerationsstadien ahneln der embryonaletwidklung der Beine von
Notophthalmus viridescens (37).

2.4.2. Regenerationsfahigkeit der verwendeten Kardmyozyten

Eine Gewebeschadigung bedeutet immer, dal3 einehAZedlen zugrunde geht, die ersetzt
werden muss. Vorraussetzung fur die Regeneratiathgeligten Gewebes ist daher das
Vorhandensein teilungsfahiger Zellen. M. Bettent@ias et al. haben sich mit der
Teilungsfahigkeit von Molchkardiomyozyten auseinamggsetzt. Sie legten Zellkulturen von
Herzmuskelzellen an und behandelten diese mit Hbasexiuridin (BrdU). Diese
Verbindung wird bei der DNS-Synthese in die DNSgeimaut und kann mit Hilfe einer
Immunzytochemie sichtbar gemacht werden. Da die DN3ellzyklus unmittelbar vor einer
Zellteilung synthetisiert wird, ist der Einbau v@rdU ein Zeichen fir eine beginnende
Zellteilung. In dieser Arbeit konnte gezeigt werddass die Herzmuskelzellen befahigt sind,
Mitosen durchzufiihren und sich zu teilen. Die nezisZellteilungen und BrdU positiven
Zellen konnten dabei zehn Tage nach der Anlag&elétultur beobachtet werden. Weiterhin
wurden Zellen in Kulturen mit Tritium-Thymidin masekt. Dies ist radioaktiv markiertes
Thymidin, welches bei der DNS Synthese eingebautl wind durch die Radioaktivitat
nachgewiesen werden kann. So konnte gezeigt werdad, nach 18 Tagen 75% der
beobachteten Zellen in die S-Phase des Zellzykihngetreten sind und von diesen Zellen
76% eine Mitose durchgefihrt haben. AulRerdem wurdgallteilungen durch

Langzeitbeobachtungen unter dem Phasenkontrasiskikpadirekt beobachtet (5).



Eingesetzte
Kardiomyozyten

100%
Phosphorylierung des
\ REtinOblaStomproteinS
25% 13% DNS-Synthese
. 6% 75%

2 Tochterzeg> 16% @
29%@ @

Mehrkernige
Zellen 31%

Zellteilung 60%

Teilungshaufigkeit der Kardiomyozyten, nach (5)

3. Materialien und Methoden

Um eindeutig zeigen zu kénnen, dalR die Zellen dirensdifferenzierung durchgemacht
haben, wurden in den regenerierenden Stumpf onisieeZellen verpflanzt. Wenn diese an
der Regeneration teilnehmen, fihrt dies entwedezizer Population von fremden Zellen in
dem Bein oder die transplantierten Zellen miussegirzer anderen Zellart transdifferenzieren.
Dabei sind Herzmuskelzellen gut geeignet, da daiverein zu gewinnen sind und es sehr
spezifische Antikdrper gegen Herzmuskelzellen ghiif3erdem besitzen diese Zellen die
Fahigkeit zur Regeneration, wie durch die Regermaravon Herzen in vivo und den
Nachweis der DNS-Synthese und der Teilungsfahighkeiitro gezeigt werden konnte (5).

Die Herzmuskelzellen wurden in der Zellkultur ménd Zellmarker Dil markiert und in den
durch Amputation eines Hinterbeines gewonnenen gtualarch Injektion transplantiert. Die
Stumpfe wurden nach einem, sieben, funfzehn odesilidr Tagen oberhalb der
Injektionsstelle abgetrennt, am Cryotom zu 8um e@@nrSchnitten verarbeitet und
immunhistochemisch untersucht. Zur Kontrolle wurdarch in ungeschadigte Hinterbeine
Herzmuskelzellen transplantiert und diese nachalbas Zeitraumen untersucht. Unter der
Annahme, dal3 ein groRer Teil der neu gebildetete@elum Ersatz der Beinmuskulatur zu

Skelettmuskelzellen transdifferenziert, wurden dimnsplantierten Zellen auf das
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Vorhandensein von Skelettmuskelproteinen untersublabei konnte im Vergleich zu
anderen spezifischen Proteinen auf ein auffalligtegu Angebot an Antikorpern
zurtckgegriffen werden. Unter anderem gab es Antigg) die zwischen Skelettmuskulatur
und Herzmuskulatur unterscheiden konnten und dieh naigenen Versuchen im
Molchgewebe ebenfalls spezifisch fir die jeweilijeiskulatur waren. Als Marker fur
Herzmuskelzellen wurde kardiales Troponin T vervendund als Marker flr
Skelettmuskelzellen skelettales Troponin |, diensate Myosinkette und sarkomeres Myosin.

3.1. Molchhaltung

Die Molche wurden aus Tennessee in den USA bezdyenTierhaltung erfolgte in einem
Aquarienraum mit 12 grof3en und 6 kleinen Beckere @ol3en Becken hatten eine Breite
von 60cm, eine Tiefe von 38cm und eine Hohe vomrB32ie kleinen Becken waren genauso
tief und hoch wie die GrolR3en, aber nur 40cm bdeitveils vier Becken bildeten eine Einheit
und wurden von einem Filter gemeinsam versorgtgdesamt konnten in dem Raum 150
Molche gehalten werden. Die Temperatur in den Aguabetrug 19,5°C. Sie wurde durch
Temperaturfuhler erfasst, die bei einer zu stafkemdrmung kaltes Leitungswasser in die
Becken flieR3en lieRen. Um die Keimbelastung im Agua mdoglichst gering zu halten, floss
das Wasser aus dem Filtersystem durch eine UV-Lafmgeor es wieder in die Becken
gelangte. Vor dem Einsetzen neuer Molche in diekBeavurden die Tiere flr 24 Stunden
einem Bad mit 0,5%iger Sulfamerazinldsung unternode jedem Becken befand sich ein
Stuck Holz oder Borke, um den Tieren den Landgangrmdglichen. Die Futterung erfolgte
zwei bis drei Mal in der Woche mit roten Muckenkmv oder Arthemia-Krebsen als
Lebendfutter.

3.2. Amputation des Hinterbeins

Um das Verhalten von Zellen in den regeneriereri@@eneben des Grinlichen Wassermolchs
zu beobachten, mussten zuerst Regenerationszorsehadfen werden. Dies geschah hier
durch die Amputation eines Hinterbeins in Hohe daserschenkels. Die Regeneration sollte
bis zu einem Zeitpunkt von 35 Tagen nach der Antprtaverfolgt werden. Daher musste die
Amputation unter moglichst sterilen Bedingungeraat#n, um maogliche Verunreinigungen
und Infektionen zu vermeiden. Funf bis zehn Minutender Amputation wurden die Molche
in ein Narkosebad mit 0,1%iger Tricainelésung gettd Als Unterlage fur die Amputation

diente eine grof3e Petrischale. Der Unterschenkellevunterhalb des Kniegelenks mit einer



scharfen Schere abgetrennt. Zur Blutstillung didfite auf das der Molch in der Petrischale
kurze Zeit gelegt wurde. Die Blutstillung trat sehasch ein. Nach der Amputation
verbrachten die Molche eine Nacht in einem Beckéremer 0,5%igen Sulfamerazinlésung,
um die Infektion der frischen Wunde zu verhindddanach kamen sie in ein Aquarium mit
Leitungswasser. Funf Tage nach der Amputation wurdee Herzmuskelzellen in den
regenerierenden Stumpf dieser Tiere implantierpméiese keine Zeichen fur eine Infektion
zeigten. Die in einigen Artikeln erwdhnte Methoda,einem Molch mehrere Gliedmalien zu
amputieren um mehr Regenerationszonen zu erhalterle hier nicht angewendet, da die

Tiere dadurch in ihren Aktivitaten stark eingesciktéverden.

