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A. EINLEITUNG  

A.1 Hintergrund  

Eins von zehn Kindern weltweit wird zu früh geboren. Frühgeburtlichkeit wird durch 

zahlreiche Ursachen bedingt, so geht etwa ein erhöhtes Alter der Mutter bei Geburt mit 

einer Risikoerhöhung einher (Chawanpaiboon et al. 2019). Gemäß aktueller Definition 

gilt ein Neugeborenes dann als frühgeboren, wenn es vor der vollendeten 37. 

Schwangerschaftswoche post menstruationem (SSW) entbunden wird. Innerhalb dieses 

Kollektivs werden die Subgruppen geringes Geburtsgewicht (unter 2.500 g; Low Birth 

Weight; LBW), sehr geringes Geburtsgewicht (unter 1.500 g; Very Low Birth Weight; 

VLBW) und extrem geringes Geburtsgewicht (unter 1.000 g; Extremely Low Birth 

Weight; ELBW) unterschieden (WHO 2004). Eine der häufigsten Komplikationen von 

Frühgeburtlichkeit stellt die bronchopulmonale Dysplasie (BPD) dar. Ihr Risiko ist 

insbesondere bei geringem Gestationsalter und Geburtsgewicht erhöht. Frühgeborene der 

Gruppen VLBW und ELBW sind daher überwiegend betroffen (Thébaud et al. 2019). Im 

Jahr 2022 wurden in Deutschland 9.826 Kinder mit einem entsprechend geringen 

Gewicht geboren (IQTIG 2023a), im selben Jahr wurden 451 Neudiagnosen einer BPD 

gestellt (IQTIG 2023b). Zu Prävention und Therapie einer bronchopulmonalen Dysplasie 

erfolgt häufig postnatal die Applikation von Kortikosteroiden und postnatal von 

intratrachealem Surfactant sowie einem milden Beatmungsregime mit dem Ziel 

reduzierter Tidalvolumina und gemäßigter Sauerstoffexposition. Diese Maßnahmen 

haben eine begrenzte Effektivität, da sie nur Teile der Pathogenese positiv beeinflussen. 

Überlappende Signalwege von pulmonaler Inflammation und Entwicklung erschweren 

die Entwicklung adäquater Therapeutika. Hierfür stellt der Einsatz autologer oder 

allogener mesenchymaler Stammzellen eine mögliche Lösung dar, da diese zugleich 

antiinflammatorisch und proliferationssteigernd wirken können (Goetz et al. 2021). Zur 

Entwicklung neuer Therapien der bronchopulmonalen Dysplasie lohnt sich daher ein 

genauerer Blick auf diese Zellen.  

A.2 Bronchopulmonale Dysplasie 

Die Erstbeschreibung der bronchopulmonalen Dysplasie erfolgte durch Northway et al. 

(1967) als radiologisch diagnostizierbare Lungenerkrankung des Frühgeborenen mit 

hoher Mortalität. Die BPD ist eine Entwicklungsstörung der Lunge, der ein 

Atemnotsyndrom und eine künstliche Beatmung vorausgehen. Es wird zwischen der von 
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Northway et al. beschriebenen Ătraditionellen BPDñ und der Ăneuen BPDñ unterschieden: 

Die Ătraditionelle BPDñ betrifft vergleichsweise reife und groÇe Fr¿hgeborene nach 

Anwendung eines intensiven Beatmungsregimes. Das so erzeugte Baro- und Volutrauma 

geht bei Betroffenen mit schwerer interstitieller Fibrosierung einher. Die Ăneue BPDñ tritt 

dagegen besonders häufig bei ELBW-Frühgeborenen auf, deren Überleben erst in Folge 

der zuvor erwähnten Therapiemöglichkeiten (Kortikosteroide, Surfactant, milderes 

Beatmungsregime) möglich wurde. Die Lungenentwicklung wird in fünf Stadien 

eingeteilt und beinhaltet embryonale Phase (SSW 3ï6), pseudoglanduläre Phase (SSW 

5ï17), kanalikuläre Phase (SSW 16ï25), sakkuläre Phase (SSW 24ïGeburt) und 

alveoläre Phase (SSW 24ïLebensjahr 8; Rehman und Bacha 2022). Von der Ăneuen 

BPDñ betroffene Kinder befinden sich bei Geburt hªufig erst in der spªten kanalikulªren 

oder sakkulären Phase. Daher ist die sich in einer BPD manifestierende 

Lungenentwicklungsstörung vor allem durch Störungen der Alveolarisierung und 

Vaskularisierung charakterisiert (Jobe 1999). 

Die gängige Definition der BPD wurde 2001 in einem Workshop des National Heart, 

Lung, and Blood Institute (NHLBI) entwickelt (Jobe und Bancalari 2001). Die letzte 

Überarbeitung erfolgte im NHLBI-Workshop 2018 (Higgins et al. 2018). Letztere wurde 

u. a. wegen mangelnder Standardisierung der radiologischen Bildinterpretation und 

deutlich abweichend berechneten Inzidenzwerten kritisiert, sodass eine zukunftsfeste 

Definition der BPD weiterhin Gegenstand der Diskussion ist (Kim et al. 2021). In dieser 

Arbeit wird daher die weiterhin übliche Definition von 2001 verwendet, die wie folgt 

lautet: Eine bronchopulmonale Dysplasie kann diagnostiziert werden, wenn für 

mindestens 28 Tage eine Behandlung mit mehr als 21 % Sauerstoff stattfand. Für vor 

SSW 32 Geborene erfolgt die Evaluation im SSW 36 entsprechenden Lebensalter, für ab 

SSW 32 Geborene in einem Lebensalter von über 28, aber unter 56 Tagen. Falls das 

Neugeborene bereits vor Erreichen dieser Altersgrenzen aus dem Krankenhaus entlassen 

wird, erfolgt die Evaluation bei Entlassung. Eine milde Form liegt vor, wenn das 

Neugeborene bei Evaluation Raumluft atmet und keine mechanische Atemunterstützung 

benötigt; eine moderate Form, wenn die inspiratorische Sauerstofffraktion FiO2 der 

Atemluft auf einen Anteil unterhalb von 30 % erhöht ist und keine mechanische 

Atemunterstützung benötigt wird; eine schwere Form, wenn dieser Anteil bei mindestens 

30 % liegt und/oder mechanische Atemunterstützung benötigt wird.  
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Risikofaktoren für die Entwicklung einer BPD können in prä- und postnatal unterteilt 

werden: Pränatale Risikofaktoren sind neben den bereits erwähnten Faktoren 

Frühgeburtlichkeit und geringes Geburtsgewicht eine intrauterine Wachstumsrestriktion 

(Intrauterine Growth Retardation; IUGR), Präeklampsie bzw. HELLP-Syndrom 

(Hemolysis, Elevated Liver Enzymes, and Low Platelet Count), ein Nikotinabusus der 

Mutter und eine genetische Prädisposition bzw. männliches Geschlecht. Postnatale 

Risikofaktoren sind eine künstliche Beatmung, eine erhöhte inspiratorische 

Sauerstoffkonzentration, die intensivmedizinische Gabe von Flüssigkeit, Nährstoffen und 

Antibiotika und eine ausbleibende Gabe von Muttermilch. Sowohl prä- als auch postnatal 

bestehen ferner Risiken durch Infektionen und mikrobielle Kolonisation (Holzfurtner et 

al. 2022). Betroffene leiden oftmals unter substanziellen, dauerhaften Einschränkungen: 

Die verringerte Lungenfunktion kann zu Obstruktion mit den Krankheitsbildern Asthma 

bronchiale und COPD, erhöhter Infektanfälligkeit und pulmonal-arterieller Hypertonie 

führen; ferner können neurologische und soziale Entwicklung beeinträchtigt werden 

(Gough et al. 2012; Islam et al. 2015). 

Neben der Prävention auslösender Faktoren kommt daher der Entwicklung effektiver 

Therapeutika besondere Bedeutung zu. Nach Behnke et al. (2021) werden folgende 

Substanzen derzeit am Menschen angewandt oder in klinischen Studien am Menschen 

erprobt: 

- Antioxidantien: Vitamin A, Vitamin E, Docosahexaensäure, N-Acetylcystein, 

Koffein, inhalatives NO 

- Enzymbasierte Therapien: rekombinante humane Kupfer-Zink-

Superoxiddismutase, Surfactant, Selen 

- Antiinflammatorische Therapien: Kortikosteroide, Vitamin D, Azithromycin 

- Zellbasierte Therapien: mesenchymale Stammzellen 

Für letztere sind aus Nagetiermodellen äußerst vielversprechende Ergebnisse bekannt 

(Augustine et al. 2017). Was macht auf mesenchymalen Stammzellen basierende 

Therapien so einzigartig? 

A.3  Mesenchymale Stammzellen im Kontext der BPD 

Mesenchymale Stammzellen haben eine potente regenerative Wirkung, sodass auf ihnen 

basierende Zellprodukte einen aussichtsreichen Therapieansatz der bronchopulmonalen 

Dysplasie darstellen (Thébaud 2018). Im Körper sind sie in zahlreichen Geweben 
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nachweisbar. Die Erstbeschreibung als fibroblastische Vorläuferzellen erfolgte durch 

Friedenstein et al. (1976). Im Kontext der BPD wurde der erste Nachweis von Hennrick 

et al. (2007) erbracht, in dem mesenchymale Stammzellen aus den Trachealsekreten 

künstlich beatmeter Frühgeborener erfolgreich isoliert wurden. Gemäß der Definition der 

International Society for Cell & Gene Therapy (ISCGT; Dominici et al. 2006) müssen 

humane Zellen folgende Kriterien erfüllen, um als mesenchymale Stammzellen 

klassifiziert zu werden: 

- Kunststoffadhärentes Wachstum 

- Expression von CD105, CD73 sowie CD90; Nichtexpression von CD45, CD34, 

CD14 oder CD11b, CD79Ŭ oder CD19 sowie HLA-DR 

- Differenzierbarkeit zu Osteoblasten, Adipozyten und Chondroblasten 

Es besteht eine enge Verwandtschaft zwischen Fibroblasten und mesenchymalen 

Stammzellen. Sie sind gemeinsam Teil der Familie der Stromazellen, sodass auch von 

mesenchymalen Stromazellen gesprochen wird. Die beiden Populationen können meist 

nicht trennscharf abgegrenzt werden und weisen zahlreiche gemeinsame Charakteristika 

auf (Haniffa et al. 2009). Daher wird in dieser Arbeit nicht zwischen den Termini 

Ămesenchymale Stromazelleñ und Ămesenchymale Stammzelleñ differenziert, sondern 

einheitlich der Terminus Ămesenchymale Stammzelleñ mit der Abk¿rzung MSC 

verwendet. 

Da sie ubiquitär vorkommen, sind mesenchymale Stammzellen aus zahlreichen Geweben 

kultivierbar. Für therapeutische Anwendungen sind MSC des Knochenmarks und der 

Nabelschnur besonders relevant. Mesenchymale Stammzellen aus Whartonôs Jelly der 

Nabelschnur wurden erstmalig durch McElreavey et al. (1991) isoliert und von Wang et 

al. (2004) als MSC klassifiziert. Im Vergleich zu aus adultem Knochenmark extrahierten 

Zellen sind MSC der Nabelschnur stärker antiinflammatorisch wirksam und initial 

leichter zu kultivieren: Es ist keine invasive Probenentnahme erforderlich, da die für 

gewöhnlich vernichtete Nabelschnur verwendet werden kann (Jin et al. 2013). 

