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I Zusammenfassung 

Aufgrund Ihrer Fähigkeit, in verschiedene Zielgewebe differenzieren zu können und aufgrund 
der wachstumsfördernden, anti-apoptotischen, anti-inflammatorischen und immun-
modulatorischen Eigenschaften werden mesenchymale Stammzellen (MSC) bereits teilweise 
in der Klinik eingesetzt.   
 
Bei schweren Verläufen der Keratokonjunktivitis sicca aufgrund eines Mangels an 
Tränenflüssigkeit gibt es derzeit keine kausalen Therapiestrategien, die zu einer 
zufriedenstellenden und anhaltenden Beschwerdelinderung führen. Eine langfristige 
Therapieoption stellt möglicherweise die Regeneration von Tränendrüsengewebe durch 
Implantation autologer oder allogener MSC dar.  
 
In der Zellkultur wird standardmäßig mit atmosphärischem Sauerstoff bei einer Konzentration 
von ca. 21% gearbeitet. Die Sauerstoffkonzentration in der physiologischen Nische der MSC 
liegt jedoch zwischen 2% und 7% und es ist mittlerweile bekannt, dass die 
Sauerstoffkonzentration ein wichtiger Parameter in der Zellkultur ist. Um die 
Kulturbedingungen zu optimieren, sollten in dieser Arbeit Phänotyp, Proliferation, 
Differenzierungspotential und Regenerationskapazität von MSC aus der murinen 
Tränendrüsen unter Standardbedinungen und bei reduzierter Sauerstoffkonzentration 
verglichen werden. Zu diesem Zweck wurden die Zellen in 21% und 5% Sauerstoff kultiviert 
und mittels Differenzierungsassays, Durchflusszytometrie, Cell-Sorter-unterstützten 
Proliferations– und Colony Forming Unit–Assays charakterisiert. Außerdem wurde der Effekt 
von MSC-konditioniertem Kulturmedium aus beiden Sauerstoffbedingungen auf epitheliale 
Zellen der Tränendrüse in Migrations- und Proliferationsassays untersucht.  
 
Es konnte gezeigt werden, dass Zellen aus beiden Kulturbedingungen 
Differenzierungspotential und einen MSC-typischen Phänotyp aufweisen. In 5% Sauerstoff 
produzierten die Zellen weniger reaktive Sauerstoffspezies, zeigten eine stabile Morphologie, 
ein größeres Potential Kolonien zu bilden, eine erhöhte Wachstumsrate und signifikant mehr 
CD44 positive Zellen. Desweiteren konnte gezeigt werden, dass das konditionierte Medium 
aus 5% Sauerstoff zu einer signifikant erhöhten Migration und Proliferation bei Epithelzellen 
der Tränendrüse führt.  
 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Expansion von murinen MSC aus der 
Tränendrüse bei reduzierter Sauerstoffkonzentration die Proliferationskapazität und das 
Differenzierungspotential erhält und die positiven Effekte von konditioniertem Medium auf 
Epithelzellen der Tränendrüse verstärkt. Die Expansion in niedriger Sauerstoffkonzentration 
scheint somit eine ausgezeichnete Methode zu sein, um vitale MSC aus der Tränendrüse zu 
erhalten.  Desweiteren zeigten die Zellen in niedriger Sauerstoffkonzentration eine höhere 
Expression von CD44, einen möglicherweise nützlichen Marker, um eine potente MSC 
Subpopulation zu identifizieren.  