3.3. Immunhistochemie, Immunzytochemie

3.3.1. Funktionsweise und Aufbau von Antikorpern

Antikorper sind Proteine, die durch ihren Aufbawsttemte Antigene erkennen kdnnen. Es
werden finf Gruppen von Antikdrpern unterschied@iese sind Immunglobulin G (IgG),
IgA, IgM, IgE und IgD. Die Grundstruktur der Immuoguline ist ein Y-formiges Protein. Es
besteht aus vier Proteinketten, die durch nichtlemta Bindungen und Disulfidbriicken
miteinander verbunden sind. Durch Lésung der Didlitficken entstehen vier Bruchstlicke,
die nach ihrem Molekulargewicht in zwei schwere ameki leichte Ketten unterteilt werden.
Durch enzymatische Spaltung mittels Papain erhd@lh mur drei Fragmente. Zwei dieser
Fragmente besitzen die Antigenbindungsregion unth&d noch das entsprechende Antigen
binden. Diese werden Fab Fragment genannt. Dade diragment besitzt keine
Antigenbindungsregion mehr und ist im komplettermiamglobulin fir die Zugehdrigkeit zu
einer bestimmten Immunglobulinfamilie zustandig. ®wdem bestimmt es die
Plazentagangigkeit und die Halbwertszeit und ermbgldie Bindung von Faktoren des

Komplementsystems(20).
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Antigenbindungs-
region

Leichte Kett Leichte Kette
Fab Fragment Fab Fragment

Papain
EEE—

Schwere Kette Schwere Kette

Fc Fragment

Aufbau eines Immunglobulins, nach (20)

3.3.2. Herstellung monoklonaler Antikorper

Bei einer Immunantwort reagieren normalerweise er@hZellen auf das Antigen, indem sie
Antikodrper produzieren und sich klonal vermehreabBi synthetisieren Zellen abhéngig von
ihrer Abstammung auch unterschiedliche Antikorpgas Ergebnis ist eine polyklonale
Immunantwort, da mehrere Zellklone unterschiedichdrsprungs mit unterschiedlichen
Antikorpern beteiligt sind. Um vergleichbarere Hygesse zu erhalten, ist in der
Immunhistochemie die Verwendung identischer Anfiigirmit gleicher Bindungsstarke zum
gewinschten Antigen ndétig. Um dies zu erreichenssei die antikdrperproduzierenden
Zellen von einer Zelle, die einen bestimmten Ami&i produziert, abstammen. Um diese
Zellen zu erhalten wird ein Tier mit dem gewunsohatigen immunisiert. Dann werden die
B-Lymphozyten aus der Milz entnommen und mittel$y@bylenglykol mit Myelomzellen

fusioniert. Dadurch entsteht eine unbegrenzt tgstithige Zellinie. Nicht fusionierte B-

Lymphozyten sterben nach einem Tag in der Zellkuib. Um die nicht fusionierten

Myelomzellen auszusondern wird dem Zellkulturmedittypoxanthin, Aminopterin und

Thymidin zugesetzt. Aminopterin dient der Blockadmes Stoffwechselwegs, den die
Milzzellen mit den Metaboliten Hypoxanthin und Thigin umgehen kdnnen. Dadurch
Uberleben nach einigen Tagen in der Zellkultur mach die erfolgreich fusionierten Zellen,
welche die unbegrenzte Teilungsfahigkeit der Myedeltlen und die Enzymausstattung der
B-Lymphozyten fur den alternativen Stoffwechselvbegitzen. Die Zellkultur wird nun stark

verdinnt und in einzelne Gefal3e pipettiert, so dasglichst nur eine Zelle pro Gefald

vorliegt. Die einzelnen Zellkulturen werden mitteSLISA auf die Produktion des
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gewinschten Antikdrpers Uberprift. Die Zellen hildaun durch Zellteilung Tochterzellen,

die alle identische Antikdrper gegen ein bestimmtesgen produzieren (20).

3.3.3. Ablauf der immunhistochemischen Untersuchung

Um die Stumpfe immunhistochemisch untersuchen ané&n, mussten sie zuerst als 8um
dinne Schnitte auf einen Objekttrager gebracht everBafir wurden die Stimpfe zunachst
fur zwei Stunden mit 4%iger Paraformaldehydlosueg 4°C fixiert, mit Amphibien-PBS
gewaschen, tUber Nacht mit 30%iger SaccharoseltBahgndelt und danach in Polyfreeze
Tissue Freezing Medium (Polyscience, Inc.) auf Kemeis bei -78°C eingebettet. Das
Schneiden erfolgte am Cryotom bei -19°C. Die S¢arafteten selbstdndig auf den warmen,
mit Vectabond beschichteten Objekttragern. Vor demunhistochemie wurden die
Objekttrager drei Mal in Amphibien-PBS getaucht, das Einbettungsmittel abzuwaschen.
Um unspezifische Bindungen der Antikdrper zu vedkemm, wurde fir ein bis zwei Stunden
eine proteinreiche Blockierungslosung aufgetraggamach der Primarantikdrper auf die
Objekttrager pipettiert und tUber Nacht bei 4°C inlkeut. So konnte sich der nicht markierte
Primarantikdrper an das interessierende Antigemdsin Nach der Inkubation wurden die
Objekttrager wieder durch dreimaliges Eintauchemmphibien-PBS gewaschen, um die
nicht gebundenen Antikdrper zu entfernen. Anscllmrel3konnte der Sekundarantikorper, der
nach dem Prinzip eines Sandwich-ELISA gegen defidtcedes Priméarantikorpers gerichtet
und fluoreszenzmarkiert ist, aufgetragen werdea. |Bkubationszeit betrug zwei Stunden bei
Raumtemperatur. Die nicht gebundenen Antikdrperdemnrwieder durch Eintauchen in
Amphibien-PBS abgewaschen. Dabei erfolgte bei degiten Waschung eine Zugabe von
Hoechst 33258 (10mg/ml) mit einer Verdinnung vorull@es Farbstoffes auf 100mi
Waschlosung. Dieser Farbstoff bindet mit hoher iffit an die Kern-DNS der Zellen,
wodurch die Zellkerne im UV-Licht blau fluoreszient Abschlie3end wurde der Objekttrager
mit Mowiol Uberschichtet und mit einem Deckglaschgaschitzt. Unter dem Mikroskop
wurde die Fluoreszenzmarkierung mit einem Lichtiibester Wellenlange angeregt. Da die
Markierung Licht einer bestimmten anderen Welleg&emittiert, konnte von der Farbe des
emittierten Lichts auf die Position der Antikorperd damit auf die Position der Antigene im

Gewebe geschlossen werden.
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3.3.4. Ablauf der Immunzytochemie

Bei der Immunzytochemie werden im Gegensatz zuruninistochemie Zellkulturen in der
Petrischale betrachtet. Dabei wurden die Zellerrstua der Petrischale fixiert und vor der
Zugabe der Antikorper die Zellmembranen durchlagsimacht. Vor der Fixierung wurde das
Zellkulturmedium durch zweimaliges Waschen mit Anlgm-PBS entfernt. Die Fixierung
selbst erfolgte mit einer Mischung aus 70% Methamad 30% Aceton fir 20 Minuten bei
-20°C. Danach wurde die Fixierungslosung abgesaugd die Petrischale bei
Raumtemperatur getrocknet. Ziel der Fixierung wiar $tabilisierung der Proteinstruktur in
den Zellen, das Festhaften der Zellen auf der d$ebi@ie und die Verhinderung des
proteolytischen Abbaus der Zellorganellen nach dettiod. Auch bei der Immunzytochemie
bestand der erste Schritt im dreimaligen WascherZeiken mit Amphibien-PBS. Allerdings
wurde hier der Waschlosung 0,1% Triton X-100 be#jem, welches die Zellmembran
permeabel macht, so dass Antigene innerhalb dde Zet den Antikdrper detektierbar
werden. Auch das Blockierungsmittel enthielt einega@be von 0,1% Triton X-100. Die
Blockierung erfolgte fur ein bis zwei Stunden beaurtemperatur. Der Primarantikérper
wurde in Amphibien-PBS mit 1% Pferdeserum und 1%rem Serumalbumin verdinnt und
Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Danach wurden dielezeldrei Mal mit Amphibien-PBS
gewaschen und der Sekundarantikdrper fur zwei ®tuieti Raumtemperatur inkubiert Die
Kernfarbung erfolgte auch hier mit Hoechst 33258nbé&bwaschen der ungebundenen

Sekundarantikorper. Die Auswertung fand unter d&mreészenzmikroskop statt.