In der Lunge entfalten MSC umfangreiche antiinflammatorische und 

wachstumsstimulierende Wirkungen (Abbildung 1). Es gibt Hinweise darauf, dass 

residente pulmonale MSC ihre volle Funktionsfähigkeit erst schrittweise im Laufe der 

fetalen Entwicklung erlangen. Möbius et al. (2019) verglichen residente pulmonale MSC 

von zwischen SSW 16 und SSW 18 entbundenen Föten mit Nabelschnur-MSC, in dem 
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sie die Zellen in vitro gegenüber einer erhöhten Sauerstoffkonzentration (Hyperoxie) 

exponierten. Bei aus der Nabelschnur kultivierten MSC zeigten sich hierbei signifikant 

stärkere antiinflammatorische Effekte. 

Abbildung 1: Wirkungen autologer und allogener MSC der Lunge 

 

- Immunmodulatorische Wirkung: Annahme eines antiinflammatorischen Phänotyps von T-Zellen, 

NK-Zellen und mononukleären Zellen 

- Antimikrobielle Effekte, Inhibition der epithelial-mesenchymalen Transition, Erhöhung der 

Clearance pulmonaler Sekrete 

- Entwicklungsfördernde, regenerative und wachstumsstimulierende Wirkung durch parakrine 

Sekretion von Wachstumsfaktoren und Verbesserung u. a. der interzellulären Kommunikation 

durch Sekretion extrazellulärer Vesikel 

- Stabilisierung des Energiehaushalts von Zellen des Lungenepithels durch Übertragung 

zytoplasmatischer Organellen über Nanotubes  

Quelle: Behnke et al. (2020) 

Auch in vivo zeigten sich im Nagetiermodell in zahlreichen Studien positive Effekte der 

Gabe allogener MSC auf Lungengewebe unter erhöhter Sauerstoffexposition. So kam es 

etwa zur verstärkten Alveolarisierung, zur verbesserten Angiogenese mit verringerter 

Muskularisierung intrapulmonaler Arteriolen und zu einem verringerten Auftreten von 

pulmonal-arterieller Hypertonie und Lungenfibrose (Augustine et al. 2017). 

Interessanterweise ergab sich dies auch, wenn statt der unmittelbaren Zellen Exosomen 
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oder so genanntes konditioniertes Medium dieser Zellen appliziert wurden (Thébaud 

2018). Die Überlebensfähigkeit von MSC in vivo war dagegen auf wenige Tage 

beschränkt (Chen et al. 2013). Anwendungen bei Neugeborenen im Kontext der BPD 

befinden sich bislang in einem Anfangsstadium: In drei Phase-I-Studien wurde die 

prinzipielle Machbarkeit einer trachealen bzw. intravenösen MSC-Gabe demonstriert 

(Chang et al. 2014; Lim et al. 2018; Xia et al. 2023). Eine dieser Arbeitsgruppen 

untersuchte in einer sich anschließenden Phase-II -Studie für n=66 erstmals die 

therapeutische Wirksamkeit einer MSC-Gabe zur Prävention oder Therapie der BPD. Für 

die Subgruppe der in SSW 23 und 24 Geborenen konnte eine signifikante Verringerung 

des sekundªren Outcomes Ăschwere BPDñ gezeigt werden; in der Gesamtgruppe 

verªnderte sich das primªre Outcome ĂTod oder schwere/moderate BPDñ nicht 

signifikant. Eine auf in SSW 23 und 24 Geborene beschränkte Phase-II -Studie derselben 

Arbeitsgruppe ist daher in Arbeit (Ahn et al. 2021). 

A.4 Molekulare Mechanismen 

Im vorhergehenden Abschnitt wurde beschrieben, dass zum Nachweis mesenchymaler 

Stammzellen in Ermangelung spezifischer Marker mehrere Schritte notwendig sind. Die 

Gruppe der Platelet Derived Growth Factors (PDGF) könnte eine Lösung liefern: Bei 

ihnen handelt es sich um 1974 erstbeschriebene Wachstumsfaktoren, von denen die vier 

Isotypen A, B, C und D existieren (Ross et al. 1974). Bonner et al. (1991) konnten zeigen, 

dass PDGF-Isotypen die Proliferation von Lungenfibroblasten induzieren. PDGF wirkt 

u. a. am PDGF-Rezeptor (PDGFR), welcher ubiquitär von mitosefähigen Zellen 

exprimiert wird. Es existieren die Subtypen PDGFRŬ und PDGFRɓ. Die Expression von 

PDGFRŬ ist spezifisch f¿r mesenchymale Stammzellen, sodass die Prüfung auf 

PDGFRŬ-Positivität ein Bestandteil der Verifizierung von Stammzellcharakteristika sein 

kann (Farahani und Xaymardan 2015). Sowohl im Tiermodell als auch bei Frühgeborenen 

konnte gezeigt werden, dass sich die Expression von PDGFRŬ durch mechanische 

Beatmung verringert (Bland et al. 2007; Popova et al. 2014; Oak et al. 2017). Ein gezielter 

Knockout von PDGFRŬ f¿hrte zu schweren Entwicklungsstörungen der Lunge (Boström 

et al. 1996). 

Die Fähigkeit von MSC, eine Enddifferenzierung zu verschiedenen Zelltypen 

anzunehmen, wurde bereits erläutert. Neben den nach ISCGT nachzuweisenden 

Zelltypen sind MSC in der Lage, sich zu Myofibroblasten zu differenzieren. Ein 
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charakteristischer Marker dieser Zellen ist das am Zytoskelett beteiligte Protein Ŭ Smooth 

Muscle Actin (ŬSMA; Darby et al. 1990). Bei Untersuchungen an aus Trachealsekreten 

beatmeter Kinder isolierten MSC war ein Phänotyp mit hoher Spontanproliferation und 

verringerter Expression von ŬSMA prªdiktiv f¿r einen hºheren Schweregrad einer BPD. 

Durch Stimulation mit proinflammatorischen Zytokinen konnte dieser Phänotyp gezielt 

induziert werden (Reicherzer et al. 2018).  

Neben der Veränderung von Stammzellcharakteristika kann Zellstress auch den 

Zellzyklus beeinflussen. Das Konzept der zellulären Seneszenz beschreibt einen 

irreversiblen Zellzyklusarrest, der mit einer permanenten Funktionsveränderung 

verbunden ist (Hayflick und Moorhead 1961). Lichtmikroskopisch zeigen sich seneszente 

Zellen flacher und größer als vitale Zellen. Sie verfügen zudem über mehr Stressfasern 

und über mehr und längere Podien (Sethe et al. 2006). Einer der häufigsten Marker zur 

Darstellung zellulärer Seneszenz ist die von Dimri et al. (1995) erstbeschriebene ɓ-

Galaktosidase. Ursächlich für eine in Färbungen erhöht darstellbare ɓ-Galaktosidase ist 

vorwiegend eine erhöhte Anzahl und Enzymsynthese von Lysosomen. 

Ein Mediator für die Induktion zellulärer Seneszenz ist p21 (Muñoz-Espín et al. 2013). 

p21 ist ein Gentranskript, das in hoher Konzentration in vitro als wachstumshemmend auf 

Zellen von Gehirn, Lunge und Kolon erstbeschrieben wurde (El-Deiry et al. 1993). Es ist 

auch als Cyclin-Dependant-Kinase-Inhibitor 1 (CDK-Inhibitor 1) bekannt. Eine hohe 

zelluläre p21-Konzentration bewirkt ein Sistieren der Zellteilung nach erfolgter Mitose, 

in dem Zellen in einen G0-Status übergehen. Sie treten somit nicht über G1- und S-Phase 

in einen neuen mitotischen Zyklus ein (Liu et al. 2017). p21 kann als zellulärer 

Schutzfaktor gegen Sauerstofftoxizität angesehen werden (Helt et al. 2001); im 

Nagetiermodell führt ein p21-Knockout dementsprechend zu einer verstärkten 

Lungenschädigung unter Sauerstoffexposition (McGrath-Morrow et al. 2004). 

Der Phosphatidylinositol-3-Kinase-Akt-Signalweg (PI3K/Akt-Signalweg) ist ebenfalls 

an der Regulation von Zellzyklus und Zellmetabolismus beteiligt  (Abbildung 2). Der 

Grundstein für die Entdeckung dieses Signalwegs wurde von Staal et al. (1977) im 

Zellkulturmodell gelegt: Mit dem Retrovirus AKT-8 infizierte Zellen zeigten ein erhöhtes 

Auftreten von Leukämien. Später wurde das auch als Proteinkinase B bezeichnete Akt als 

Onkogen in mit AKT-8 infizierten Zellen identifiziert und in den PI3K/Akt-Signalweg 

eingeordnet. In MSC ging eine hohe Konzentration von Akt mit einer umfangreicheren 

Funktionsfähigkeit einher. Im Einzelnen beinhaltete dies Verbesserungen von zellulärem 
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Überleben, Proliferation, Migration, Angiogenese und Zytokinsynthese (Chen et al. 

2013). 

Abbildung 2: PI3K/Akt-Signalweg 

 

Umfangreiche Auswirkungen von Akt (Pfeil) auf den Zellzyklus, unter anderem Phosphorylierung von p21 

(Pfeil) und über mehrere Zwischenschritte Phosphorylierung von Erk (Pfeil); Quelle: Kegg Pathway 

Database (2024) 

A.5 Zielsetzung 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, humane MSC der Nabelschnur in vitro unter 

Bedingungen zu untersuchen, wie sie bei der Beatmung eines Frühgeborenen herrschen. 

Hierzu wurde zunächst der Phänotyp der Zellen nach Exposition gegenüber rhythmischer 

Dehnung (Cyclic Mechanical Stretch; CMS) und Hyperoxie (HOX) betrachtet. Daran 

anschließend wurden zelluläre Signalwege analysiert und geprüft, inwiefern ein 

auftretender Zellzyklusarrest reversibel ist. Dies geschah vor dem Hintergrund, dass 

Frühgeburtlichkeit mit ihrer Komplikation bronchopulmonale Dysplasie ein 

schwerwiegendes Problem darstellt. Aktuell besteht ein Defizit in den 

Behandlungsmöglichkeiten einer BPD, wobei allogene mesenchymale Stammzellen als 
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vielversprechender Therapieansatz gelten. Um adäquate Therapeutika zu entwickeln, ist 

ein besseres Verständnis dafür notwendig, wie sich die potenziell therapeutisch 

einsetzbaren humanen MSC der Nabelschnur unter den in der Lunge eines beatmeten 

Frühgeborenen herrschenden Bedingungen verhalten. Unsicherheiten bezüglich eines 

bestmöglichen und möglichst lang wirksamen Zellprodukts gehören dabei zu den 

Hauptproblemen pulmonaler Stammzelltherapien. Um dieses Problem anzugehen, könnte 

die Effektivität von MSC-Therapeutika durch Inhibition relevanter Gene und Selektion 

besonders wirksamer Kulturen verbessert werden (Liang et al. 2021). Die Auswahl 

geeigneter Zielproteine erfordert jedoch ein präzises Verständnis der zugrundeliegenden 

Signalwege. Indem sie dieses Verständnis verbessert, soll diese Arbeit langfristig dazu 

beitragen, Kinder mit bestehender oder drohender bronchopulmonaler Dysplasie mit 

stammzellbasierten Präparaten erfolgreich zu behandeln. 