 

  6 

II Abkürzungsverzeichnis 

3T3 3T3 Zellinie (murin) 
α-SMA α-Smooth Muscle Actin  
ABCG-2 ATP-Binding Cassette, Member 2 
AMPK/mTOR AMP-Activated Protein Kinase/Mechanistic Target Of Rapamycin 
BMP  Bone Morphogenetic Protein 
c-Myc Transcriptionsfaktor c-Myc 
CD Clusters Of Differentiation 
Chx10 ceh-10 Homeo Domain Containing Homolog / Homeobox Protein CHX10 
CXCR Chemokine Receptor 
ΔNp63  Tumor Protein 63 
DES  Dry Eye Syndrome 
EGF Epithelial Growth Factor  
EMT Epithelial-Mesenchymal Transition  
FABP-4   Fatty Acid Binding Protein-4 
GATA-4 / -6 GATA Transcription Factor-4 /-6 
GVHD Graft Versus Host Disease 
HGF  Hepatocyte Growth Factor  
HIF-1α Hypoxia Inducible Factor 
HLA Human Leukocyte Antigen 
IFN-γγ Interferon-γ 
IGF-II Insulin-like Growth Factor II 
IL  Interleukin  
Ki-67 Antigen KI-67 
Klf4 Kruppel-like Factor 4 
LG-EC Lacrimal Gland Derived Epithelial Cells  (porcine) 
LG-MSC Lacrimal Gland Derived Mesenchymal Stem Cells (murine) 
MCP-1 Monocyte Chemo-attractant Protein-1 
MET Mesenchymal-Epithelial Transition 
MHC Major Histocompatibility Complex 
MMP Matrix Metalloproteinase  
MSC Mesenchymale Stammzellen 
MSC-CM  Kulturmedium das durch MSC konditioniert wurde 
MSC-CM 21% Kulturmedium das durch MSC in 21% Sauerstoff konditioniert wurde 
MSC-CM 5% Kulturmedium das durch MSC in 5% Sauerstoff konditioniert wurde 
Oct4 Octamer-binding Transcription Factor 4 
OSDI  Ocular Surface Disease Index  
p53 Tumor Protein p53 
PAS Periodic Acid-Schiff   
Pax6 Paired Box Protein-6 
PDGF  Platelet Derived Growth Factor  
PDK Pyruvatdehydrogenase-Kinase 
PGA Polyglykolsäure 
RAB3D Ras-related Protein-3D 
ROS  Reactive Oxygen Species  
SCA-1 Stem Cell Antigen-1 
Snai-1 Zinc Finger Protein Snai-1 
Sox2 (Sex Determining Region Y)-Box 2 
SS  Sjögren Syndrom 
TEM Transmissionselektronenmikroskopie 
TGF-ββ Transforming Growth Factor β 
TLR Toll-like Receptors 
VEGF  Vascular Endothelial Growth Factor  
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1. Einleitung 

1.1. Das trockene Auge  

Die Keratokonjunktivitis sicca (auch bekannt als Syndrom des trockenen Auges, engl.: Dry 

Eye Syndrome (DES)) ist eine multifaktoriell bedingte Erkrankung, die zu stärksten 

Einschränkungen und entsprechender Minderung der Lebensqualität führen kann. Die 

weltweite Prävalenz eines „Dry Eye Syndrome“ wird je nach Altersklasse (21 - >65 Jahre) auf 

5 – 35% geschätzt (1). Betroffene Patienten berichten neben Augenbrennen über 

Fremdkörpergefühl, Juckreiz, Lichtscheu und Verschwommensehen. Objektiv lässt sich meist 

eine Verringerung des Sehvermögens und des Kontrastsehens mit daraus resultierenden 

Einschränkungen im Alltag (Lesen, Autofahren, Zurechtfinden im Haushalt und bei der 

Arbeit etc.) feststellen (2-4). Durch einen chronischen Reizzustand können im Verlauf sehr 

schmerzhafte Verletzungen der Augenoberfläche, Sekundärinfektion sowie Vernarbungen 

auftreten, welche zu weiterer Sehbeeinträchtigung bis hin zur Erblindung führen und 

operative Maßnahmen wie z.B. eine Amnionmembran-Transplantation, Tarsoraphie oder bei 

Perforation oder Vernarbung der Hornhaut eine Hornhauttransplantation notwendig machen 

können (5,6). Patienten, die unter einer schweren Form des trockenen Auges leiden, bewerten 

den Leidensdruck ähnlich hoch wie Patienten, die unter einer Angina pectoris leiden (7). 