3.3.5. Verwendete Antikdrper

Das Problem bei der Verwendung von industriell bstgllten Antikorpern beim Molch liegt
darin, dass fiur die wenigsten Antikdrper zuveri@ssiAngaben hinsichtlich ihrer
Bindungsfahigkeit bei diesen Tieren existieren. &8d also Kontrollen noétig, um
unspezifische Bindungen auszuschliel3en. Zur Kdetrder Unterscheidungsfahigkeit der
Antikorper zwischen Skelettmuskulatur und Herzmueskw wurden Gewebeschnitte von
ungeschadigten Molchherzen und Hinterbeinen anggifarnd diese immunhistochemisch

untersucht.
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My 32

Der Antikdrper MY 32 ist ein von Mauslymphozytenbgdetes monoklonales IgG und ist
gegen die schwere Myosinkette von Skelettmuskelzeferichtet. Herzmuskelzellen und
glatte Muskelzellen werden nicht markiert. Er wirdn der Firma Sigma aus Saint Louis,
Missouri, USA, geliefert. Seine Selektivitat wurde Geweben von Mensch, Kaninchen,
Ratte, Maus, Rind, Huhn und Meerschweinchen geteBe den immunhistochemischen
Untersuchungen konnte gezeigt werden, da3 MY 3Zh damim Molch ausschlief3lich

Skelettmuskelzellen markiert. Abbildung 1 =zeigt dipositive Markierung bei

Skelettmuskelzellen eines Molchbeins mit einer @alingszeit von 0,25 Sekunden und

Abbildung 2 die fehlende Markierung bei einem Mdletz mit einer Belichtungszeit von 0,5

Sekunden.

Abb. 1: Detektion von Skelettmuskelzellen im bbA 2: Fehlende Grinfluoreszenz von My 32 bei
ungeschadigten Hinterbein mit My 32 Herzmuskulatur (Uberlagerung von griiner unauét
(Uberlagerung von griiner und blauer Fluoreszenz) Fluoreszenz)

BM 750

Der Antikdrper BM 750, ebenfalls ein Maus IgG, tehsich gegen kardiales Troponin T. Er
ist von der Firma Acris Antibodies, Deutschlandiveokelt worden und an Geweben von
Mensch und Rind getestet. Auch hier konnte gezeigitden, dald BM 750 beim Molch
ausschlief3lich Herzmuskulatur detektiert. Abbildihgeigt die Markierung im Herzmuskel
bei einer Belichtungszeit von 0,125 Sekunden undildbng 4 ein mit BM 750 behandeltes

Molchbein bei einer Belichtungszeit von 1 Sekunde.
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Abb. 3: Detektion von Herzmuskelzellen mit BM 750 bA4: Fehlende Grinfluoreszenz von BM 750 bei
(Uberlagerung von griiner und blauer Fluoreszenz) Skelettmuskelzellen (Uberlagerung von griiner und
blauer Fluoreszenz)

MF 20

Der Antikorper MF 20 ist ein gegen sarkomeres Myogerichtetes Maus IgG. In dieser
Arbeit wurden die Antikorper aus einem Hybridomigtend einer Zellkultur aus dem Institut
fur physiologische Chemie der Martin Luther UnivetisHalle verwendet. Es erwies sich,
dass der Antikérper MF 20 bei den Molchen zwischder Myosinkette von
Skelettmuskelzellen und der von Herzmuskelzellentensocheidet und nur die
Skelettmuskelzellen anfarbt. Abbildung 5 zeigt eiit MF 20 behandeltes Hinterbein bei
einer Belichtungszeit von 0,2 s und Abbildung 6 eih MF 20 behandeltes Herz bei einer
Belichtungszeit von 0,5 s.

Abb. 5: Detektion von Skelettmuskelzellen im bbA 6: Fehlende Grunfluoreszenz von MF 20 bei
ungeschadigten Hinterbein mit MF 20 Herzmuskulatur (Uberlagerung von griiner unauét

(Uberlagerung von griiner und blauer Fluoreszenz) Fluoreszenz)
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22/18

Der Antikorper 22/18 wurde von Jeremy P. Brockasgwig Institute for Cancer Research,
Middlesex Hospital, London speziell zur ErkennungnvBlastemzellen des Grinlichen
Wassermolchs entwickelt. Er reagiert auf eine Zgsipatische Komponente, welche nur in
den Blastemzellen vorkommt. Eine genauere Speaiting des Antigens ist noch nicht

vorhanden. Der Antikorper selbst ist ein IgM derudaExemplarisch ist hier in Abbildung 7

und 8 eine Aufnahme des Blastemgebietes 12 TadedecAmputation dargestellt.

Abb. 7: Blastemgebiet 12 Tage nach Amputation AgibBlastemgebiet 12 Tage nach Amputation
(Uberlagerung von griiner und blauer Fluoreszenz) (nur griine Fluoreszenz)
Anti Desmin

Der Antikorper, der sich gegen Desmin richteteist Kaninchen IgG. Er wird von der Firma
Sigma, 3050 Spuce Street, Saint Louis, MissourDB3USA hergestellt. Desmin ist ein fr
Muskulatur typisches Intermediar-filament, welches Skelettmuskelzellen, glatten

Muskelzellen und Herzmuskelzellen, aber auch inesd Geweben vorkommt (29).

Exemplarisch ist hier in Abbildung 9 die positiveaMierung von Desmin in ungeschadigter
Muskulatur dargestellt.

Abb. 9: Markierung von Desmin in ungeschadigter
Muskulatur (Uberlagerung von griiner und blauer

Fluoreszenz)
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BM 747

Der Antikérper BM 747 ist ein Maus 1gG. Er ist gagekelettales Troponin | gerichtet und
von der Herstellerfirma Acris Antibodies GmbH, Imnkinelreich 11, 32120 Hiddenhausen,
bei Geweben von Hasen, Huhnern, Fischen und Friosgpétestet worden. Troponin | ist ein
Protein, welches sich in Muskelzellen am Aktinfikxm befindet und dort die Bindung der
Myosinképfchen am Aktin reguliert. Je nach Muskietarthalten die Zellen unterschiedliche
Isoformen von Troponin, so dass bei bestimmten dmopsoformen auf den Zelltyp

geschlossen werden kann. Auch fur diesen AntikOkpante gezeigt werden, dass er beim
Molch ausschlief3lich Skelettmuskelzellen detekti@tibildung 10 zeigt die Detektion von

skelettalem Troponin | im ungeschéadigten Hinterlmaneiner Belichtungszeit von 0,25 s und

Abbildung 11 die fehlende Fluoreszenz im Molchhsgzeiner Belichtungszeit von 0,5 s.

Abb. 10: Detektion von Skelettmuskelzellen im Abb. 11: Fehlende Grinfluoreszenz von BM 747 bei
ungeschadigten Hinterbein mit BM 747 Herzmuskulatur (Uberlagerung von griiner unauét

(Uberlagerung von griiner und blauer Fluoreszenz) Fluoreszenz)

Sekundarantikorper

Da die Sekundarantikérper gegen die Priméarantikbrmgerichtet sind, ist die
Antigenerkennung unabhangig von dem Gewebe, andierMarkierung stattfindet. Die in
dieser Arbeit verwendeten Sekundarantikorper wurdeon der Firma Dianova

Forschungsreagenzien bezogen.

Anti Maus IgG: Der Antikérper gegen Maus IgG ish eZiegen IgG. Er ist mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Fluoreszein Isothiozyanat (5ITharkiert. Das spezifische Antigen ist

die leichte Kette von Maus IgG.
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Anti Kaninchen IgG: Bei dem Antikorper gegen Karien IgG handelt es sich ebenfalls um
ein Ziegen IgG. Der Fluoreszenzfarbstoff ist Diecbtaazinyl Amino Fluoreszein (DTAF).
Als Antigen wird die leichte Kette von KanincherGgrkannt.

Anti Maus IgM: Der Antikdrper gegen Maus IgM wurden der Firma Calbiochem bezogen.
Er ist ein gegen die schwere und die leichte Ka¢te Maus IgM gerichtetes Kaninchen IgM.

Die Markierung erfolgte durch den FluoreszenzfatbsEITC.

