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1. Einleitung 

 

Als Belastungsinkontinenz wird der unfreiwillige Verlust von Urin durch Anspannung, 

Anstrengung, Niesen oder Husten bezeichnet [Abrams et al. 2003]. Sie wird beim 

Menschen infolge physiologischer Apoptose durch eine mit dem Lebensalter 

korrelierende Abnahme von Muskelzellen des Rhabdosphinkters [Strasser et al. 

1999] sowie durch morphologische und funktionale Defekte des 

Harnblasensphinkters als Folge von Operationen oder vaginalen Geburten 

hervorgerufen. Vor dem Hintergrund der Verschiebung der Alterspyramide in den 

Industrieländern zugunsten der älteren Menschen wird die Belastungsinkontinenz 

daher ein wachsendes gesundheitliches Problem darstellen. Bei den zurzeit 

angewanden chirurgischen Techniken für die Therapie der Belastungsinkontinenz 

wird nur eine passive Verengung der Urethra durchgeführt, eine direkte Heilung bzw. 

Regeneration des Rhabdosphinkters wird nicht erzielt [Deng et al. 2007]. Obwohl die 

injizierbaren Substanzen in den letzten Jahren verbessert wurden und der 

Kurzzeiterfolg befriedigend ist, gibt es immer noch Bedenken bezüglich der 

Dauerhaftigkeit des Effektes [Stenzl und Sievert 2007].  

 

Auch in der Tiermedizin stellt die Harninkontinenz ein häufiges klinisches Problem 

bei Hunden dar [Holt 1985 und 1990]. Am häufigsten betroffen sind Hündinnen nach 

Kastration [Arnold 1997a] und Rüden großer Rassen [Holt und Thrusfield 1993]. 

 

Sowohl in der Human- als auch in der Tiermedizin stellen die gängigen 

Therapieoptionen lediglich eine symptomatische und keine kausale Therapie dar. 

 

Mesenchymale Stammzellen (MSZ) lassen sich mit geringem Aufwand aus dem 

Knochenmark isolieren. Sie haben das Potential in Muskelgewebe [Wakitani et al. 

1995; Ferrari et al. 1998] zu differenzieren. MSZ bieten deshalb eine neue 

Möglichkeit für eine zellbasierte Therapie der Belastungsinkontinenz. Die 

Einbringung von nativen oder myogen differenzierten Muskelzellen kann die 

reduzierte Muskelzelldichte wieder aufheben und den Kontinenzapparat funktionell 

restaurieren. Das Konzept einer Therapie der Belastungsinkontinenz mit 

patienteneigenen adulten Stammzellen stellt somit einen kausalen Therapieansatz 
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dar. Das Ziel ist die Regenation des insuffizienten Kontinenzmechanismus. Hierfür 

sollen MSZ aus dem Knochenmark zunächst in vitro isoliert, expandiert und 

gegebenenfalls myogen differenzierte Subpopulationen separiert und weiter kultiviert 

werden. Durch die lokale Applikation der Stammzellen oder der aus ihnen 

hervorgegangenen differenzierten Zellen soll durch eine muskuläre Regeneration die 

physiologische Situation wieder hergestellt und eine funktionelle Verbesserung des 

Verschlussmechanismus erreicht werden. 
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2. Literaturübersicht 

 

2.1 Inkontinenz in der Humanmedizin 

Die International Continence Society (ICS) definiert die Harninkontinenz 1988 als 

Symptom jeden ungewollten Harnverlustes, der ein hygienisches oder soziales 

Problem darstellt und objektivierbar ist [Abrams et al. 1988]. 

Die Prävalenz der Belastungsinkontinenz beim Menschen korreliert mit dem 

zunehmenden Lebensalter und wird mit der Überalterung der Bevölkerung weiter 

ansteigen [Sievert et al. 2007c]. Nach Corcos et al. [2002] und Norton und Brubaker 

[2006] leiden 200 Millionen Menschen weltweit unter den Symptomen der 

Inkontinenz; eine Situation, die mit gesellschaftlicher Belastung und einer 

verringerten Lebensqualität verbunden ist. 

An den Symptomen der Harninkontinenz, die sich in die Belastungs- (49 %) und 

Dranginkontinenz (22 %) mit der entsprechenden Überlappung (Mischinkontinenz 

29 %) unterteilen lässt, leiden 30 % aller Frauen und 15 % aller Männer über 60 

Jahren [Hunskaar et al. 2005]. Die Wahrscheinlichkeit, an Harninkontinenz zu 

erkranken, liegt bei 30 Prozent [Hampel et al. 1997] und damit höher als bei anderen 

Volksleiden wie z.B. Bluthochdruck oder Diabetes. 

Harninkontinenz ist vor allem ein Problem bei Frauen. Risikofaktoren für die 

Belastungsinkontinenz der Frau sind Geburten, das Alter und die Fettleibigkeit [Bump 

und Norton 1998]. Husten, Niesen, Laufen, Aufstehen und Treppensteigen führen zu 

einer Erhöhung des Harnblasendruckes, der den Verschlussdruck überschreitet und 

zum Urinverlust führt. Es wird diskutiert, dass eine angeborene Schwäche des 

urethralen Sphinktermechanismus bei Frauen und die Schwere der vaginalen 

Entbindung als wichtige Faktoren der Pathogenese der Belastungsinkontinenz im 

Zusammenhang stehen [Van Geelen et al. 1982]. Es wird gezeigt, dass durch die 

Geburt das Risiko von Harninkontinenz steigt und es scheint ein Tonusverlust des 

Beckenbodens mit steigendem Alter bei Frauen zu bestehen [Densmore 1982]. Viele 

Frauen berichten über Inkontinenz kurz nach vaginaler Entbindung, die aber nur bei 

einer kleinen Prozentzahl (2-3 %) der Frauen nach über einem Jahr bestehen bleibt 

[Meyer et al 1993]. 
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Die Verbreitung der Harninkontinenz nach Schwangerschaft und Entbindung wird 

nach einer Literaturanalyse von Schuessler und Baesseler [2003] für die Jahre 1983 

- 1997 mit 3,7 % - 15,2 % angegeben. Inkontinenz entwickelt sich oftmals Jahre nach 

der letzten Geburt und meistens nach der Menopause [Tapp et al. 1988; Buzelin 

1998]. Das Durchschnittsalter der Frauen mit Belastungsinkontinenz liegt mit 47,3 

Jahren niedriger als das der Gesamtheit der Frauen mit Harninkontinenz (50,9 Jahre) 

[Hunskaar et al. 2004]. Es wird ebenfalls angenommen, dass sekundär zur vaginalen 

Entbindung Veränderungen am N. pudentus zur Inkontinenz beitragen. Die 

Harnkontinenz wird durch das Zusammenspiel einer intakten quergestreiften 

Muskulatur des Beckenbodens, einer ungestörten Innervation der glatten Muskulatur 

der Harnröhre und einen funktionstüchtigen Bandapparat gewährleistet. Durch das 

Zusammenwirken dieser anatomischen Strukturen wird die Kontinenz 

aufrechterhalten [Schumacher 2007]. 

 

Als Ursache der Belastungsinkontinenz ist die Insuffizienz des äußeren 

Harnröhrensphinkters (M. sphinkter uretrae externus) anzusehen. Dieser ist unter 

akuter Belastung als der funktionell entscheidende der Verschlussmuskeln der 

Harnblase zu sehen. Außer den oben beschriebenen Gründen können auch ein 

Tonusverlust der glattmuskulären Harnröhrenwandung (z.B. durch Alterung) und eine 

mit dem Alter abnehmende Muskelzelldichte des Rhabdosphinkters Auslöser der 

Belastungsinkontinenz sein. Die Muskelzelldichte im Rhabdosphinkter sinkt durch 

physiologische Apoptose von 88 % des Gesamtvolumens unmittelbar nach Geburt 

auf etwa 34 % im 90. Lebensjahr [Strasser et al. 1999]. 

Generell können mechanische und funktionelle Ursachen als Gründe der 

Belastungsinkontinenz angesehen werden. Entscheidende Faktoren sind myogene, 

neurogene, bindegewebige oder hormonelle Veränderungen. 

Durch mechanische Ursachen kommt es zu einem defekten Aufhängeapparat von 

Blasenhals, Harnröhre und Vagina. Dieses führt zu einer Situsveränderung durch 

Hypermobilität der Urethra. Dadurch kommt es zu einer reduzierten passiven 

Drucktransmission, welche wiederum die Belastungsinkontinenz zur Folge haben 

kann. McGuire et al. [1976] beschreiben neben der Hypermobilität der Urethra die 

Mangelfunktion des inneren Harnröhrensphinkters als Ursache der 

Belastungsinkontinenz. 
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Bei Männern spielen besonders die postoperativen Veränderungen nach Eingriffen 

am unteren Harntrakt - in erster Linie die transurethrale Prostataresektion bei 

gutartiger Prostatavergrößerung (subvesikale Obstruktion) bzw. radikaler 

Prostatovesikulektomie - eine wesentliche Rolle. 

Bei den funktionellen Ursachen wird zwischen hypotoner Harnröhre, Hyporeaktivität 

der Sphinktermuskulatur und unwillkürlicher Harnröhrenrelaxierung mit ihren 

spezifischen Ursachen unterschieden [Schumacher 2007]. 

Die Belastungsinkontinenz wird nach drei Schweregraden gegliedert [Ingelman-

Sundberg 1982]: 

Grad I: Unwillkürlicher Harnverlust bei heftiger Drucksteigerung im Bauchbereich, 

z.B. durch Lachen, Niesen, Husten oder schwere körperliche Belastung. 

Grad II: Unwillkürlicher Harnverlust bei mittelstarker Drucksteigerung im 

Bauchbereich, z.B. durch Laufen oder Treppensteigen. 

Grad III: Unwillkürlicher Harnverlust bei nur geringer Drucksteigerung im 

Bauchbereich und auch im Liegen. 

 

Als Ursache der Dranginkontinenz liegt eine Überaktivität des Blasenmuskels zu 

Grunde. Der nicht unterdrückbare Harndrang führt zu plötzlich einsetzendem 

Urinverlust, bevor die Toilette erreicht wird. 

Die Dranginkontinenz kann Folge von Harnwegsinfektionen (Harnröhre, Harnblase), 

obstruktiven Veränderungen in Folge von z.B. Tumoren oder Steinen, 

Östrogenmangel im Klimakterium der Frau, Störungen der Innervation oder der 

Sensorik oder auch häufig psychosomatisch bedingt sein [Abrams 2003]. 

 

 

2.2 Verschlussapparat der Harnblase (Corpus vesicae) 

Zum Verschlussapparat des unteren Harntraktes gehört der (im Trigonum vesicae 

einschichtige) M. detrusor vesicae. Dieser bildet um das Ostium urethrae internum 

mit elliptischen Zügen einen funktionellen glattmuskulären Sphinkter (M. sphincter 

urethrae internus). Fasern des M. transversus perinei profundus bilden um die 

Urethra eine somatisch innervierte Schlinge quergestreifter Muskulatur. Diese dient 

ebenfalls zum Urethraverschluss des M. sphincter urethrae externus (siehe 

Abbildung I und II). 
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Die Versorgung der Harnblase erfolgt über die Aa. vesicales superiores, Äste aus der 

A. umbilicales und aus der A. vesicalis inferior. 

Die Entleerung der Harnblase (Miktion) verläuft über spinale und supraspinale 

Reflexe, die einer willkürlichen Kontrolle unterliegen. Die Miktion wird überwiegend 

durch den Parasympathikus gesteuert. Die zugehörigen präganglionären Neurone 

liegen im Sakralmark. Durch ein Nachlassen der Wandspannung regelt der 

Sympathikus die Füllung, während der Parasympathikus durch die Kontraktion des 

M. detrusor vesicae die Entleerung steuert. Die übergeordneten Zentren des 

Sympathikus und Parasympathikus befinden sich im Hirnstamm [Huppelsberg und 

Walter 2005]. 

 

 

2.2.1 Muskuläre Mechanismen zum Verschluss der Harnblase (Erhalt der Kontinenz) 

Bei den muskulären Mechanismen wird der unwillkürliche und der willkürliche 

Verschlussmechanismus unterschieden. Die Kontinenz des unwillkürlichen 

Verschlussmechanismus wird über die schlingenförmigen Fasern der 

Blasenwandmuskulatur (M. detrusor vesicae) erreicht, welche die Urethraöffnung 

Abb. I: Anatomie der Harnblase und Urethra der Frau, 
1) M. sphinkter urethrae internus [Abbildung aus: 
Prometheus, Lernatlas der Anatomie 2, 2005]. 

1 
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umfassen. Unterstützend wirken die schlingenförmigen Fasern des M. pubovesicalis. 

Der willkürliche Verschlussmechanismus besteht aus den absteigenden Fasern des 

Beckenbodenmuskels (M. transversus perinei profundus). Diese umfassen 

schlingenförmig die Urethra (M. sphincter urethrae externus). Dieser 

Verschlussmechanismus kann bei einer strukturellen Beckenbodenschwäche, wie 

sie nicht selten nach zahlreichen Geburten auftritt, versagen (siehe Abbildung II) 

[Hodgkinson 1953]. 

 

 

 

 

2.3 Therapiemöglichkeiten der Belastungsinkontinenz 

Bei der Therapie der Belastungsinkontinenz werden konservative und operative 

Möglichkeiten unterschieden. Bei den konservativen Therapien steht die 

Krankengymnastik an erster Stelle. Zur Kräftigung des Beckenbodens wird 

Beckenbodentraining durchgeführt. Dies kann durch Übungen für die willkürliche 

Kontrolle der Blase (Biofeedbacktraining) ergänzt werden. Bei besonders leichten bis 

mittleren Schweregraden der Belastungsinkontinenz der Frau wird auch die 

Elektrotherapie angewendet. Medikamentös kann ein Behandlungsversuch mit 

Sympathikomimetika und Östrogenen erfolgen [Walters et al. 1992]. 

Abb. II: Verschlussmechanismus der menschlichen 
Harnblase [Abbildung aus: Prometheus, Lernatlas der 
Anatomie, 2 2005]. 
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Sympathikomimetika wie zum Beispiel Midodrin (Gutron®) erhöhen den Muskeltonus 

im Blasenbereich. Östrogene fördern die Durchblutung der Schleimhäute und 

verbessern dadurch indirekt die Inkontinenz [Elia und Bergman 1993; Robinson und 

Cardozo 2003]. 

Als operative Therapieform wird seit 1972 der Scott-Sphinkter weltweit zur Behand-

lung der männlichen Inkontinenz eingesetzt [Scott et al. 1973]. Dieser besteht aus 

einer Manschette, einem Druckreservoir (Ballon) und einer Pumpe. Standardtechnik 

ist die bulbäre Implantation der Manschette. Pumpe und Druckreservoir werden über 

einen Schnitt im Unterbauch ins Skrotum bzw. intraperitoneal platziert. Das System 

ist mit isotoner Kontrastmittel-Lösung gefüllt. Weltweit wurden über 3000 männliche 

Patienten nach der Methode operiert [Hübner 2004]. 

Neue Erkenntnisse hierzu werden von Sievert et al. [2007a und 2007b] präsentiert. 

Sie zeigen mit ihren Untersuchungen, dass die Implantation eines künstlichen 

Sphinkters eine gute Möglichkeit darstellt, starke Harninkontinenz bei Frauen und 

Männern zu lindern. Kiilholma et al. [1993] zeigen, dass die Injektion von 

Bulkingstoffen wie Teflon, bovines Kollagen, Silicon oder Carbonbeads zu einer 

kurzzeitigen Verbesserung der Belastungsinkontinenz führen. Diese Materialien 

können zu einer chronischen Entzündung, starker Fremdkörperreaktion, 

periurethralem Abszess, Beeinträchtigung der Harnblase und der Harnröhre, 

Verengung des unteren Harntraktes mit Harnverhalt und Wanderung (Migration) zu 

anderen inneren Organen und dadurch zur Lungenembolie führen. Teflonpaste ist 

einer der ersten Bulkingstoffe die zur Schleimhautunterspritzung verwendet wird 

[Politano et al. 1973]. 

Strasser et al. [2004 und 2007] stellen in einer neuen Therapieform die Injektion von 

Myoblasten in den Rhabdosphinkter vor. Die Myoblasten werden per Muskelbiopsie 

aus dem Oberarm entnommen und im Labor vermehrt (siehe hierzu Kapitel 2.4.1.1). 

Ein weiterer innovativer Ansatz ist die Verwendung des Nervengiftes Botox zur 

Heilung der Inkontinenz. Bei der Therapie wird das Botulinumtoxin A (300 IU Botox®) 

an verschiedene Stellen in den Blasenwandmuskel injiziert. Die Botoxbehandlung ist 

zur Behandlung der Blasenschwäche noch nicht zugelassen. Es liegen aber Studien 

vor, in denen die Wirksamkeit und Sicherheit der Behandlung bei nerval bedingten 

Blasenentleerungsstörungen belegt werden [Wefer et al. 2007]. 
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2.4 Stammzellen und ihre Bedeutung für die Regenerationsmedizin 

Stammzellen zeichnen sich durch die Fähigkeit zur Autoreproduktion aus. Sie sind 

nicht differenziert, d.h. ihre Nachkommen sind entweder selbst Stammzellen oder 

weiter differenziert als die Stammzelle, aus der sie hervorgegangen sind [Blanpain et 

al. 2004]. 

Der Stammbaum aller Zellen eines Organismus beginnt mit der Zygote. Diese ist 

totipotent („zu allem fähig“). Keine Stammzelle wurde bis heute als totipotent 

klassifiziert [Atala 2005]. Aus undifferenzierten Vorläuferzellen, den Progenitorzellen, 

entstehen während der Embryonalentwicklung spezialisierte Zelltypen. 

Die pluripotente („zu vielem fähig“) embryonale Stammzelle aus der inneren 

Zellmasse der Blastozyste unterscheidet sich von der adulten multipotenten („zu 

mehrerem fähig“) Stammzelle, welche sich als Progenitorzelle in den meisten 

Gewebearten ausgewachsener Organismen findet [Jiang et al. 2002]. 

Embryonale Stammzellen leiten sich aus den totipotenten Zellen des frühen 

Säugetierembryos ab und sind in vitro zu uneingeschränkter, undifferenzierter 

Proliferation fähig. Aus diesen Zellen kann zwar kein kompletter Organismus mehr 

gebildet werden, aber sie sind immer noch in der Lage, in sämtliche Zelltypen zu 

differenzieren und Abkömmlinge der drei embryonalen Keimblätter zu formen [Evans 

und Kaufman 1981; Martin 1981]. 

Fetale Stammzellen finden sich lediglich in der fetalen Entwicklungsphase und 

scheinen mit der Reifung zum Neugeborenen zu verschwinden [Sievert et al. 2007c] 

(siehe Abbildung III). 

Die adulte Stammzelle besitzt im Gegensatz zur embryonalen Stammzelle ein 

geringeres Differenzierungsvermögen und eine verringerte Proliferationsrate [Jiang 

et al. 2002]. Die Schwierigkeit, eine embryonale Stammzelle in vitro zu einer Herz-, 

Nerven-, Epidermis-, oder Knorpelzelle zu differenzieren besteht in der 

Entschlüsselung der individuellen Bedingungen und Faktoren, die für die 

Differenzierung einer Stammzelle in einen bestimmten Gewebetyp notwendig sind. 

Aufgrund ethischer Überlegungen, wonach das Blastozystenstadium eines 

menschlichen Embryos bereits als menschliches Individuum angesehen werden 

kann, ist in Deutschland die Isolierung embryonaler Stammzellen durch das 

Embryonenschutzgesetz (EschG vom 13.12.1990) verboten. 
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Die Gewinnung und die Forschung mit adulten Stammzellen wird als ethisch 

unbedenklich angesehen. 

Adulte Stammzellen können als hämatopoetische [Weissman 2000], gastrointestinale 

[Potten 1998], epidermale [Watt 1998], neuronale [Gage 2000], hepatische [Alison 

und Sarraf 1998] oder mesenchymale [Caplan 1991 und 1994] Stammzellen aus 

Knochenmark, Trabekularknochen, Periost, Muskelgewebe, Fettgewebe [Park et al. 