Abbildung 3: Forschungsfragen 

 

 

 

 

 

 

 

Es wurden zunächst die in Abbildung 3 dargestellten Forschungsfragen formuliert. Aus 

diesen Forschungsfragen wurden im nächsten Schritt die in Abbildung 4 gezeigten 

Hypothesen abgeleitet. Zur Untersuchung dieser Hypothesen wurde ein Zellkulturmodell 

etabliert, in dem MSC simultan gegenüber rhythmischer Dehnung und Hyperoxie 

exponiert werden können. Die visuelle Dokumentation von Zellmorphologie und Zellzahl 

erfolgte mittels Lichtmikroskopie unter Einsatz von spezifischen Färbungen; zur 

Identifikation der Oberflächenmarker und zur Quantifizierung des programmierten 

Zelltods wurde die Durchflusszytometrie verwendet; die Proteinanalytik erfolgte 

schließlich durch Western Blots. 
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Abbildung 4: Hypothesen 
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B. MATERIAL UND METHODEN  

B.1 Material  

B.1.1 Gewebeproben 

Als Gewebeproben wurden ausschließlich Nabelschnüre von gesunden Neugeborenen 

aus Entbindung per Sectio zwischen SSW 25+5 und 41+1 ohne Zeichen einer Infektion 

verwendet. Ein ca. 10 cm langes Nabelschnurasservat wurde im Kreißsaal steril in ein 

125 ml-Probengefäß mit ca. 25 ml isotonischer NaCl-Lösung gegeben und bis zu 48 h bei 

4 °C gelagert, bevor die Kultivierung der Zellen begann. Es wurden Zellen von 30 

verschiedenen Neugeborenen isoliert; Details sind in Abbildung 5 dargestellt.  

Abbildung 5: Herkunft der Gewebeproben 

(Small for Gestational Age)

(Large for Gestational Age)
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A: Auswertung zur Herkunft der Gewebeproben; beim Vorliegen einer Mehrlingsgeburt wurde jeweils nur 

ein Geschwisterkind eingeschlossen; n=30 

B: Tabellarische Auflistung der einzelnen Gewebeproben; je eine Probe von zwei zusätzlich 

eingeschlossenen Frühgeborenen mit sehr bzw. extrem geringen Geburtsgewicht wurde zum Vergleich für 

Differenzierung, zelluläre Seneszenz und Versuche zur Reversibilität des Zellzyklusarrests verwendet ()z; 

n=30 

B.1.2 Chemikalien 

Acrylamid 30 %   Biorad, Hercules, US, #1610156 

Akt-Inhibitor VIII    Merck, Darmstadt, DE, #124018-5MG 

Albumin V    Carl Roth, Karlsruhe, DE, #80764 
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Alizarinrot    Carl Roth, Karlsruhe, DE, #03481 

Ammoniumpersulfat   Biorad, Hercules, US, #1610700 

Annexin V Binding Buffer   Biolegend, San Diego, US, #422201 

Annexin V PE    Biolegend, San Diego, US, #640947 

ɓ-Galactosidase Staining Kit  Cell Signaling, Danvers, US, #9860S 

ɓ-Mercaptoethanol    Merck, Darmstadt, DE, #M3148-25ML 

ddH2O     B. Braun, Melsungen, DE, PZN 00088992 

Dimethylformamid    Merck, Darmstadt, DE, #D4254 

Dimethylsulfoxid   Merck, Darmstadt, DE, #D8418-50ML 

DMEM, high glucose   Thermo Fisher, Waltham, US, #41965092 

ECL-Reagenz    Thermo Fisher, Waltham, US, #34095 

EDTA     Applichem, Darmstadt, DE, #A50970250 

Essigsäure    Carl Roth, Karlsruhe, DE, #7332.1 

Fetal Calf Serum (FCS)  Thermo Fisher, Waltham, US, #10270106 

Gamunex 10 %   Grifols, Barcelona, ES, PZN 00440489 

Gentamycin 40 mg/ml   Ratiopharm, Ulm, DE, PZN 03928174 

Glycerol     Merck, Darmstadt, DE, #G5516-100ML 

Isopropanol    Avantor, Radnor, US, #8067 

Laemmli-Ladepuffer   Biorad, Hercules, US, #1610737 

Laufpuffer     Biorad, Hercules, US, #1610772 

Lipofectamine RNAiMAX   Thermo Fisher, Waltham, US, #13778150 

MEM mit Glutamax    Thermo Fisher, Waltham, US, #41090028 

MesenCult MSC Basal Medium  Stemcell Technologies, Vancouver, CA, #05401 

Methanol    Merck, Darmstadt, DE, #32213-2.5L-M 

Milchpulver 5 %    Carl Roth, Karlsruhe, DE, #T1451 

Natriumchlorid   Carl Roth, Karlsruhe, DE, #39571 
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Natriumchlorid 0,9 %, Lösung B. Braun, Melsungen, DE, PZN 2737779 

Ölrot     Thermo Fisher, Waltham, US, #11459030 

Opti-MEM     Thermo Fisher, Waltham, US, #11058021 

Paraformaldehyd 4 %   Merck, Darmstadt, DE, #1040051000 

Penicillin 10.000 IU/ml ï                     

Streptomycin 10.000 µg/ml  Thermo Fisher, Waltham, US, #15140122 

Phosphate Buffered Saline (PBS) Thermo Fisher, Waltham, US, #70011036 

Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher, Waltham, US, #23225 

Ponceau S    Carl Roth, Karlsruhe, DE, #59382 

Precision Plus Protein                              

Dual Color Standards   Biorad, Hercules, US, #1610374 

RIPA Lysis Buffer    Santa Cruz, Dallas, US, #sc-24948 

Sauerstoff, medizinisch  Nippon Gases, Shinagawa, JP, #005210 

SDS     Biorad, Hercules, US, #1610416 

StemPro               

Adipogenesis Differentiation Kit  Thermo Fisher, Waltham, US, #A1007001 

StemPro                   

Osteogenesis Differentiation Kit Thermo Fisher, Waltham, US, #A1007201 

Stripping Buffer    Thermo Fisher, Waltham, US, #21063 

TEMED    Biorad, Hercules, US, #1610800 

Tris Base    Merck, Darmstadt, DE, #T1503-1KG 

Tris/Glycine Buffer    Biorad, Hercules, US, #1610771 

TrypLE Express    Thermo Fisher, Waltham, US, #12605028 

Tween     Merck, Darmstadt, DE, #655205-250ML 

B.1.3 Puffer und andere Lösungen 

Alizarinrot, Färbelösung: 

Auflösen von 2 g Alizarinrot in 100 ml ddH2O; pH-Titration auf 4,1ï4,3; Filtration 
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FACS-Puffer: 

1 g Albumin V auf 100 ml PBS 

Kulturmedium in Passage 0: 

443,75 ml MesenCult MSC Basal Medium; 50 ml FCS; 5 ml Penicillin 10.000 IU/ml ï 

Streptomycin 10.000 µg/ml; 1,25 ml Gentamycin 40 mg/ml 

Kulturmedium in nachfolgenden Passagen: 

443,75 ml MEM mit Glutamax; 50 ml FCS; 5 ml Penicillin 10.000 IU/ml ï Streptomycin 

10.000 µg/ml; 1,25 ml Gentamycin 40 mg/ml 

Ölrot, Färbelösung: 

Auflösen von 60 mg Ölrot in 20 ml Isopropanol; Hinzufügen von 13,3 ml ddH2O; Setzen 

für 10min; Filtration; kurz vor Versuchsdurchführung: Verdünnung im Verhältnis 3 Teile 

Ölrot Stock Solution : 2 Teile ddH2O 

Ponceaurot, Färbelösung: 

0,5 g Ponceau S auf 99 ml ddH2O und 1 ml Essigsäure 

Puffer für Sammelgel: 

12,2 g Tris; 0,8 g SDS auf 200 ml ddH2O 

Puffer für Trenngel: 

90,8 g Tris; 2 g SDS; 5,96 g EDTA auf 500 ml ddH2O 

Sammelgel: 

1,2 ml ddH2O; 500 µl Puffer für Sammelgel; 300 µl Acrylamid 30 %; 3,2 µl TEMED; 

19,2 µl Ammoniumpersulfat 10 % 

TBS-T 0,5 %: 

2,4 g Tris und 8,8 g Natriumchlorid auf 1000 ml ddH2O mit pH-Titration auf 7.6; 

anschließend mit 5 ml Tween versetzt 

Transferpuffer: 

100 ml Tris/Glycine Buffer; 200 ml Methanol; 700 ml VE-Wasser 

Trenngel: 
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1,6 ml ddH2O; 1,2 ml Puffer für Trenngel; 1,7 ml Acrylamid 30 %; 400 µl Glycerol 50 %; 

4 µl TEMED; 75 µl Ammoniumpersulfat 10 % 

B.1.4 Antikörper und Färbungen 

Abbildung 6: Antikörper und Färbungen 

ʰ

ʰ

B.1.5 siRNA und biochemische Inhibitoren 

Akt Inhibitor VIII    Merck, Darmstadt, DE, #124018-5MG 

mock-siRNA     Thermo Fisher, Waltham, US, #4390843 

p21-siRNA     Thermo Fisher, Waltham, US, #4390824-s417 

B.1.6 Verbrauchsmaterialien 

6-Well-Platten, nicht beschichtet Greiner, Kremsmünster, AT, #657160 
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6-Well-Platten, Kollagen-Coating Flexcell, Burlington, US, #BF-3001C 

96-Well-Platten   Greiner, Kremsmünster, AT, #655180 

Blotbox    Advansta, San Jose, US, #L07031005 

Extra Thick Blot Filter Paper  Biorad, Hercules, US, #1703966 

Gefrierbehälter   Thermo Fisher, Waltham, US, #5100-0001 

Nitrocellulosemembran  GE Healthcare, Chalfont St Giles, GB, #10600015 

Petrischale 100 mm    Sarstedt, Nümbrecht, DE, #833902 

Pinzette, chirurgisch   Entrhal, Straelen, DE, #0118809 

Pipetten    Gilson, Middleton, US, #F144059M u. a. 

Pipettenspitzen mit Filter  Nerbe, Winsen, DE, #076958300 u. a. 

Probengefäß 125 ml   Nerbe, Winsen, DE, #086026042 

Reagiergefäß 1,5 ml    Sarstedt, Nümbrecht, DE, #72706400 

Röhrchen für FACS 5 ml  Sarstedt, Nümbrecht, DE, #551579 

Röhrchen 15 ml    Greiner, Kremsmünster, AT, #188271 

Röhrchen 50 ml   Greiner, Kremsmünster, AT, #227261 

Skalpell Nr. 10   Feather, Osaka, JP, PZN 063665 

Zellkulturflasche T75   Greiner, Kremsmünster, AT, #658175 

B.1.7 Geräte 

Durchflusszytometer    Becton Dickinson, Franklin Lakes, US, #Aria III 

Durchflusszytometer    Becton Dickinson, Franklin Lakes, US, #Canto II 

Elektrophoresesystem   Biorad, Hercules, US, #1658001FC, #1653360 

Imager     Biorad, Hercules, US, #ChemiDoc XRS+ 

Inkubator    Thermo Fisher, Waltham, US, #Heracell Vios 160i 

Kühlschrank 4 °C   Liebherr, Kirchdorf, DE, #BioFresh u. a. 

Kühlschrank -80 °C   Thermo Fisher, Waltham, US, #TSX50086V 

Kühlzentrifuge   Hettich, Tuttlingen, DE, #Mikro 220R 
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Laminar-Flow-Sterilbank   Heraeus, Hanau, DE, #Kendro HS12 

Lichtmikroskop   Carl Zeiss, Oberkochen, DE, #Axiovert 25 

Lichtmikroskop, digital  Leica, Wetzlar, DE, #DMi1 

Nanodrop    Thermo Fisher, Waltham, US, #ND-1000 

Neubauer-Zählkammer  Laboroptik, Lancing, GB, #Neubauer Improved 

Plexiglasbox    Sora, Wutha-Farnroda, DE, #20300 

Powerpack    Biorad, Hercules, US, #Powerpack 300 u. a. 