3.4. Verwendete Molchkardiomyozyten

3.4.1. Zellgewinnung

Far die Versuche wurden markierte Herzmuskelzeld#s Molchs verwendet. Zur
Zellgewinnung bendétigte man Molchherzen, da siah Kardiomyozyten in der Zellkultur
kaum vermehren. Vor der Herzentnahme kamen die okir ca. 10 Minuten in eine
0,1%ige Tricaine Losung. Zur Enthnahme wurden diddi® in der Sterilwerkbank auf eine
sterile Petrischale gelegt, der Bauch mit einettkuohg desinfiziert, der Brustkorb mit einer
Schere geéffnet und das Herz enthommen. Die Hdagmrten direkt nach der Entnahme
vortibergehend in einer 70%igen serumfreien Leilod& Losung. Um eine moglichst reine
Herzmuskelzellkultur zu erhalten, mussten die divere Zellen aus dem Gewebeverband
gelost werden. Dies erfolgte in einer Losung ausllagenase und Trypsin. Zur
Zellvereinzelung wurde die Verdaulosung zu den Mbérzen gegeben und bei 27°C auf den
Schiittler gelegt. Alle zwei Stunden wurde der Utaers in der Sterilwerkbank abgesaugt und
frische Verdaulbésung zugegeben. Ab vier Stunderh rdem Beginn des Gewebeverdaus
wurden die Uberstande mit den aus dem Gewebeverpaliddten Zellen im Verhaltnis 1:1
mit serumbhaltiger Leibowitz 15 Ldsung versetzt um &nzyme des Verdauansatzes zu
neutralisieren. Danach wurden die Zellsuspensioben 500 Umdrehungen pro Minute
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das @#lét mit Kulturmedium resuspendiert
und in die Kulturschalen ausgesat. Der Zellverdatl ihnsgesamt ca. zehn Stunden. Die
Kulturschalen enthielten Leibowitz 15 Losung Kuitwdium und 10% fetales Rinderserum.
Unter diesen Bedingungen haftete der Groldteil dezlled mit Ausnahme der
Herzmuskelzellen an der Plastikoberflache der &udtale. Das Kulturmedium mit den
Herzmuskelzellen wurde nach 48 Stunden abgesaudtimnmit Laminin beschichtete
Petrischalen gegeben. Um die Lamininbeschichtungrizalten, wurden die Zellkulturschalen

60 Minuten mit serumfreiem Kulturmedium mit 15 p@nhinin pro ml Kulturmedium
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behandelt. Durch dieses von J. O. Oberpriller et amgewendete und als Preplating
bezeichnete Verfahren bestehen die Zellkulturenhndiénf Tagen zu 93,5% aus
Herzmuskelzellen. Selbst nach 20 Tagen sind noéh @ér Zellen Herzmuskelzellen (25).
Nach drei Tagen, in denen die Zellen sich an dezrfizhe festheften konnten, wurde der
erste Mediumwechsel durchgefuhrt. Als Medium wuir@®ige Leibowitz-15 Lésung mit

10% fetalem Rinderserum verwendet.

3.4.2 Zellkultur

Die Kultivierung der Zellen fand in lamininbeschieten Petrischalen im Brutschrank bei
26°C ohne CQ@statt. Als Zellkulturmedium wurde 70%iges Leibawit5 Kulturmedium mit
10% fetalem Rinderserum sowie Penicillin und Steptcin zur Antibiose verwendet. Unter
diesen Bedingungen kam es in der Zellkultur in g&ni Fallen zur Teilung der
Kardiomyozyten. Viele Zellen wiesen zwei oder m&etlkerne auf. Die Proliferation war
allerdings nicht so stark, dass ein Zellrasen antin ware. Auch die Anlage von
Subkulturen war aufgrund der geringen Proliferatinitht moéglich, so dafl3 fur die
Experimente Molchherzen zur Gewinnung von ausreidee Mengen von Kardiomyozyten
benétigt wurden.

3.4.3 Zellmarkierung mit Dil

Es gibt verschiedene Di Farbstoffe. Nach der Flsmerzfarbe werden Dil (orange), DiO
(gran) und DiD (rot) unterschieden. In dieser Atbeurde ein Analogon von Dil verwendet,
CellTracker CM-Dil, das auch bei der Fixation uner dmmunhistochemie sicher in den
Zellmembranen der markierten Zellen bleibt. Derlrdatker CM-Dil ist ein langkettiges
Kohlenstoffzyaninmolekdl. Es lagert sich aufgruminer stark lipophilen Kohlenstoffketten
in die Zellmembranen ein und bindet mit einer Cilethylgruppe an Thiole der Lipoproteine
in der Zellmembran. Bisherige Verwendungsgebieteewadie Markierung von Zellen,
Zellorganellen, Liposomen, Viren und Lipoproteinem Langzeituntersuchungen zur
Zelltransplantation, Migration, Adhasion und Zedlion. Dil ist vor allem durch seine geringe
Zelltoxizitat fur Langzeitbeobachtungen geeigneie Pluoreszenz ist im wassrigen Milieu
nur sehr gering. Erst nach dem Einbau in die Zetilm@anen ist eine intensive Fluoreszenz zu
beobachten.

Vor der Markierung der Zellen erfolgte die Absaugudes Kulturmediums und zweimalige
Waschung der Zellen mit Amphibien PBS. Die Zellkulwurde mit einer Losung des
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Zellmarkers mit einer Konzentration von 2ug/ml iimphibien PBS Uberschichtet. Die
Losung mit dem Zellmarker blieb fir funf Minutenit&6°C und fur 15 Minuten bei 4°C in
der Zellkulturschale. Der lipophile Farbstoff lagersich dabei von selbst in die
Zellmembranen ein. Nach der Markierung wurden aites mit Amphibien PBS gewaschen.
Im Verlauf der Arbeit fanden auch Versuche mit ardeZellmarkierungen statt. Dabeli
kamen der Vitalkernfarbstoff Hoechst 33342 und Tiansfizierung mit dem Gen fir grin
fluoreszierendes Protein (GFP) zum Einsatz. Dealkétrnfarbstoff wies allerdings nach 30
Tagen eine fur die Immunhistochemie zu geringe elsmenz auf. Er wurde nur eingesetzt,
um mit einer Doppelmarkierung die Stabilitat desbBtoffs Dil in den Kardiomyozyten zu
zeigen. Die GFP-Transfizierung war in den erstegefiain der Zellkultur erfolgreich, eine
grine Fluoreszenz der Zellen konnte jedoch ershsséiage nach der Transfizierung
beobachtet werden. Nach der Transplantation waGdimfluoreszenz in den Zellen jedoch
nicht mehr nachweisbar. Die Ursache, die fir dassafevinden der Fluoreszenz nach der
Transplantation verantwortlich war konnte nichtuyefen werden. Eine mdgliche Erklarung
ware die Anderung der Genexpression durch das Miliedem regenerierenden Hinterbein.
Allerdings wird auch die erfolgreiche Markierung nvaMolchzellen in regenerierendem
Gewebe durch Transfizierung beschrieben (18). Egitener in der Zellmarkierung beim
Molch eingesetzter Farbstoff, PKH 26, war in veigienden Arbeiten etwas weniger
langzeitstabil. Der Farbstoff Dil konnte damit &isiziger Uber die gesamte Versuchsdauer
nachgewiesen werden und eignete sich aufgrundrssicieeren Anwendung, der geringen
Zelltoxizitat, den guten Erfahrungen im Institutduaus vorherigen Arbeiten gut fur die

Langzeitmarkierung der Molchkardiomyozyten.

3.4.4. Zelltransplantation

Die Vorbereitungen fiur die Zelltransplantation deféhnlich ab wie die fur die Amputation.
Die Narkotisierung der Molche erfolgte fur ca. 10nkten in einer 0,1%igen Tricaine
Losung. Die zuvor markierten Herzmuskelzellen wardat einer Losung aus 0,02% EDTA
und 0,05% Trypsin in Amphibien PBS von den Kultiwaen gelost und nach kurzer
Zentrifugation und Resuspension auf eine Spritzzogen. Die regenerierende Beinknospe
wurde mit der Hand festgehalten und die Herzmuskelz mit einer Spritze als
Zellsuspension nahe der Regenerationszone in eggnerierenden Stumpf transplantiert.
Um eine moglichst gro3e Zahl an Herzmuskelzelleden Gewebeschnitten zu erhalten,

wurden bis zu drei Injektionen in unterschiedlich®inkeln zueinander vorgenommen. Bis

20



zum Abklingen der Narkose befanden sich die Molahesinem separaten Becken mit

Leitungswasser.