1999], Gehirn, Gefäßpericyten, Synovia, Milchzähnen, Haut [Muschler et al. 2004; 

Wiesmann et al. 2004; Berry et al. 2004] und Hodengewebe [Guan 2006] isoliert 

werden. Die Isolierung von MSZ ist auch aus dem Nabelschnurblut [Bieback et al. 

2004] beschrieben. 

 

 

2.4.1 Mesenchymale Stammzellen (MSZ) 

Das Mesenchym ist das multipotente Ursprungsgewebe von Binde- und 

Stützgewebe, glatter Muskulatur sowie von Skelett- und Herzmuskulatur. Caplan 

[1991] benennt als MSZ eine einzelne Bindegewebsvorläuferzelle, die sowohl 

Abb. III: Darstellung der verschiedenen Differenzierungs-
wege mesenchymaler Stammzellen. Die einzelnen 
Differenzierungs-schritte sind vereinfacht wiedergegeben 
[Abbildung aus: Caplan 1994]. 
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Bestandteil des embryonalen als auch des adulten Knochenmarkstromas ist und als 

solche aus beiden isoliert werden kann. 

MSZ lassen sich von den hämatopoetischen Stammzellen, die ebenfalls im 

postnatalen Knochenmark vorkommen, aufgrund ihrer Fähigkeit zur Adhärenz und 

der fehlenden Oberflächenmarker CD14 (Rezeptor für Lipopolysaccharid-Komplex 

und Lipopolysaccharid-Bindungsprotein), CD34 (Ligand für L-Selectin) und CD45 

(Tyrosinphosphatase, Leukozytenmarker) unterscheiden [Pittenger et al. 1999]. 

Bis heute liegen nur wenige eindeutige Erkenntnisse über die Charakterisierung und 

Kultivierungsmethoden der MSZ hinsichtlich ihrer Oberflächenantigene, 

Anreicherungsmethoden und Differenzierungsmechanismen vor. Beträchtliche 

Fortschritte im Rahmen der Oberflächencharakterisierung von MSZ wurden über die 

Methode des „Fluorescence-activated-cell-sorting“ (FACS) gemacht. Jedoch wurde 

noch kein einheitlicher Marker identifiziert, der die MSZ darstellen kann [Gronthos et 

al. 1994; Pittenger et al. 1999; Minguell et al. 2001; Tocci und Forte 2003]. Es bleibt 

die Aufgabe, einen allgemeinen Marker für MSZ zu finden, da sich MSZ und 

endotheliale-, epitheliale- und Muskelzellen gemeinsame Merkmale teilen [Minguell 

et al. 2001]. 

MSZ können experimentell sowohl in vivo als auch in vitro differenzieren. Cassiede 

et al. [1996] und Kadiyala et al. [1997] gelingt es, MSZ in Knochen- und 

Knorpelgewebe zu differenzieren. Pittenger et al. [1999] differenzieren MSZ in 

Adipozyten. Ebenfalls können MSZ zu Kardiomyozyten [Toma et al. 2002] und 

Myozyten [Wakitani et al. 1995; Ferrari et al. 1998] differenziert werden. 

Diese Erkenntnisse liefern die Grundlagen für einen Einsatz MSZ zur Regeneration 

mesenchymaler Gewebe. 

MSZ werden in serumhaltigen Medien kultiviert. Fünf bis sieben Tage nach Isolierung 

sind erste Kolonien zu erkennen. Ab Passage fünf tritt in vitro ein Verlust der 

Differenzierbarkeit ein [Pittenger et al. 1999]. 

 

 

Aufgrund der Morphologie der MSZ werden zwei Zelltypen unterschieden. 

Beschrieben werden spindelförmige Zellen, die schnell proliferieren und große 

Kolonien ausbilden und breitflächige Zellen, die sich wesentlich langsamer teilen und 

nicht konfluent werden. Kolonien, die durch den spindelförmigen Zelltyp gebildet 
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werden, sind um das zwei- bis dreifache größer als Kolonien des breitflächigen 

Zelltyps. Mit zunehmender Passagierung nimmt die Menge der spindelförmigen 

Zellen ab und die der breitflächigen Zellen zu [Digirolamo et al. 1999]. 

 

 

2.4.1.1 Zellbasierte Therapie der Belastungsinkontinenz mit MSZ 

Basierend auf der Tatsache, dass sich MSZ mit geringem Aufwand aus dem 

Knochenmark isolieren lassen, gibt es für die therapeutische Anwendung autologer 

MSZ zahlreiche Ansätze. 

Chancellor et al. [2000] injizieren in einem Tiermodell Myoblasten in die Blasenwand 

von Sprague Dawley Ratten um eine Verbesserung der Detrusorkontraktilität zu 

erreichen und dadurch eine Linderung der Belastungsinkontinenz zu erzielen. Die 

injizierten Myoblasten sollen dabei einen neuen Harnblasensphinkter aufbauen. 

Myoblasten sind natürlicherweise in der Lage, sich in vielkernige Muskelfasern zu 

differenzieren, die zur Kontraktion fähig sind. Yiou et al. [2005] zeigen, dass sich 

nach der Injektion einer heterogenen Population von Muskelvorläuferzellen in einen 

durch Elektrokoagulation irreversibel geschädigten urethralen Sphinkter 

funktionsfähige Myotuben bilden können. Bei der Zelltherapie für urologische 

Dysfunktionen zeigen Lee et al. [2003] in einem Rattenmodell eine Verbesserung der 

Belastungsinkontinenz nach Transplantation von aus Muskelgewebe isolierten 

Stammzellen die bis zu vier Wochen nach Operation andauert. Strasser et al. [2004] 

berichten über neue Versuche zur Behandlung der Belastungsinkontinenz mittels 

autologen Myoblasten. Hierbei werden acht weiblichen Schweinen 

Skelettmuskelbiopsien entnommen und hieraus Myoblasten und Fibroblasten isoliert 

und vermehrt. Diese werden unter Ultraschallkontrolle in den Rhabdosphinkter bzw. 

in die Urethra injiziert. Nach guten Ergebnissen im Tierversuch wird dies analog beim 

Menschen durchgeführt. Dabei werden Muskelbiopsien aus dem Oberarm des 

Patienten entnommen, daraus autologe Myoblasten und Fibroblasten isoliert, in vitro 

vermehrt und anschließend in den Rhabdosphinkter bzw. Urethra appliziert [Strasser 

et al. 2004]. 
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2.5 Tissue Engineering (TE) und Regenerative Medizin 

Die Regenerative Medizin befasst sich mit der Entwicklung und Anwendung 

innovativer medizinischer Therapien mit dem Ziel, erkrankte Gewebe zu heilen, 

teilweise wieder herzustellen oder die Regeneration von kranken und verletzten 

Organen zu unterstützen [Fuchs et al. 2001]. 

Da es derzeit keine offiziell gültige Definition der Regenerativen Medizin gibt, wird 

diese Definition als Synthese der verschiedenen gängigen Begriffe bestimmt, um den 

Befragungsgegenstand abzugrenzen und die Auswertung zu strukturieren. Zu den 

Technologien und Materialien, die in der Regenerativen Medizin eingesetzt werden, 

gehören Stammzellen, differenzierte Zellen, bioaktive Moleküle (wie z.B. 

Wachstumsfaktoren) und Biomaterialien [Atala 2007]. Diese werden auch oft in 

Kombination verwendet. Produkte der Regenerativen Medizin, die seit einigen 

Jahren bereits eingesetzt werden, sind der Hautersatz mit körpereigenen Zellen zur 

Behandlung von chronischen Wunden [Kuroyanagi 2006] und die Behandlung von 

Knorpeldefekten mittels autologer Chrondrozytenimplantation (Knorpelersatz) 

[Kramer et al. 2006]. In der Entwicklung befinden sich zudem neue Produkte und 

Verfahren, die auf dem Einsatz von Stammzellen und Biomaterialien beruhen, aber 

auch Gentherapieverfahren oder Tumorvakzinen. 

Huard et al. [2002] zeigen die Differenzierung von aus Muskelgewebe isolierten 

Stammzellen in glattmuskuläre Alpha-aktin exprimierende glattmuskuläre Zellen in 

vivo. Aus Muskelgewebe isolierte Stammzellen tolerieren die Ex-vivo-Bearbeitung 

gut und werden für die Verbesserung von zahlreichen Geweben innerhalb des 

Bewegungsapparates (Muskulatur, Knochen, Bänder, Knorpel und Meniskus) 

eingesetzt. Diese Zellen werden ebenfalls zur Behandlung von Herzfehlern und 

urologischen Dysfunktionen verwendet (siehe Kapitel 2.4.1.1) [Usas und Huard 

2007]. 

 

 

2.5.1 TE 

Der Begriff TE wird 1987 von der National Science Foundation in Washington, DC 

folgendermaßen definiert: „Tissue Engineering ist die Anwendung der Prinzipien und 

Methoden der Ingenieurs- und Lebenswissenschaften für das grundlegende 

Verständnis der Wechselwirkung von Struktur und Funktion normalen und kranken 
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Gewebes sowie zur Entwicklung von biologischem Gewebeersatz zur 

Rekonstruktion, dem Erhalt oder der Verbesserung der Gewebefunktionen“. 

Skalak und Fox [1988] definieren TE als ein fächerübergreifendes Feld der 

Ingenieurswissenschaften und Biowissenschaften mit dem Ziel der Entwicklung von 

biologischem Ersatzgewebe, das die Gewebefunktion erneuert, beibehält oder 

verbessert. Es kann deshalb als wichtiges Teilgebiet der regenerativen Medizin 

angesehen werden [Atala 2004]. 

TE ist eine etablierte allerdings noch in weiten Bereichen experimentelle 

Forschungsrichtung mit dem Potenzial, die chirurgisch-rekonstruktiven Möglichkeiten 

der Urologie zu erweitern. Diese bestehen aktuell in der Verwendung von 

körpereigenem Ersatzgewebe wie beispielsweise Magen oder- 

Darmschleimhautanteilen, Mundschleimhaut und freien bzw. gestielten 

Hauttransplantaten [Stenzl et al. 2001 und 2003; Maurer et. al. 2005]. 

TE ist eine Methode der Organ- und Geweberekonstruktion, bei der entnommenes 

Gewebe in die Zellbestandteile aufgeteilt wird und diese Zellen entweder gleich oder 

nach vorheriger Kultivierung und Vermehrung im Labor wieder in einen Organismus 

implantiert werden [Atala 2000]. Die implantierten Gewebebestandteile können dabei 

heterolog, homolog oder autolog sein. Für die Zellkultivierung in vitro werden 

entweder bereits bestehende azelluläre Gewebematerialien (Matrices) oder 

künstliche Biomaterialien, die resorbierbar bzw. nichtresorbierbar sind, verwendet 

(siehe Abbildung IV). Weiterhin ist es möglich, bioartifizielle Urothelgewebe zu 

züchten [Feil et al. 2006 und 2008]. 

Forschung und Entwicklung im Bereich des TE werden vor allem durch das Warten 

vieler Patienten auf ein größeres Angebot an transplantierbaren Geweben und 

Organen vorangetrieben. Die durch TE ermöglichte Transplantationen autologer 

Zellen bzw. Geweben haben den großen Vorteil, dass im Gegensatz zu allogenen 

und xenogenen Organtransplantationen immunologische Abstoßungsreaktionen 

nicht zu erwarten sind. 

Derzeit wird in der Klinik für Urologie Tübingen die Latissimus-dorsi-

Detrusormyoplastie klinisch erfolgreich zur Therapie akontraktiler Blasen angewandt. 

Der hierbei verwendete freie Gewebelappen bietet in Kombination mit TE, d.h. 

Beschichtung mit urothelialen Zellen bzw. bioartifiziellem Urothelgewebe, eine 
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Urothel in vitro

Zellsuspension

Matrix

Zellkultur

Grundlage zur Blasenaugmentation und Substitution. [Stenzl et al. 1998 und 2000; 

Ninkovic et al. 2000]. 

Durch die neuen Techniken im Bereich des TE wird Ersatz für innere Organe (Leber, 

Pankreas, Herz, Niere, Lunge), Sinnesorgane (Auge, Ohr, Nase), den Stützapparat 

(Knochen und Knorpel), für das Gehirn (bei Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson) 

und für die Haut (bei Verbrennungen) entwickelt [Kasper und Stahl 2001]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Durch die Möglichkeit, eigenes Nabelschnurblut zu konservieren, wären bei späteren 

malignen Erkrankungen des blutbildenden Systems und nach einer Chemotherapie 

autologe Zellen verfügbar. Dies böte den Vorteil, dass ein sehr schneller 

Wiederaufbau des Immunsystems möglich ist. Die erste erfolgreiche 

Nabelschnurbluttransplantation wird 1988 von Gluckmann et al. [2004] bei einem 

sechsjährigen Jungen mit Fanconi-Anämie durchgeführt. 

Die Behandlungserfolge mit Nabelschnurblut sind den Behandlungserfolgen mit 

Knochenmarktransplantationen mindestens als vergleichbar anzusehen [Wagner und 

Verfaillie 2004; Grewall et. al. 2004]. 

 

Abb. IV: Methoden des Tissue Engineering am Beispiel der Harn-

röhrenrekonstruktion. 
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Die schnelle und effiziente Blutversorgung von in vitro hergestellten Geweben oder 

Organsubstituenten nach deren Transplantation ist immer noch eines der wichtigsten 

Probleme im TE. Nach der Transplantation ist ein solches Transplantat 

ausschließlich auf die Diffusion der umgebenden Gewebsflüssigkeit angewiesen, bis 

Kapillaren aus dem Empfängerbett einsprießen [Reichmann et al. 2005]. Es wird 

deshalb versucht, Gewebesubstitute bereits in vitro mit Gefäßen zu versorgen oder 

Faktoren, die die Gefäßeinsprossung unterstützen, einzusetzen.  

 

 

2.6 Inkontinenzproblematik in der Tiermedizin 

Grundsätzlich wird zwischen morphologischen und funktionellen Ursachen der 

Harninkontinenz im Bereich des unteren Harntraktes unterschieden, wobei meistens 

die Harnröhre betroffen ist und seltener die Harnblase. Wegen des Mangels an 

klaren äußerlichen Stressfaktoren bei Hunden wird in der Tiermedizin anstelle der 

Belastungsinkontinenz von der urethralen Sphinkterinkompetenz gesprochen 

[Janssens 1997]. Harninkontinenz ist ein häufiges klinisches Problem bei Hunden, 

von dem Hündinnen mehr als Rüden betroffen sind [Holt 1985 und 1990c]. Als 

Ursachen der Harninkontinenz bei adulten Hündinnen werden Sphinkterinkompetenz 

insbesondere nach Kastration, Urolithiasis, Neoplasie des Blasenhalses und der 

Harnröhre, neurologische Schädigung des Plexus pelvicus und die 

Detrusorinstabilität bzw. ein Kapazitätsdefizit angesehen. 

Das Vorkommen der Inkontinenz bei nichtkastrierten Hündinnen liegt bei 0,2 - 0,3 % 

[Kyles et al. 1996]. Für kastrierte Hündinnen schwanken die Angaben zwischen 11 % 

[Okkens et al. 1997] über 17,7 % [Thrusfield 1985] bis 20 % [Arnold 1997b]. Die 

urethrale Sphinkterinkompetenz ist der Hauptgrund für die Harninkontinenz bei 

Hündinnen. Schätzungsweise sind hiervon 20 % aller kastrierten Hündinnen 

betroffen und 30 % der kastrierten Hündinnen über 20 kg Körpergeweicht [Arnold et 

al. 1989a]. 

In einer Untersuchung von Janssens und Janssens [1991] wird nach durchgeführter 

Ovariohysterektomie und Ovarioektomie kein Unterschied in der Häufigkeit, in der die 

Hunde inkontinent werden, festgestellt. Dies wird in weiteren Untersuchungen 

bestätigt [Ruckstuhl 1976; Arnold et al. 1989a]. Es ist nicht sicher, ob das 

Kastrationsalter eine Rolle spielt, dass ein Hund inkontinent wird. Es wird 
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angenommen, dass die Kastration vor der ersten Läufigkeit das Risiko erhöht 

[Ruckstuhl 1978]. Nach Stöcklin-Gautschi et al. [2001] werden 9,7 % der Hündinnen, 

die vor der ersten Läufigkeit kastriert wurden, inkontinent. Das ist ungefähr die Hälfte 

dessen, was bei einer Kastration nach der ersten Läufigkeit zu erwarten ist. Die 

klinischen Symptome der Inkontinenz sind allerdings bei einer Kastration vor der 

ersten Läufigkeit stärker ausgeprägt. 

Als eine Ursache wird angenommen, dass hormonale Faktoren für das häufige 

Auftreten der Sphinkterinkompetenz nach der Kastration verantwortlich sind. 

Allerdings ist noch nicht geklärt, weshalb nur bestimmte Hunde erkranken. Betroffen 

sind sowohl männliche als auch weibliche Hunde insbesondere die Rassen Boxer, 

Dobermann, Rottweiler, Weimaraner oder Irish Setter und selten sogar Katzen in 

jedem Alter auch ohne vorhergehende Kastration [Holt und Thrusfield 1993]. Die 

genaueren Ursachen der Sphinkterinkompetenz konnten bisher noch nicht geklärt 

werden. Risikofaktoren für das Entstehen der Sphinkterinkompetenz der 

erwachsenen Hündinnen sind wie erwähnt die Kastration aber auch eine 

Schwanzamputation [Holt und Thrusfield 1993] und eine kaudale Position der 

Harnblase („pelvic bladder“). Durch die Schwanzamputation kommt es zu einer 

Hypotrophie der Beckenbodenmuskulatur (M. levator ani und M. coccygeus) und 

infolge zu einer Inkontinenz [Janssens 1997]. In einer Untersuchung von Power et al. 

[1998] bei 37 inkontinenten Hunden im Vergleich zu 28 gesunden Hunden wird 

festgestellt, dass die inkontinenten Hunde mit einer Wahrscheinlichkeit von p < 0.005 

einen intrapelvin-liegenden Blasenhals haben. 

Für das multifaktorielle Geschehen der Sphinkterinkompetenz werden nach Hoelzler 

und Lidbetter [2004] ein verminderter Harnröhrendruck, eine verminderte 

Harnröhrenlänge, ein möglicher Östrogenmangel, die intrapelvin liegende Blase, ein 

defekter vesicourethraler Support oder eine Abnormalität der glattmuskulären 

Harnröhrenmuskulatur verantwortlich gemacht. 

Eine seltene Sonderform der Sphinkterinkompetenz tritt bei juvenilen Hündinnen, 

besonders bei Neufundländern und Golden Retrievern, auf. Interessanterweise 

bessert sich die Symptomatik deutlich um den Zeitpunkt der ersten Läufigkeit [Holt 

1990b]. 

Bei Hunden, die im Alter zwischen zwei und sechs Monaten an Inkontinenz leiden, 

kann ein sogenannter ektopischer Harnleiter die Ursache sein. Hierbei münden die 
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beiden Uretheren direkt in den Blasenhals, die Urethra oder sogar in die Vagina 

[Wiegand und Nickel 1996]. 

Tumoren im und um den unteren Harntrakt können ebenfalls durch Reizung der 

Harnblase und verminderter Blasenkapazität zu einer Inkontinenzsymptomatik 

führen. Besonders bei älteren Hunden ist die neoplastische Ursache einer 

Harninkontinenz nicht zu unterschätzen [Nickel et al. 1997]. Bei einer Untersuchung 

von Holt [1990b] sind ein Drittel der Hunde mit Blasentumoren inkontinent. 

 

 

2.6.1 Therapie 

Viele Hündinnen mit urethraler Spinkterinkompetenz können mit Östrogenen (Östriol) 

oder Sympathomimetika (Ephedrin, Phenylpropanolamin) erfolgreich therapiert 

werden [Blendinger et al. 1995]. Der Wirkungsmechanismus dieser Präparate führt 

zu einem besseren Verschluss der Harnröhre. Dieser ist auf die alpha-adrenerge 

Stimulation der glatten Muskelzellen zurückzuführen. Ungefähr ein Drittel bis zu drei 

Viertel der inkontinenten Hunde reagiert sehr gut auf die Therapie mit 

Phenylpropanolamin [Arnold et al. 1989a]. 