Sauerstoffmessgerät   Greisinger, Regenstauf, DE, #GOX-100 

Schwenker    IKA, Staufen, DE, #Rocker 3D Digital u. a. 

Smartphone Shenzhen Zhixin New Information Technology Co., 

Ltd., Shenzhen, CN, #Honor 9 Lite 

Tension System   Flexcell, Burlington, US, #Tissue Train 

Thermoschüttler   A. Hartenstein, Würzburg, DE, #TS-100 

Tischzentrifuge   Eppendorf, Hamburg, DE, #Minispin plus u. a. 

TransBlot Turbo   Biorad, Hercules, US, #TransBlot Turbo 

Vortexer    Heidolph, Schwabach, DE, #REAX 2000 

Zentrifuge    Hettich, Tuttlingen, DE, #Rotina 38 

B.1.8 Software 

FACS Diva    Becton Dickinson, Franklin Lakes, US,  

#FACS Diva 6.1.3 

FlowJo     Becton Dickinson, Franklin Lakes, US,   

     #FlowJo 10.7.1 

ImageLab    Biorad, Hercules, US, #ImageLab 

ImageJ     Wayne Rasband, Kensington, US, #ImageJ 1.54j 

LAS EZ    Leica, Wetzlar, DE, #LAS EZ 

R     The R Foundation, Wien, AT, #R 4.1.3 
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B.2 Methoden 

In einem ersten Schritt erfolgte die in unserer Arbeitsgruppe erstmalige Etablierung eines 

Kultivierungsprotokolls von Nabelschnur-MSC. Die Inkulturnahme erfolgte via Tissue 

Explant Method angelehnt an Beeravolu et al. (2017). Da diese keine enzymatische 

Behandlung etwa durch Kollagenasen erfordert, wurde eine Beeinflussung der Zellen 

möglichst geringgehalten. Zur Untersuchung der Differenzierungsfähigkeit erfolgte eine 

Kultivierung über mehrere Wochen zu Adipozyten bzw. Osteoblasten. Die für 

Adipozyten charakteristischen Lipidvakuolen wurden mittels Ölrotfärbung, die für 

Osteoblasten charakteristischen Kalziumreservoirs mittels Alizarinrotfärbung 

lichtmikroskopisch nachgewiesen. Ferner wurden undifferenzierte Zellen in der 

Durchflusszytometrie auf charakteristische Oberflächenmarker untersucht. 

Im zweiten Schritt wurde die Veränderung des Phänotyps der Zellen unter CMS und HOX 

untersucht, um die Bedingungen in der Lunge eines beatmeten Neugeborenen zu 

simulieren. Hierzu wurde ein Versuchssetting mit einem Flexcell Tension System für die 

rhythmische Dehnung und einem nahezu luftdicht verschließbaren Behältnis aus 

Plexiglas für die Hyperoxie genutzt. Die Dokumentation der Proben erfolgte 

lichtmikroskopisch ungefärbt sowie nach Färbung auf ɓ-Galaktosidase zur Darstellung 

der zellulären Seneszenz. Veränderungen auf Proteinebene wurden mit Western Blots auf 

PDGFRŬ und ŬSMA visualisiert. 

Als Drittes wurde untersucht, welche Signalwege den bereits lichtmikroskopisch 

gezeigten Veränderungen zugrunde liegen. In Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe 

mit trachealen MSC wurden p21, phospho-Akt und phospho-Erk in einem Microarray als 

mögliche Zielproteine identifiziert und deren Hochregulation unter CMS und HOX 

bestätigt (Behnke et al. 2024). Daran anschließend wurden entsprechende Antikörper für 

die Anwendung im Western Blot titriert, um Veränderungen in der Expression dieser 

Proteine untersuchen zu können. In weiteren Vorversuchen wurden passende Zeitpunkte 

ermittelt, da Hoch- bzw. Herunterregulation nur zeitlich begrenzt nachweisbar sind. So 

konnte eine Hochregulation von p21 und phospho-Akt verifiziert werden, für phospho-

Erk war dies nicht der Fall. Es folgte die Etablierung einer selektiven Hemmung von p21 

mittels Small Interfering RNA (siRNA) und von phospho-Akt mittels biochemischem 

Inhibitor. Die Effektivität der Inhibition wurde in Western Blots objektiviert. Um die 

Auswirkungen auf die zelluläre Viabilität unter den gewählten Stressoren zu ermitteln, 

erfolgten durchflusszytometrische Messungen des programmierten Zelltods mittels der 
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Farbstoffe Annexin V und Sytox. Annexin V bindet an Phosphatidylserin, das bei 

apoptotischen Zellen nach außen gelagert wird. Sytox kann in nekrotische Zellen 

gelangen und an dort befindliche DNA binden. So konnte zwischen vitalen sowie 

apoptotischen und nekrotischen Zellen unterschieden werden.  

Im abschließenden vierten Schritt wurde untersucht, ob es je nach Expositionsdauer auch 

zu einem reversiblen Zellzyklusarrest kommen kann. Zellen wurden nach Beendigung 

von CMS und HOX für einige Zeit unter Normalbedingungen weiterkultiviert und 

phänotypisch im Lichtmikroskop verglichen. In Abbildung 7 sind die verwendeten 

Methoden den jeweiligen Forschungsfragen zugeordnet. Anschließend erfolgt eine 

präzise Beschreibung der einzelnen Schritte. 

Abbildung 7: Fragestellungen und verwendete Methoden 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B.2.1 Zellkultur  

Für die gesamte Zellkultur gilt, dass ausschließlich mit humanen mesenchymalen 

Stammzellen gearbeitet wurde, die vor Ort aus der Nabelschnur isoliert wurden. Das 

entsprechende Protokoll wurde neu etabliert, ist in Abbildung 8 dargestellt und wurde 

durch Phänotypisierung und Differenzierung der Zellen validiert. Zellen wurden 
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grundsätzlich nicht über Passage 2 hinausgehend verwendet und nicht eingefroren. Einzig 

zum initialen Nachweis des Zelltyps mesenchymale Stammzelle wurden neben Zellen aus 

Passage 1 auch Zellen aus Passage 3 verwendet. 

Abbildung 8: Kultivierungsprotokoll 

 

 

 

 

 

 

A: Sterile Entnahme der Nabelschnur bei Sectio; Quelle: https://commons.wikimedia.org/wiki/File: 

Caesarean_section_operation_-cutting_the_umbilical_cord-8Fe b2011.jpg 

B: Eröffnung und Entfernung der Gefäße 

C: Inkubation der Gewebsstücke (hier abweichend in einer 6-Well-Platte) 

D: Aussprossen der MSC 

Die Kultivierung erfolgte in einem Inkubator bei 37 °C mit 5 % CO2 und 95 % 

Luftfeuchtigkeit. Von den erwähnten Kulturmedien wurden 2 ml in 6-Well-Platten, 3 ml 

in 6-Well-Platten bei CMS und HOX, 6,5 ml in 100 mm-Petrischalen und 9 ml in T75-

Zellkulturflaschen verwendet. Ein Mediumwechsel erfolgte zweimal wöchentlich, nicht 

aber während eines Experiments. 

Bei der Inkulturnahme wurde die Nabelschnur in einer 100 mm-Petrischale unter der 

Sterilbank platziert und deren Gefäße mit gekühltem (4 °C) PBS gespült. Sie wurde 

anschließend mit Skalpell und Pinzette auf 3 cm lange Stücke eingekürzt und longitudinal 

eröffnet. Die Blutgefäße wurden entfernt und das verbleibende Gewebe in annähernd 

quadratische Stücke mit 1ï2 mm Kantenlänge zerteilt. Jeweils 30 Gewebsstücke wurden 

mit der Innenseite nach unten in einer weiteren 100 mm-Petrischale platziert und für 5 

min ohne Medium belassen. Schließlich wurden die Gewebsstücke vorsichtig mit 

Kulturmedium überschichtet und für 16ï18 Tage inkubiert. Unmittelbar vor der sich 

anschließenden erstmaligen Passagierung erfolgte die Entfernung der Gewebsstücke. 

Wenn in nachfolgenden Abschnitten der Terminus n= verwendet wird, sind damit stets 

Zellen gemeint, die aus unterschiedlichen Nabelschnüren isoliert wurden. 
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Wiederholungen von Untersuchungen an Zellen der gleichen Nabelschnur wurden nicht 

für die Auswertung verwendet. 

Die Passagierung erfolgte zu diesem und zu späteren Zeitpunkten bei einer Konfluenz 

von 70ï90 %. Zunächst wurden die Zellen mit einer der Menge des Kulturmediums 

entsprechenden Menge PBS gewaschen. Anschließend erfolgte eine Überschichtung mit 

TrypLE Express, wobei 500 µl für ein Well einer 6-Well-Platte und je 3 ml für T75-

Flaschen und 100 mm-Petrischalen verwendet wurden. Für die enzymatische Ablösung 

wurden die Zellen für 3 min bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert, die Ablösung wurde 

anschließend durch Hinzugabe der doppelten Menge DMEM unterbrochen. Die so 

entstandene Zellsuspension wurde bei 440 g für 5 min in einer Rotina 38-Zentrifuge 

zentrifugiert. Nach Absaugen des Überstands wurde das so entstandene Pellet in 

Kulturmedium resuspendiert und die Zellzahl in einer Neubauer-Zählkammer unter 

einem Axiovert-Lichtmikroskop bestimmt. Bei Weiterkultivierung erfolgte die Aussaat 

in einer Zelldichte von 7.500 Zellen/cm2. 

Für die zum Nachweis des Zelltyps mesenchymale Stammzelle erforderliche 

Differenzierung der Zellen zu Adipozyten und Osteoblasten wurden Zellen in Passage 1 

und 3 mittels Adipogenesis Differentiation Kit und Osteogenesis Differentiation Kit 

entsprechend den Protokollen des Herstellers für 2ï3 Wochen in nicht beschichteten 6-

Well-Platten kultiviert. Zellen aus Passage 3 wurden zusätzlich geprüft, um 

sicherzugehen, dass die in den Versuchen verwendeten Zellen in Passage 2 in jedem Fall 

über Stammzelleigenschaften verfügen. Als Negativkontrolle wurden Zellen gleicher 

Kultur und Passage verwendet, die für die gleiche Zeitdauer in gewöhnlichem 

Kulturmedium inkubierten. Eine detaillierte Beschreibung der sich anschließenden 

Färbungen findet sich im Abschnitt zur Lichtmikroskopie. 