1.2. Formen des trockenen Auges  

Hinsichtlich der Genese dieser Augenoberflächenstörung wird unterschieden zwischen einem 

quantitativen und einem qualitativen Tränenmangel. Ursache des qualitativen Tränenmangels 

ist eine veränderte Tränenzusammensetzung, die zu einer vermehrten Verdunstung der 

Tränenflüssigkeit führt (8). Ein qualitativer Tränenmangel wird hervorgerufen z.B. durch eine 

Meibomdrüsendysfunktion, Blepharitis oder eine Bindehautveränderung mit 

Becherzellmangel, wie z.B. beim Stevens-Johnson Syndrom (9-11). Ursache des quantitativen 

Tränenmangels ist eine verminderte Gesamtsekretion, wie sie primär bei einer angeborenen 

Aplasie der Tränendrüse (Alakrimie) und familiärer Dysautonomie auftritt, oder sekundär bei 

einer altersbedingten Atrophie und Fibrose des Tränendrüsengewebes, 

Autoimmunerkrankungen wie dem Sjögren-Syndrom, Graft-versus-Host-Disease (GVHD), 
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Destruktion des Tränengewebes beispielsweise durch Tumoren, chronische Entzündungen 

oder Trauma, Destruktion der Tränenausführungsgänge z.B. durch konjunktivale Narben als 

Folge von okulärem Pemphigoid, Bestrahlungen, Verbrennungen oder Verätzungen (12-19). 

Quantitativer Tränenmangel aufgrund einer primären oder sekundären 

Tränendrüseninsuffizienz ist eine der häufigsten Ursachen für die Entwicklung des 

Krankheitsbilds eines schweren trockenen Auges (20).  

 

1.3. Aktuelle Therapieansätze beim schweren trockenen Auge 

 

Patienten mit schwerem quantitativen Tränenmangel bleibt neben dem Einsatz von speziellen 

Kontaktlinsen oder Feuchtigkeitskammer-Brillen, dem intensiven Gebrauch von 

Tränenersatzmitteln und der Anwendung von lokaler oder auch systemischer anti-

inflammatorischer Therapie die Möglichkeit, die Tränenpünktchen vorübergehend durch 

sogenannte punctum plugs oder dauerhaft operativ durch Verödung zu verschließen (5,21-23). 

Allerdings führen diese Maßnahmen bei schweren Fällen des trockenen Auges oft nicht zu 

einer ausreichenden und anhaltenden Beschwerdelinderung. In besonders schweren Fällen 

kann die Transplantation einer autologen Unterkieferspeicheldrüse die Beschwerden der 

Patienten zwar lindern, führt jedoch aufgrund der qualitativen Unterschiede von normaler 

Tränenflüssigkeit und Speicheltränenflüssigkeit auch nicht zu einer dauerhaften, signifikanten 

Funktions-Verbesserung (24,25). Für die schwere Form des trockenen Auges aufgrund eines 

quantitativen Tränenmangels, gibt es somit bis heute keine hinreichende Behandlung, wobei 

es insbesondere an kausalen Therapieansätzen mangelt.  

1.4. Mesenchymale Stammzellen 

In den 1960ern isolierten Friedenstein et al. erstmals zunächst unbestimmte Zellen durch 

Adhärenz an Plastik-Kulturschalen aus Knochenmarks-Aspirat. Diese Zellen ähnelten in der 

Morphologie den Fibroblasten und waren in der Lage aus einzelnen Zellen Kolonien zu 

formen und nach Transplantation unter die Nierenkapsel eines Spendertieres ektopes 

Knochenmark, einschließlich knöcherner Trabekel, Fett- und hämatopoetischen Gewebes zu 

bilden (26-28). In den 1990ern konnte eine Verbindung dieser initial „marrow stromal cells“ 

genannten Zellen aus dem Knochenmark zur embryonalen Entwicklung verschiedener 

mesenchymaler Gewebe gezeigt werden, weshalb sie ab diesem Zeitpunkt als mesenchymale 
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Stammzellen (MSC) bezeichnet wurden (29,30). Nach der erstmaligen Entdeckung im 

Knochenmark wurden MSC bis heute aus einer Vielzahl anderer Geweben wie Fettgewebe, 

Haut, Nabelschnur-Blut, Amnion-Flüssigkeit, Speicheldrüsen etc. isoliert und charakterisiert  

(31-35). 