Für die chirurgische Behandlung der Inkontinenz bei Hündinnen stehen verschiedene 

Operationstechniken zur Verfügung. Die Kolposuspension beispielsweise ist ein 

abdominales Operationsverfahren zur Behandlung der Belastungsinkontinenz, bei 

dem über eine kranioventrale Elevation der Scheide indirekt eine Rückverlagerung 

der funktionell wichtigen Blasenhalsregion in den Abdominalraum erreicht wird. 

Langzeituntersuchungen ergeben, dass die Kolposuspensionstechnik bei vielen 

Patienten gute Ergebnisse zeigt. Mehr als 56 % der Hündinnen sind nach dieser 

Operation komplett kontinent und das Ausmaß und die Frequenz der Inkontinenz 

werden bei weiteren 40 % signifikant verringert [Holt 1985 und 1990a]. Außerdem 

werden Harnröhrenplastiken [Bushby und Hankes 1980; Dean et al. 1989], das 

Einsetzen einer Blasenhalsschlinge [Christie 1986] und die periurethrale Injektion 

von Teflon oder Kollagen [Arnold et al. 1989b] durchgeführt.  

Bei der endoskopischen Injektion von Teflon in die Submukosa der Urethrawand sind 

alle Hunde mindestens zwei Monate kontinent, allerdings rezidivieren nach zwei 

Monaten 64 % der Hunde [Arnold et al. 1989b]. Mit einer Kollageninjektion 

behandelte Hunde sind nach einer noch nicht veröffentlichten Untersuchung von 
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Nickel et al., die im Rahmen des vierten Gießener Wintersymposiums 2007 

vorgestellt wird, zu 60 % für die Dauer von ca. 1,5 Jahren kontinent. 

Eine von White [2001] durchgeführte Untersuchung an 100 Hunden mit urethraler 

Sphinkterinkompetenz, die mit einer Urethropexie operiert werden, zeigt sich ein Jahr 

nach Operation bei 73 % eine deutliche Verbesserung der Inkontinenzsymptomatik. 

Holt [2005] berichtet über die Prostatopexie bei Rüden als Behandlungsmethode 

einer Inkontinenz. Er operiert insgesamt neun Hunde, von denen einer komplett 

kontinent wird. Bei jeweils vier Tieren ergibt sich eine Verbesserung bzw. bringt die 

Operation keinen Unterschied zur Ausgangslage. 

Eine weitere chirurgische Möglichkeit zur Behandlung der Inkontinenz der Hündin ist 

die transpelvikale Schlingentechnik. Nach Nickel et al. [1998] sind bei einer 

Untersuchung von 26 Hündinnen 13 nach einer Operation mit der transpelvikalen 

Schlingentechnik kontinent. Bei sechs dieser 13 Hunde wird zusätzlich noch die 

Kolposuspensionstechnik durchgeführt. Bei sieben Hündinnen (davon drei mit 

Kolposuspensionstechnik) verbessert sich die Inkontinenz deutlich. 

Abschließend sollte noch auf eine Untersuchung von Arbeiter [1986] hingewiesen 

werden, der von guten Ergebnissen bei Anwendung der Akupunktur und 

Neuraltherapie berichtete, wobei sich insbesondere die Infiltrationstherapie im 

Bereich der Cervix uteri als erfolgreich erwiesen haben soll. Von zwölf derart 

behandelten Tieren wurden auf Grund dieser Therapie acht Tiere geheilt, wobei bei 

zwei der Tiere ein Rezidiv auftritt. 
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2.7 Zielsetzung der Arbeit 

Der experimentelle Ansatz dieser Arbeit zielt auf die Möglichkeit der kausalen 

Behandlung der Belastungsinkontinenz mittels Einbringung mesenchymaler 

Stammzellen (MSZ) bzw. hieraus differenzierter Muskelzellen in den 

Kontinenzapparat ab. Im Einzelnen wird die Differenzierung muriner und humaner 

mesenchymaler Stammzellen aus dem Knochenmark in Muskelzellen in vitro sowie 

die Integration und das Überleben von in den Blasenhals injizierten MSZ bzw. 

hieraus differenzierten Muskelzellen in einem syngenen und xenogenen 

Kleintiermodell untersucht. 
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3. Material und Methoden 

 

3.1 Tiere 

Für die Versuche werden männliche und weibliche Ratten von der Firma Charles 

River (Sulzfeld) verwendet. 

 

 

3.1.1 Syngenes Tiermodell 

Das syngene Tiermodell wird mit Ratten vom Lewis Stamm durchgeführt (siehe 

Abbildung V). Lewis Ratten wurden 1950 aus Wistar-Ratten gezüchtet und eignen 

sich sehr gut für Applikations- und Transplantationsforschungen [Lewis et al. 1955]. 

Das Gewicht der Tiere liegt zum Zeitpunkt der Injektion der Stammzellen zwischen 

140 und 180 Gramm Körpergewicht (KGW). Insgesamt werden 14 Tiere operiert. 
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Zellkultur

Myogene Differenzierung
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3.1.2 Xenogenes Tiermodell 

Für das xenogene Tiermodell werden Nacktratten vom Typ Crl:NIH-Foxn1rnu 

verwendet (siehe Abbildung VI). Diese thymuslosen Tiere haben verringerte 

Zellpopulationen in den thymusabhängigen Gebieten der peripheren Lymphorgane. 

Alle Tiere haben zum Operationszeitpunkt ein KGW von ca. 90 bis 120 Gramm und 

waren vier bis sechs Wochen alt. Insgesamt werden 25 Tiere operiert.  

Abbildung V: Schema des syngenen Tiermodells. 
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3.2 Gewinnung der mesenchymalen Stammzellen (MSZ) 

3.2.1 Gewinnung der murinen MSZ (mMSZ) 

Zur Gewinnung der mMSZ werden im syngenen Tiermodell männliche Lewis-Ratten 

verwendet. Die Tiere sind sechs Wochen alt. 

Die Tiere werden mittels letaler Narcoren® (Pentobarbital; Merial, Hallbergmoos) 

Dosis von 500 mg pro kg KGW getötet. 

Zur Gewinnung der Stammzellen werden die Hintergliedmaßen vom Körper 

abgetrennt und Femur und Tibia von Muskulatur und Bindegewebe mittels Schere 

und Skalpell entfernt. Bis zur weiteren Bearbeitung werden die Knochen in 

Transportmedium aus Hank´s buffered salt solution mit 0,35 g/l NaHCO3
-, Phenolrot 

ohne Ca2+/Mg2+ (Biochrom, Berlin), 10 mM HEPES (Gibco, Karlsruhe), 20 KIU/ml 

Aprotinin (Trasylol 500.000, Bayer, Leverkusen) und 1 % Penicillin/Streptomycin 

(Gibco) bei 4 °C aufbewahrt. 

Die beiden Enden des Knochens werden mittels Skalpell abgetrennt und der 

Knochen eröffnet. Der Knochen wird zweimal mit ca. 5 ml Zellkulturmedium (s. u.) 

über einer Petrischale ausgespült. Die Knochenmarksuspension wird anschließend 

mit einer zuvor mit bovinem Serumalbumin (BSA) gespülten Pipette in ein 15 ml-

Röhrchen überführt. Danach wird die Zellsuspension zweimal mit BSA-gespülter 

Pipette resuspendiert. 
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biopsie

Direkte Transplantation

Zellkultur

Myogene Differenzierung
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biopsie
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Abbildung VI: Schema des xenogenen Tiermodells. 
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Die Zellsuspension wird über ein 70 µm Nylon-Zellfilter (Becton Dickinson GmbH, 

Heidelberg) gegeben und mit 20 ml PBS ohne Ca2+/Mg2+(Gibco) gespült und sieben 

Minuten bei 300 x g zentrifugiert. Der Überstand wird verworfen. Das Zellpellet wird 

in 2 ml Medium aufgenommen. Die Zellzahlbestimmung erfolgt nach Färbung mit 

Trypanblau in einer Neubauer-Zählkammer.  

Zur Kultivierung der Zellen wird die Zellsuspension mit 13 ml Medium in eine T75 

Zellkulturflasche (Becton Dickinson GmbH) pipettiert und im Brutschrank bei 37 °C in 

einer feuchten Atmosphäre mit 5 % CO2 inkubiert. Als Zellkulturmedium wird α -MEM 

(Minimum Essential Medium) ohne Ribonucleoside und Deoxyribonucleoside (Gibco) 

verwendet. Das Medium wird mit 20 % fetalem Kälberserum, 2 % Pyruvat 100 mM, 

1 % Glutamin 200 mM und 1 % Penicillin/Streptomycin (Gibco) supplementiert. 

 

 

3.2.2 Gewinnung der humanen MSZ (hMSZ) 

Die Entnahme hMSZ aus dem Knochenmark erfolgt in der Medizinischen Klinik II und 

ist für Forschungszwecke von der zuständigen Ethik-Kommission genehmigt (Projekt 

Nr. 20/2000, 268/2003, 269/2003). Um die Knochenmarkfragmente aus dem 

Knochenmark-Entnahmesystem auszuwaschen, werden ca. 2 ml Heparin in das 

Entnahmesystem gegeben. Um die Zellen zu lösen, müssen die Filtersysteme gut 

durchmischt werden. Anschließend werden 50 ml PBS (Bio-Mérieux, Nürtingen) in 

das Entnahmesystem gegeben, damit sich die Knochenmarkfragmente vom Filter 

lösen. Das PBS-Knochenmarkgemisch wird nun durch ein steriles 70 µm-Zellsieb in 

ein 50 ml-Röhrchen gepresst. Das so gewonnene Filtrat wird zur weiteren Isolierung 

der hMSZ verwendet. 

 

 

3.2.2.1 Isolierung von hMSZ 

25 ml des gewonnenen Filtrates werden in zwei 50 ml-Röhrchen überführt, die mit 15 

ml Ficoll (Biochrom AG) gefüllt sind. Als nächster Schritt werden die beiden 

Röhrchen 20 Minuten mit 700 x g zentrifugiert und anschließend der Überstand 

verworfen. Die MSZ werden in ein 50 ml-Röhrchen pipettiert und mit 50 ml PBS 

aufgefüllt. Nach Zentrifugation für fünf Minuten bei 300 x g wird der Überstand 
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abgekippt und mit 8 ml PBS aufgefüllt. Diese Probe wird langsam zu 4 ml BSA in ein 

15 ml-Röhrchen pipettiert. 

Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (acht Minuten, 300 x g) wird der 

Überstand abgenommen und das Zellpellet mit Kulturmedium gemischt. 

 

 

3.2.3 Zellkultur 

3.2.3.1 Inkubation von Zellen 

Die wie in Abschnitt 3.2.2 beschrieben isolierten Zellen werden bei Inkubation in 

einer 75 cm2 Zellkulturflasche in 20 ml Medium und bei Inkubation in einer 25 cm2 

Zellkulturflasche in 10 ml Medium aufgenommen. Die in die Zellkulturflasche 

verbrachten MSZ werden bei 37 °C und 5 % CO2 im Brutschrank bis erreichen 

konfluenten Wachstums inkubiert. Medienwechsel erfolgt erstmals nach sieben 

Tagen, danach alle zwei bis drei Tage. Das Passagieren der Zellen wird wie 

nachstehend beschrieben durchgeführt. 

 

 

3.2.3.2 Passagieren von Zellen 

Wenn die Zellkultur konfluiert, wird das Medium vollständig abgesaugt. Um das 

restliche Serum aus dem Medium zu entfernen, wird die Zellkulturflasche mit 10 ml 

PBS (Gibco) gespült. Für das Ablösen der Zellen werden 2 ml Trypsin/EDTA (Gibco) 

in die Zellkulturflasche gegeben und bei 37 °C fünf Minuten inkubiert. Der 

Ablösevorgang wird mit 10 ml Medium und 10 % fetalen Kälberserum (Gibco) 

gestoppt. Die Zellsuspension wird in ein 50 ml-Röhrchen pipettiert. Zum Entfernen 

der noch anhaftenden Zellen wird die Flasche nochmals mit 10 ml PBS gespült. Die 

Zellen werden dann sechs Minuten bei 300 x g pelettiert. Nach Absaugen des 

Überstandes können die Zellen passagiert werden. 

 

 

3.2.3.3 Induktion einer myogenen Differenzierung 

Um eine myogene Differenzierung zu induzieren, werden die mittels Plastikadhärenz 

isolierten und anschließend passagierten Zellen in Kulturpassage eins für 24 
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Stunden mit 10 µM 5-Azazytidin (5-Aza) (Vidaza™, Lipomed, Bad Säckingen) bei 

37 °C und 5 % CO2 im Brutschrank inkubiert. 

 

 

3.2.4 Immuncytochemie kultivierter mesenchymaler Stammzellen 

Für den Nachweis einer myogenen Differenzierung werden immuncytologische 

Analysen nativer und gegenüber 5-Aza exponierten Stammzellen verschiedener 

Kulturpassagen durchgeführt. Es werden monoklonale Antikörper gegen 

glattmuskuläre und skelettmuskuläre Antigene verwendet (siehe Abschnitt 3.2.4.1). 

Hierfür werden die enzymatisch abgelösten Stammzellen (siehe Abschnitt 3.2.3.2) 

mit Kulturmedium auf eine Konzentration von 2 x 105 Zellen/ml eingestellt. Von dieser 

Zellsuspension werden auf achtkammrigen Permanox Objektträgern (Lab Tek, 

NUNC, Roskilde, Dänemark) jeweils 5 x 104 Zellen pro Kammer ausgesät und im 

Zellkulturschrank bei 37 °C und 5 % CO2 zwei Tage kultiviert. Bei konfluentem 

Zellwachstum wird das Medium abgesaugt, dann einmal mit PBS gewaschen und die 

Zellen zehn Minuten mit 3,7 % Paraformaldehyd (PFA) bei Raumtemperatur fixiert. 

Anschließend werden die Objektträger fünf Minuten mit 0,15 mM PBS pH 7,2 (Bio 

Mérieux) gewaschen. Für die Permeablisierung der Zellmembran werden die 

Objektträger für zehn Minuten einer Saponinbehandlung (0,1 %) unterzogen und 

danach dreimal je zwei Minuten mit PBS gewaschen. 

Zur Vermeidung unspezifischer Bindungen der Antikörper wird mit Antibody-Diluent 

(DakoCytomation GmbH, Hamburg) für 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 

Die primären Antikörper werden mit Antibody-Diluent entsprechend verdünnt (siehe 

Abschnitt 3.2.4.1), auf die Präparate aufgetragen und diese für 45 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert und wiederholt mit PBS gewaschen. 

Bei den murinen Zellpräparaten wird die Bindung der primären Antikörper mit dem 

LSAB2-System (DakoCytomation GmbH), das auf der Streptavidin-Biotin Methode 

beruht, nachgewiesen. Als Substrat-Chromogenlösung wird 3,3`-Diaminobenzidin 

(DAB) und als Enzym Meerrettichperoxidase eingesetzt. Bei Expression des 

nachzuweisenden Antigens zeigt sich ein brauner Farbniederschlag. 

Bei den humanen Zellpräparaten wird die Bindung der primären Antikörper mit dem 

Fluoreszenzfarbstoff Cy2- konjugierten Esel-F(ab)2-Anti-Maus-Antikörper (Dianova 

GmbH, Hamburg) detektiert. Die Inkubationszeit beträgt 45 Minuten. Dann werden 
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die Objektträger zweimal mit PBS gewaschen. Die Gegenfärbung der Zellkerne 

erfolgt bei den tierischen Zellpräparaten mit Hämatoxilin (Vector Laboratories Inc., 

Burlingame, CA, USA). Die Präparate werden über Nacht luftgetrocknet und 

anschließend mit VectaMount (Vector Laboratories Inc.) eingedeckt. 

In den humanen Zellpräparaten erfolgt die Gegenfärbung der Zellkerne mit dem 

Fluoreszenzfarbstoff DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol-dihydrochlorid), das im 

Eindeckmedium Immuno-Select-Antifading-Mounting-Medium (Dianova GmbH) 

enthalten ist. 

Für eine Bewertung unspezifischer Reaktionen werden Parallelpräparate ohne 

Verwendung des Primärantikörpers immunologisch gefärbt. Anstatt des 

Primärantikörpers wird Antibody-Diluent (DakoCytomation GmbH) verwendet. 

 

 

3.2.4.1 Antikörper 

für den Nachweis muskelzellspezifischer Antigene werden folgende Antikörper 

eingesetzt: 

 

Primärantikörper 

- Gegen glattmuskuläres alpha-Aktin gerichteter monoklonaler Antikörper aus der 

Maus, Klon 1A4 (Sigma, Taufkirchen) in der Verdünnung 1:2000. 

- Gegen glattmuskuläres alpha/gamma-Aktin gerichteter monoklonaler Antikörper 

aus der Maus, Klon CGA7 (MAB 1522, Chemicon, Hofheim) in der Verdünnung 

1:250. 

- Gegen den für Skelettmuskelzellen spezifischen Transkriptionsfaktor MyoD 

gerichteter monoklonaler Antikörper aus der Maus, Klon MoAb5.8A (Becton 

Dickinson GmbH) in der Verdünnung 1:100. 

- Gegen skelettmuskuläres langsames Myosin gerichteter monoklonaler Antikörper 

aus der Maus, Klon NOQ 7.5.4D (MAB 1628, Chemicon, Hofheim) in der 

Verdünnung 1:1000. 

 

Sekundärantikörper 

- Cy2-markierter Esel-F(ab)2-Antikörper gegen Maus IgG (H+L) (Dianova GmbH, 

Hamburg) in der Verdünnung 1:50. 
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3.2.4.2 Auswertung 

Die Quantifizierung der Zellen, die mit den verwendeten Antikörpern positiv 

reagieren, wird mit einem Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 200M, Zeiss, 

Oberkochen) durchgeführt. 

 

Das Mikroskop ist mit den spezifischen Fluoreszenzfiltern F41-027 für das rote 

Spektrum, F41-028 für das grüne Spektrum und F31-000 für DAPI (AHF 

Analysentechnik, Tübingen), einer hochauflösenden Mikroskopie-Farbkamera 

(AxioCam HRc, Zeiss, Oberkochen) und zwei Monitoren ausgestattet. Verwendet 

wird die Objektive „A-Plan“ 5x/0,12 Ph0, „A-Plan“ 10x/0,25 Ph1, LD „Achroplan“ 

20x/0,40 Korr, LD „Plan-Neofluar“ 40x0,6 Korr Ph2 (Zeiss) mit den Vergrößerungen 

fünf-, 10-, 20- und 40-fach. 

Die Anzahl von positiven Zellen bezüglich der verwendeten Antikörper in der 

Immuncytochemie werden mittels Auszählung der positiven Zellen im Verhältnis zur 

Gesamtanzahl der Zellen in 10 Gesichtsfeldern bei 20-facher Vergrößerung am 

Monitor bestimmt. Pro Passage werden zwei bis sechs Kammerobjekträger 

ausgewertet. 

Bei der Immuncytochemie der hMSZ wird auch die Leuchtintensität qualitativ 

beurteilt. Die Skala reichte von dreifach plus für eine sehr gute Expression (starkes 

Leuchten des fluoreszierenden Sekundärantikörpers), bis hin zu einfach minus für 

keine Expression (kein Leuchten des Sekundärantikörpers). Die Untersuchung und 

Einteilung wird von einer Person vorgenommen. 

 

 

3.2.5 Markierung der Zellen mit PKH 26 

PKH 26 ist ein Fluoreszenzfarbstoff zur Detektion transplantierter Zellen in 

Gewebeschnitten [Horan et al. 1989 und 1990; Haas et al. 2000]. Der Farbstoff 

bindet an den Lipidanteilen der Zellmembran. 