B.2.2 Rhythmische Dehnung und Hyperoxie 

Für die Versuche, die CMS und HOX untersuchten, wurden am ersten Versuchstag 

150.000ï200.000 Zellen pro Well einer mit Kollagen I beschichteten 6-Well-Platte mit 

dreidimensional dehnbarem Boden ausgesät. Bei den Versuchen zu lichtmikroskopischer 

Zellzählung, ɓ-Galaktosidase-Färbung und Reversibilität Zellzyklusarrest erfolgte 

aufgrund der lichtmikroskopischen Zielparameter eine Aussaat in geringerer Dichte von 

75.000 Zellen pro Well, um die Abgrenzbarkeit der Zellen voneinander zu erhöhen. Am 

zweiten Tag erfolgte ein Mediumwechsel, um Zellen zu entfernen, die sich nicht gesetzt 
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hatten. Falls eine Inhibition Bestandteil des Versuchs war, wurden zudem die 

entsprechenden Reagenzien hinzugegeben. Für die Inhibition mittels siRNA wurde nach 

dem Protokoll des Transfektionsreagenz Lipofectamin mit Opti-MEM gearbeitet. Die 

p21-siRNA und die mock-siRNA als Negativkontrolle wurden in einer Konzentration von 

8,3 nM (entsprechend 25 pmol in einem Well einer 6-Well-Platte) appliziert. Für die Akt-

Inhibition wurde ein biochemischer Akt-Inhibitor (Akt-Inhibitor VIII) verwendet. 

Zunächst wurde parallel mit den Konzentrationen 1 µM und 3 µM (entsprechend 3 nmol 

und 9 nmol pro Well einer 6-Well-Platte) gearbeitet. Da nur die höhere Konzentration für 

eine zuverlässige Inhibition geeignet war, wurde in späteren Versuchen nur diese 

appliziert. 

Am dritten Versuchstag begann die Applikation von CMS und HOX. CMS wurde über 

ein BioFlex Tension System derart realisiert, dass ein Tidalvolumen von 5 ml/kg und eine 

Atemfrequenz von 60/min möglichst akkurat abgebildet wurden. Hierzu wurden eine 

sinusoidale Elongation von 1ï8 %, eine Frequenz von 1 Hz und ein Aussteuerungsgrad 

(Duty Cycle; DC) von 40 % gewählt. Für die Exposition gegenüber Hyperoxie wurde ein 

Zielwert von 80 % Sauerstoff gewählt, um eine intensive Beatmung zu simulieren. In 

einer annähernd luftdicht verschließbaren Plexiglasbox wurde dabei der Sauerstoffgehalt 

unter Verwendung von medizinischem Sauerstoff in einem Korridor zwischen 77,5 % 

und 82,5 % gehalten. Die Einhaltung des Sauerstoffwerts wurde regelmäßig mit einem 

Sauerstoffmessgerät überprüft. CMS und HOX wurden in Abhängigkeit vom 

Zielparameter für einen Zeitraum von 12 h (Western Blots auf phospho-Akt), 24 h 

(Western Blots auf p21) und 72 h (Lichtmikroskopie, ɓ-Galaktosidase-Färbung, 

Durchflusszytometrie, Western Blots auf PDGFRŬ und ŬSMA) aufrechterhalten. Zur 

Prüfung einer möglichen Reversibilität des Zellzyklusarrests wurden die Zellen nach 

abgeschlossener Applikation von CMS und HOX für weitere 4 bis 7 Tage unter 

Normalbedingungen kultiviert.  

B.2.3 Lichtmikroskopie  

Bei anzufärbenden Zellen wurde nach Versuchsende stets das Medium aspiriert und ein 

Waschschritt mit 3 ml PBS pro Well durchgeführt. Falls die Zellen ungefärbt 

mikroskopiert werden sollten, wurde anschließend lediglich eine Fixierung für 30 min in 

Paraformaldehyd 4 % bei Zimmertemperatur durchgeführt. Die Mikroskopie erfolgte an 

einem digitalen Auflichtmikroskop, die Bildverarbeitung mit LAS EZ und die 
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Auszählung mit ImageJ. Falls die Zellen nach der Mikroskopie weiterkultiviert oder 

anderweitig analysiert wurden, erfolgte die Dokumentation an einem konventionellen 

Lichtmikroskop mittels Smartphone. Die so gemachten Beobachtungen können als 

Ausgangspunkt für weitere Untersuchungen betrachtet werden. 

Für den Nachweis der Differenzierung zu Adipozyten wurde eine Färbung mit Ölrot 

verwendet. Auch hier wurde zunächst für 30 min in Paraformaldehyd 4 % fixiert. 

Anschließend folgten zwei Waschschritte mit je 3 ml ddH2O, ein Waschschritt mit 1,5 ml 

Isopropanol 60 % und schließlich Ersatz von Isopropanol durch 1,5 ml Ölrot-

Färbelösung. Die Zellen wurden mit der Färbelösung für 20 min bei Raumtemperatur auf 

dem Schwenker inkubiert und abschließend dreifach mit je 3 ml ddH2O gewaschen. 

Für den Nachweis der Differenzierung zu Osteoblasten wurde eine Färbung mit 

Alizarinrot verwendet. Nach Fixierung in Paraformaldehyd 4 % folgten zwei 

Waschschritte mit je 3 ml ddH2O und anschließend unmittelbar die Hinzugabe von 1,5 

ml Alizarinrot-Färbelösung, die für 2ï3 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert 

wurde. Abschließend wurde auch hier dreifach mit je 3 ml ddH2O gewaschen.  

Für die Quantifizierung erfolgte eine Auszählung der lichtmikroskopischen Bilder, wobei 

jeweils der Mittelwert aus drei Zählungen für die weitere Analyse verwendet wurde. Die 

so ermittelte Zellzahl wurde durch den Quotienten aus Fläche im Bildausschnitt und 

Fläche des Wells dividiert, um die gesamte Zellzahl der Probe zu erhalten. Anschließend 

wurde der Zellexpansionsindex berechnet, in dem die Anzahl lebender Zellen durch die 

Anzahl ausgesäter Zellen dividiert wurde, die Änderung des Zellexpansionsindex 

dementsprechend, in dem der jeweils errechnet Zellexpansionsindex durch den 

Zellexpansionsindex der Kontrollprobe dividiert wurde. 

Zur Bestimmung der zellulären Seneszenz wurden die Zellen nach Versuchsende 

entsprechend dem Protokoll des Herstellers mit einem ɓ-Galactosidase Staining Kit 

behandelt. Hierzu wurden die Zellen eines Wells zunächst einmalig mit einer dem 

Kulturmedium entsprechenden Menge PBS gewaschen und für 10ï15 Minuten mit 1 ml 

Fixierlösung überschichtet. Anschließend wurde zweimalig mit PBS gewaschen, mit 1 

ml der Färbelösung überschichtet und für rund 8 h in einem CO2-freien Inkubator bei 37 

°C inkubiert. Schließlich wurde die Färbelösung abgesaugt, der Boden der 6-Well-Platten 

ausgeschnitten und in einer 100 mm-Petrischale mit Glycerol 70 % überschichtet. Zur 
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statistischen Auswertung wurden die angefärbten und nicht angefärbten Zellen ausgezählt 

und für jede Interventionsgruppe der Anteil angefärbter Zellen berechnet.  

B.2.4 Durchflusszytometrie 

Zunächst wurden die Zellen analog zur Passagierung abgelöst wie in Abschnitt B.2.1 

beschrieben.  

Die Phänotypisierung erfolgte analog zur Differenzierung mit Zellen aus Passage 1 und 

3. Zunächst wurden je 200.000 Zellen in 100 µl FACS-Puffer resuspendiert. Es folgten 

die Zugabe von 10 µl Gamunex und eine Inkubation von 10 min bei Raumtemperatur zur 

Blockade unspezifischer Bindungen. Die jeweiligen Antikörper (siehe Abschnitt B.1.4) 

wurden hinzugegeben. Um die benötigte Zellzahl gering zu halten, wurden mehrere 

Antikörper gemäß folgender Systematik im selben Probenröhrchen gemessen: 

- Ungefärbte Kontrollprobe 

- CD105 (PerCP), CD73 (BV421) 

- CD90 (APC), CD91 (PE), CD45 (V500) 

- CD146 (PE-Cy7) 

- CD165 (FITC), CD34 (APC-Cy7), CD11b (BV605) 

Anschließend wurden die Proben auf einem Vortexer geschüttelt und für weitere 15 min 

bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Es folgte ein Waschschritt mit 2 ml FACS-

Puffer, eine Zentrifugation und eine Resuspension in 100 µl FACS-Puffer. Die Messung 

erfolgte mit FACS Diva am Gerät BD Aria III. 

Die Auswertung wurde in FlowJo erstellt. Hierzu wurden zunächst mittels Forward 

Scatter (FSC) und Side Scatter (SSC) die zu analysierenden Zellen definiert. 

Anschließend wurde in Histogrammen basierend auf dem dem jeweiligen Antikörper 

zugehörigen Fluoreszenzkanal gegen die Hintergrundfluoreszenz der ungefärbten 

Kontrollprobe diskriminiert. Es erfolgte eine Normalisierung der Höhen beider 

gemessener Fluoreszenzen. Schließlich wurden Grenzwerte im Plot eingetragen und 

etwaige Veränderungen der Fluoreszenz abgelesen. 

Der programmierte Zelltod wurde über die Zellzahl und den Anteil apoptotischer und 

nekrotischer Zellen bestimmt. Hierzu wurden die Proben wie beschrieben abgelöst. Um 

auch nicht mehr adhärente Zellen und Zellfragmente zu erfassen, wurden das 

ursprünglich im Well befindliche Kulturmedium und der für den ersten Waschschritt 
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verwendete PBS-Puffer gemeinsam mit der Zellsuspension zentrifugiert. Anschließend 

wurden die Pellets in je 100 µl Annexin V Binding Buffer resuspendiert. Je 5.000 Count 

Beads mit einem Durchmesser von ca. 10 µm und Annexin V wurden hinzugegeben und 

die Proben nach Vortexen für 30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Je acht 

Proben wurde mit der beschriebenen Menge einer 1:100 in PBS verdünnten Sytox-

Lösung versetzt, für 2 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert und unmittelbar 

am Canto II gemessen. Unter Verwendung von FACS Diva erfolgte die Messung bis zur 

Detektion von 2.500 Count Beads. Darauffolgend wurden in FlowJo nacheinander vier 

Plots erstellt, um die Zellpopulationen voneinander abzugrenzen (Abbildung 9). 

Abbildung 9: Durchflusszytometrische Gating-Strategie 

 

Im ersten Plot wurde in Abhängigkeit von Forward Scatter (FSC) und Side Scatter (SSC) zwischen Count 

Beads und Zellen differenziert. Im zweiten Plot erfolgte die genauere Eingrenzung der Count Beads 

basierend auf der Fluoreszenz in den Kanälen PE-A und FITC-A; diese Kanäle wurden gewählt, da hier 

der Unterschied im Fluoreszenzverhalten zwischen Count Beads und Zellen am ausgeprägtesten war. Der 

dritte Plot diente dem Ausschluss von Dubletten innerhalb der Zellen und verwendete dazu die Forward 

Scatter Area (FSC-A) und die Forward Scatter Width (FSC-W). Schließlich wurden im vierten Plot mittels 

Annexin V- und Sytox-Färbung lebende und tote Zellen voneinander abgegrenzt. Die Gesamtzahl an Zellen 

wurde hierbei als Summe von Anzahl lebender Zellen und Anzahl toter Zellen definiert. 