3.5. Gerate und Chemikalien

3.5.1. Geréte

Mikroskop:  Axioplan2/Axiophot2 Zeiss, Jena
Mikroskop:  Stemi 2000-C Zeiss, Jena
Kamera: Coolpix 990 Nikon

Brutschrank: HERA cell

Cryotom

Sorvall/Heraeus

Bildbearbeitungsprogramm: Adobe Photoshop Elem&6ts

3.5.2. Chemikalien

Amphibien-PBS (Phosphate buffered Saline)

NaCl

KH,PO,
NaHPO,*2H,0
Zellkulturwasser

Kollagenaselosung

Amphibien — PBS (s.0.)
BSA — Fraktion V
Collagenase
D-Glukose

Gentamycin (50mg/ml)

2,5% Trypsin

6,759
0,108 g
0,396 g

1l

8,4 ml
15,0 mg
10,5 mg
30,0 mg
10,0 pl

2,1ml
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Mowiol

Mowiol 4-88 (Calbiochem Nr. 475904) 2,44

Glycerol 60
H>O 6 ml
0,2M Tris/HCI-Puffer pH 8,5 12 ml

Mowiol, Glycerol und Wasser mischen und einige 8&m bei Raumtemperatur
stehen lassen. Danach Zugabe des Tris/HCI-Puffedsmit einem Magnetrihrer bei

50°C bis zur vollstandigen Auflosung rihren.

PFA (4%)
Paraformaldehyd 40 g
Amphibien-PBS 1000 ml
1 N NaOH wenige Tropfen

Paraformaldehyd und Wasser mischen und im Abzug 604 erwarmen. Das
ungeltéste Paraformaldehyd 16st sich nach ZugabégezinTropfen 1 normaler

Natronlauge.

Blockierungsmittel

Amphibien-PBS 100 ml
Bovines Serumalbumin 500 mg
Pferdeserum 3 mi

Zellkulturmedium (L-15) Angaben in mg/I

NaCl 8000 NgHPO, 7H,O 359
KCI 400 KHPO, 60
CaCb 140 D(+)Galactose 900
MgSQ, 7TH20 200 Na-Pyruvat 550
MgCl, 6H,0O 200 Phenolrot 10
L-Methionin 75 L-Threonin 300
L-Lysin 75 L-Tryptophan 20
L-Leucin 125 L-Tyrosin 300
L-Phenylalanin 125

22



L-Alanin 225 Cholinchlorid 1
L-Arginin 500 Folsaure 1
L-Asparagin 250 Myo-Inositol 2
L-Cystein 120 Nicotinamid 1
L-Glutamin 300 Pyridoxin HCI 1
Glycin 200 Riboflavin-5-Phosphat-Na 0,1
L-Histidin 250 Thiaminmonophosphat 1
L-Isoleucin 125 D-Ca-Pantothenat 1
L-Valin 100

Vectabondbeschichtung
Vectabond Reagent (Vector Laboratories) 7 ml
Aceton 350 ml

Die Objekttrager vor der Beschichtung 5 MinutenAneton tauchen. Vectabond
Reagent und Aceton mischen. Die Objekttrager fitiduten in die Loésung tauchen
und danach in destilliertem Wasser das Ubersclaisgegtabond-Aceton Gemisch

abwaschen und die Objekttrager lufttrocknen las€gne Losung reicht fir die

Beschichtung von ca. 500 Objekttragern.

Fetales Rinderserum

Tricaine Losung

Ethyl-3-Aminobenzoatmethansulfat, bezogen vonkilena Sigma
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4. Ergebnisse

4.1. Herzmuskelspezifisches Antigen

Die transplantierten Herzmuskelzellen erfahren mmtem Einfluss des regenerierenden
Stumpfes eine sehr rasche Veradnderung. Sie bedteits nach 24 Stunden kein cardiales
Troponin T mehr, wie die fehlende Markierung mitrd@ntikdrper BM 750 zeigt (Abb. 1).

Die Dedifferenzierung findet nur im geschadigten inBestatt. Im ungeschadigten

Abb. 1: fehlende Detektion von kardialem Troponin T Abb. 2: Detektion von kardialem Troponin T mit

mit BM 750 im regenerierenden Stumpf nach einem TagBM750 bei Herzmuskelzellen im ungeschadigten

(Uberlagerung von blauer, griiner und roter Fluaresy Hinterbein nach 15 Tagen (Uberlagerung von
blauer, griner und roter Fluoreszenz)

Abb. 3: Detektion von kardialem Troponin T mit Abhl: Rotfluoreszenz der markierten Herz-
BM750 bei Herzmuskelzellen im ungeschadigten relzeflen im ungeschadigten Hinterbein nach
Hinterbein nach 15 Tagen 15 Tagen

Bein hingegen bleibt das Herz-Troponin T stabild ukdsst sich immunhistochemisch
nachweisen (Abb. 2, 3, 4). Auch im weiteren Verlda@$st sich bis 30 Tage nach der
Transplantation im regenerierenden Stumpf kein ikbgd Troponin T nachweisen. Die
Haltung der Zellen in der Zellkultur kann nicht diesache fur den Verlust an Troponin T
sein, da die Zellen in der Kulturschale wéhrend glesamten Kulturzeit BM 750 positiv
24



blieben (Abb. 5). Im ungeschadigten Hinterbein liildiardiales Troponin T auch nach 30
Tagen noch nachweisbar (Abb. 6).

Abb. 5: Detektion von kardialem Troponin T mit BMBO'bei Herzmuskelzellen
in der Zellkultur (Uberlagerung von blauer undmgr Fluoreszenz)

Abb. 6:Detektion von kardialem Troponin T mit BM@®ei Herzmuskelzellen im ungeschadigten Hinterbein
nach 30 Tagen (links Uberlagerung von blauer, griuma roter Fluoreszenz; rechts nur Griinfluoreszew

Antikorpers)

4.2. Blastemzellspezifisches Antigen

Nach 24 Stunden sind die Zellen aul3erdem von dettk@per 22/18 markiert (Abb. 7).

Dieser wurde von Jeremy P. Brockes entwickelt, ul@mst®mzellen beim Notophthalmus
viridescens  nachzuweisen, die fir die Proliferatides regenerierenden Gewebes
verantwortlich sind und aus denen sich die Zelle&s degenerierten Beins bilden. Der
Antikorper wurde zur Detektion von Blastemzellen firithen bis mittleren Knospenstadium
entwickelt. Das Antigen befindet sich intrazellulénd geht mit der Differenzierung der

Blastemzellen zu ausdifferenziertem Gewebe verloath sieben Tagen ist die Reaktion
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auf 22/18 nur noch schwach positiv (Abb. 8),
dann lasst sich das blastemzellspezifische
Antigen nicht mehr bei den transplantierten

Zellen nachweisen.

Abb. 7: Detektion von blastemzellspezifischem
Antigen mit 22/18 nach einem Tag
(Uberlagerung von blauer griiner und roter
Fluoreszenz)

Abb. 8: Detektion von blastemzellspezifischem Aatignit 22/18 nach sieben Tagen (links Grunfluonezszies
Antikorpers; rechts Rotfluoreszenz der markiertetien)

4.3. Skelettmuskelspezifische Antigene

Die transplantierten Zellen zeigen in den ersteeizWochen im regenerierenden Stumpf
keine  positive  immunhistochemische Farbung fur mineder eingesetzten
skelettmuskelspezifischen Antikdrper. Die Zelleegkn entweder im Skelettmuskel und
beteiligen sich an seinem Aufbau (Abb. 9, 11, 18, dbder sie liegen daneben und scheinen
andere Strukturen zu bilden (Abb. 10, 12).
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Abb. 9: Detektion von skelettalem Myosin mit MF 20  Abb. 10: Detektion von skelettalem Myosin mit
nach einem Tag (Uberlagerung von blauer, griiner und MF 20 nach sieben Tagen (Uberlagerung von

roter Fluoreszenz) blauer, griiner und rotapfdszenz)

Abb. 11: Detektion von skelettalem Myosin mit MF 20  Abb. 12: Detektion der skelettalen Myosinkette
nach 15 Tagen (Uberlagerung von blauer, griiner und mit MY 32 nach einem Tag (Uberlagerung von

roter Fluoreszenz) blauer, griiner und rotaofdszenz)