Die Markierung der Zellen erfolgt mit dem PKH 26 Cell-Linker-Kit (Sigma). Hierfür 

werden die Zellen aus der Zellkulturflasche abgelöst (vgl. Abschnitt 3.2.3.2) und fünf 

Minuten bei 300 x g abzentrifugiert. Das Zellsediment wird in 300 µl Diluent-C-Kit-

PKH 26 resuspendiert, mit einer Mischung aus 300 µl Diluent-C-Kit-Lösung mit 15 µl 

PKH 26 Linker gemischt und für acht Minuten inkubiert. Anschließend werden die 
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Zellen mit 10 ml Medium und 20 % fetalem Kälberserum gewaschen, fünf Minuten 

bei 400 x g zentrifugiert und der Überstand abgesaugt. Dieser Waschvorgang wird 

zweimal wiederholt, um die Reste des Markierungsreagenz zu entfernen. 

 

 

3.3 Tier-OP 

3.3.1 Versuchsablauf 

Für die Injektion der MSZ werden die Zellen in verschiedene Stadien passagiert. 

Im syngenen Tierversuch, in dem allogene mMSZ verwendet werden, werden die 

Zellen in den Passagen zwei, drei und vier injiziert. Im xenogenen Tiermodell werden 

hMSZ in den Passagen eins bis sechs verwendet. In beiden Versuchen werden 

unterschiedliche Versuchszeiträume gewählt. In den folgenden Tabellen (1 und 2) 

werden für beide Versuchsabläufe die Zeitdauer, Zellpassage und die 

Differenzierung mit 5-Aza beschrieben. Für eine vergleichende Untersuchung 

werden nicht gegenüber 5-Aza exponierte Zellen injiziert. 

 

 

3.3.1.1 Syngenes Tiermodell 

Folgende Tabelle zeigt den Versuchsplan für das syngene Tiermodell. 

 

Versuchstag 

                        Tiere / Gruppe 
2 58 65 135 156 163 

1) Undifferenzierte Zellen P2 - - - 2 - - 

2) Differenzierte Zellen P2 - - - 2 - - 

3) Undifferenzierte Zellen P3 - - 1 - 1 - 

4) Differenzierte Zellen P3 - - - - - 2 

5) Undifferenzierte Zellen P4 - 1 - - - - 

6) Differenzierte Zellen P4 3 1 - - - - 

7) Scheineingriff - - - - - 1 

 

 

 

Tabelle 1: Versuchsplan syngenes Tiermodell. 
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3.3.1.2 Xenogenes Tiermodell 

Folgende Tabelle zeigt den Versuchsplan für das xenogene Tiermodell. 

 

Versuchstag 

                         Tiere / Gruppe 
4 8 12 28 56 

1) Undifferenzierte Zellen P1 3 2 2 2 2 

2) Differenzierte Zellen P2 - - - - 2 

3) Differenzierte Zellen P3 - - - - 3 

4) Differenzierte Zellen P4 - - - - 3 

5) Differenzierte Zellen P5 - - - - 3 

6) Differenzierte Zellen P6 - - - - 1 

7) Scheineingriff - - - - 2 

 

 

 

3.3.1.3 Zellapplikation 

Es wird die für Nager empfohlene Menge von 4 mg pro kg KGW Xylazin® 2 % 

(Virbac, Bad Oldesloe) und 100 mg pro kg KGW Ketamin® 10 % (Albrecht, Aulendorf) 

für die Narkotisierung intraabdominal appliziert. 

Zur Operation wird die Ratte auf den Rücken positioniert und mit einem ca. 2 cm 

langen Schnitt die Bauchhöhle eröffnet. Die intraperitoneal liegende Harnblase wird 

aufgesucht und vorgelagert. 

Unter leichtem Zug der Blase nach cranial wird der Blasenhals freigelegt und 

gegebenenfalls umliegendes Fettgewebe entfernt. Die Einspritzung der Zellen in die 

perisphinktäre Region erfolgt unter Sicht. Zur Einspritzung der Zellen wird die 

Insulinkanüle Omnicam 20 (Braun, Melsungen) mit einem maximalen 

Fassungsvermögen von 0,5 ml und eine Kanüle mit der Länge 8 mm und dem 

Durchmesser 0,30 mm verwendet (siehe Abbildung VII). Es werden jeweils ca. eine 

Million Zellen in 50 µl als Depot injiziert. 

Anschließend wird das Peritoneum mittels Einzelheften verschlossen. Die Unterhaut 

wird mittels fortlaufender Reverdinnaht vernäht. Die Hautnaht erfolgt durch eine 

invertierte Naht mit versenkten Knoten. Verwendet wird das Nahtmaterial Vicryl 5,0, 

V797 (Ethicon GmbH, Norderstedt). Diese Nahttechnik hat sich bewährt, da die Tiere 

Tabelle 2: Versuchsplan xenogenes Tiermodell. 
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nach der Operation sofort wieder in den Käfig gelegt werden und die Gefahr, dass 

sich die Tiere die Fäden selbständig oder gegenseitig entfernen, durch die 

einstülpende Nahttechnik verhindert wird. 

Die Eingriffsdauer beträgt jeweils ca. 30 Minuten. 

 

 

 

 

 

 

3.3.1.4 Entnahme der Rattenblasen 

Die Ratten werden entsprechend der in Tabelle 1 und 2 angegebenen 

Versuchsdauer mittels letaler Narcoren® (Pentobarbital; Merial) Dosis von 500 mg 

pro kg KGW getötet. 

Die Bauchhöhle wird eröffnet und die Harnblase exponiert. Die Symphyse des Tieres 

wird zur besseren Entnahmemöglichkeit der Harnblase und Harnröhre geteilt. Die 

Harnröhre wird möglichst weit caudal, bei gleichzeitiger Mitresektion der vorderen 

Vagina, abgesetzt. Harnröhre mit vorderer Vaginalwand und Harnblase werden 

komplett entfernt (siehe Abbildung VIII). 

1 
2 

Abbildung VII: Injektion der MSZ in den Sphinkter,  
1) Blasenhals; 2) Harnblase. 
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3.4 Aufarbeitung der Rattenblasen 

3.4.1 Fixierung und Gewebeschnitte der Rattenblasen 

Die entnommenen Rattenblasen werden nach Eröffnung des Harnblasendoms über 

Nacht in 18 % Saccharoselösung kryoprotektiert und anschließend in 

Flüssigstickstoff schockgefroren. Die tiefgefrorenen Präparate werden bis zur 

Aufarbeitung bei minus 25 °C gelagert und zur weiteren Bearbeitung in Tissue-

Freezing-Medium (Leica Microsystems GmbH, Nussloch) eingebettet. Von jeder 

entnommenen Rattenblase mit anhängender Harnröhre werden ca. 100 bis 150 

Kryogewebeschnitte mit einer Dicke von 5 µm angefertigt. Die Aufarbeitung des 

Präparates erfolgt von caudal nach cranial. Jeder siebte Gewebeschnitt wird mit 

Hämatoxylin (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA) für eine Minute 

inkubiert, anschließend ca. zwei Minuten unter fließendem Wasser gebläut und mit 

Vectamount (Vector Laboratories Inc.) eingedeckt. Die restlichen Präparate werden 

über Nacht im Dunkeln bei Raumtemperatur getrocknet und bis zur weiteren 

Bearbeitung bei minus 25 °C zwischengelagert. 

 

 

2 

3 

1 

1
 c
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Abbildung VIII: Entnahme der Rattenblase, Op-Situs und 

Organpräprat, 

1) Harnblase; 2) Sphinkter; 3) Urethra. 
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3.4.1.1 Histologischer Nachweis transplantierter Zellen 

Zunächst wird der histologische Nachweis des Anwachsens und der Integration der 

applizierten Zellen geführt. 

Das Überleben der transplantierten, mit dem roten Fluoreszenzfarbstoff PKH 26 

markierten Zellen, und deren Integration in das Zielgewebe werden histologisch 

untersucht. Das Vorhandensein der Zellen mit den entsprechenden 

Fluoreszenzsignalen in einem Präparat wird mit Hilfe des Epifluoreszenzmikroskops 

Axiovert 200M (Zeiss, Oberkochen) und dem spezifischen Fluoreszenzfilter F41-027 

(AHF Analysentechnik, Tübingen) evaluiert. Das Ergebnis wurde mit der 

hochauflösenden Farbkamera AxioCam HRc (Zeiss) dokumentiert. 

 

 

3.4.2 Immunhistologie 

Immunhistochemische Analysen auf Marker glatt- und skelettmuskulärer Zellen 

werden an Gefrierschnitten mit einer Dicke von 5 µm durchgeführt. Verwendet 

werden die in Abschnitt 3.2.4.1 erwähnten monoklonalen Antikörper. Bei allen 

immunohistochemischen Färbungen werden jeweils eine Positiv- und eine 

Negativkontrolle mit bzw. ohne Primärantikörper angefertigt. Alle Präparate werden 

vor und nach den jeweiligen Inkubationsschritten wie in Abschnitt 3.2.4 für die 

Immuncytochemie beschrieben zweimal für fünf Minuten mit PBS gewaschen. Die 

Primärantikörper werden mit Antibody-Diluent (DakoCytomation GmbH) wie 

beschrieben (siehe Abschnitt 3.2.4.1) verdünnt. Pro Objektträger werden 100 µl des 

Primärantikörpers aufgetragen. Alle Inkubationsschritte erfolgen bei Raumtemperatur 

in einer Feuchtkammer, um ein Austrocknen der Präparate zu verhindern. 

Als erstes werden die Gewebeschnitte auf einer Wärmeplatte bei 42 °C für 30 

Minuten fixiert, um eine bessere Anhaftung der Schnitte durch Glättung zu erreichen. 

Die Primärantikörper werden für 45 Minuten und der Sekundärantikörper für 30 

Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Inkubation erfolgt im Dunkeln, um die 

Fluoreszenz des Sekundärantikörpers nicht zu schwächen. Für die Demaskierung 

des skelettmuskulären Myosins werden die Präparate zunächst für drei mal drei 

Minuten in 10 mM Citratpuffer pH 6,0 in der Mikrowelle bei 600 Watt vorbehandelt. 

Der Citratpuffer wird frisch aus Zitronensäure und Natriumcitrat angesetzt (Merck 

KGaA, Darmstadt). Die Objektträger werden bei Raumtemperatur über Nacht im 



Material und Methoden 

 

 33 

Dunkeln getrocknet. Abschließend wird mit Immuno-Select-Antifading-Mounting 

Medium (Dianova GmbH) eingedeckt. 

 

Die Zellkerne werden mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI, der im Eindeckmedium 

enthalten war, gefärbt. Die mikroskopische Dokumentation erfolgt wie im Abschnitt 

3.2.4.2 beschrieben. 
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4. Ergebnisse 

 

4.1 Syngenes Tiermodell 

4.1.1 Kulturerfolg 

Nach Aussaat in eine T25 Zellkulturflasche sind die mMSZ aus den 

Knochenmarkbiopsien der Ratte nach ca. drei Stunden adhärent. Die Stammzellen 

zeigen nach zwei Wochen Konfluenz und werden dann passagiert. Aus einer T25 

Zellkulturflasche werden ca. zwei Millionen Zellen geerntet. 

 

 

4.1.2 Myogene Differenzierung in vitro 

4.1.2.1 Gegenüber 5-Azazytidin (5-Aza) exponierte MSZ 

Die im syngenen Tiermodell mit 5-Aza behandelten mMSZ werden zum Nachweis 

myogener Differenzierung mit spezifischen Antikörpern immuncytochemisch 

untersucht. Die In-vitro-Auszählung für den glattmuskulären Anti-alpha-Aktin-

Antikörper Klon 1A4 ergibt 50 bis 90 % positive Zellen (siehe Abbildung IX). Der Anti-

alpha/gamma-Aktin-Antiköper Klon CGA7 erbringt ein Ergebnis von 20 % positiven 

Zellen (siehe Abbildung X). 

Die skelettmuskulären Antikörper gegen den Transkriptionsfaktor MyoD und 

langsames Myosin zeigen bei deutlich weniger Zellen eine positive Reaktion. Der 

Transkriptionsfaktor MyoD kann mit dem Anti-MyoD-Antikörper Klon MoAb5.8A nur 

in einzelnen Zellen (< 1 %) nachgewiesen werden (siehe Abbildung XI). Der 

Antikörper Klon NOQ 7.5.4D, der die schwere Kette des skelettmuskulären 

langsamen Myosin nachweist, ist stets negativ (siehe Abbildung XII). 
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Abbildungen IX bis XII: Myogene Differenzierung von mMSZ in vitro nach 
Exposition gegenüber 5-Aza. Immuncytochemischer Nachweis der glattmuskulären 
Antigene alpha-Aktin und alpha/gamma-Aktin (siehe Abbildungen IX und X) sowie der 
skelettmuskulären Antigene MyoD und langsames Myosin (siehe Abbildungen XI und 
XII). 

Obj. 40x 

Obj. 40x 

Abb. IX: Immuncytochemie bei mMSZ, gegenüber 5-Aza 
exponiert, Antikörper: Anti-alpha-Aktin Klon 1A4. 

Abb. X: Immuncytochemie bei mMSZ, gegenüber 5-Aza 
exponiert, Antikörper: Anti-alpha/gamma-Aktin Klon CGA7. 
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Obj. 40x 

Obj. 40x 

Abb. XI: Immuncytochemie bei mMSZ, gegenüber 5-Aza 
exponiert, Antikörper: Anti-MyoD Klon MoAb5.8A. 

Abb. XII: Immuncytochemie bei mMSZ, gegenüber 5-Aza 
exponiert, Antikörper: Anti-Myosin Klon NOQ 7.5.4D. 
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4.1.2.2 Nicht gegenüber 5-Aza exponierte Zellen – Kontrollen 

Um die Wirksamkeit von 5-Aza bezüglich der myogenen Differenzierung von MSZ zu 

zeigen, werden immuncytochemische Untersuchungen auch an nicht mit 5-Aza 

behandelten Zellen durchgeführt. Hierbei reagiert der glattmuskuläre Antikörper Anti-

alpha-Aktin Klon 1A4 in 50-90 % der Zellen positiv (siehe Abbildung XIII). Anti-

alpha/gamma-Aktin Klon CGA7 ist in 20 % der Zellen positiv (siehe Abbildung XIV). 

Die beiden skelettmuskulären Marker MyoD und langsames Myosin sind nicht 

nachweisbar (siehe Abbildung XV und XVI). 
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Abbildungen XIII bis XVI: Myogene Differenzierung von mMSZ in vitro ohne Exposition 
gegenüber 5-Aza. Immuncytochemischer Nachweis der glattmuskulären Antigene alpha-
Aktin und alpha/gamma-Aktin (siehe Abbildungen XIII und XIV) sowie der 
skelettmuskulären Antigene MyoD und langsames Myosin (siehe Abbildungen XV und 
XVI). 

Obj. 40x 

Obj. 40x 

Abb. XIII: Immuncytochemie bei mMSZ, nicht gegenüber 5-
Aza exponiert, Antikörper: Anti-alpha-Aktin Klon 1A4. 

Abb. XIV: Immuncytochemie bei mMSZ, nicht gegenüber 5-
Aza exponiert, Antikörper: Anti-alpha/gamma-Aktin Klon 
CGA7. 
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Obj. 40x 

Obj. 40x 

Abb. XV: Immuncytochemie bei mMSZ, nicht gegen-über 5-
Aza exponiert, Antikörper: Anti-MyoD Klon MoAb5.8A. 

Abb. XVI: Immuncytochemie bei mMSZ, nicht gegen-über 5-
Aza exponiert, Antikörper: Anti-Myosin Klon NOQ 7.5.4D. 



Ergebnisse__________________________________________________________ 

 40 

4.1.3 Nachweis transplantierter Zellen in den histologischen Schnitten 

Mit dem rot fluoreszierenden Zellmarker PKH 26 markierte Zellen können bis zu 163 

Tage nach Transplantation in den Blasengeweben nachgewiesen werden. Ab einer 

Versuchsdauer von 58 Tagen wird bei zwei von 14 Tieren auch eine Verteilung der 

injizierten Zellen im Blasengewebe beobachtet (siehe Abbildung XVII bis Abbildung 

IX). 

Bei zwei von insgesamt 14 Tieren werden in der histologischen Aufarbeitung der 

Rattenblasen keine Zellen gefunden und bei einem Tier nur eine sehr schwache 

Fluoreszenz (siehe Tabelle 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. XVII: Integration und Verteilung von Zellen im 
Blasengewebe. Die Pfeile deuten auf die verteilten Zellen 58 
Tage nach Injektion, Hämatoxylinfärbung, Ratte 16, 
Präparat 8. 

Abbildungen XVII bis XIX: Blasengewebe mit den verteilten Zellen (siehe Abbildung 
XVII), Blasengewebe mit injiziertem Zellcluster (siehe Abbildung XVIII) und Ausschnitt 
PKH 26 markierter Zellen (siehe Abbildung XIX). 
L: Lumen; M: Muskulatur; U: Urothel 

Obj. 2.5x 

M
´

L
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´
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Abb. XVIII: Integration und Verteilung von Zellen im 
Blasengewebe, 2 Tage nach Injektion von PKH 26 
markierten Zellen (Detail siehe Abbildung XIX), 
Hämatoxylinfärbung, Ratte 10, Präparat 111, Übersicht. 

Abb. XIX: Integration von Zellen im Blasengewebe, 2 Tage 
nach Injektion von PKH 26 markierten Zellen (rot), Ratte 10, 
Präparat 111, Detail. 

Obj. 2.5x 

Obj. 10x 
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  Zellnachweis 

Versuchsdauer 

in Tagen 
Passage Positiv 

Schwach 

positiv 
Negativ 

2 4 3/3 D   

58 4 2/2 D/K   

65 3 1/1 K   

135 2 3/4 D/K, K  1/4 D 

156 1  1/1  

163 3 2/3 D/K  1/3 D 

 

 

 

 

4.1.4 Nachweis myogen differenzierter Zellen in den histologischen Schnitten 

Um eine mögliche In-vivo-Differenzierung der Stammzellen nachzuweisen, werden 

die Gewebeschnitte mit den PKH 26-markierten Zellen immunhistologisch auf die 

Expression der o. g. Muskelmarker untersucht. Dabei ist ein Verlust der Intensität 

des Farbstoffes PKH 26 durch die verschiedenen Färbe- bzw. Waschschritte 

aufgefallen. Der Nachweis von PKH 26-positiven Zellen nach der Immunhistochemie 

gelingt nur in Gewebeschnitten, die schon vor der immunhistochemischen 

Behandlung eine starke PKH 26-Fluoreszenz zeigen. Mit den glattmuskulären 

Antikörpern (Klon 1A4 und CGA7) sind die Muskelbereiche der Blase sehr gut 

darstellbar (siehe Abbildung XX bis Abbildung XXIII). In den Gewebeschnitten von 

drei Ratten liegt zu der roten Fluoreszenz PKH 26-markierter Zellen auch grüne 

Fluoreszenz für die Antikörper vor. Dies belegt zumindest den glattmuskulären 

Phänotyp der injizierten Zellen. 

Tabelle 3: Nachweis von in den Blasenboden applizierten Zellen in vivo 
in Abhängigkeit der Versuchsdauer, der Passage und des 
Differenzierungsstadiums; 
D= Gegenüber 5-Aza exponiert, K= Kontrolle 
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Abb. XXI: Blasengewebe mit PKH 26-markierten injizierten 
mMSZ, gegenüber 5-Aza exponiert (163 Tage, P3), 
Antikörper: Anti-alpha-Aktin Klon 1A4; Ratte 09, Präparat 
67, Detail. 

Abbildungen XX bis XXIII: Immunhistologischer Nachweis glattmuskulärer Antigene mit 
spezifischen Antikörpern und mit einem Cy2-gekoppelten Sekundärantikörper. 
Rotfluoreszenz: PKH 26-positive Zellen, Grünfluoreszenz: spezifisches Muskelantigen, 
Gelborangefluoreszenz: Muskelantigen exprimierende PKH 26 positive Zellen. 
L: Lumen; M: Muskulatur; U: Urothel 

M
´

U 
M 

L 

Abb. XX: Blasengewebe mit PKH 26-markierten injizierten 
mMSZ, gegenüber 5-Aza exponiert (163 Tage, P3), 
Antikörper: Anti-alpha-Aktin Klon 1A4; Ratte 09, Präparat 67, 
Übersicht, Detail siehe Abbildung XXI. 
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Abb. XXII: Blasengewebe mit PKH 26-markierten injizierten 
mMSZ, gegenüber 5-Aza exponiert (163 Tage, P3), 
Antikörper: Anti-alpha/gamma-Aktin Klon CGA7; Ratte 09, 
Präparat 69, Übersicht, Detail siehe Abbildung XXIII. 