 

Dominici et al. legten 2006 Minimalkriterien für die Definition der MSC fest (Tabelle 1.), die 

allerdings mittlerweile nur noch zum Teil Gültigkeit haben bzw. von einigen Arbeitsgruppen 

in Frage gestellt werden (36-39). 

 

 

Tabelle 1) Zusammenfassung der Minimalkriterien für MSC nach Dominici et al. (40) 

 

1. Plastikadhärenz unter Standardkulturbedingungen   

 

2. Phänotyp 

 

Positiv (>/95%)/   Negativ (<2% )    

CD73     CD34      

CD90     CD45       

CD105    CD11b oder CD14     

D79a oder CD19  

HLA-DR 3  

 

3. In vitro Differenzierung in: Osteoblasten, Adipozyten, Chondroblasten 

(bewiesen durch Färbung der Zellen in vitro)  

 

 

1.5. Regenerative Eigenschaften der MSC  

Einerseits sind MSC aufgrund ihrer Fähigkeit in andere Gewebe zu differenzieren sehr 

interessant für die klinische Anwendung. Wie gezeigt werden konnte, sind sie nicht nur in der 

Lage in Osteoblasten, Adipozyten und Chondroblasten zu differenzieren, sondern auch in 

Zellen nicht mesodermalen Ursprungs wie Hepatozyten-ähnliche, Neuronen-ähnliche Zellen, 

Pankreas-ähnliche Zellen und Azinus-ähnliche Zellen der Speicheldrüse (41-45).  
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Andererseits wirken sie im Rahmen von Regenerationsprozessen unterstützend: Sie 

sekretieren Wachstumsfaktoren wie epithelial growth factor (EGF), transforming growth 

factor beta (TGF-β), vascular endothelial growth factor (VEGF) und weitere Chemokine, die 

die Zellproliferation und Angiogense induzieren und anti-apoptotisch wirken (46-49). So 

konnte in vitro gezeigt werden, dass die Co-Kultur mit MSC oder die Kultur in 

Kulturmedium, welches mit MSC konditioniert wurde (CM-MSC) bei Zellen 

unterschiedlichen Ursprungs zu einer schnelleren Wundheilung, signifikant erhöhten 

Proliferation, schnelleren Regeneration und reduzierten Apoptose nach Schädigung führen 

(50-56). 

 

Darüber hinaus haben MSC eine Reihe anti-inflammatorischer und immunmodulatorischer 

Wirkmechanismen: Sie inhibieren die Proliferation von T-Zellen, B-Zellen, Natural Killer-

Zellen, Makrophagen und dendritischen Zellen, reduzieren die Immunglobulin-Produktion in 

B-Zellen und modulieren die Reifung dendritischer Zellen (57,58). Da kultivierte humane 

MSC kein MHC-II an der Zelloberfläche exprimieren, sind sie nicht immunogen, so dass im 

Falle einer Transplantation im Rahmen einer klinischen Anwendung eine Überprüfung der 

HLA-Kompatibilität wahrscheinlich nicht notwendig ist (59-61). Im in vivo  Tiermodell 

konnten die positiven Effekte der MSC unter anderem nach Herzinfarkten, bei 

Herztransplantation, Strahlen-induziertem Lungenschaden,  akutem Nierenversagen, akutem 

Leberschaden oder neonatalem Schlaganfall nachgewiesen werden (62-74).    