Abb. 13: Detektion der skelettalen Myosinkette mit Abb. 14: Detektion der skelettalen Myosinkette
MY 32 nach sieben Tagen (Uberlagerung von blauer, it MY 32 nach 15 Tagen (Uberlagerung von

gruner und roter Fluoreszenz) blauer, grindrroter Fluoreszenz)
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Nach 30 Tagen ist die Markierung der transplargrerZellen in Abhangigkeit der
verwendeten Antikérper sehr unterschiedlich. Siéggere in manchen Gewebeschnitten

Uberhaupt  keine  Markierung  mi

skelettmuskelspezifischen Antikérpern.
diesen Schnitten liegen die transplantiert
Zellen aber auch auBerhalb d
Muskulatur. Dies ist durch Unterschiede
der Kerndichte und im Aufbau de
Gewebes zu erkennen, in dem
transplantierten Zellen in einigen Fallg
liegen (Abb. 15). Wenn die Zelle
allerdings in der Muskulatur liegen, sind Abb. 15: Detektion von skelettalem Myosin mit MB 2

sie mit verschiedenen Antikorpern gegemach 30 Tagen (Uberlagerung von blauer, griiner

Skelettmuskelproteine markierbar. und roterFluoreszenz)

Dabei ist die Markierung mit My32 nur sehr schwéghb. 16), wogegen die Markierung mit
BM 747 deutlich zu erkennen ist (Abb. 17).
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Abb. 16: Detektion der skelettalen Myosinkette ity 32 nach 30 Tagen (links Grinfluoreszenz des

Antikorpers, rechts Rotfluoreszenz der transplatgieZellen)

Abb. 17: Detektion von skelettalem Troponin | mMB&47 nach 30 Tagen (oben Uberlagerung von griingr u
blauer Fluoreszenz; unten links Griinfluoreszenz Aletikdrpers; unten rechts Rotfluoreszenz der neatk&n
Zellen)

4.4. Unspezifische Antigene

Wahrend der gesamten Beobachtungszeit enthieleetratisplantierten Zellen zumindest zu
den untersuchten Zeitpunkten Desmin, welches ddrehpositive Markierung mit einem
spezifischen Antikérper nachgewiesen wurde. Dalsi aber die Intensitat der Farbung zu
den beobachteten Zeitpunkten sehr unterschiedhdreilweise deutlich niedriger als bei der
umgebenden Skelettmuskulatur (Abb. 18, 19, 20).
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Abb. 18: Detektion von Desmin nach einem Tag (libksrlagerung von blauer, griiner und roter Fluaesz
rechts Griinfluoreszenz des Antikérpers)

Abb. 19: Detektion von Desmin nach 15 Tagen (libkserlagerung von blauer, griiner und roter Fluonesze
rechts Griinfluoreszenz des Antikérpers)
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Abb. 20: Detektion von Desmin nach 30 Tagen (okieksl Uberlagerung von blauer, griiner und roter

Fluoreszenz; oben rechts Grinfluoreszenz des Amigtd; unten Rotfluoreszenz der Kardiomyozyten)

4. 5. Kontrolle der Zellmarkierung

Zur Kontrolle der Zellmarkierung wurden die Zellemt dem roten Farbstoff CM-Dil und
dem Vital Kernfarbstoff Hoechst 33342 markiert. B@rnfarbstoff eignete sich nicht fir die
Markierung der transplantierten Zellen, weil dieudtieszenz nach 30 Tagen nicht mehr
erkennbar war. Im regenerierenden Hinterbein kogageigt werden, dass nach 15 Tagen die
rote Markierung der Zellmembranen mit CM-Dil un@ dilaue Markierung der Zellkerne mit
Hoechst 33342 lbereinstimmen (Abbildung 21).
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Abb. 21: Markierung von Herzmuskelzellen mit DilduHoechst Kernfarbstoff nach 15 Tagen (Uberlaggrun

von blauer und roter Fluoreszenz)

5. Diskussion

5.1. Diskussion des Versuchsaufbaus

Der Gegenstand der Arbeit war die Beobachtung vereitduskelzellen unter dem Einfluss
regenerierenden Gewebes. Besondere Beachtung wdathei der Maoglichkeit der
Transdifferenzierung gewidmet. Der Griunliche Wassdch (Notophthalmus viridescens)
wurde ausgewahlt, weil bekannt war, dass er autgseiner regenerativen Fahigkeiten die
Moglichkeit hat, undifferenzierte Blastemzellen adifferenzierten Zellen, wie z. B. aus
Skelettmyotuben zu erzeugen. Um zeigen zu konneh, dde transplantierten
Herzmuskelzellen eine Transdifferenzierung durchmac wurden sie in regenerierende
Hinterbeinstimpfe verpflanzt. Im Prinzip haben ¢@lantierte Kardiomyozyten die
Moglichkeit ihre Identitat als Herzmuskelzellen zerhalten oder sich durch
Transdifferenzierung in ortstypische Zellen umzuden. Aufgrund der zur Regeneration
bendtigten groRen Masse an SkelettmuskelzellenimteHbein wurde angenommen, dal ein
Groldteil der transplantierten Herzmuskelzellen Zel&tmuskelzellen transdifferenziert.
Skelettmuskelzellen und Herzmuskelzellen lassenh simmunhistochemisch durch
spezifische Antikérper gut voneinander unterschei@®es Weiteren lassen sich die Zellen in
das Hinterbein des Molchs injizieren, ohne dassdférZelltransplantation eine aufwandige
Operation notig ware. Durch diese Voriberlegunganein relativ einfacher Versuchsaufbau

maoglich.
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Der Verlauf der Transdifferenzierung sollte duregheeimmunhistochemische Untersuchung
der transplantierten Herzmuskelzellen in bestimmaggtiichen Abstdnden von einem Tag bis
zu 30 Tagen nach der Transplantation dargesteliieme Dabei wurden die Zellen auf
Skelettmuskelantigene, Blastemzellantigene und resmtersucht. Blastemzellen sind eine
dedifferenzierte und proliferative Zellpopulatiam regenerierenden Stumpf. Desmin ist fur
Muskulatur im Allgemeinen typisch, kommt aber auichanderen Geweben vor. Aul3er zur
Proteinausstattung wurden auch Untersuchungen zalifePation und zur Apoptose

durchgefuhrt. Als Kontrolle dienten Herzmuskelzellaie in ungeschadigte Hinterbeine

transplantiert wurden.

Die Herzmuskelzellen wurden finf Tage nach der Amaton des Unterschenkels in den
regenerierenden Stumpf transplantiert. Die erstaumhistochemische Untersuchung nach 24
Stunden sollte zeigen, wie schnell sich der Eisfldes umgebenden geschéadigten Gewebes
auf die Herzmuskelzellen auswirkt. Der Endpunkt B@i Tagen entspricht dem mittleren

Fingerstadium, in dem die meisten Zellen des Ragé&ndifferenzierte Zellen sind.