Für die Quantifizierung wurde zunächst der in der Messung enthaltene Anteil der Probe 

bestimmt, in dem die Anzahl gemessener Count Beads durch die Gesamtzahl 

zugegebener Count Beads dividiert wurde. Anschließend wurden die im vorherigen 

Schritt bestimmten Werte für die Gesamtzahl an Zellen und die Anzahl lebender bzw. 

toter Zellen durch diesen Anteil dividiert und so normalisiert. Der Anteil lebender bzw. 

toter Zellen wurde relativ bestimmt, in dem die jeweilige normalisierte Anzahl an Zellen 

durch die normalisierte Gesamtzahl an Zellen dividiert wurde. Schließlich wurde der 

(spezifische) programmierte Zelltod errechnet, in dem der Anteil zusätzlich zur 

Kontrollprobe gestorbener Zellen durch den Anteil in der Kontrollprobe lebender Zellen 

dividiert wurde. Der programmierte Zelltod bildet somit den Anteil toter Zellen ab, der 

unmittelbar mit der angewandten Behandlung assoziiert ist. 
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B.2.5 Western Blot 

Nach Versuchsende wurden die Zellen analog zum Prozedere bei der Weiterkultivierung 

gelöst und zentrifugiert. Der Überstand wurde aspiriert, die Pellets in PBS resuspendiert 

und erneut mit gleichen Einstellungen zentrifugiert. Nach einer weiteren Aspiration des 

Überstands wurden die Pellets in einem mit Isopropanol gefüllten Gefrierbehälter in einen 

-80 °C-Kühlschrank verbracht und so stufenweise heruntergekühlt. Dort wurden sie für 

höchstens zwei Wochen gelagert.  

Anschließend wurden Ganzzelllysate extrahiert. Die aufgetauten Zellen wurden hierzu 

ein zweites Mal nach beschriebenem Prozedere mit 4 °C kaltem PBS gewaschen und 

zentrifugiert, der Überstand wurde aspiriert. Es folgte eine Resuspension in RIPA-

Lysepuffer, wobei 30 µl Lysepuffer pro Lysat eines Wells einer 6-Well-Platte verwendet 

wurden. Die Proben wurden für 20 min in Eis auf einem Schwenker inkubiert und 

anschließend für 20 min bei 18.620 g und 4 °C in einer Kühlzentrifuge zentrifugiert. 

Schließlich wurde der Überstand in ein neues Gefäß übertragen und das Pellet verworfen. 

Die Proteinquantifizierung erfolgt mittels eines BCA-Assays nach Protokoll des 

Herstellers unter Verwendung einer 1:5-Verdünnung in 96-Well-Platten. Die 

Absorptionsmessung wurde hierbei an einem Nanodrop durchgeführt. Für die 

anschließende SDS-Gelektrophorese wurden die Lysate in RPMI-Puffer so verdünnt, 

dass das Volumen aller Proben eines Gels zwischen 5 µl und 11 µl (15er-Kamm) bzw. 20 

µl (10er-Kamm) lag. Anschließend wurde mit ɓ-Mercaptoethanol versetzter Laemmli-

Ladepuffer im Verhältnis 1:1 hinzugegeben. Das Gemisch wurde für 1 min bei 6.700 g 

in einer Tischzentrifuge zentrifugiert und für 5 min bei 95 °C ohne Schwenken in einem 

Thermoschüttler inkubiert. 

Als Gele wurden mit Mini-Protean-Materialien selbst gegossene 10 %-ige Acrylamidgele 

verwendet. Hierbei betrug die Aushärtezeit des Trenngels 15 min und die des Sammelgels 

10 min. Die Gele wurden nach Protokoll des Herstellers in eine mit Laufpuffer gefüllte 

Box eingespannt und mit Standard und Proben gefüllt. Die SDS-PAGE wurde am 

Powerpack mit 75ï90 min Laufzeit bei konstant 40 mA durchgeführt. 

Der sich anschließende Blot wurde als Semidry-Blot mit einer Nitrocellulosemembran 

am Gerät TransBlot Turbo erstellt. Hierfür wurden Gel, Membran und Extra Thick Blot 

Filter Paper für 15 min in gekühltem Transferpuffer inkubiert. Anschließend wurde der 



 

 
28 

 

Blot nach Protokoll des Herstellers mit der Geräteeinstellung 25 V, 1 A, 30 min 

durchgeführt. 

Zur Überprüfung des Transfers wurde eine Proteinübersichtsfärbung mit Ponceaurot 

durchgeführt. Die Membran wurde hierzu vollständig für 1 min in die Färbelösung 

eingetaucht und anschließend mehrfach mit VE-Wasser gewaschen. Die Dokumentation 

erfolgte als kolorimetrisches Bild im Imager. 

Das Blocken wurde für 60 min bei Raumtemperatur auf einem Schwenker in Blockmilch 

aus 5 % Milchpulver in TBS-T 0,5 % durchgeführt. Anschließend wurde die Membran 

mit 5 ml TBS-T 0,5 % für 5 sec gewaschen. Die Inkubation mit dem Erstantikörper 

erfolgte in 5 ml Blockmilch (entweder Albumin V 3 % in TBS-T 0,5 % oder Milchpulver 

5 % in TBS-T 0,5 %, siehe Tabelle in B.1.4) bei 4 °C über Nacht auf dem Schwenker. 

Am Folgetag erfolgten zunächst drei Waschschritte von 5 min mit je 5 ml TBS-T 0,5 % 

bei Zimmertemperatur auf dem Schwenker. Anschließend wurde 60 min mit einem 

Zweitantikörper in Milchpulver 5 %/TBS-T 0,5 % bei Raumtemperatur auf dem 

Schwenker inkubiert. Es folgten weitere drei Waschschritte mit TBS-T 0,5 % bei 

Raumtemperatur auf dem Schwenker. Nach Protokoll des Herstellers wurde die Membran 

nun mit ECL-Reagenz überschichtet und kolorimetrisch sowie chemiluminiszent im 

Imager fotografiert. Falls eine weitere Chemiluminiszenzfärbung nachfolgen sollte, 

wurden die Antikörperbindungen durch 15-minütiges Inkubieren in Stripping Buffer und 

zweimaliges anschließendes 15-minütiges Waschen in TBS-T 0,5 % bei Raumtemperatur 

auf dem Schwenker entfernt.  

Für jeden Zielparameter wurde für die jeweiligen Behandlungen der Zellen einer 

Nabelschnurprobe ein Gel erstellt. In Abhängigkeit der zu analysierenden Proteine wurde 

die Membran ein- oder zweifach gestripped. Für phospho-Akt und total Akt wurde 

hingegen stets zwei Gele bzw. Membranen erstellt: Eine Membran wurde auf phospho-

Akt und ɓ-Actin, die andere Membran auf total Akt und ɓ-Actin gefärbt. Wiederholungen 

von Western Blots derselben Proben wurden nicht in die Auswertung einbezogen. 

Bildverarbeitung und Quantifizierung erfolgten mit der dem Imager zugehörigen 

Software ImageLab. Zur Quantifizierung wurde zunächst der Normalisierungsfaktor 

bestimmt, in dem das absolute Volumen der Bande des Housekeepers ɓ-Actin mit 

stärkstem Signal als 1 gesetzt und die Volumina der weiteren Proben relativ dazu 

berechnet wurden. Anschließend wurde das absolute Volumen des Ziel-Antikörpers 
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durch den Normalisierungsfaktor dividiert. Für phospho-Akt wurde in einem analogen 

Zwischenschritt das auf das ɓ-Actin normalisierte Volumen auf das ebenfalls bereits auf 

ɓ-Actin normalisierte Volumen von total-Akt erneut normalisiert. Das normalisierte 

Volumen der jeweiligen unbehandelten Kontrollprobe wurde nun als 1 gesetzt, sodass 

normalisierte relative Volumina für die statistische Auswertung bereitstanden.  

B.2.6 Statistik 

Die statistische Analyse basierte je nach verwendeter Methodik auf den folgenden 

Zielparametern: 

- Lichtmikroskopie: Zellzahl, Zellexpansionsindex, Anteil angefärbter Zellen 

- Durchflusszytometrie: programmierter Zelltod 

- Western Blot: normalisiertes relatives Bandenvolumen 

Die Berechnung der jeweiligen Zielparameter erfolgte wie in den vorangegangenen 

Abschnitten erläutert. Zahlenwerte wurden auf vier Nachkommastellen gerundet. Zur 

Prüfung auf statistisch signifikante Unterschiede wurden stets zwei Interventionsgruppen 

verglichen. Es wurden zweiseitige, gepaarte t-Tests auf einem Signifikanzniveau von 5 

% durchgeführt. Zudem wurden Boxplots zur Visualisierung erstellt. Als Höchstgrenze 

für die Länge der Antennen wurde nach Tukey der 1,5-fache Interquartilsabstand 

gewählt. Für ausgewählte t-Tests wurden oberhalb von Box und Antenne die p-Werte 

ergänzt. Berechnung der jeweiligen p-Werte und Erzeugung der Boxplots erfolgten in R. 

B.3 Ethikvotum  

Die dieser Arbeit zugrundeliegenden Untersuchungen wurden im Rahmen der unter dem 

Titel ĂCharakterisierung von Verªnderungen im Trachealsekret Fr¿hgeborener 

(PROTECT-AIRR)ñ durchgef¿hrten Studie erstmalig am 4. September 2012 von der 

Ethik-Kommission am Fachbereich Medizin der Justus-Liebig-Universität unter dem 

Aktenzeichen 135/12 bewilligt. Die Ausweitung auf mesenchymale Stammzellen aus 

Nabelschnüren erfolgte mit dem Amendment V, welches am 8. Juli 2020 bewilligt wurde. 

Alle Untersuchungen erfolgten im Einklang mit der Deklaration von Helsinki. Die 

verwendeten mesenchymalen Stammzellen stammen ausschließlich von Neugeborenen, 

deren Sorgeberechtigte der Verwendung der Nabelschnur für die Zwecke der Studie nach 

ärztlicher Aufklärung schriftlich zustimmten.  
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C. ERGEBNISSE 

C.1 Etablierung der Zellkultur  

C.1.1 Differenzierung zu Adipozyten und Osteoblasten 

Nach adipogener Differenzierung wurde für den Nachweis von Lipidvakuolen eine 

Ölrotfärbung verwendet und lichtmikroskopisch dokumentiert (Abbildung 10). Nach 

osteogener Differenzierung wurde für den Nachweis von Kalziumreservoirs eine 

Alizarinrotfärbung verwendet und ebenfalls lichtmikroskopisch dokumentiert 

(Abbildung 11). Die undifferenzierten Kontrollproben blieben jeweils ohne 

entsprechende Rotfärbung. Die nach den Kriterien der ISCGT für MSC erforderliche 

Differenzierbarkeit wurde somit nachgewiesen.  

Abbildung 10: Adipogene Differenzierung 

    

A: Repräsentativer Nachweis von Adipozyten; Lipidvakuolen in rot; lichtmikroskopische Färbung mit 

Ölrot; für n=3 wurden für Zellen aus Passage 1 und 3 jeweils 4 Bildausschnitte fotografiert 

B: Negativkontrolle; für n=1 wurden 4 Bildausschnitte fotografiert 

Abbildung 11: Osteogene Differenzierung 
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A: Repräsentativer Nachweis von Osteoblasten; Kalziumreservoirs in rot; lichtmikroskopische Färbung mit 

Ali zarinrot; für n=3 wurden für Zellen aus Passage 1 und 3 jeweils 4 Bildausschnitte fotografiert 

B: Negativkontrolle; für n=1 wurden 4 Bildausschnitte fotografiert 

C.1.2 Phänotypisierung 

In jeweils fünf Tubes wurden die Zellen auf das Vorhandensein der Oberflächenmarker 

CD105, CD73, CD90, CD146, CD165, CD91, CD45, CD34 und CD11b untersucht. 

Konsistent positiv nachweisbar waren CD105, CD73, CD90 und CD146; schwach positiv 

nachweisbar waren CD165 und CD91; in keinem Fall nachweisbar waren CD45, CD34 

und CD11b. Die Nachweisbarkeit bzw. Abwesenheit der untersuchten Marker steht im 

Einklang mit den Kriterien der ISCGT für MSC. Repräsentative Messergebnisse für je 

eine Kultur finden sich für Passage 1 und Passage 3 in Abbildung 12. 