Abb. XXIII: Blasengewebe mit PKH 26-markierten injizierten 
mMSZ, gegenüber 5-Aza exponiert (163 Tage, P3), 
Antikörper: Anti-alpha/gamma-Aktin Klon CGA7; Ratte 09, 
Präparat 69, Detail. 
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4.2 Xenogenes Tiermodell 

4.2.1 Kulturerfolg 

Die hMSZ aus den Knochenmarkbiopsien sind nach ca. drei Stunden adhärent. Nach 

Aussaat in eine T25 Zellkulturflasche zeigen die Stammzellen nach ca. drei Wochen 

Konfluenz und werden dann passagiert (siehe Abbildung XXIV). Die weiteren 

Passagierungen erfolgen im Abstand von zwei Wochen. Aus einer T25 

Zellkulturflasche wurden ca. zwei Millionen MSZ geerntet. 

Ab Passage vier wird eine Abnahme der Zellteilung beobachtet. Dies führt zu einer 

deutlichen Zunahme des Zeitintervalls auf vier Wochen zwischen den Passagen vier 

und fünf bzw. fünf und sechs.  

Eine Veränderung der Zellmorphologie wird ab Passage vier ebenfalls beobachtet. In 

den niedrigeren Passagen eins bis drei sind die Zellen spindelförmig-länglich. Mit 

zunehmender Passagezahl ändert sich dieses Bild hin zu kugelförmigen Zellen 

(siehe Abbildung XXV). Die Konfluenz wird bei den höheren Passagen nicht mehr mit 

steigenden Zellzahlen, sondern vielmehr mit einer Größenzunahme der einzelnen 

Zellen erreicht. 

Es kann kein Unterschied in der Morphologie und der Wachstumsgeschwindigkeit bei 

Zellen, die gegenüber 5-Aza exponiert sind, im Vergleich zu nicht exponierten Zellen 

beobachtet werden. 
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Abb. XXIV: Primärkultur von hMSZ, Zellmorphologie 
spindelförmig. 

Abb. XXV: hMSZ in Passage sechs, Zellmorphologie eckig 
bis kugelförmig. 

Abbildungen XXIV und XXV: Vergleich der Morphologie von MSZ in Kulturpassage null 

(oben) und sechs (unten). 
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4.2.2 Myogene Differenzierung in vitro 

4.2.2.1 Gegenüber 5-Aza exponierte MSZ 

Es werden bei der Immuncytochemie sowohl die undifferenzierten als auch die mit 5-

Aza in Passage eins differenzierten Zellen untersucht. 

Bei den mit 5-Aza behandelten Zellen liegt die Reaktivität mit dem glattmuskulären 

Anti-alpha-Aktin Antikörper Klon 1A4 zwischen 86 % in Passage drei und 96,7 % in 

den Passagen vier und fünf (siehe Abbildung XXVI). Die Expression des Anti-

alpha/gamma-Aktin-Antikörpers Klon CGA7 liegt zwischen 81,3 % in Passage fünf 

und 99,6 % in Passage zwei (siehe Abbildung XXVII). Für den skelettmuskulären 

Transkriptionsfaktor MyoD Klon MoAb5.8A liegt der niedrigste positive Wert mit 

63,4 % in Passage fünf und der höchste Wert mit 100 % in Passage vier (siehe 

Abbildungen XXVIII und XXIX). Der skelettmuskuläre gegen langsames Myosin 

gerichtete Antikörper Klon NOQ 7.5.4D ist in allen Passagen negativ (siehe 

Abbildung XXX). 

Der Verlauf der Expression der untersuchten muskulären Marker mit zunehmender 

Passage ist in der Abbildung XXXI dargestellt. 

Die Intensität der Antigenexpression wird für den jeweiligen Marker quantitativ mit 

einer Skala von negativ bis dreifach positiv bewertet. Der glattmuskuläre Antikörper 

Klon 1A4 reagiert in allen Passagen dreifach positiv. Der Klon CGA7 ist zwischen 

ein- bis zweifach positiv. Bei den skelettmuskulären Antikörpern reagiert der Klon 

MoAb5.8A einfach positiv und der Klon NOQ 7.5.4D stets negativ. 



Ergebnisse__________________________________________________________ 

 48 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. XXVI: Immuncytochemie bei hMSZ, gegenüber 5-Aza 
exponiert, Antikörper: Anti-alpha-Aktin Klon 1A4. 

Abb. XXVII: Immuncytochemie bei hMSZ, gegenüber 5-Aza 
exponiert, Antikörper: Anti-alpha/gamma Aktin; Klon CGA7. 

Abbildungen XXVI bis XXX: Gegenüber 5-Aza exponierte Zellen in Passage 2 mit dem 
jeweiligen Primärantikörper und mit einem Cy2-gekoppelten Sekundärantikörper. Grün: 
positiver Antigennachweis, blau: Gegenfärbung der Zellkerne mit DAPI. 
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Abb. XXVIII: Immuncytochemie bei hMSZ, gegenüber 5-Aza 
exponiert, Antikörper: Anti-MyoD; Klon MoAb5.8A. 

Abb. XXIX: Immuncytochemie bei hMSZ, gegenüber 5-Aza 
exponiert, Antikörper: Anti-MyoD; Klon MoAb5.8A, ohne 
Gegenfärbung der Zellkerne mit DAPI. 
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Abb. XXX: Immuncytochemie bei hMSZ, gegenüber 5-Aza 
exponiert, Antikörper: Anti-Myosin Klon NOQ 7.5.4D. 

Abb. XXXI: Reaktion in Prozent der untersuchten Zellen nach Exposition gegenüber 5-
Aza in Passage 2 (P2) bis Passage 6 (P6) auf glattmuskuläre Antigene mit Anti-alpha-
Aktin-Antikörper (Klon 1A4) und Anti-alpha/gamma-Aktin-Antikörper (Klon CGA7) und 
auf skelettmuskuläre Antigene mit Anti-MyoD-Antikörper (Klon MoAb5.8A) und Anti-
Myosin-Antikörper (Klon NOQ 7.5.4D). 
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4.2.2.2 Nicht gegenüber 5-Aza exponierte Zellen – Kontrollen 

Bei den unbehandelten Zellen werden ebenfalls positive Reaktionen nachgewiesen. 

Bei dem glattmuskulären Marker Anti-alpha-Aktin Klon 1A4 liegt der Höchstwert mit 

93,5 % positiver Zellen in Passage eins. Der geringste positive Wert für diesen 

Marker liegt mit 62,3 % in Passage null. 

Für den zweiten glattmuskulären Marker, Anti-alpha/gamma-Aktin Klon CGA7, liegt 

der höchste Wert mit 99,8 % positiven Zellen ebenfalls in Passage eins. In der 

Passage null sind 60,3 % der ausgezählten Zellen positiv. Die Passagen zwei bis 

sechs sind mit diesem Antikörper negativ. Der skelettmuskuläre Transkriptionsfaktor 

MyoD Klon MoAb5.8A zeigt in der Passage null bei 73,3 % der Zellen und in 

Passage eins bei 92,2 % der Zellen eine positive Reaktion. In den weiteren 

Passagen liegen keine Reaktionen vor. Der skelettmuskuläre gegen langsames 

Myosin gerichtete Antiköper Klon NOQ 7.5.4D ist in allen Passagen negativ. Die 

Expression der untersuchten muskulären Antigene in den entsprechenden Passagen 

sind in den Abbildungen XXXII bis XL dargestellt. 

Der Verlauf der Expression der untersuchten muskulären Marker mit zunehmender 

Passage ist in der Abbildung XLI zusammengefasst. 

Die qualitative Auswertung zur Expressionsintensität ergibt für die Expression von 

alpha-Aktin zweifach positiv und für alpha/gamma-Aktin einfach positiv. 
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Abb. XXXII: Immuncytochemie bei hMSZ, nicht gegenüber 
5-Aza exponiert, Cytospin P0, Antikörper: Anti-alpha-Aktin 
Klon 1A4. 

Abb. XXXIII: Immuncytochemie bei hMSZ, nicht gegenüber 
5-Aza exponiert, Cytospin P0, Antikörper: Anti-
alpha/gamma-Aktin Klon CGA7. 

Abbildungen XXXII bis XXXV: hMSZ in Primärkultur mit dem jeweiligen Primärantikörper 

und mit einem Cy2-gekoppelten Sekundärantikörper; Grün: positiver Antigennachweis, 

blau: Gegenfärbung der Zellkerne mit DAPI. 
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Abb. XXXIV: Immuncytochemie von hMSZ, nicht gegenüber 
5-Aza exponiert, Cytospin P0, Antikörper: Anti-MyoD Klon 
MoAb5.8A. 

Abb. XXXV: Immuncytochemie von hMSZ, nicht gegenüber 
5-Aza exponiert, Cytospin P0, Antikörper: Anti-Myosin Klon 
NOQ 7.5.4D. 
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Abb. XXXVI: Immuncytochemie bei hMSZ, nicht gegenüber 
5-Aza exponiert, Antikörper: Anti-alpha-Aktin Klon 1A4. 

Abb. XXXVII: Immuncytochemie bei hMSZ, nicht gegenüber 
5-Aza exponiert, Antikörper: Anti-alpha/gamma-Aktin Klon 
CGA7. 

Abbildungen XXXVI bis XL: Nicht mit 5-Aza behandelte Zellen in Passage eins mit dem 

jeweiligen Primärantikörper und mit einem Cy2-gekoppelten Sekundärantikörper. 

Grün: positiver Antigennachweis, blau: Gegenfärbung der Zellkerne mit DAPI. 
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Abb. XXXVIII: Immuncytochemie bei hMSZ, nicht gegenüber 
5-Aza exponiert, Antikörper: Anti-MyoD Klon MoAb5.8A. 

Abb. XXXIX: Immuncytochemie bei hMSZ, nicht gegenüber 
5-Aza exponiert, Antikörper: Anti-MyoD Klon MoAb5.8A, 
ohne Gegenfärbung der Zellkerne mit DAPI. 
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Abb. XL: Immuncytochemie bei hMSZ, nicht gegenüber 5-
Aza exponiert, Antikörper: Anti-Myosin Klon NOQ 7.5.4D. 

Abb. XLI: Reaktion in Prozent der untersuchten, nicht gegenüber 5-Aza exponierten 
Zellen von Passage 0 (P0) bis Passage 6 (P6u) auf glattmuskuläre Antigene mit Anti-
alpha-Aktin-Antikörper (Klon 1A4) und Anti-alpha/gamma-Aktin-Antikörper (Klon CGA7) 
und auf skelettmuskuläre Antigene mit Anti-MyoD-Antikörper (Klon MoAb5.8A) und Anti-
Myosin-Antikörper (Klon NOQ 7.5.4D). 
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4.2.3 Nachweis der applizierten Zellen in den histologischen Schnitten 

Die direkt in den Blasenhals injizierten Zellen können über den gesamten 

Versuchszeitraum von vier bis 56 Tagen mikroskopisch nachgewiesen werden (siehe 

Abbildungen XLII bis XLVI). Bei zwei Tieren können keine Zellen detektiert werden. 

Werden nur sehr vereinzelt PKH 26 fluoreszierende Zellen in den Gewebeschnitten 

ausgemacht, wird das Ergebnis mit schwach positiv bezeichnet (siehe Tabelle 4). 

Eine Migration applizierter Zellen im Blasengewebe kann nicht festgestellt werden. 
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Abb. XLII: Histologie einer Rattenblase mit injizierten hMSZ, 
gegenüber 5-Aza exponiert (56 Tage, P3), Gegenfärbung 
mit Hämatoxylin, Ratte 26, Präparat 40. 

Abbildungen XLII bis XLVI: Nachweis von MSZ nach der Applikation. Rot: PKH 
26-markierte hMSZ. Die Balken entsprechen 200µm. 
L: Lumen; M: Muskulatur; U: Urothel 
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Abb. XLIII: Histologie einer Rattenblase mit injizierten hMSZ, 
gegenüber 5-Aza exponiert (56 Tage, P5), Gegenfärbung 
mit Hämatoxylin, Ratte 41, Präparat 67. 

Abb. XLIV: Histologie einer Rattenblase mit injizierten 
hMSZ, gegenüber 5-Aza exponiert (56 Tage, P6), 
Gegenfärbung mit Hämatoxylin, Ratte 43, Präparat 54. 
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Abb. XLV: Histologie einer Rattenblase mit injizierten hMSZ, 
nicht gegenüber 5-Aza exponiert (8 Tage, P1), 
Gegenfärbung mit Hämatoxylin, Ratte 44, Präparat 78. 

Abb. XLVI: Histologie einer Rattenblase mit injizierten 
hMSZ, nicht gegenüber 5-Aza exponiert (56 Tage P1), 
Gegenfärbung mit Hämatoxylin, Ratte 48, Präparat 79. 
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   Zellnachweis 

Differenzierungs-

stadium 

Versuchsdauer 

in Tagen 
Passage Positiv 

Schwach 

positiv 
Negativ 

4 1 3/3   

8 1 2/2   

12 1  2/2  

28 1 1/2  1/2  

Undifferenziert 

56 1 ½ 1/2  

Differenziert 56 

2 

3 

4 

5 

6 

1/2 

3/3 

2/3 

3/3 

1/1 

 

 

 

 

1/2 

 

1/3 

 

 

 

 

 

 

4.2.4 Nachweis myogen differenzierter Zellen in den histologischen Schnitten 

Wie für das syngene Tiermodell beschrieben (siehe Abschnitt 4.1.4), können auch im 

xenogenen Tiermodell nur stark fluoreszierende Gewebeschnitte für die 

immunhistologische Auswertung verwendet werden. 

Bei der Anfärbung des Blasengewebes mit den gegen glattmuskuläre Antigene 

gerichteten Antikörpern (Klon 1A4 und Klon CGA7) kann die glatte Muskulatur der 

Blase, des Blasenhalses und der Harnröhre eindeutig dargestellt werden (siehe 

Abbildung XLVII bis Abbildung LII). 

Tabelle 4: Nachweis der applizierten Zellen in vivo in Abhängigkeit der Versuchsdauer, 
der Passage und des Differenzierungsstadiums. 
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Abb. XLVII: Ausschnitt einer Rattenblase mit PKH 26-
markierten, injizierten hMSZ, gegenüber 5-Aza exponiert (56 
Tage, P3), Antikörper: Anti-alpha-Aktin Klon 1A4, Ratte 26, 
Präparat 60. 

M 

Abb. XLVIII: Ausschnitt einer Rattenblase mit PKH 26-
markierten, injizierten hMSZ, gegenüber 5-Aza exponiert (56 
Tage, P3), Antikörper: Anti-alpha/gamma-Aktin Klon CGA7, 
Ratte 26, Präparat 62. 

Abbildungen XLVII bis LII: PKH 26-markierte Zellen (rot) im umliegenden Muskelgewebe 
(grün); angefärbt mit dem jeweiligen Primärantikörper und mit einem Cy2-gekoppelten 
Sekundärantikörper. 
L: Lumen; M: Muskulatur; U: Urothel 
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Abb. L: Ausschnitt einer Rattenblase mit PKH 26-
markierten, injizierten hMSZ, nicht gegenüber 5-Aza 
exponiert, (4 Tage, P1), Antikörper: Anti-alpha/gamma-Aktin 
Klon CGA7, Ratte 39, Präparat 63. 

Abb. XLIX: Ausschnitt einer Rattenblase mit PKH 26-
markierten, injizierten hMSZ, nicht gegenüber 5-Aza 
exponiert, (4 Tage, P1), Antikörper: Anti-alpha-Aktin Klon 
1A4, Ratte 39, Präparat 66. 
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Abb. LI: Ausschnitt einer Rattenblase mit PKH 26-
markierten, injizierten hMSZ, nicht gegenüber 5-Aza 
exponiert, (56 Tage, P1), Antikörper: Anti-alpha-Aktin Klon 
1A4, Ratte 48, Präparat 94. 

Abb. LII: Ausschnitt einer Rattenblase mit PKH 26-
markierten injizierten hMSZ, nicht gegenüber 5-Aza 
exponiert, (56 Tage, P1), Antikörper: Anti-alpha/gamma 
Aktin Klon CGA7, Ratte 48, Präparat 84. 
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Die PKH 26-markierten Zellen können über den gesamten Versuchszeitraum von 56 

Tagen in den muskulären Bereichen nachgewiesen werden. Bei keinem der 

verwendeten Antikörper kann im Bereich der injizierten Zellen eine 

Doppelfluoreszenz gezeigt werden. 
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5. Diskussion 

 

5.1 Gründe für neue Therapieoptionen der Belastungsinkontinenz 

Ungefähr 300 Techniken werden in der Humanmedizin für die Behandlung der 

Belastungsinkontinenz beschrieben, davon aber nur wenige mit ausreichendem 

Erfolg praktiziert [Sharifiaghdas 2005]. 

Mit den momentan zur Verfügung stehenden chirurgischen Techniken für die 

Therapie der Belastungsinkontinenz wird nur eine passive Verengung der Urethra 

berichtet. Die direkte Heilung bzw. Regeneration des Rhabdosphinkters wird nicht 

erzielt [Deng et al. 2007]. 

In der Tiermedizin gibt es bis jetzt noch keine chirurgische und konservative 

Therapiemöglichkeit, die Inkontinenz bei Hunden immer zu heilen. Wie in Kapitel 

2.6.1 ausführlich beschrieben, ist eine Methode die Kollageninjektion, welche nach 

Arnold [1997] eine Erfolgsrate von 75 % besitzt. Weitere chirurgische Möglichkeiten 

sind wie erwähnt die Kolposuspensionstechnik [Holt 1985 und 1990a], 

Harnröhrenplastiken [Bushby und Hankes 1980; Dean et al. 1989] und 

Blasenhalsschlingen [Christie 1986]. Die konservative Therapie besteht in der Gabe 

von Östrogenen und Sympathomimetika [Blendinger et al. 1995]. Alle 

Therapieoptionen stellen lediglich, auch in der Tiermedizin, eine symptomatische und 

keine kausale Therapie dar. 

 

 

5.2 Wachstum der MSZ in vitro und deren Differenzierung 

5.2.1 Wachstum 

MSZ von Ratten wachsen nach den Angaben verschiedener Arbeitsgruppen 

schwieriger als MSZ anderer Spezies [Clark 1995; Phinney 1999]. In unseren 

Versuchen wird kein Unterschied bezüglich der Wachstumsgeschwindigkeit muriner 

mesenchymaler Stammzellen (mMSZ) im Vergleich zu humanen mesenchymalen 

Stammzellen (hMSZ) beobachtet. Sowohl die mMSZ als auch die hMSZ zeigen bei 

vergleichbarer Aussaatdichte in einer T25 Kulturflasche nach zwei Wochen 

Konfluenz. Die hMSZ bilden Kolonien, wobei übereinander gelagerte Zellschichten 

neben neu gebildeten kleineren Kolonien beobachtet werden. Wie schon von 

Digirolamo et al. [1999] beschrieben, zeigen sich in vitro bei den gegenüber 5-Aza 
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exponierten Zellen ebenfalls zwei verschiedene Zellformen. In den niedrigen 

Zellpassagen sind die Zellen spindelförmig. Diese proliferieren schnell und bilden 

große Kolonien aus. In den höheren Passagen liegen breite, abgeflachte Zellen vor, 

die kleine Kolonien ausbilden. Die Teilungsrate ist wesentlich verlangsamt. Es ist 

bekannt, dass die Proliferation kultivierter Zellen beginnt, sobald diese Zytokeratine 

bilden. Die Proliferation in vitro endet mit den Zell-Zellkontakten bei Konfluenz, der so 

genannten Kontaktinhibition [Dietrich et al. 1997; Wieser et al. 1999; Heit et al. 2001]. 

 

Die hMSZ verlieren mit fortgesetzter Passagierung allmählich ihre Fähigkeit zu 

proliferieren. Dies geht wiederum mit einer Änderung der Morphologie einher. Dieses 

Phänomen wird schon 2003 von Liu et al. beschrieben. Sie sind, gestützt auf die 

Aussagen anderer Autoren [Bruder et al. 1997; Digirolamo et al. 1999; Banfi et al. 