5.2. Diskussion der Ergebnisse

Nur 24 Stunden nach der Transplantation exprimierdie Herzmuskelzellen
blastemzellspezifische Antigene, die durch den K&mper 22/18 nachgewiesen werden
konnten (Abb. 4). Sie liegen also nicht nur im regygerenden Gewebe ohne Kontakte zu
dem umgebenden Milieu, sondern werden von diesesimfbesst und zu einer Veranderung
der intrazellularen Proteine gebracht, die nuremdegenerierenden Hinterbein beobachtet
werden kann. Ebenfalls 24 Stunden nach der Tramigpian besitzen die Zellen kein
herzmuskelspezifisches Troponin T mehr. Die Reaktof den Antikorper BM 750 ist
negativ (Abb.1). Desmin ist jedoch noch deutlickhwaeisbar. Innerhalb des ersten Tages im
Kontakt mit dem regenerierenden Stumpf machenrdresplantierten Zellen also eine rasante
Entwicklung durch. Die hochspezialisierten Herznels&llen verlieren in sehr kurzer Zeit
ihre spezifische Proteinausstattung und entwickath zu undifferenzierten teilungsaktiven
Blastemzellen. Der Verlust der spezifischen Pratesstattung und die Entwicklung zu einer
proliferativen Zellart, aus der sich verschiedemditypen entwickeln kbnnen, sprechen hier
fur eine Dedifferenzierung. Die Blastemzellen bildginen Zellpool, der durch Proliferation
Strukturen neu aufbaut, die bei der Amputationorert gegangen waren. Die transplantierten
Zellen nehmen durch die Dedifferenzierung an degelReration des Hinterbeins teil, obwohl
sie nicht zum umgebenden Gewebe gehodren und dadigichselbst durch die Schadigung
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betroffen waren. Der Anstol3 zur Dedifferenzierungsm also von Stoffen kommen, die
entweder sehr lange im Gewebe verbleiben oder ganerierenden Stumpf auch nach der
Schadigung weiter synthetisiert werden. Dazu passh, dass die Dedifferenzierung und die
Bildung der Blastemzellen Uber einen Zeitraum vdnh Tagen ablaufen und sich in das
gesunde Gewebe hinein fortsetzen. Die EntwicklumgHirzmuskelzellen zu Blastemzellen
ist jedoch aufgrund des vorhandenen Desmins entweadleh nicht vollstandig, oder der
Abbau des vom Antikdrper erkannten Antigens bei mbiasbendtigt mehr Zeit als bei
Troponin T. Auch ist denkbar, dass Herzmuskelzedieh nicht vollstandig zu Blastemzellen
umformen sondern partiell bis zu einem Stadium fler@inzieren, das es ihnen ermdglicht
sich zu Skelettmuskelzellen zu entwickeln. Die $gdantierten Zellen weisen jedoch eine viel
schwachere Desmin-Immunfluoreszenz auf als normitaiskelzellen, welche durch die zur
Erhaltung der Zellstruktur bendtigte Menge an Desini den Zellen erklart werden. Im
ungeschadigten Hinterbein und in der Zellkulturitiildherzmuskelspezifisches Troponin T
dagegen noch nach zwei Wochen und auch noch nathd$h mit BM 750 nachweisbar, so
dass davon ausgegangen werden kann, dass die ¥mragdn der Proteinausstattung der
Zellen durch den Einfluss des umgebenden dediftezegnden Gewebes verursacht wird und

nicht durch die Verweildauer in der Petrischale.

Nach sieben Tagen ist die Reaktion auf 22/18 esgasvacher, nach 15 Tagen nicht mehr
nachweisbar. Es ist nicht geklart, ob sich allesiimzellen nur 15 Tage in diesem Stadium
befinden oder ob nur die transplantierten Zelleohnd5 Tagen ihren Blastemzellcharakter

verlieren. Aufgrund des vorher durchgefiuihrten Rx@pd und der immunhistochemischen

Untersuchung der Zellen in der Zellkultur kann davausgegangen werden, dal fast
ausschlief3lich adulte Herzmuskelzellen zu Blastéeizeledifferenziert sind. Im Gegensatz

zu der Arbeit von J. I. Morrison et al (22) bildgth bei diesem Versuch das beobachtete
Blastemgewebe also nicht aus Sattelitenzellen.

Die transplantierten Zellen zeigen 15 Tage nach deansplantation noch keine
skelettmuskelspezifischen Proteine, unterliegeerdithgs auch nicht der Apoptose. Der
Antikdrper gegen Desmin reagiert weiterhin schwaasitiv. Ob es sich noch um das Desmin
aus der Zeit als Herzmuskelzelle handelt, oder emeits neu synthetisiertes Desmin bei
Zellen, die auf dem Weg zu Skelettmuskelzellen ,skahn nicht unterschieden werden. Die
Intensitat der Farbung ist jedoch sehr unterscitiedso dass auch eine zeitliche Uberlappung
von Abbau und Neusynthese des Desmins moglich diat,Desmin bei der normalen
Muskelentwicklung vor Troponin und Myosin auftr{88, 11). Einige Zellen liegen dabei
einzeln zwischen Skelettmuskelfasern und sind unt@em Mikroskop ohne
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Fluoreszenzmarkierung nur durch die fehlende Quefishg vom umgebenden Gewebe zu
unterscheiden. Im Gegensatz dazu liegen in andeegenerierenden Stimpfen die
transplantierten Zellen kompakt oder einzeln in @&eeabschnitten, in denen die
umgebenden Zellen nicht positiv auf skelettmuslesdgfsche Antikorper reagieren. Nach 15
Tagen ist also eine morphologisch erkennbare Edghung in das umgebende Gewebe
erfolgt, ohne dass bereits Differenzierungsvorgange Form von spezifischer

Skelettmuskelproteinbiosynthese erkennbar warenmeBleenswert ist dabei, dass die
umgebende Skelettmuskulatur zu jedem untersuchegpunkt eine sehr intensive Farbung
fur Antikérper gegen Skelettmuskelproteine aufwdds die Herzmuskelzellen erst funf Tage
nach der Schadigung des Stumpfes implantiert wyr#tann die Dedifferenzierung der

Skelettmuskulatur zu den beobachteten Zeitpunktkarsstattgefunden haben. Ein deutlicher
Hinweis darauf ist, dass zwar einen Tag nach dendplantation der Herzmuskelzellen, also
sechs Tage nach der Schadigung, der gegen die ichMy®sinkette gerichtete Antikdrper

My 32 bei den Muskelzellen des Stumpfes schon guekdiert. Der Antikbrper gegen

sarkomere Strukturen, MF 20, ruft jedoch so gut w&ne Fluoreszenzen hervor. Die

Proteine fir die Skelettmuskelzellen sind also ngorhanden oder schon neu gebildet,
wahrend die hochspezialisierten Sarkomerstruktureht nachgewiesen werden kénnen.
Diese mussen auch vor einem Abbau der Skelettmusiteine aufgeldst werden und kénnen
erst mit den Skelettmuskelproteinen neu gebildetrde/® Nach der Einteilung der

Regenerationsstadien beim Molch nach Iten und Br{&p) ist hier am ehesten von einer
beginnenden Dedifferenzierung der Skelettmuskulatiszugehen. Eine andere Méglichkeit
ist, dass die umgebende Skelettmuskulatur niclitesrRegeneration beteiligt ist, weil sie zu
weit von der Schadigungsstelle entfernt ist. Dardmewaber auch die Dedifferenzierung der
transplantierten Zellen nicht auf die Schadigungndern auf eine Reaktion auf das
umgebende Gewebe zurtckzufiihren. Die Skelettmuskuleann aber auch resistenter
gegeniber den Stoffen sein, die die Dedifferennagraervorrufen, als die ortsfremden

Herzmuskelzellen. Eine Reaktion der transplantiedellen auf das umgebende Gewebe
kann dabei aber ausgeschlossen werden, weil Heketzeien, die in einen ungeschadigten

Stumpf transplantiert wurden, ihre herzmuskelsgseie Proteinausstattung behielten.

15 Tage spater, am 30. Tag nach der Transplanjaiioe die unterschiedlichen Wege in der
Redifferenzierung noch deutlicher zu erkennen. Ajtkt gibt es transplantierte Zellen, die
in Gewebestucken liegen, welche durch ihre Morpifielaind ihre immunhistochemische
Farbung deutlich als nicht zur Skelettmuskulatundyey identifiziert werden kénnen. Um

diese Gewebe mit den enthaltenen Zellen genauerauthen zu kdnnen, wirde man

35



Antikorper bendtigen, die beim Molch zwischen Neryewebe, Bindegewebe, Gefalden,
Sehnen und anderen Strukturen unterscheiden. Dedansen sich weitere Hinweise auf eine
erfolgte Transdifferenzierung ergeben. Allerdingbt ges fur diese Gewebe nur wenige
hochspezifische Antikérper, deren Unterscheidunggspgi@ml beim Molch meist nicht
gesichert ist. Die Testung dieser Antikorper aufeihUnterscheidungsfahigkeit im
Molchgewebe und eine Charakterisierung samtlichgitypen, in die die transplantierten
Zellen differenzieren kdnnen, ist eine Aufgabevi@itere Untersuchungen. Es sind aber auch
Zellen zu finden, die den erwarteten Differenzigsmmeg in Richtung der Skelettmuskulatur
eingeschlagen haben. Sie liegen entweder neben ddekt in der neu gebildeten
Skelettmuskulatur. Positive Reaktionen fur Skeletkelproteine konnten dabei fur die
Antikorper My 32 und BM 747 gefunden werden. My @&ektiert die schwere Myosinkette
von Skelettmuskelzellen und BM 747 detektiert sttales Troponin I. Dabei ist die Intensitat
der Fluoreszenz bei der Detektion von skelettaleapdnin | relativ stark, die Intensitat der
Fluoreszenz bei der Detektion der schweren Myosiekedoch geringer als im umgebenden
Gewebe. Bei allen beobachteten Schnitten ist dierEszenz aber deutlich intensiver als in
den Negativkontrollen. Die transplantierten Herzkalzellen enthalten demzufolge sowohl
Myosin als auch skelletales Troponin T, allerdingsht in so grof3en Mengen wie die
umgebenden Skelettmuskelzellen. Die Redifferenagerder Zellen ist also noch nicht
abgeschlossen. Auch die fehlende Markierung durdh 20 und damit das Fehlen von
sarkomeren Strukturen, ist ein Hinweis auf dasdr8tadium der Skelettmuskelentwicklung.
Dennoch muss es sich bei den transplantiertenrZzaleh 30 Tagen um Skelettmuskelzellen
handeln, da in keinem anderen Gewebe diese Forscharren Myosinkette oder skelettales

Troponin T vorkommen.