 

In mehreren klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass auch Patienten mit Femur-

Nekrose, Ostegenesis imperfecta, Osteoarthritis, koronarem Bypass, Kardiomyopathie, 

Apoplex, Rückenmarksverletzung, Multipler Sklerose und Diabetes Typ 2 von der 

systemischen Anwendung von MSC profitieren (75-84). Bei GVHD-Patienten wurden im 

Jahr 1995 im Rahmen einer klinischen Studie erstmals MSC eingesetzt und mittels 

intravenöser Infusion verabreicht (85).  Seitdem sind die positiven Effekte einer solchen 

systemischen Therapie mit MSC bei GVHD Patienten in einer Reihe von Arbeiten 

beschrieben worden (86).  

1.6. MSC in der Tränendrüse 

Die essentielle Rolle der mesenchymalen Zellen als Zielzellen des Bone morphogenetic 

protein (BMP)-7 im Laufe der Morphogenese der Tränendrüse wurde erstmals 2004 von 

Dean et al. beschrieben (87). Nach Schädigung der Tränendrüse durch eine Interleukin (IL)-1 
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Injektion in das Drüsengewebe, konnten im Jahr 2008 erstmals eine mesenchymale 

Subpopulation als mögliche Progenitorzellen in der Tränendrüse identifiziert werden. 

Histologisch war nach Schädigung ein Untergang der Azinus-Zellen und klinisch eine 

Reduktion der Tränensekretion festzustellen (88). In dem anschließenden 

Regenerationsprozess konnte ein Zunahme der Nestin-, Vimentin-, ABCG2- und SCA-1-

positiven Zellen nachgewiesen werden, die teilweise auch proliferierten, wie mittels Ki67 

Färbung gezeigt wurde (88-90). Neben den für MSC typischen Markern zeigten diese Zellen 

die Fähigkeit in Adipozyten zu differenzieren, so dass davon auszugehen ist, dass es sich bei 

den isolierten Zellen tatsächlich um MSC handelte (89). Bei der Regeneration der 

Tränendrüse nach Schädigung durch IL-1 spielen möglicherweise die Transdifferenzierung 

von epithelialem in mesenchymales Gewebe (epithelial-mesenchymal transition (EMT)) und 

von mesenchymalem in epitheliales Gewebe (mesenchymal–epithelial transition (MET)) eine 

Rolle, wie der Nachweis Snai1+ Zellen im Laufe der Regeneration You et al. vermuten lässt 

(91). 

 

Shatos et al beschrieben 2012 die Präsenz mesenchymaler Progenitorzellen in ungeschädigten 

Tränendrüsen, die eine Ko-Färbung für den mesenchymalen Marker α-Smooth Muscle Actin 

(SMA) und die Stammzellmarkern Nestin, Musashi 1, ABCG2, Pax 6, Chx 10, Sox 2 oder 

ΔNp63 zeigten. Nach Isolation dieser Zellen war in vitro eine Expression von Ki-67, Nestin, 

Musashi 1, Pax 6, und CHX 10 über 60 Tage nachweisbar und ist gemeinsam mit der 

Differenzierbarkeit in neuronale, epitheliale und myoepitheliale Zelltypen Hinweis auf das 

Stammzellpotential (92). Kürzlich zeigten Ackermann et al. die mRNA Expression der 

Stammzell-Marker Nanog, Oct4, Sox2, Pax6 und Nestin in Zellen die aus Tränendrüsen 

adulter Mäuse und auch aus humanem Tränendrüsenmaterial isoliert werden konnten (93). 

Nach der Expansion waren die Stammzellmarker Sox2, Nanog, Nestin, Klf4 und c-Myc, 

sowie sog. lineage marker (endodermale Entwicklung: GATA4, GATA6; ektodermale 

Entwicklung: Pax6, neurofilament; mesodermale Entwicklung: BMP4, BMP7 und α-SMA) 

auf mRNA Ebene bis Passage 30 festzustellen. 