Abbildung 12: Phänotypisierung 
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A: Repräsentative Plots für Passage 1; n=4 

B: Repräsentative Plots für Passage 3; n=2 

Messung im Durchflusszytometer; blau: gefärbte Probe; rot: ungefärbte Kontrolle; schwarze Balken: 

Grenzwerte 

C.2 Phänotypveränderung unter rhythmischer Dehnung und Hyperoxie 

C.2.1 Zellmorphologie 

In der lichtmikroskopischen Dokumentation nach Versuchsende (Abbildung 13, 

Abbildung 14) zeigte sich im Vergleich zum Versuchsbeginn die stärkste Zellteilungsrate 

in der Kontrollgruppe. In den drei Interventionsgruppen CMS, HOX und CMS+HOX 

ließen sich in unterschiedlichem Ausmaß eine ubiquitäre Rarefizierung und eine 

Vergrößerung der Zellen beobachten. HOX hatte hierbei einen stärkeren Effekt als CMS; 

CMS+HOX hatten wiederum einen stärkeren Effekt als HOX allein. Die mit HOX allein 

und mit CMS+HOX behandelten Zellen zeigten sich zudem phänotypisch flacher. 

Letztere wiesen darüber hinaus eine Verlängerung der Zellfortsätze auf.  
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Abbildung 13: Zellmorphologie bei Versuchsbeginn 

 

Repräsentatives lichtmikroskopisches Bild; für n=2 wurden jeweils 4 Bildausschnitte fotografiert 

Abbildung 14: Zellmorphologie nach Interventionsende 

    

    

A: Kontrolle; B: CMS; C: HOX; D: CMS+HOX 

Rarefizierung und Vergrößerung der Zellen in den Interventionsgruppen; repräsentative 

lichtmikroskopische Bilder; für n=2 wurden jeweils 4 Bildausschnitte fotografiert 
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C.2.2 Zellzahl und Zellexpansionsindex 

Im Anschluss an die lichtmikroskopische Dokumentation erfolgte eine manuelle 

Auszählung. Um das Zellwachstum zu quantifizieren, wurde die so ermittelte Zellzahl ins 

Verhältnis zur initialen Zellzahl gesetzt und so der Zellexpansionsindex bestimmt. Die 

Änderung des Zellexpansionsindex wurde schließlich bestimmt, in dem der 

Zellexpansionsindex der jeweiligen Interventionsgruppe ins Verhältnis zum 

Zellexpansionsindex der Kontrollprobe gesetzt wurde. Die am Versuchsende bereits 

lichtmikroskopisch gesehene Rarefizierung konnte so für HOX und CMS+HOX in Form 

einer verringerten Zellzahl objektiviert werden (p=0,036; p=0,042). Auch der 

Zellexpansionsindex war für HOX und CMS+HOX signifikant verringert (p=0,017; 

p=0,019). 

Abbildung 15: Zellzahl und Zellexpansionsindex   

 

         

A: Repräsentatives lichtmikroskopisches Bild mit Zählmarkierung 

B: Repräsentative Quantifizierung eines lichtmikroskopischen Bildes 

C: Verringerte Anzahl lebender Zellen unter HOX und unter CMS+HOX; statistische Auswertung mit 

gepaarten t-Tests; n=3 
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D: Verringerter Zellexpansionsindex unter HOX und unter CMS+HOX; statistische Auswertung mit 

gepaarten t-Tests; n=3 

C.2.3 Zelluläre Seneszenz 

Die nach Versuchsende durchgeführte Seneszenzfärbung auf ɓ-Galaktosidase 

(Abbildung 16) zeigte ähnliche Ergebnisse: Die Kontrollgruppe wies die geringste 

Seneszenz auf. In den drei Interventionsgruppen CMS, HOX und CMS+HOX fand sich 

ein ansteigender Anteil seneszenter Zellen. HOX hatte hierbei einen stärkeren Effekt als 

CMS; CMS+HOX hatten wiederum einen stärkeren Effekt als HOX allein. Im Vergleich 

zur Kontrollgruppe waren die Unterschiede für alle Behandlungen statistisch signifikant 

(p=0,029; p=0,003 und p=0,003 in der Reihenfolge Kontrolle vs. CMS; vs. HOX und vs. 

CMS+HOX). 

Abbildung 16: Zelluläre Seneszenz nach Interventionsende 
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A: Kontrolle; B: CMS; C: HOX; D: CMS+HOX 

Ansteigende zelluläre Seneszenz in den Interventionsgruppen; ɓ-Galaktosidase in blau; repräsentative 

lichtmikroskopische Färbung; für n=4 wurden jeweils 4 Bildausschnitte fotografiert 

E: Ansteigende zelluläre Seneszenz in den Interventionsgruppen; statistische Auswertung der Färbung auf 

ɓ-Galaktosidase mit gepaarten t-Tests; n=4 

C.2.4 Programmierter Zelltod  

Die lichtmikroskopisch beobachtete Phänotypveränderung unter rhythmischer Dehnung 

und Hyperoxie wurde anschließend durchflusszytometrisch gemessen. Hierzu wurde der 

programmierter Zelltod nach 72-stündigem Versuch für die Kontrollgruppe und die 

bekannten Interventionsgruppen CMS, HOX und CMS+HOX bestimmt (Abbildung 17). 

Es ergab sich bei p-Werten von p=0,052; p=0,001 und p<0,001 eine statistische 

Signifikanz für die Interventionsgruppen HOX und CMS+HOX. Diese folgte dem bereits 

bekannten Muster, dass HOX und insbesondere CMS+HOX die stärkste Erhöhung des 

programmierten Zelltods induzieren. Der durchflusszytometrisch messbare 

programmierte Zelltod steigt folglich unter zunehmendem Zellstress ebenfalls in 

zunehmendem Maße an.  

Abbildung 17: Zellexpansionsindex und programmierter Zelltod 
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A: Repräsentative durchflusszytometrische Messung; n=12; vollständige Messung in Anlage 1 

B: Repräsentative Quantifizierung einer durchflusszytometrischen Messung; n=12 

C: Erhöhter programmierter Zelltod in den Interventionsgruppen; statistische Auswertung der Messung im 

Durchflusszytometer mit gepaarten t-Tests; n=12 

C.2.5 PDGFRŬ und ŬSMA 

In Western Blots wurde zunächst untersucht, inwiefern sich die Expression von PDGFRŬ 

und ŬSMA in den Interventionsgruppen nach 72 h verändert (Abbildung 18). Für 

PDGFRŬ wiesen mit HOX oder mit CMS+HOX behandelte Zellen eine signifikant 

geringere Expression auf als unbehandelte Zellen (p=0,009; p=0,041). Dies steht im 

Einklang mit der für mesenchymale Stammzellen spezifischen PDGFRŬ-Positivität 

(Farahani und Xaymardan 2015) und dem Verlust von Stammzellcharakteristika unter 

Sauerstoffexposition (Möbius et al. 2019). Für ŬSMA zeigten sich f¿r die untersuchten 

Zielparameter keine statistisch signifikanten Effekte. ŬSMA war im gewªhlten 

Versuchsaufbau daher nicht als Biomarker für die Schädigung von MSC geeignet. 
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Abbildung 18: Expression von PDGFRŬ und ŬSMA 

ʰ

ʰ

ʰ

ʰ

ʰ

ʰ

ʰ

ʰ

       

A: Repräsentative Quantifizierung eines Western Blots; n=3; vollständiger Western Blot in Anlage 2  

B: Verringerte Expression von PDGFRŬ unter HOX und unter CMS+HOX; statistische Auswertung von 

Western Blots mit gepaarten t-Tests; n=3 

C: Keine relevanten Verªnderungen der Expression von ŬSMA; statistische Auswertung von Western Blots 

mit gepaarten t-Tests; n=3 

C.2.6 p21 

Im nächsten Schritt wurde die Expression von p21 in Western Blots bestimmt (Abbildung 

19). Es zeigte sich eine regelhafte Hochregulation nach 24 h unter HOX sowie unter 

CMS+HOX (p=0,019; p=0,024). Die zuvor nachgewiesene Verringerung der Zellzahl 

nach Anwendung von Stressoren steht somit im Zusammenhang mit p21. 
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Abbildung 19: Expression von p21 

    

A: Repräsentative Quantifizierung eines Western Blots; n=7; vollständiger Western Blot in Anlage 3 

B: Erhöhte Expression von p21 unter HOX und unter CMS+HOX; statistische Auswertung von Western 

Blots mit gepaarten t-Tests; n=7 

C.2.7 phospho-Akt  

Schließlich erfolgte die Bestimmung von phospho-Akt in Western Blots (Abbildung 20). 

Unter den angewandten Stressoren zeigten sich nach 12 h statistisch signifikante 

Erhöhungen von phospho-Akt. Diese waren für CMS allein am schwächsten, für HOX 

etwas stärker und für CMS+HOX am stärksten ausgeprägt (p=0,015; p=0,011; p=0,049). 

Es wurde somit nachgewiesen, dass die unter Zellstress auftretende Verringerung der 

Zellzahl mit einer erhöhten Aktivierung des PI3K-/Akt-Signalwegs einhergeht.  
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Abbildung 20: Expression von phospho-Akt 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

A: Reprªsentative Quantifizierung eines Western Blots; f¿r total Akt und das zugehºrige ɓ-Actin wurde 

stets ein zusätzliches Gel erstellt (1, 2); im gezeigten Beispiel abweichende Position der Ladekontrolle; n=3; 

vollständiger Western Blot in Anlage 4 

B: Erhöhte Expression von phospho-Akt unter CMS, HOX und CMS+HOX; statistische Auswertung von 

Western Blots mit gepaarten t-Tests; n=3 

C.3 Zugrundeliegende Signalwege der Phänotypveränderung 

C.3.1 p21 unter p21-Inhibition  

Erster Schritt in der Analyse der der Phänotypveränderung zugrundeliegenden 

Signalwegen war die Betrachtung von p21. Da sich in Vorversuchen eine regelhafte 

Hochregulation von p21 unter CMS und HOX nach 24 Stunden gezeigt hatte (Abbildung 

19), wurde ein Knockout von p21 mittels siRNA etabliert. Für die je vier Gruppen 

Kontrolle, CMS, HOX und CMS+HOX wurden dann das Expressionsmuster von p21 im 

Western Blot (Abbildung 21) sowie der programmierte Zelltod im Durchflusszytometer 

(Abbildung 22) in Proben ohne siRNA, mit mock-siRNA und mit p21-siRNA untersucht. 

Bei nicht transfizierten Proben hatte sich eine statistisch signifikante Hochregulation von 

p21 unter HOX sowie unter CMS+HOX gezeigt. Bei mit mock-siRNA transfizierten 

Proben stellten sich diese Effekte analog ein (p=0,009; p=0,006). Für die mit p21-siRNA 
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behandelten Proben wurde zunächst die Knockdowneffizienz geprüft, in dem die 

Proteinexpression mit der jeweils gleich gestressten, jedoch mit mock-siRNA 

transfizierten Probe verglichen wurde. In allen vier Fällen war die p21-Expression unter 

p21-Inhibition signifikant verringert, durchschnittlich um rund 75 % (p=0,001; p=0,010; 

p=0,001; p<0,001). Dieses Vorgehen wurde gewählt, um etwaige Änderungen in der 

Proteinexpression, die mit dem generellen Verfahren und den verwendeten Reagenzien 

assoziiert sind, bestmöglich auszuschließen.  