2000], der Meinung, dass die Proliferationsmöglichkeit der MSZ als Population 

begrenzt ist. Fraglich ist, ob die MSZ durch ihre kurze Lebensspanne ihre Möglichkeit 

zur Selbsterneuerung nach Injektion im Gewebe beibehalten. 

Im Rahmen unserer Versuche können die Zellen bis zu 163 Tage post injektionem 

nachgewiesen werden. Im syngenen Tiermodell kann durch die Doppelfluoreszenz, 

die in Blasengeweben bei drei Ratten gefunden wird, die Expression glattmuskulären 

alpha-Aktins der injizierten Zellen belegt werden. 

 

 

5.2.2 Differenzierung von MSZ (murin und human) 

Im Rahmen dieser Arbeit wird die myogene Differenzierbarkeit von MSZ in vitro 

untersucht. MSZ zeichnen sich durch eine multipotente Differenzierungsmöglichkeit 

(dreiliniges Differenzierungspotenzial) nach Behandlung mit dem entsprechenden 

Differenzierungsmedium aus [Dominici et al. 2006]. Die Differenzierbarkeit von MSZ 

bei geeigneten Bedingungen in multiple Gewebe wird sowohl in vitro als auch in vivo 

beschrieben [Makino et al. 1999; Petersen et al. 1999; Kopen et al. 1999; Anderson 

et al. 2001]. MSZ haben die Fähigkeit, in eine Vielzahl von Geweben zu 

differenzieren. Die Differenzierung von MSZ in Knochen-, Knorpel- und Fettzellen 

wird von zahlreichen Arbeitsgruppen untersucht [Bruder et al. 1998; Digirolamo et al. 

1999; Pettinger et al. 1999; Barry et al. 2001]. 
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Körner et al. [2006] versuchen, pluripotente Vorläuferzellen von Pferdeblut zu 

isolieren und diese mit mesenchymalen Knochenmarkstammzellen des Pferdes zu 

vergleichen. Knochenmarkstammzellen von Pferden und Menschen können zu 

Knorpelgewebe differenzieren, während dies in der Studie von Körner et al. [2006] 

mit Vorläuferzellen des Blutes von Pferden nicht gelingt. 

Diese Erkenntnisse liefern die Möglichkeit für neue zellbasierte Therapieformen. Die 

Differenzierung von MSZ in muskuläre Zellen wird erstmals von Taylor und Jones 

[1982] für embryonale und mesenchymale Stammzellen und von Wakitani et al. 

[1995] für Rattenstromazellen nachgewiesen. Diese Ergebnisse bestätigen 

zahlreiche andere Forschergruppen [Ferrari et al. 1998; Gussoni et al. 1999]. 

In unseren Untersuchungen wird die Expression von alpha-Aktin, alpha/gamma-

Aktin, MyoD und von skelettmuskulärem Myosin bei MSZ, die gegenüber 5-Aza 

exponiert sind und bei Zellen ohne 5-Aza-Behandlung in verschiedenen Passagen 

sowohl bei mMSZ als auch bei hMSZ untersucht. 

 

 

5.3 5-Aza und dessen Möglichkeiten 

5-Aza ist ein Zytostatikum, das als Antimetabolit (Purin-Metabolit) wirkt und indirekt 

die Methylierung der Cytosin-Base in CpG-DNA-Motiven inhibiert [Rizwana und Hahn 

1999]. 5-Aza wird als Chemotherapeutikum (Vidaza®) zur Behandlung des 

Myelodysplastische Syndroms verwendet.  

Ist 5-Aza intrazellulär vorhanden, wird es während der Replikation in die DNA und 

während der Transkription in die RNA eingebaut. Der Einbau von 5-Aza in die DNA 

und die RNA hemmt DNA-Methyltransferasen bzw. RNA-Methyltransferasen und 

verursacht dadurch eine Demethylierung entsprechender Sequenzen. Dadurch 

werden Proteine der Zellregulation beeinflusst, die an das DNA-/RNA-Substrat 

binden können. 

Erste Beobachtungen in vitro zeigen, dass die Behandlung einer Fibroblasten-

Zelllinie mit 5-Aza und das daraus resultierende veränderte Methylierungsmuster der 

genomischen DNA zu einer Umwandlung der Fibroblasten in ausdifferenzierte 

Myotuben führen [Constantinides et al. 1977; Taylor und Jones 1979]. Beim 

Vergleich beider Zelltypen wird in den Myotuben ein spezifischer Transkriptionsfaktor 

entdeckt, der Myogenic Determination Factor (MyoD) [Davis et al. 1987]. MyoD ist 
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zusammen mit dem Transkriptionsfaktor Myf5 (Muskelentwicklungsfaktor) [Braun et 

al. 1989] für die myogene Determination von Stammzellen verantwortlich. Beide 

Faktoren werden somit als primäre Muskeltranskriptionsfaktoren bezeichnet 

[Megeney und Rudnicki 1995]. 

In den durchgeführten Untersuchungen wird nach Zugabe von 5-Aza weder bei den 

hMSZ noch bei den mMSZ in der mikroskopischen Kontrolle ein Absterben der 

Zellen in vitro beobachtet. Auch bezüglich der Wachstumsgeschwindigkeit von 

gegenüber 5-Aza exponierten Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen wird kein 

Unterschied festgestellt. Sun et al. [2007] berichten, dass nach Zugabe von 5-Aza in 

der Gewebekultur zu Beginn einige Zellen absterben und die restlichen Zellen 

langsamer wachsen. Die Wachstumsgeschwindigkeit ändert sich bei unseren 

Untersuchungen nur mit steigender Passagezahl. Von Passage fünf bis Passage 

sechs wächst das Zeitintervall zwischen den einzelnen Passagen auf vier Wochen 

an, während das Intervall zwischen den Passagen eins und vier noch zwei Wochen 

beträgt. Die glattmuskulären Antigene alpha-Aktin und alpha/gamma-Aktin sind in 

MSZ der Ratte und des Menschen sowohl in den nativen Kontrollzellen als auch 

gegenüber 5-Aza exponierten Zellen immuncytochemisch nachweisbar. Alpha-Aktin 

ist in den nativen mMSZ und den gegenüber 5-Aza exponierten Zellen in 50-90 % 

der Zellen positiv. Bei den hMSZ liegen die Werte für dieses Antigen im Durchschnitt 

bei 75,3 % in den Kontrollen (P0-P6) und bei 90,9 % in den exponierten (P2-P6) 

Zellen. Alpha/gamma-Aktin reagiert bei den mMSZ in den Kontrollen und den 

gegenüber 5-Aza exponierten Zellen durchschnittlich bei 20 % der Zellen positiv. Bei 

den hMSZ ist der Durchschnittswert 80,1 % für die Kontrolllinien (P0 und P1) und 

94,6 % für die exponierten (P2-P6) Zelllinien. 

Die glattmuskulären Antigene sind bei den Kontrollzellen gleich häufig nachweisbar 

im Vergleich zu den gegenüber 5-Aza exponierten MSZ. Da die Kontrollzellen für die 

untersuchten glattmuskulären Marker ebenfalls positiv reagieren, ist es nicht 

notwendig, zur myogenen Differenzierung 5-Aza hinzuzuziehen. 

Bei den skelettmuskulären Markern zeigt sich ein anderes Bild. Der 

Transkriptionsfaktor MyoD ist bei den gegenüber 5-Aza exponierten Zellen in 

weniger als 1 % der mMSZ positiv und in den Kontrollen nicht nachweisbar. Bei den 

hMSZ liegt der Wert in den gegenüber 5-Aza exponierten Zellen (P2-P6) bei im Mittel 

81,1 %. Bei den Kontrollzellen kann nur in den nativen Zellen und der Passage eins 
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eine Reaktion mit dem Transkriptionsfaktor MyoD in 82,8 % der Zellen beobachtet 

werden. 

Das skelettmuskuläre Myosin kann weder bei mMSZ noch bei hMSZ nachgewiesen 

werden. Eine Entdifferenzierung in vitro liegt somit nicht vor. 

Eine myogene Differenzierung von Zellen könnte ohne 5-Aza-Behandlung durch 

verschiedene Medien erreicht werden. Phinney et al. [1999] entdecken in ihren 

Untersuchungen, dass durch Amphotericin B eine myogene Differenzierung von MSZ 

möglich ist. Aufgrund dieses Wissens verwenden wir in unseren Versuchen kein 

Fungizid. Für die Antibiose wurde PenStrep eingesetzt. Shim et al. [2004] zeigen, 

dass hMSZ in eine kardiomyogene Linie mit charakteristischen myokardialen 

Eigenschaften differenziert werden können, in dem man ein einfaches Kulturmedium, 

das Dulbeccos Modifizierte Eagle Medium (DMEM) ergänzt mit 10 % FBS und 

weiteren nicht genannten Zusätzen, benutzt. Planat-Benard et al. [2004] beschreiben 

die spontane Entstehung von funktionellen Kardiomyozyten-ähnlichen Zellen, die von 

murinen mesenchymalen Fettgewebstammzellen abstammen und in halbfestem 

Methylzellulose-Medium, das mit Interleukin 3, Interleukin 6 und einem 

rekombinanten Stammzellfaktor ergänzt ist, kultiviert wurden. Nassiri et al. [2007] 

untersuchen in ihrer Studie die Differenzierung von Knochenmarkstammzellen in 

kardiomyogene und endotheliale Zellen mittels 5-Aza und einem 

Gefäßendothelwachstumsfaktor. Sie folgern ebenfalls, dass eine Differenzierung von 

Knochenmarkstammzellen vor der Transplantation nicht notwendig sei. Unter 

Ultraschallkontrolle beobachten sie eine Transdifferenzierung der 

Knochenmarkstammzellen in vivo innerhalb eines Monats zu Kardiomyozyten. 

Bartsch et al. [2005] injizieren postnatale Zellen der menschlichen Haut in die 

Muskulatur der Hintergliedmaßen von Ratten und kommen zu dem Ergebnis, dass 

diese Zellen in Fettgewebszellen, Knochenzellen und Muskelzellen sowohl in vitro 

als auch in vivo wachsen und proliferieren können. 

Lee et al. [2008] untersuchen die Möglichkeit einer Differenzierung von humanen 

Stammzellen aus dem Fettgewebe mit 5-Aza in Herzmuskelzellen. Die Arbeitsgruppe 

kommt zu einem ähnlichen Ergebnis wie die Gruppe von Sun et al. [2007], wonach 

der Einsatz von 5-Aza das Zellwachstum hemmt. Lee et al. [2008] stellen zudem eine 

deutliche Reduktion der Expression von kardiomyogenem alpha-Aktin fest. Sie 
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kommen zu dem Schluss, dass eine Behandlung mit 5-Aza für eine Differenzierung 

von humanen Fettstammzellen in Herzmuskelzellen alleine nicht ausreichend wäre. 

Walker und Shay [1984] induzieren mit Hilfe von 5-Aza bei einer Zelllinie, die die 

myogene Differenzierungsmöglichkeit verloren hat, die Bildung von neuen 

muskulären Kolonien. 

Bhagavati und Xu [2004] beschreiben einen anderen Weg der myogenen 

Differenzierung von MSZ aus dem Knochenmark. Sie führen ein Antibiotika 

resistentes Gen auf das MyoD- und MYf5 Enhancer-Element in Stammzellen aus der 

Maus ein. Diese Enhancer-Elemente sind selektiv auf den skelettmuskulären 

Vorläuferzellen exprimiert. Die Resultate zeigen, dass durch genetische Selektion 

eine ausreichende Anzahl von myogenen Vorläuferzellen durch die Isolierung aus 

MSZ für zelltransplantierende Therapien gewonnen werden können. 

 

 

5.4 Möglichkeiten der Zelltransplantation und Nachweis der Zellen 

Saito et al. [2002] zeigen, dass MSZ in einem xenogenen Milieu toleriert werden und 

bei einem verletzten Myocard hinzugezogen werden können, um in Zellen mit 

kardiologischem Phänotyp zu differenzieren. Wang et al. [2007] untersuchen in ihren 

Forschungen zur Osteogenese die Durchführbarkeit von xenogenen Implantationen 

von MSZ aus dem Knochenmark von Ratten. Sie besiedeln ein künstliches HA/TCP 

Gerüst mit MSZ und implantieren dieses dann in den M. quadrizeps von SCID und 

MF1 Mäusen. Nach 11 Wochen werden die Implantate entnommen und untersucht. 

Bei den SCID Mäusen wird sowohl in den Kontrollmäusen als auch in den Mäusen 

mit MSZ keine Entzündungsreaktion festgestellt. Bei den SCID Mäusen kann eine 

Differenzierung der MSZ in Richtung Knochengewebe nachgewiesen werden. Bei 

den MF1 Mäusen weisen die Daten darauf hin, dass die Rattenstammzellen über die 

Dauer von 11 Wochen überlebt haben, allerdings zeigen sich starke 

Immunreaktionen an der Implantationsstelle. Dieses führt zu einer Beeinträchtigung 

der In-vivo-Osteogenese der MSZ. Bei den MF1 Mäusen kann weder eine neue 

Knochenformation, noch Osteoid-Gewebe nachgewiesen werden. 

In unseren Versuchen wird weder im syngenen noch im xenogenen Tiermodell eine 

Entzündungsreaktion an der Injektionsstelle beobachtet. Im syngenen Tiermodell 

werden transplantierte Zellen über einen Versuchszeitraum von maximal 163 Tagen 



Diskussion 

 

 71

nachgewiesen. In xenogenen Tiermodell werden transplantierte Zellen über die 

gesamte Versuchsdauer von maximal 56 Tagen nachgewiesen. 

 

 

5.4.1 Nachweis der Zellen in vivo und deren Differenzierung 

Pro Tier werden ca. eine Million Zellen in den Blasenhals bei insgesamt 39 Tieren 

injiziert. Der Nachweis der injizierten Zellen nach den jeweiligen Zeitintervallen erfolgt 

in histologischen Schnitten qualitativ durch die mikroskopische Detektion des roten 

Fluoreszenzfarbstoffes PKH 26, mit dem die Zellen vor Applikation markiert worden 

sind. Es ist mit großer Schwierigkeit verbunden, die genaue Anzahl an Zellen von der 

Injektionsspritze über die Kanüle in den Blasenhals der Rattenblase zu injizieren. Die 

Zellen befinden sich noch kurz vor der Injektion in ca. 40 µl Medium, wovon nach der 

Injektion noch ein kleiner Rest technisch bedingt in der Kanüle zurück bleibt. 

Die zweite undefinierte Variable liegt in der Injektionstechnik. Zur Injektion der Zellen 

verwenden wir 0,3 mm dicke Insulinkanülen. Diese sind aber nur unwesentlich 

kleiner als der Blasenhals einer Rattenblase.  

Trotz diesen technisch bedingten Schwierigkeiten der Zellinjektion kommen wir mit 

den oben beschriebenen Ergebnissen zu einer insgesamt guten Ausgangslage. Eine 

intensive Literaturrecherche in der Datenbank pubmed ergibt keine vergleichbaren 

Veröffentlichungen. Insbesondere liegen keine Daten vor, wie viele Zellen von 

anderen Arbeitsgruppen nach Zellinjektion in den Zielgeweben gefunden werden, 

vor. 

Es kann histologisch gezeigt werden, dass die injizierten Zellen gut in das Gewebe 

integrierten. Hierbei wird zwischen dem xenogenen und syngenen Tiermodell kein 

Unterschied festgestellt. 

In vivo kann im syngenen Tiermodell ab einer Versuchsdauer von 58 Tagen eine 

Migration der injizierten MSZ anhand ihrer PKH 26-Fluoreszenz nachgewiesen 

werden. Ausgehend vom injizierten Zellcluster wird eine gleichmäßige Verteilung im 

Detrusorgewebe beobachtet. Höhn et al. [2002] und Modo et al. [2004] berichten, 

dass sich nach einem künstlichen Herzinfarkt bei Ratten injizierte Stammzellen in 

Richtung der verletzten Hemisphäre bewegen und sich um das Gebiet des 

ischämischen Infarktes anreichern. Innerhalb der ersten Woche wandern die Zellen 

aus dem injizierten Gebiet aus und sieben Tage nach Injektion kann die Richtung der 
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zum Infarktgebiet hingewanderten Zellen beobachtet werden. Nach 14 Tagen wird 

hier eine Zellintegration am Zielgewebe gesehen. 

 

Um den Phänotyp der injizierten Zellen in vivo nachzuweisen, werden die Präparate 

mit floureszierenden Zellen mittels Immunhistochemie auf die Expression muskulärer 

Marker untersucht. Im syngenen Tiermodell kann bei drei der insgesamt 11 

untersuchten Ratten der Nachweis erbracht werden, dass die injizierten Zellen einen 

glattmuskulären Phänotyp besitzen. Da die Zellen schon in vitro die glattmuskulären 

Marker exprimiert haben, kann gefolgert werden, dass die injizierten Zellen diese 

Marker beibehalten. Fraglich ist, weshalb man trotz zahlreicher und intensiver 

immunhistochemischer Untersuchungen nur bei drei Ratten in vivo differenzierte 

Zellen nachweisen kann. Im xenogenen Tiermodell werden bei den injizierten Zellen 

weder glattmuskuläre noch oder skelettmuskuläre Antigene gefunden. Trotz sehr 

guter Zellcluster, v. a. in den Versuchsreihen mit vier oder acht Tagen, zeigt sich in 

der Immunhistochemie keine Doppelfluoreszenz, die auf den glattmuskulären oder 

skelettmuskulären Phänotyp hinweist. Inwieweit hier aufgrund des artfremden Milieus 

eine Entdifferenzierung stattgefunden hat, bedarf weiterer Untersuchungen. 

 

Mehrere neue Untersuchungen deuten an, dass transplantierte MSZ mit dem 

umliegenden Gewebe zusammenwirken können, in dem sie parakrine Faktoren 

abgeben und dadurch den Regenerationsprozess unterstützen [Caplan und Dennis 

2006; Chen et al. 2008]. 

Kawada et al. [2004] berichten über die In-vivo-Differenzierung von transplantierten 

MSZ in Kardiomyozyten nach einem Herzinfarkt in einem Mäusemodell. Shake et al. 

[2002] und Mangi et al. [2003] zeigen, dass MSZ, die in das Myocard injiziert werden, 

einen kardiomyogenen Phänotyp in einem Ratten- und Schweinemodell ausbilden. 

Cao et al. [2006] injizieren murine embryonale Stammzellen in das Myocard von 

Nacktratten und weisen das Überleben, die Proliferation und die Migration dieser 

Zellen nach. Zhang et al. [2005] berichten über die In-vivo-Differenzierung von 

Knochenmarkstammzellen aus der Maus in Hepatozyten nach deren Injektion in die 

Leber. Die Arbeitsgruppe von Sgodda et al. [2007] weisen In-vitro- und In-vivo-

Differenzierungen von MSZ aus dem Rattenfettgewebe in Leberzellen nach. 

Kruglyakov et al. [2006] finden heraus, dass MSZ nach Differenzierung mit 5-Aza in 
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vitro spontane Kontraktionen zeigen und sich nach Transplantation zu 

Kardiomyozyten, die sich in das Myocard integrieren, weiterentwickeln. Eine 

Möglichkeit, weshalb differenzierte Zellen in einem relativ geringen Ausmaß 

nachgewiesen werden kann, ist eine Entdifferenzierung der injizierten Zellen in vivo. 

Yoon et al. [2004] belegen, dass nach einer direkten Transplantation von 

nichtselektierten Knochenmarkstammzellen in das Myocard kurz nach einem Infarkt 

diese Zellen Verknöcherungsreaktionen im Myocard auslösen. Es kann also nicht 

ausgeschlossen werden, dass MSZ, die ein hohes Knochenbildungspotential 

besitzen [Friedestein et al. 1970 und 1976] und im Knochenmark liegen 

[Chamberlain et al. 2007; Baksh et al. 2005] an den Verknöcherungen beteiligt sind. 

Dies belegt die Notwendigkeit einer Selektion zu transplantierender MSZ in vitro. 