 

Hirayama et al. konnten erstmals im Maus-Modell einen sogenannten Organkeim (engl. 

bioengineered lacrimal gland germ) der Tränendrüse herstellen, also eine in vitro erzeugte 

embryonale Anlage der Tränendrüse, wofür sie vereinzelte embryonale epitheliale und 

mesenchymale Zellen verwendeten. Durch Einlegen eines PGA Monofilament Fadens konnte 

ein Ausführungsgang rekonstruiert und nach Anschluss an den Ductus lacrimalis eine 

Sekretion nachgewiesen werden (94,95).  
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1.7. MSC als Therapieoption bei Keratokonjunktivitis sicca 

Zur topischen oder intravenösen Transplantation von MSC als Therapie bei DES existieren 

bisher nur wenige Studien im Tiermodell und nur eine klinische Studie am Menschen. Die 

Erkrankung des schweren trockenen Auges tritt beim Hund relativ häufig auf, so dass sich 

dieses Tier besonders gut als Modell eignet (96). Die Sicherheit der Anwendung, das 

Migrationsverhalten der Zellen und die immunmodulatorischen Effekte mit Unterdrückung 

der T-Zell Proliferation nach lokaler Injektion von MSC in die Tränendrüse konnten im 

Hunde-Modell gezeigt werden (97,98). Villatoro et al. injizierten MSC, die sie aus dem 

Fettgewebe von Spendertieren isolierten in die Tränendrüse von Hunden, welche unter 

chronischem schwerem trockenen Auge litten. In allen Tieren zeigte sich eine signifikante 

Zunahme der Tränensekretion im Schirmer Test, während die Bindehaut-Hyperämie, 

Ausfluss und Hornhautveränderungen kontinuierlich über die Zeit abnahmen (99).  

In einer kürzlich publizierten Studie schädigten Lee et al. die intraorbitale Tränendrüse im 

Maus-Modell mit Concanavalin A und injizierten direkt im Anschluss humane oder murine 

MSC in den periorbitalen Raum. Defekte des  Hornhautepithels und IL-2 und Interferon 

(IFN)-ɣ Spiegel waren nach MSC Injektion signifikant reduziert, während die Becherzellzahl 

und Tränen-Sekretion anstiegen (100). 

Beyazyildiz et al. applizierten MSC in Form von Tropfen auf die Hornhaut in einem Model 

des trockenen Auges in Ratten. Schirmer Test und Break-up Time (BUT) zeigten eine 

signifikante Steigerung, die Fluoreszein- und Bengalrosa-Färung der Augenoberfläche eine 

signifikante Abnahme nach der Behandlung mit MSC (101). 

Weng et al. beschrieben erstmals die systemische Anwendung von MSC zur Therapie des 

schweren trockenen Auges bei GVHD-Patienten. Bei 12 der 22 in der Studie 

eingeschlossenen Patienten kam es nach intravenöser Verabreichung von allogenen MSC zu 

einer signifikanten Reduktion des Dry Eye Scores, einer Verbesserung des Ocular Surface 

Disease Index (OSDI) Scores und einer Zunahme der Tränensekretion im Schirmer-Test 

(102). 

 

Zusammengefasst stellt die Transplantation autologer oder allogener MSC somit eine 

vielversprechende Therapieoption zur Behandlung des schweren trockenen Auges dar, wobei 

die Isolation einer reinen, möglichst potenten und undifferenzierten Zellpopulation wichtige 

Voraussetzung ist. Da angenommen wird, dass mesenchymale Stammzellen in 

unterschiedlichen Geweben bereits in Subpopulationen spezialisiert sind, ist das beste 
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Regenerations-Ergebnis in der Tränendrüse am ehesten durch Transplantation von MSC zu 

erzielen, die aus der Tränendrüse isoliert wurden (103-106). Es gibt eine Vielzahl 

verschiedener Verfahren, um mesenchymale Stammzellen aus den unterschiedlichen 

Geweben zu extrahieren, allerdings gibt es bisher keine etablierte Methode zur Gewinnung 

und insbesondere auch zur Expansion mesenchymaler Stammzellen aus der Tränendrüse.  