Abbildung 21: Expression von p21 unter p21-Inhibition 

   

A: Repräsentative Quantifizierung eines Western Blots; n=7; vollständiger Western Blot in Anlage 3 

B: Aktivierungsmuster von p21 unter mock-siRNA unverändert im Vergleich zu vorherigen 

Untersuchungen (Abbildung 19); Inhibition von p21 unter p21-siRNA um rund 75 %; ausbleibende 

Erhöhung der Expression von p21 unter p21-siRNA; statistische Auswertung von Western Blots mit 

gepaarten t-Tests; n=7  
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Abbildung 22: Zellzahl und programmierter Zelltod unter p21-Inhibition 

 

  

A: Repräsentative durchflusszytometrische Messung; n=7; vollständige Messung in Anlage 1 

B: Repräsentative Quantifizierung einer durchflusszytometrischen Messung; n=7 

C: Erhöhung des programmierten Zelltods bei Behandlung mit HOX oder CMS+HOX durch p21-Inhibition 

im Vergleich zur nicht inhibierten Probe; statistische Auswertung von durchflusszytometrischen 

Messungen mit gepaarten t-Tests; n=7 

Anschließend wurde untersucht, inwiefern die p21-siRNA auch eine erhöhte p21-

Expression unter Zellstress verhindert. Im geprüften Versuchssetting waren keine 

statistisch signifikanten Unterschiede im Vergleich zwischen der mit p21-siRNA 

transfizierten Kontrolle und den analog transfizierten Proben, die CMS, HOX und 
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CMS+HOX ausgesetzt waren, nachweisbar (p=0,352; p=0,189; p=0,112). Die 

Hochregulation von p21 wurde somit zuverlässig unterbunden. 

Im nächsten Schritt wurden die Auswirkungen der p21-Inhibition auf den 

programmierten Zelltod durchflusszytometrisch untersucht. Analog zur Analyse der 

Western Blots wurde zunächst sichergestellt, dass die Transfektion den Versuchsaufbau 

nicht grundlegend beeinflusst. Hierzu wurde wieder mit mock-siRNA transfiziert. 

Dementsprechend behandelte Zellen zeigten unter zunehmendem Stress ähnliche 

Tendenzen eines erhöhten programmierten Zelltods. Statistisch signifikant war hierbei 

die Erhöhung des programmierten Zelltods unter HOX (p=0,021) und unter CMS+HOX 

(p=0,001), jeweils im Vergleich zur Kontrolle. Es ergab sich folglich kein Anhalt für 

signifikante Veränderungen durch das Verfahren der Transfektion als solches. 

Die vorbekannte Erhöhung des programmierten Zelltods in den Interventionsgruppen 

zeigte sich auch unter p21-siRNA (p=0,021; p=0,009; p=0,003 für CMS, HOX und 

CMS+HOX). Zudem bewirkte die p21-siRNA bei den gleich gestressten 

Interventionsgruppen HOX und CMS+HOX im Vergleich zur mock-siRNA eine 

signifikant verstärkte Erhöhung des programmierten Zelltods (p=0,023; p=0,049). Die 

Ausschaltung des Zellzyklusmodulators p21 führte folglich wie erwartet bei ohnehin 

gestressten Zellen zu einer weiteren Erhöhung des programmierten Zelltods. 

C.3.2 phospho-Akt unter Akt -Inhibition  

Zweiter Schritt in der Analyse der der Phänotypveränderung zugrundeliegenden 

Signalwege war die Betrachtung von phospho-Akt als Teil des PI3K/Akt-Signalwegs 

oberhalb von p21. Für phospho-Akt und phospho-Erk ist eine regulierende Wirkung auf 

p21 bekannt (Nicholson und Anderson 2002). Die Hochregulation von phospho-Akt nach 

12 Stunden war in Vorversuchen der stärkste beobachtbare Effekt (Abbildung 20), so dass 

ein biochemischer Inhibitor etabliert wurde (Abbildung 23). Anschließend wurden dessen 

Effekte auf p21 untersucht.  

Für die mit Akt-Inhibitor behandelten Proben wurde zunächst die Effizienz der Inhibition 

geprüft, in dem die Expression von phospho-Akt mit der jeweils gleich gestressten, 

jedoch nicht inhibierten Probe verglichen wurde. Für die drei Probenpaare zu CMS, HOX 

und CMS+HOX war diese signifikant verringert, durchschnittlich um rund 70 % 

(p=0,008; p=0,004; p=0,014).  
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Abbildung 23: Expression von phospho-Akt unter Akt-Inhibition 

     

A: Repräsentative Quantifizierung eines Western Blots; für total Akt und das zugehºrige ɓ-Actin wurde 

stets ein zusätzliches Gel erstellt (1, 2); die geringere Konzentration des Akt-Inhibitors von 1 µM wurde 

zur Dosisfindung zusätzlich betrachtet, jedoch bei besserer Effektivität von 3µM nicht weiter in die 

Versuche einbezogen; n=3; vollständiger Western Blot in Anlage 4 

B: Inhibition von phospho-Akt unter Akt-Inhibitor 3µM um rund 70 %; ausbleibende Erhöhung der 

Expression von phospho-Akt unter Akt-Inhibitor; statistische Auswertung von Western Blots mit gepaarten 

t-Tests; n=3 
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Anschließend wurde untersucht, inwiefern der Akt-Inhibitor auch eine erhöhte 

Expression von phospho-Akt unter Zellstress verhindert. Im geprüften Versuchssetting 

waren keine statistisch signifikanten Unterschiede im Vergleich von inhibierter 

Kontrollprobe und den inhibierten Proben, die CMS, HOX und CMS+HOX ausgesetzt 

waren, nachweisbar (p=0,069; p=0,136; p=0,281). Im Gegenteil, in den 

Interventionsgruppen wurden im Vergleich zu den Kontrollproben sogar tendenziell 

geringere Werte für die Expression von phospho-Akt gemessen. Die Akt-

Phosphorylierung wurde auf Proteinebene durchschnittlich um rund 70 % reduziert, im 

Vergleich hierzu war die p21-Expression durch Inhibition um rund 75 % reduziert 

worden. 

C.3.3 p21 unter Akt-Inhibition  

Im letzten Schritt der Proteinanalytik wurden p21 und phospho-Akt in Relation 

zueinander gesetzt. Proben, die mit dem zuvor validierten Akt-Inhibitor behandelt 

wurden, wurden hierzu nach 24 Stunden unter Zellstress auf deren p21-Expression 

untersucht (Abbildung 24). Während bei den nicht inhibierten Proben die bekannten 

Erhöhungen der p21-Expression unter HOX und CMS+HOX in statistisch signifikantem 

Maße auftraten (p=0,026; p=0,021), war unter Akt-Inhibitor keine signifikante Änderung 

der p21-Expression unter CMS, HOX und CMS+HOX nachweisbar (p=0,256; p=0,121; 

p=0,104). Ferner konnte gezeigt werden, dass die p21-Expression unter HOX und unter 

CMS+HOX in den inhibierten Proben signifikant geringer als in den nicht inhibierten 

Proben war (p=0,040; p=0,019).  

Insgesamt kann daher davon ausgegangen werden, dass die Hochregulation des 

PI3K/Akt-Signalwegs unter Stress einer p21-Erhöhung vorgeschaltet ist. Weiterführende 

Betrachtungen zu Zellzahl und Zellexpansionsindex unter Akt-Inhibition konnten im 

Rahmen dieser Arbeit nicht mit einem eindeutigen Ergebnis abgeschlossen werden, 

deshalb wird auf die Darstellung an dieser Stelle verzichtet. Stattdessen erfolgte die 

priorisierte Bearbeitung der dritten initial formulierten Forschungsfrage mit 

Untersuchungen zur Reversibilität des Zellzyklusarrests. 
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Abbildung 24: Expression von p21 unter Akt-Inhibition  

    

A: Repräsentative Quantifizierung eines Western Blots; die geringere Konzentration des Akt-Inhibitors von 

1 µM wurde zur Dosisfindung zusätzlich betrachtet, jedoch in den weiterführenden Experimenten wegen 

der geringeren Wirkstärke nicht weiter berücksichtigt; n=3; vollständiger Western Blot in Anlage 5 

B: Aktivierungsmuster von p21 ohne Inhibition unverändert im Vergleich zu vorherigen Untersuchungen 

(Abbildung 19); ausbleibende Erhöhung der Expression von p21 unter Akt-Inhibitor 3µM; statistische 

Auswertung von Western Blots mit gepaarten t-Testen; n=3 

C.4 Reversibilität des Zellzyklusarrests 

C.4.1 Zellmorphologie 

Untersuchungsgegenstand war, inwiefern die Wachstumsinhibition durch die Stressoren 

CMS, HOX und CMS+HOX reversibel ist, wenn die Kultivierung nach Beendigung der 

Exposition unter Normalbedingungen fortgeführt wird. Hierzu wurden die 

Expositionsdauern von 24 h, 48 h und 72 h für n=3 verglichen. Die Zellmorphologie 

wurde bei Versuchsbeginn, am Ende der Exposition und am Ende der Weiterkultivierung 

3 bzw. 6 Tage nach Ende der Exposition dokumentiert. Für die meisten Proben wurde 3 
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Tage nach Ende der Exposition vollständige Konfluenz erreicht, so dass zu diesem 

Zeitpunkt die letztmalige Dokumentation erfolgte. Falls zu diesem Zeitpunkt keine 

vollständige Konfluenz vorlag, erfolgte die letztmalige Dokumentation 6 Tage nach Ende 

der Exposition. Die lichtmikroskopischen Bilder sind für den Versuchsbeginn in 

Abbildung 25 und für die späteren Zeitpunkte in Abbildung 26 zu finden; die Verweise 

in den folgenden Abschnitten beziehen sich auf Abbildung 26.  

Zunächst wurden Rarefizierung, Vergrößerung, flacherer Phänotyp und verlängerte 

Zellfortsätze der Zellen in den Interventionsgruppen analog zu Abbildung 14 

reproduziert. Die ursprünglich gewählte Expositionsdauer von 72 h ging auch hier mit 

den genannten Effekten nach Behandlung mit CMS, HOX und CMS+HOX einher (Q, S, 

U, W). Bei einer auf 48 h verkürzten Expositionsdauer waren Effekte nur noch bei 

Behandlung mit HOX und CMS+HOX deutlich abgrenzbar (I, K, M, O). Wurde die 

Exposition auf 24 h verkürzt, zeigten sich nahezu keine Effekte (A, C, E, G).  

Für die Expositionsdauer von 24 h wurde vollständige Konfluenz 3 Tage nach Ende der 

Exposition in allen Interventionsgruppen erreicht, so dass keine Unterschiede mehr 

erkennbar waren (B, D, F, H). In Anbetracht der kaum vorhandenen initialen Effekte war 

dies erwartet worden. Bei den über 48 h exponierten Proben war bei stärkerer 

Zellschädigung mehr Zeit zwischen Ende der Exposition und vollständiger Konfluenz 

erforderlich (6 Tage für HOX und CMS+HOX statt 3 Tage bei Kontrolle und CMS; J, L, 

N, P). Vollständige Konfluenz konnte jedoch prinzipiell erreicht werden. 

Abbildung 25: Zellmorphologie bei Versuchsbeginn 

 

Repräsentatives lichtmikroskopisches Bild; für n=3 wurde jeweils 1 Bildausschnitt fotografiert 
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Abbildung 26: Zellmorphologie nach Interventionsende und nach Weiterkultivierung  
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