Die Möglichkeit neuer Therapieformen mittels Stammzellen werden in Kapitel 5.6.1 

diskutiert. 

 

 

5.5 PKH 26-Markierung von MSZ zur Injektion in den Blasenhals 

Die MSZ werden in den Blasenhals von Ratten injiziert und sollen dort über den 

Versuchszeitraum von vier bis zu 163 Tagen verbleiben und anschließend wieder 

gefunden werden. Um injizierte MSZ nach der Inkubationszeit für die Auswertung 

eindeutig identifizieren zu können, ist es notwendig, die Zellen vorher zu markieren. 

Entscheidend für die Auswahl eines Markierungssystems ist die Frage, ob die 

Kopplung selbst die Funktion der Zelle beeinträchtigt oder gar stört und ob der 

Farbstoff für die Detektion intensiv genug ist und ausreichend lange in oder an der 

Zelle verbleibt. 

PKH 26 ist ein fluoreszierendes Molekül, das aus einer lipophilen 

Kohlenwasserstoffkette, einem Linkermolekül und einem Fluorochrom gebildet wird. 

Die lipophile Kohlenwasserstoffkette löst sich in der Lipiddoppelschicht der 

Zellmembran. Dies führt zu einer festen Bindung. Verwendet wird PKH 26 zur 

Markierung von Phagozyten und Erythrozyten [Horan et al. 1990], Lymphozyten 

[Ashley et al. 1993; Khalaf et al. 1993; Samlowski et al. 1991], Endothelzellen 

[Messina et al. 1992], Bakterien [Raybourne und Bunning 1994], Neuronen und 

Gliazellen [Haas et al. 2000], Hepatozyten [Bruns et al. 2005], 

Knochenmarkstammzellen [Matsunuma et al. 2006] und Myoblasten [Strasser et al. 
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2004]. Samlowski et al. [1991] zeigen, dass eine Langzeitmarkierung von Leukozyten 

mit PKH 26 keine Auswirkungen auf die Zellvitalität hat. Ashley et al. [1993] ermitteln 

die Vitalität von PKH 26-gefärbten Leukozyten, indem sie die Summe der Zellen mit 

der mittleren Fluoreszenz der Zellen vergleichen und dadurch ein Maß für die 

gesamte Fluoreszenz (100 %) am Anfang der Kultur und zu bestimmten Zeitpunkten 

erhalten, die sich nur verringert, wenn durch Zelltod Zellen ausgeschieden werden. 

Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe [Wiedemann et al. 2008] zur Stabilität von 

PKH 26 bei markierten Urothelzellen in vitro zeigt, dass es mit zunehmender 

Zellpassage zu einer Abnahme PKH 26-positiver Zellen kommt. Es ist durch diese 

Untersuchungen davon auszugehen, dass bei der Zellteilung jede Tochterzelle 

Anteile des Markers PKH 26, der in der Membran der Elternzelle verankert ist, 

bekommt. Boutonnat et al. [1998] verwenden nicht-proliferierende periphere 

Blutzellen, um die Stabilität der Markierung mit PKH 26 zu testen. Sie zeigen, dass 

sich die PKH 26-Fluoreszenz nach sechs Tagen Kulturdauer nicht signifikant von der 

Fluoreszenz von Tag Null unterscheidet. 

Haas et al. [2000] können PKH 26-markierte transplantierte Nervenzellen noch nach 

vier Monaten nachweisen, allerdings proliferieren Nervenzellen nicht in vivo. 

Matsunuma [2006] detektieren noch nach 14 Tagen PKH 26-markierte 

Knochenmarkzellen und Bruns et al. [2005] gefärbte Leberzellen nach sieben Tagen. 

Die Arbeitsgruppe von Dell'Accio et al. [2002] weisen PKH 26-markierte 

Chondrozyten bis zu 98 Tage nach Implantation in vivo nach. 

In unseren Untersuchungen können bei den Langzeitversuchen im syngenen 

Tiermodell mit bis zu 163 Tagen noch immer mit PKH 26 markierte transplantierte 

Zellen im zu untersuchenden Gewebe gefunden werden. 

 

In Anbetracht der Wachstumsgeschwindigkeit der Zellen in vitro und der Ausprägung 

der entsprechenden Marker in der Immuncytochemie, sind für eine mögliche 

Transplantation Zellen in Passage drei am besten geeignet. Dies gilt für Zellen, die in 

Passage eins mit 5-Aza exprimiert werden. In den späteren Passagen verlangsamt 

sich die Wachstumsgeschwindigkeit wie oben erwähnt deutlich und auch die 

Ausprägung der entsprechenden Marker nimmt ab. 
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Bei einer Injektion von Zellen, die nicht mit 5-Aza behandelt werden, sind die Zellen 

aus Passage eins und zwei die geeignetsten. Ab Passage drei verlieren die Zellen 

ihre glatt- bzw. skelettmuskuläre Ausprägung in vitro. 

Für die Injektion von MSZ in niedrigen Passagen ist nach unseren Untersuchungen 

keine Exposition mit 5-Aza notwendig. Für eine persistierende Expression der 

glattmuskulären und skelettmuskulären Marker in den höheren Passagen ab P3 ist 

allerdings eine Differenzierung mit 5-Aza erforderlich. Im Hinblick auf eine Applikation 

beim Menschen oder beim Tier ist von Vorteil, dass 5-Aza als Therapeutikum 

(Vidaza®) für die Klinik zugelassen ist. 

 

 

5.6 Behandlung der Belastungsinkontinenz 

Konventionelle chirurgische Techniken zur Therapie der Belastungsinkontinenz beim 

Menschen wie die Kolposuspensionstechnik und die Slingmethoden haben 

Heilungsraten von ca. 80 % innerhalb des ersten Jahres. Bei der 

Kolposuspensionstechnik kommt es gewöhnlich zu einer Abnahme der Kontinenzrate 

innerhalb von fünf Jahren auf 82 % [Alcalay et al 1995; Bergman und Elia 1995] und 

nach 10 Jahren auf 55-59 % [Kjolhede und Ryden 1994; Alcalay et al. 1995]. Die 

Slingmethoden haben die gleichen Ergebnisse wie die Kolposuspensionstechnik. 

Allerdings gibt es bei diesen Methoden weniger Informationen über die 

Langzeitentwicklung [Norton und Brubaker 2006]. Injektionen von Teflon oder Silikon 

haben eine deutlich geringere Heilungsrate von ca. 50 % [Chapple et al. 2005; 

Norton und Brubaker 2006] und sind durch Nebenwirkungen wie Teilchenwanderung, 

Entstehung von Granulomen und Fettembolien [Kershen et al. 2002] 

gekennzeichnet. In einem Versuch mit Hunden wird ebenfalls die Wanderung von 

Silikon nach periurethraler Injektion als Therapieform der Inkontinenz beobachtet 

[Henly et al. 1995]. In Hinblick auf die begrenzte Effektivität und die Nebenwirkungen 

der momentanen Therapien sind neue Behandlungsmethoden wünschenswert. 

 

 

5.6.1 Neue, zellbasierte Therapieformen 

In den letzten Jahren werden die Möglichkeiten des Tissue Engineering in der 

Urologie erforscht. Seit den bahnbrechenden Arbeiten von Partridge et al. [1978 und 
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1989] im Tiermodell mit Mäusen weiß man, dass nach einer Injektion von 

Muskelvorläuferzellen in sich regenerierende Muskulatur, diese Vorläuferzellen mit 

den Myofibrillen des Empfängertieres fusionieren. 1994 wird aus der Arbeitsgruppe 

von Atala die Verwendung von kultivierten autologen Chondrozyten zur Behandlung 

der Belastungsinkontinenz beschrieben. Atala et al. [1994] entnehmen im 

Schweinemodell Chondrozyten an der Ohroberfläche, kultivieren diese und injizieren 

die Zellen in Alginat als Trägermaterial in die suburethrale Region. Mittels 

Zystographie kann ein verminderter Reflux nach Chondrozyteninjektion belegt 

werden. Am Ende des Versuchszeitraumes nach zwei, vier, sechs, und 12 Wochen 

werden die Zellen histologisch wiedergefunden. Die Bildung von Knorpelgewebe ist 

in 34 von 36 Fällen zu sehen. Die Autoren sehen keine Migration des injizierten 

Materials. Das injizierte Volumen bleibt am Injektionsort konstant und es werden 

auch keine immunologischen Reaktionen mit dem umliegenden Gewebe beobachtet. 

Auch in unseren Tiermodellen ist die Bildung von Zellnestern ersichtlich und die 

Zellen werden über den gesamten Versuchszeitraum im Blasengewebe 

wiedergefunden. Diese Daten belegen das Konzept zellbasierter Therapieformen. 

Chancellor et al. [2000] zeigen in einem Rattenmodell, dass Myoblasten von diesen 

Ratten, die in die Urethra und die Blase injiziert werden, überleben und in Myotuben 

differenzieren. Die Bildung von Myotuben veranlasst die Gruppe um Chancellor die 

Hypothese aufzustellen, dass die Myoblasteninjektion eine mögliche Therapieform 

der Belastungsinkontinenz sein könnte. Um die Verteilung und Variabilität der 

injizierten Myoblasten nachverfolgen zu können, werden diese mit einem speziellen 

ß-Galaktosidasegen und mit einem fluoreszierenden Farbstoff markiert. Um 

Entzündungsreaktionen zu vermeiden, werden die Tiere nach drei bis vier Tagen 

getötet und die Gewebe entnommen. In unseren beiden Tiermodellen werden nicht 

nur in den Kurzzeitversuchen sondern auch in den Langzeitversuchen bis zu 163 

Tagen keine Entzündungsreaktionen gesehen. Auch die Hämatoxilin-Färbung zeigt 

in den histologischen Schnitten keine Leukozyteneinwanderung im Bereich der 

injizierten Zellen. Dies belegt die Möglichkeit einer Injektion von Zellen ohne das 

Risiko von immunologischen Abstoßungsreaktionen. 

Aufgrund ihrer positiven Ergebnisse führt die Arbeitsgruppe um Chancellor die 

Methode beim Menschen durch. Sie injizieren muskuläre Vorläuferzellen 

transurethral oder periurethral in die Urethra. Nach einer mittleren Beobachtungszeit 
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von 16,5 Monaten wurden bei fünf der acht behandelten Frauen Verbesserungen der 

Inkontinenz beobachtet, wobei eine Patientin vollständig kontinent war. Bei zwei 

Patientinnen zeigt sich eine Verbesserung der Belastungsinkontinenz nach einer 

zweiten Injektion vier bis acht Monate nach der ersten Stammzellinjektion. 

Zystoskopisch kann ein Jahr nach Injektion keine Gewebeveränderung der Urethra 

dargestellt werden [Carr et al. 2008]. 

Yokoyama et al. [2001] injizieren Skelettmuskelursprungszellen von Mäusen in den 

unteren Harntrakt von Mäusen. Es wird überprüft, ob diese Zellen nach fünf, 35 und 

70 Tagen wieder zu finden sind und sich in Myotuben und Myofibrillen differenzieren. 

Nach einem Monat stellt die Arbeitsgruppe fest, dass sich beinahe alle 

Skellettmuskelursprungszellen in Myotuben oder Myofibrillen differenzieren. In 

unseren Versuchen kann nach Injektion von hMSZ wie auch mMSZ keine 

Differenzierung zu skelettmuskulären Zellen in vivo durch immunhistochemische 

Untersuchungen nachgewiesen werden. Möglicherweise da die Zellen in 

glattmuskuläres Gewebe integriert sind. Bei den In-vitro-Untersuchungen ist der 

Transkriptionsfaktor MyoD bei den gegenüber 5-Aza exponierten mMSZ bei weniger 

als einem Prozent der untersuchten Zellen positiv. In den nicht gegenüber 5-Aza 

exponierten Zellen wird kein MyoD nachgewiesen. Im xenogenen Tiermodell gibt es 

bei den gegenüber 5-Aza exponierten humanen Zellen in den Passagen zwei bis 

sechs im Durchschnitt bei 81,1 % der Zellen einen positiven Nachweis der MyoD-

Expression. In den nativen hMSZ können nur in der Primärkultur und in der ersten 

Passage eine MyoD-Expression mit 82,7 % im Durchschnitt gefunden werden. 

Yokoyama et al. [2001] beschreiben, dass Myotuben postmitotisch aufhören zu 

wachsen und deshalb nicht zu tumorösen Entartungen oder Obstruktionen führen 

können. Diese Daten können in unseren Untersuchungen bestätigt werden, da weder 

in vivo bei Entnahme der Blase noch bei der histologischen Auswertung der Blasen 

Obstruktionen des Blasenlumens oder tumoröse Umfangsvermehrungen im Bereich 

der injizierten Zellen gefunden werden. 

Einen ähnlichen Ansatz wählen auch Yiou et al. [2002]. Der neue Therapieansatz für 

die Behandlung der Belastungsinkontinenz wird ebenfalls in einem Rattenmodell 

untersucht. Die Arbeitsgruppe entnimmt skelettmuskuläre Vorläuferzellen aus den 

Gliedmaßen, markiert sie mit PKH 26 und injiziert diese Zellen in den urethralen 

Sphinkter desselben Tieres. Der Sphinkter wird zuvor mittels Injektion einer 
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myotoxischen Substanz (Netexin) zerstört. Nach sieben Tagen bzw. einem Monat 

werden die Tiere getötet. Durch die PKH 26-Markierung können die Zellen bis zu 

einem Versuchszeitraum von einem Monat im injizierten Gebiet wieder gefunden 

werden. Die injizierten Zellen haben sich gut in das umliegende Gewebe integriert. 

Eine gute Integration in das Zielgewebe können wir mit unseren Untersuchungen 

bestätigen. Schon im Kurzzeitversuch nach zwei Tagen können wir in den 

histologischen Schnitten eine gute Integration der Zellen beobachten. Ab einer 

Versuchsdauer von 58 Tagen kommt es in unserem syngenen Tiermodell zu einer 

Verteilung der Zellen im Blasengewebe. Die Arbeitsgruppe von Yiou et al. [2002] 

findet in der experimentellen Gruppe mit Muskelvorläuferzellen am Tag sieben eine 

Vergrößerung des Durchmessers der Myofibrillen und eine größere Anzahl von neu 

gebildeten Myofibrillen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Nach einem Monat werden 

sowohl in deren Kontrollgruppen als auch in experimentellen Gruppen wieder die 

gleichen Werte der Durchmesser der Myofibrillen gemessen wie vor der Zerstörung 

des urethralen Sphinkters. Daraus folgert die Arbeitsgruppen, dass die Regeneration 

des Sphinkters ca. einen Monat andauert und durch die Injektion von 

Muskelvorläuferzellen beschleunigt wird. 

 

Cannon et al. [2003] untersuchen ebenfalls die Injektion von allogenen 

Muskelvorläuferzellen (1-1,5x106) in einer denervierten Rattenurethra. Trotz 

Denervierung kann nach Applikation der Muskelvorläuferzellen eine 

Muskelkontraktion mit einem Wert von ca. 87 % der physiologischen Ausprägung 

erzielt werden. Immunhistochemisch wird eine große Anzahl von skelettmuskulären 

Fasern an der Injektionsstelle nachgewiesen. 

 

Als weiterer Therapieansatz zur Behandlung von Belastungsinkontinenz wird in 

einem Schweinemodell von Strasser et al. [2004] den Tieren eine 

Skelettmuskelbiopsie entnommen, daraus im Labor autologe Myoblasten und 

Fibroblasten isoliert und dann vermehrt. Die Zellen werden mit dem 

Fluoreszenzfarbstoff PKH 26 markiert und anschließend Ultraschall-gezielt in den 

Rhabdosphinkter bzw. die Harnröhre problemlos injiziert. Bei größeren Tieren ist 

diese Technik sehr gut durchzuführen. In Rattenversuchen allerdings ist diese 

Technik aufgrund der Größe der Tiere nur sehr erschwert anzuwenden. Da wir nicht 
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die Applikationstechnik untersuchen, sondern die Integration und das Überleben 

applizierter Zellen, entschieden wir uns, die Zellen offen-operativ direkt in den 

Blasenboden zu spritzen. Strasser et al. [2004] können in ihren histologischen 

Untersuchungen wie auch wir zeigen, dass die Zellen die Versuchsdauer von bis zu 

ca. 23 Wochen überleben. Allerdings wird nichts über die Anzahl der wieder 

gefundenen Zellen berichtet. Histologisch können die Autoren neu gebildete 

Muskelfasern nachweisen. Bei der Messung der Urethradruckprofile zeigt sich, dass 

sich die Harnröhrenverschlussdrücke postoperativ um durchschnittlich 41 % 

gesteigert haben. Diese Messungen werden in unserem Rattenmodell aufgrund der 

Größe der Tiere nicht durchgeführt. Möglicherweise könnte der 

Harnröhrenverschlussdruck in unserem Modell aber durch die Injektion der Kanüle in 

den Sphinkter gestiegen sein.  

Dieselbe Arbeitsgruppe [Mitterberger et al. 2007b] untersucht die dosisabhängigen 

Veränderungen nach der Injektion von unterschiedlichen Anzahlen an Myoblasten 

aus einer Muskelbiopsie in den Rhabdosphinkter weiblicher Schweine. Die 

Zellzahlen, die Ultraschall-gezielt injiziert werden, liegen zwischen 1,5x106 und 

7,8x107. In der histologischen Aufarbeitung werden für alle injizierten 

Konzentrationen Zellen nachgewiesen. Dieser Befund deckt sich mit unseren 

Ergebnissen, wonach PKH 26-markierte Zellen gut im Zielgewebe wieder zu finden 

sind. Ferner wird über keinerlei Entzündungen, Infektionen oder Narbenbildungen im 

Bereich der injizierten Zellen berichtet. Dieses Ergebnis deckt sich ebenfalls mit 

unseren Daten, wonach selbst im xenogenen Tiermodell in den immunsupprimierten 

Tieren keine derartigen Veränderungen beobachtet werden. 

Die Anzahl der Zellen, die wir sowohl im syngenen als auch im xenogenen 

Tiermodell injizieren, liegt bei 1,0x106 Zellen in 40 µl Medium pro Tier. Dies ist in 

Anbetracht der kleinen Tiere und des kleinen Blasenhalses völlig ausreichend. 

Mitterberger et al. [2007b] beschreiben ein Anwachsen urethraler Verschlussdrücke 

und eine deutlich größere Anzahl von neu gebildeten muskulären Fasern mit 

wachsenden Zellzahlen. 

Die Arbeitsgruppe um Strasser und Mitterberger [Strasser et al. 2007a und 2007b; 

Mitterberger et al. 2007a] stellt als erste klinische Ergebnisse nach Injektion von 

Myoblasten und Fibroblasten zur Behandlung der Belastungsinkontinenz beim 

Menschen vor. Strasser et al. [2007a und 2007b] veröffentlichen ihn ihrer Studie das 
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Ergebnis von 91 Patienten nach der Behandlung ihrer Belastungsinkontinenz. Von 

diesen 91 Patienten werden 63 Patienten (42 Frauen und 21 Männer) mit autologen 

Myoblasten und Fibroblasten behandelt die aus Skelettmuskelbiopsien aus dem 

Oberarm entnommen, kultiviert und vermehrt werden und anschließend Ultraschall-

gezielt in die urethrale Submukosa (Fibroblasten) bzw. in den Rhabdosphinkter 

(Myoblasten) injiziert werden. Die restlichen 28 Patienten (21 Frauen und 7 Männer) 

bekommen die herkömmliche Behandlung mit einer endoskopischen Injektion von 

Kollagen. Nach einem Beobachtungszeitraum von 12 Monaten ist die 

Harninkontinenz bei 50 (39 Frauen und 11 Männer) der Patienten die mit autologen 

Myoblasten und Fibroblasten behandelt sind, geheilt, während nur zwei weibliche 

Patienten nach der Kollageninjektion komplett geheilt sind. In Übereinstimmung mit 

unseren Untersuchungen führt auch das schon klinisch angewande Modell dieser 

Arbeitsgruppe zu keinen Obstruktionen im Harntrakt. Der Harnabfluss ist nicht 

beeinträchtigt durch die Injektion der Zellen. Die Arbeitsgruppe berichtet über weitere 

Ergebnisse bei 119 weiblichen Patienten [Mitterberger et al. 2007a], denen mit der 

gleichen Methode [Strasser et al. 2007a und 2007b] aus dem Oberarm autologe 

Myoblasten und Fibroblasten entnommen werden und nach Vermehrung Ultraschall-

gezielt in die urethrale Submukosa (Fibroblasten) bzw. in den Rhabdosphinkter 

(Myoblasten) injiziert werden. Alle Patientinnen leiden unter einer per Urodynamik 

bestätigten Belastungsinkontinenz, die mit einer geringgradigen Hypermobilität der 

Urethra oder der Harnblase oder einer Insuffizienz des inneren Sphinkters 

einhergeht. Ein Jahr nach der Myoblasteninjektion sind 79 % der Patientinnen 

komplett kontinent, 13 % berichten über eine starke Verbesserung der Inkontinenz 

und bei 8 % der Patientinnen zeigt sich nur eine geringe Verbesserung. 