1.8. Sauerstoff als wichtiger Parameter der Zellkultur  

In vivo wird die komplexe Stammzellbiologie -einschließlich Selbsterneuerungskapazität und 

Multipotenz der Zellen- entscheidend durch die anatomische Umgebung inklusive aller 

zelullären und azellulären Komponenten beeinflusst. Die beteiligten Zellen, Gefäße, Nerven, 

Matrix-Glykoproteine, dreidimensionale Anordnung etc. aber auch das metabolische Milieu 

sind hier wichtige Parameter (107). Die physiologische Umgebung der Stammzellen in ihrer 

Gesamtheit wird als sogenannte Stammzellnische bezeichnet. Sobald Zellen aus ihrer 

physiologischen Umgebung in die in vitro Kultur überführt werden, verändern sich sowohl 

Phänotyp als auch Funktion der Zellen zunehmend (sog. phänotypischer und funktioneller 

drift) (108). Um die Beeinflussung durch die unphysiologischen Kulturbedingungen zu 

reduzieren und einen Verlust des Stammzellpotentials zu verhindern, sollten lange Kultur- 

bzw. Expansions-Zeiten mit vielen Passagen vermieden werden (109-111).  

 

Obwohl die physiologische Sauerstoffkonzentration in der Nische der MSC zwischen 2% und 

7%  liegt, wird in der Zellkultur standardmäßig die atmosphärische Sauerstoffkonzentration 

von ca. 21% eingesetzt (112). Die Sauerstoffkonzentration scheint aber - deutlich mehr als 

initial angenommen - Einfluss auf das metabolische Milieu der Stammzellnische und bei 

Stammzellen in Kultur unter anderem auf Morphologie, Genexpression, Proliferation und 

Überleben zu haben und insbesondere bei murinen Zellkulturen eine wichtige Rolle zu spielen 

(112-117). 
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2. Ziele der Arbeit 

Das Ziel dieser Studie ist es daher, den Einfluss einer -im Vergleich zu den Standard-

Kulturbedingungen- physiologisch reduzierten Sauerstoffkonzentration auf mesenchymale 

Stammzellen der murinen Tränendrüsen (LG-MSC) zu untersuchen (118). Im Einzelnen 

sollen der Phänotyp, Proliferation und Differenzierungspotential in den beiden 

Sauerstoffbedingungen verglichen und die Auswirkungen von Kulturmedium, welches mit 

MSC aus beiden Kulturbedingungen konditioniert wurde (MSC-CM 5% und MSC-CM 21%), 

auf die Regenerationskapazität epithelialer Tränendrüsenzellen (LG-EC) untersucht werden.    

 

Kooperationen 

 

Die Sortierung der Zellen für die Proliferations-Assays erfolgt im Institut für 

Transplantations- und Zellmedizin des Universitätsklinikums Düsseldorf. Die Durchfluss-

zytometrische Untersuchung wird in Kooperation mit dem Labor der Hals-Nasen-Ohrenklinik 

des Universitätsklinikums Ulm durchgeführt. Für die Etablierung der Differenzierungs-

Assays und PCR-Analyse wird mit dem Labor der Klinik für Gastroenterologie, Hepatologie 

und Infektionskrankheiten des Universitätsklinikums Düsseldorf zusammengearbeitet.   
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4. Diskussion 

Die in der Zellkultur standardmäßig verwendete atmosphärische Sauerstoffkonzentration 

(21% Sauerstoff) wird gängigerweise als Normoxie und niedrigere Sauerstoffkonzentrationen 

als Hypoxie bezeichnet, obwohl die physiologischen Sauerstoffkonzentration weit unter 21% 

liegen (119): Nachdem das Blut als Sauerstofftransporter im Körper die Lunge in den 

alveolären Kapillaren passiert hat, sinkt die Sauerstoffkonzentration zunehmend bis das zu 

versorgende Gewebe oder Organ erreicht ist. Je nach Lage und Durchblutung ist die 

Sauerstoffkonzentration im Zielgewebe unterschiedlich hoch, liegt aber meist zwischen 2 - 

9% (120). Die Sauerstoff-Konzentration in der physiologischen Nische der MSC liegt 

zwischen 2% - 7% (112).  