Untersuchungen zur Regeneration beim Molch wurd@2on R. W. Reyer et al. und 1999
von M. Ito et al. vorgenommen. Von beiden Arbeitgggen wurden dabei Iriszellen
verwendet, die bei einer Verpflanzung in regeneride Beine Linsen bildeten. Die Iriszellen
zeigten aber keine Tendenz zur Teilnahme an deer®egtion des geschadigten Beines. Es
ist also fraglich ob alle adulten Zellen des Mokh#ie Fahigkeit besitzen in das zur
Regeneration benétigte Gewebe zu transdifferenziekdelmehr scheinen bei einigen
Geweben festgelegte Regenerationsprogramme zuieearst die nur die Bildung eines
bestimmten Organs zulassen (33, 16). Zwar sind émzéh selbst bei der Regeneration keine
typischen Blastemzellen nachweisbar, jedoch finsieh undifferenzierte Zellen, die Reste
sarkomerer Strukturen aufweisen. Wahrscheinliotiebisich funktionelles neues Herzgewebe

aus derartigen undifferenzierten Vorlauferzelled ans differenzierten Herzmuskelzellen,
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die beim Molch auch noch eine residuale Teilunggk#it besitzen, welche auch in der
Zellkultur beobachtet werden kann. Im Gegensatz EHinterbein werden im Herzen eine
deutlich geringere Anzahl unterschiedlicher Zelyenotigt. Selbst bei Lebewesen, die die
Moglichkeit zur Regeneration durch Transdifferenzngy haben, hat sich dieser
Mechanismus in der Evolution nicht immer zur Heguboei einer Verletzung durchgesetzt.
Dies konnte ein Hinweis auf die Risiken der Regati@n durch die Dedifferenzierung und
Proliferation adulter Zellen sein. Zum einen gehtaags noch mehr funktionelles Gewebe
verloren, was beim Beispiel des Herzens zum Versdgs Herzmuskels und damit zum Tod
des Tieres fuihren kann. Zum anderen sind die Blasten ein stark proliferierender
Zellverband. Adulte Zellen, die schon langere #ite hohe Stoffwechselrate hatten und
verschiedenen Noxen ausgesetzt waren kénnten Schadarer DNS aufweisen und im
Verlauf der Transdifferenzierung zu Tumorzellen reinem sehr hohen proliferativen
Potential entarten. Dennoch wird auch bei andereienAdie Regeneration aus adultem
Gewebe zur Heilung verletzter lebenswichtiger Oegdrenutzt, so zum Beispiel beim
Zebrafisch zur Regeneration des Herzens (31) oder Fdlossen, wobei ebenfalls ein

Blastemgewebe aufgebaut wird (30).

Die Gleichformigkeit, mit der die Transdifferenzieg und die Regeneration unabhéngig von
den verwendeten Zellen stattfinden, lasst an estgédegtes genetisches Programm denken
(8). Die Suche nach dem Ausldser fir dieses Prograrare nun eine dringende Aufgabe um
untersuchen zu kénnen ob sich damit &hnliche Phénerbei anderen Tierarten oder sogar
beim Menschen auslésen lassen. Die Induktion dgeferation durch Transdifferenzierung
wirde neue Therapieoptionen gerade bei kaum praifen Geweben wie Nervengewebe
oder Herzmuskulatur ermdglichen. Dabei kann zunmghdrif ein geringes proliferatives
Potential auch bei menschlichen Herzmuskelzelleackgegriffen werden (27).

McGann et al ist bereits einen Schritt in diesehRing gegangen. Durch die Behandlung von
Mausmyotuben in Zellkultur mit homogenisierten Regrationsgebieten von Notophthalmus
viridescens konnte bei 18% der Myotuben der Beglen S-Phase durch Aufnahme von
BrdU in den Zellkern nachgewiesen werden (21). Qéseal Zahl an Myotuben fir eine

effektive Regeneration ausreicht und ob das Expmrimauch auf andere S&ugerzellen
Ubertragbar ist konnte noch nicht gezeigt werdea.denetischen Vorraussetzungen fir eine
Regeneration scheinen auch bei Wirbeltieren vorbiandu sein, da beim grinlichen

Wassermolch teilweise Gene aktiviert werden diheag anderen Spezies vorkommen (36).

Allerdings unterscheiden sich die Proteine in ilfanktion stark von Spezies zu Spezies. So
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finden sich die Komplementfaktoren 3 und 5 nur ieganerierenden und nicht im

ungeschadigten Hinterbein was einen Einfluss aiR#igeneration vermuten lasst (17, 13)

und Thrombin reguliert den Zellzyklus bei der Regration der Linse (14). Beim Menschen
hingegen sind die Komplementfaktoren ein Teil demunabwehr und Thrombin ein Teil des
Blutgerinnungssystems.
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6. Zusammenfassung

Zusammenfassend konnte anhand der Proteinaussgtatiund der Lokalisation der
beobachteten Herzmuskelzellen gezeigt werden, iwiarger dem Einfluss des geschadigten
Gewebes, und zwar nur bei geschadigtem Gewebestziereiner zumindest multipotenten
Zellart, den Blastemzellen, dedifferenzieren, inrbénd des Blastemgewebes proliferieren
und schlieBlich zu Skelettmuskelzellen und wahrstice noch zu anderen Zellarten
redifferenzieren. Die Umwandlung der Herzmuske&zelzu Skelettmuskelzellen entspricht
dabei einer Transdifferenzierung. Es ist nicht sasaszugehen, dass sich die Regeneration
durch Stammzellen aus dem Herzen erklaren lasstied@ansplantierten Zellen zu tiber 95%
aus differenzierten Herzmuskelzellen bestanden bed allen transplantierten Zellen

Dedifferenzierungs- und Redifferenzierungsvorgangeeobachten waren.
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8. Anlagen

Bilder

Abb. 1

Abb. 2

Abb. 3: ungeschadigtes Bein, Troponin T

Abbildung 5

Abb. 4gescthadigtes Bein, transplantierte Zellen
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Abbildung 6

44



Abb. 7

Abb. 8

45



Abb. 9 1d MF20
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Abb. 10 7d MF20

Abb. 11 15d MF20
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Abb. 12 1d MY32
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Abb. 13 7d MY32

Abb. 14 15d MY32
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Abb. 15 30d MF20
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Abb. 16 30d MY32
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Abb. 18 1d Desmin

52



Abb. 19 15d Desmin
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Abb. 20 30d Desmin

Abb. 21
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9. Thesen

1. Im regenerierenden Stumpf verlieren transplaetielerzmuskelzellen innerhalb von 24

Stunden cardiales Troponin T.

2. Die transplantierten Zellen nehmen innerhalb efsten 24 Stunden im regenerierenden
Stumpf Blastemzellcharakter an.

3. Nach 30 Tagen im regenerierenden Stumpf expremigransplantierte Herzmuskelzellen
skelettmuskelspezifische Proteine (skelettales Myosd skelettales Troponin I)

4. Herzmuskelzellen kénnen 30 Tage im regenerieneislumpf Gberleben.

5. Bei Herzmuskelzellen von Notophthalmus viridesceist eine Anderung der
Proteinausstattung von h