Wie diese Zahlen andeuten, kann diese Behandlungsmethode eine neue effektive 

Möglichkeit zur Heilung der Inkontinenz in der Humanmedizin und Tiermedizin sein. 

Das Problem bei der Studie von Mitterberger et al. [2007a] ist, dass alle Patientinnen 

vor der Injektion Beckenbodengymnastik und nach der Injektion transvaginale 

Elektrostimulation zur Verbesserung der Kontinenz bekommen. Darüber hinaus wird 

bei der Injektion der Fibroblasten als Trägersubstanz Kollagen verwendet. Es ist 

deshalb nicht erwiesen, dass eine Verbesserung der Kontinenz allein durch die 

injizierten Fibroblasten und Myoblasten erreicht wird. Sievert und Stenzl [2007d] 

loben die Arbeit von Strasser et al. [2007a und 2007b] als einen der größten Erfolge 
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in der rekonstruktiven Urologie im letzten Jahrzehnt. Sie merken aber an, dass mit 

spermatogonalen Stammzellen die darüber hinaus noch leichter zu gewinnen sind, 

eventuell noch bessere Erfolge erzielt werden könnten. 

Nach einem Bericht von Lubbadeh [2008] und Niederer [2008] wird Strasser 

vorgeworfen, dass seine Studien gravierende Mängel aufweisen und er keine 

ausreichenden Genehmigungen für seine Versuche bei der zuständigen 

Ethikkommision eingeholt habe. Es handle sich um eine „virtuelle Studie“, die 

nachträglich über die Daten von Patienten gestülpt worden sei. Die in die Kritik 

geratene Publikation von Strasser et al. [2007b] ist von der britischen Fachzeitschrift 

„Lancet“ im September 2008 zurückgezogen worden [Kleinert und Horton 2008]. 

Otto et al. [2008] zeigt eine erfolgreiche Reparation der Sphinkter-Funktion nach 

Injektion von skelettmuskulären Stammzellen. Die Stammzellen werden aus dem 

linken M. deltoideus von männlichen Patienten entnommen. Es werden 43 Patienten 

untersucht, bei denen ein iatrogener Sphinkterdefekt vorliegt. Alle 43 Patienten 

haben eine Inkontinenz Grad III. Die entnommenen Stammzellen werden kultiviert 

und im Durchschnitt 61 Tage nach Biopsieentnahme wieder endoskopisch in den 

Sphinkter injiziert. Nach durchschnittlich einem Jahr post injektionem sind vier 

Patienten komplett kontinent. Bei 19 Patienten wird eine Verbesserung zu 

Inkontinenz Grad I erzielt. Bei 20 Patienten kommt es allerdings zu keiner 

Verbesserung der Inkontinenz. 

 

Wichtig für die Tiermedizin kann eine aktuelle Arbeit von Eberli et al. [2008] sein, in 

der bei Hunden allogene Muskelvorläuferzellen in der Region des Sphinktermuskels 

injiziert werden. Der Sphinkter ist vier Wochen zuvor mikrochirurgisch entfernt 

worden. Sechs Monate nach Injektion der Zellen steigt der Sphinkter-Druck wieder 

auf ungefähr 80 % des ursprünglichen Wertes an, während der Druck bei den Tieren, 

bei denen keine Zellinjektion vorgenommen wird, auf ungefähr 20 % des 

ursprünglichen Wertes abfällt. Histologisch können ein Überleben der Zellen 

nachgewiesen und in der Region des Sphinkters neu gebildete, innervierte 

Muskelfasern gesehen werden. 
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5.7 Fazit und Ausblick 

In unseren Versuchen wird die Möglichkeit einer kausalen Behandlung mittels MSZ 

als neue Therapieform der Belastungsinkontinenz dargestellt. Es kann gezeigt 

werden, dass die dafür notwendigen Stammzellen mit geringem Aufwand isoliert 

werden können und sich anschließend im Zellkulturlabor bis zu den notwendigen 

Zellzahlen vermehren. 

Nach der Injektion der Stammzellen in den Blasenhals der Ratten können wir ein 

Überleben der Zellen, eine gute Integration in das umgebende Muskelgewebe und in 

den Langzeitversuchen bei einzelnen Tieren eine Verteilung der Zellen im gesamten 

Blasensphinkter beobachten. Entzündungsreaktionen werden nicht nachgewiesen. 

Dieser Ansatz wird in der Humanmedizin bereits zur Behandlung der 

Belastungsinkontinenz eingesetzt [Otto et al. 2006; Strasser et al. 2007a und 2007b]. 

Nach einer aktuellen Veröffentlichung [Eberli et al. 2008] scheint auch ein Einsatz in 

der Tiermedizin in greifbare Nähe gerückt. 

Vor einem Einsatz in der Klinik ist allerdings im Großtiermodell die Wirksamkeit der 

injizierten Stammzellen bei vorhandener Inkontinenz mittels urodynamischer 

Messungen und histologischer Untersuchungen zu belegen. 

Vor der Therapie der Sphinkterinkompetenz in der Tiermedizin ist zu prüfen, 

inwieweit es möglich ist, beim Hund Stammzellen zu gewinnen, anschließend im 

Labor zu vermehren und dann mittels eines minimalinvasiven Eingriffs in den 

Blasensphinkter zu injizieren. 

Im Rahmen der weiteren Untersuchungen könnte der eingeschlagene Weg in der 

Humanmedizin bei leichten Formen der Belastungsinkontinenz und in der 

Tiermedizin bei der Sphinkterinkompetenz die Möglichkeit einer Restitutio ad 

integrum bieten. 
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6. Zusammenfassung 

 

Belastungsinkontinenz wird durch morphologische und funktionale Defekte des 

Harnblasensphinkters durch Operationen oder vaginale Geburten sowie durch eine 

mit dem Lebensalter korrelierte Abnahme von Zellen des Rhabdosphinkters infolge 

physiologischer Apoptose verursacht. Mesenchymale Stammzellen (MSZ) haben das 

Potential, in Muskelzellen zu differenzieren. Sie sind deshalb für eine zellbasierte 

Therapie der Belastungsinkontinenz von Interesse. Das Ziel der Studie sind 

Untersuchungen an murinen MSZ (mMSZ) und humanen MSZ (hMSZ) aus dem 

Knochenmark zur myogenen Differenzierung in vitro und zur Integration von in den 

Blasenhals transplantierten MSZ bzw. hieraus differenzierten Muskelzellen in einem 

syngenen und xenogenen Rattenmodell. 

 

Nach Isolierung von mMSZ aus dem Knochenmark durch Plastikadhärenz werden 

diese in Passage (P) 1 für die Induktion myogener Zellen 24 Stunden gegenüber 5-

Azazytidin (5-Aza) exponiert. Zellen in P2 und P3 werden mit monoklonalen 

Antikörpern auf die Expression myogener Marker immuncytochemisch untersucht. 

Glattmuskuläres alpha-Aktin (Klon 1A4) ist in 50-90 % und alpha/gamma-Aktin 

(Klon CGA7) in 20 % der Zellen exprimiert. Der Nachweis skelettmuskulärer Marker 

ergibt mit einem Antikörper gegen MyoD (Klon MoAb5.8A) eine Reaktion in 

einzelnen Zellen. Die Expression von Myosin (Klon NOQ 7.5.4D) kann nicht 

nachgewiesen werden. Somit werden mMSZ bei einer Exposition gegenüber 5-Aza 

in vitro insbesondere in glattmuskuläre Zellen differenziert. Die Kontrollen zeigen 

eine vergleichbare Expression der myogenen Marker. Für den Nachweis in vivo 

werden die zur myogenen Differenzierung behandelten mMSZ mit dem 

Vitalfarbstoff PKH 26 markiert und direkt in den Blasenhals der Versuchstiere 

gespritzt. Die Integration wird nach 2, 58, 65, 135 und 163 Tagen hitologisch und 

immunhistochemisch mit den gleichen Antikörpern wie in der Immuncytochemie 

untersucht. Die transplantierten Zellen kann für jeden Versuchszeitpunkt 

nachgewiesen werden. In einzelnen Tieren kann nach 58 Tagen auch eine 

gleichmäßige Verteilung im Blasenhalsgewebe festgestellt werden. In den 

Gewebeschnitten von drei Ratten kann ein glattmuskulärer Phänotyp den injizierten 
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Zellen zugeordnet werden. Entzündungsreaktionen und Tumorbildungen werden 

nicht beobachtet. 

 

Nach Isolierung von hMSZ aus dem Knochenmark durch Plastikadhärenz werden 

konfluente Kulturen in P1 für 24 Stunden mit 5-Aza differenziert. Die Expression 

von glattmuskulärem alpha-Aktin und alpha/gamma-Aktin sowie skelettmuskulärem 

MyoD und Myosin wird immuncytochemisch in P2 bis P6 und in unbehandelten 

Kontrollen in P0 bis P6 untersucht. Für den Nachweis der direkt in den Blasenhals 

immundefizienter Nacktratten injizierten hMSZ werden diese direkt vor der 

Applikation ebenfalls mit PKH 26 markiert. Die Integration in das Zielgewebe wird 

nach 56 Tagen und bei den Kontrollen mit nativen hMSZ auch nach 4, 8, 12 und 28 

Tagen histologisch überprüft und die integrierten hMSZ immunologisch 

charakterisiert. Die Histologie zeigt gut abgrenzbare Gruppen transplantierter 

Zellen in den Geweben des Blasenhalses über den gesamten Versuchszeitraum. 

Entzündungsreaktionen und tumoröse Entartungen werden nicht nachgewiesen. 

Glattmuskuläres alpha-Aktin und alpha/gamma-Aktin sowie skelettmuskuläres MyoD 

werden in nicht gegenüber 5-Aza exponierten MSZ in P0 in 62 %, 60 % bzw. 73 % 

und in P1 in 94 %, 100 % bzw. 92 % nachgewiesen; in P2 bis P6 ist nur noch alpha-

Aktin exprimiert (65-84 %). Hingegen zeigen gegenüber 5-Aza exponierte hMSZ für 

diese Marker einheitliche Expressionsmuster in P2 bis P6 mit einem Nachweis von 

alpha-Aktin in 86-97 %, alpha/gamma-Aktin in 81-100 % und MyoD in 63-100 % der 

Zellen. Skelettmuskuläres Myosin ist in beiden Gruppen nicht nachweisbar. In der 

Immunhistochemie der Präparate können muskuläre Antigene nicht eindeutig 

nachgewiesen werden. Die Untersuchungen zur Differenzierung von hMSZ aus dem 

Knochenmark in glatte- und Skelettmuskelzellen zeigen, dass eine Exposition 

gegenüber 5-Aza nicht notwendig ist. Allerdings ist sie für eine dauerhafte 

Expression in vitro erforderlich. 

 

Die Tiermodelle unterstreichen die Verwendung autologer MSZ für die Behandlung 

der Belastungsinkontinenz beim Menschen und ebenso auch beim Tier. In weiteren 

Studien werden die myogene Differenzierung in vivo und die Integration in den 

Rhabdosphinkter in einem xenogenen Großtiermodell genauer erforscht wobei auch 

Untersuchungen zur Verbesserung der Sphinkterfunktion durchgeführt werden. 
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7. Summary 

 

Urinary incontinence is caused by morphological and functional defects of the 

sphincteric muscle, which are a result of surgery, vaginal birth, as well as an age-

dependent decline of rhabdosphincter cells caused by physiological apoptosis. 

Mesenchymal stem cells (MSC) have the potential to differentiate into muscle cells. 

Therefore, they are of interest for a cell-based therapy of urinary incontinence. The 

aim of this study is to examine myogenic differentiation in vitro of bone marrow-

derived murine MSC (mMSC) and human MSC (hMSC) and the integration of the 

MSC or therefrom differentiated muscle cells transplanted into the bladder neck in a 

syngenic and xenogenic rat model. 

 

Bone marrow-derived mMSC are isolated by plastic adherence. To induce myogenic 

differentiation mMSC in culture passage (P) 1 are exposed for 24 hours to 5-

azacytidin (5-Aza). Cells in P2 and P3 are examined by immunocytochemistry with 

monoclonal antibodies for the expression of myogenic markers. Smooth muscle 

alpha-actin (clone 1A4) is identifed in 50-90 %. Smooth muscle alpha/gamma-actin 

(clone CGA7) is expressed in 20 % of the cells. The detection of skeletal muscle 

antigen with an antibody against skeletal muscle MyoD (clone MoAb5.8A) results in a 

reaction in individual cells. The expression of skeletal slow muscle myosin (clone 

NOQ 7.5.4D) can not be detected. Therefore, the mMSC are differentiated 

particularly in smooth muscle cells by exposure to 5-Aza in vitro. The controls 

revealed a similar expression pattern of the myogenic markers. For the verification in 

vivo the mMSC treated for myogenic differenciation are marked with PKH 26, a red 

fluorescent cell linker, and injected directly into the bladder neck of the experimental 

animals. The integration is examined histologically after 2, 58, 65, 135, and 163 days. 

The rats’ bladders are examined histologically and immunohistochemically, using the 

same antibodies as in immunocytochemistry. The transplanted cells can be detected 

for every given point in time throughout the experiment. After 58 days it is also 

possible to detect an even distribution in the bladder neck tissue of individual 

animals. In the bladder neck tissue of three rats a smooth muscle phenotype can be 

allocated to the injected cells. There is neither inflammation nor tumourous 

malformation in the target tissue. 
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Bone marrow-derived hMSC are isolated by the method of plastic adherence. 

Confluent cultures in P1 are differentiated with 5-Aza for 24 hours. The expression of 

smooth muscle alpha-actin and alpha/gamma-actin, as well as skeletal muscle MyoD 

and myosin is examined immunocytochemically in P2 to P6 and in untreated controls 

in P0 to P6. For the detection of the directly injected hMSC into the bladder neck of 

athymic nude rats, the cells are also marked with PKH 26 prior to the injection. The 

integration into the host tissue is examined histologically after 56 days, whereas the 

controls with native hMSC are also examined after 4, 8, 12, and 28 days. The 

integrated hMSC are characterised immunohistologically. The histology shows well-

defined groups of transplanted cells in the bladder neck tissue over the entire period 

of the experiment. Inflammation or tumourous tissue are not found. Smooth muscle 

alpha-actin and alpha/gamma-actin as well as skeletal muscle MyoD is detected in 

MSC not exposed to 5-Aza in P0 in 62 %, 60 % and 73 %, respectively of the cells 

and is detected in P1 in 94 %, 100 %, and 92 %, respectively of the cells. In P2 to P6 

only alpha-actin is expressed (65-84 %). However, hMSC exposed to 5-Aza show a 

consistent expression pattern from P2 to P6 with a verification of alpha-actin in 86-

97 %, alpha/gamma-actin in 81-100 %, and MyoD in 63-100 % of the cells. Skeletal 

muscle myosin is not detected in both groups. In the immunohistochemistry for the 

histological specimens, there is no explicit evidence for muscular antigens. The 

examination, that is carried out in order to differentiate bone marrow-derived hMSC 

into smooth muscle and skeletal muscle cells shows, that an exposure to 5-Aza is not 

necessary. However, it is found that an exposure to 5-Aza is essential for a 

permanent expression in vitro. 

 

The animal models highlight the use of autologous MSC for treating urinary 

incontinence in human beings, as well as in animals. Further studies will investigate 

the myogenic differentiation in vivo and the integration into the rhabdosphincter in a 

xenogenic large animal model. In conducting such further studies an examination into 

the improvement of the function of the sphincteric muscle will be a key component.  
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9. Anhang 

 

9.1 Nachweis der PKH26-Fluoreszenz im syngenen Tiermodell (Lewis Ratten) 

1. Tiere 58 Tage; P4; N = 2 Tiere 

D: N = 1  1/1 neg.  0/1 pos. 

K: N = 1  0/1 neg.  1/1 pos. 

Gesamt: N = 2 1/2 neg.  1/2 pos. 

 

2. Tiere 65 Tage; P3; N = 1 Tiere 

K: N = 1  0/1 neg.  1/1 pos. 

Gesamt: N = 1 0/1 neg.  1/1 pos. 

 

3. Tiere 135 Tage; P2; N = 4 Tiere 

D: N = 2   2/2 neg.  0/2 pos. 

K: N = 2  0/2 neg.  2/2 pos. 

Gesamt: N = 4 2/4 neg.  2/4 pos. 

 

4. Tiere 156 Tage; P3; N = 1 Tiere 

D: N = 1  1/1 neg.  0/1 pos. 

Gesamt: N = 1 1/1 neg.  0/1 pos. 

 

5. Tiere 163 Tage; P3; N = 3 Tiere 

D: N = 2  1/2 neg.  1/2 pos. 

K: N = 1  0/1 neg.  1/1 pos. 

Gesamt: N = 3 1/3 neg.  2/3 pos. 
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9.2 Nachweis der PKH26-Fluoreszenz im xenogenen Tiermodell (Nacktratten) 

1. Tiere 4 Tage; P1; N = 3 Tiere 

K: N = 3  0/3 neg.  3/3 pos. 

Gesamt: N = 3 0/3 neg.  3/3 pos. 

 

2. Tiere 8 Tage; P1; N = 2 Tiere 

K: N = 2  0/2 neg.  2/2 pos. 

Gesamt: N = 2 0/2 neg.  2/2 pos. 

 

3. Tiere 12 Tage; P1; N = 2 Tiere 

K: N = 2  0/2 neg.  0/2 pos.  Schwach pos. 2/2 

Gesamt: N = 2 0/2 neg.  0/2 pos.  Schwach pos. 2/2 

 

4. Tiere 28 Tage; P1; N = 2 Tiere 

K: N = 2  0/2 neg.  1/2 pos.  Schwach pos. 1/2 

Gesamt: N = 2 0/2 neg.  1/2 pos.  Schwach pos. 1/2 

 

5. Tiere 56 Tage; P1; N = 2 Tiere 

K: N = 2  0/2 neg.  1/2 pos.  Schwach pos. 1/2 

Gesamt: N = 2 0/2 neg.  1/2 pos.  Schwach pos. 1/2 

 

6. Tiere 56 Tage; P2; N = 2 Tiere 

D: N = 2  1/2 neg.  1/2 pos. 

Gesamt: N = 2 1/2 neg.  1/2 pos. 

 

7. Tiere 56 Tage; P3; N = 3 Tiere 

D: N = 3  0/3 neg.  3/3 pos. 

Gesamt: N = 3 0/3 neg.  3/3 pos. 

 

8. Tiere 56 Tage; P4; N = 3 Tiere 

D: N = 3  1/3 neg.  2/3 pos. 

Gesamt: N = 3 1/3 neg.  2/3 pos. 
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9. Tiere 56 Tage; P5; N = 3 Tiere 

D: N = 3  0/3 neg.  3/3 pos. 

Gesamt: N = 3 0/3 neg.  3/3 pos. 

 

10. Tiere 56 Tage; P6; N =1 Tier 

D: N = 1  0/1 neg.  1/1 pos. 

Gesamt: N = 1 0/1 neg.  1/1 pos. 

 

 

Erklärung der Abkürzungen 

K: Kontrollen (native MSZ ohne Exposition gegenüber 5-Aza) 

D: Differenziert (MSZ nach Exposition gegenüber 5-Aza) 

N: Anzahl Tiere 

P: Passage 

pos.: posititv 

neg.: negativ 
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