 

Die positiven Auswirkungen hypoxischer Kulturbedingungen auf MSC wurde in mehreren 

Arbeiten beschrieben (113,114,121-125). Während Hung et al. zeigten, dass MSC aus dem 

Knochenmark unter 1% Sauerstoff eine reduzierte Wachstumsrate aufweisen (126) wurde in 

unserer Arbeit eine signifikant erhöhte Proliferation unter 5% Sauerstoff im Vergleich zu 21% 

Sauerstoff nachgewiesen - sowohl in den Zell-Verdopplungs-Zeiten in der Kultur als auch in 

den Durchfluss-Zytometrie-assisitierten Proliferations-Assays. Desweiteren zeigten die in 

niedrigem Sauerstoff expandierten LG-MSC eine signifikant höhere Colony Forming-

Kapazität. Diese Ergebnisse deuten auf den positiven Effekt einer reduzierten 

Sauerstoffkonzentration auf die Kultur und Expansion von MSC hin. Allerdings muss darauf 

hingewiesen werden, dass die sehr niedrige Colony Forming-Kapazität unter 21% Sauerstoff 

möglicherweise durch die Durchfluss-Zytometrie-assistierte Sortierung der Zellen beeinflusst 

ist: Der durch den Sortierprozess induzierte Schaden beeinflusst die vergleichsweise großen 

Zellen aus der Kultur in 21% Sauerstoff möglicherweise mehr als die kompakteren Zellen aus 

der Kultur in 5% Sauerstoff (127,128).    

 

 

Nach der Isolation aus dem Gewebe (Passage 0) weisen die Zellen aus beiden 

Kulturbedingungen eine relativ kompakte, längliche, spindelförmige Morphologie auf, die für 

MSC typisch ist. Bereits ab Passage 2 lassen sich erste Unterschiede erkennen: Die Kern-

Plasma-Relation der Zellen in 21% Sauerstoff nimmt im Vergleich deutlich stärker ab, 
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zunehmend größere und flache Zellen mit sogenannten Stressfasern sind zu finden. Die Zellen 

in 5% Sauerstoff hingegen nehmen kaum an Größe zu, und behalten größtenteils die 

kompakte spindelförmige Morphologie ohne Stressfasern. In höheren Passagen (ca. Passage 

5-8) sind unter 21% Sauerstoff zunehmend Zell-Anhäufungen mit kleinen spindelförmigen 

Zellen ohne Stressfasern zu finden und in den folgenden Passagen wird die Morphologie 

zunehmend einheitlicher und das Wachstum nimmt zu. Dieses Verhalten ist typisch für die 

Kultur muriner MSC und wird durch oxidativen Stress ausgelöst (117,129,130): Unter hohen 

Sauerstoffkonzentrationen steigen die Level der Reaktiven Sauerstoffspezies (engl. Reactive 

Oxygen Species, ROS), wie auch in unserer Arbeit gezeigt werden konnte. Die DNA-

schädigenden Effekte hoher ROS-Level sind bekannt (131-133). Eine Schädigung der DNA 

führt zu einer Hochregulierung und Stabilisierung des sogenannten Tumor-Suppressors p53, 

was normalerweise zu einem Sistieren des Zellwachstums und ggf. zur Apoptose führt (134-

136).  Kommt es allerdings zur Schädigung bzw. Mutation des p53-Gens selbst, kann das zum 

Funktionsverlust (engl. „loss of function“) des Tumor-Suppressors p53 führen (135). Bei 

kontinuierlich hohen Sauerstoffkonzentrationen und entsprechend hohem ROS-Level  können 

im Verlauf Zellen mit geschädigter DNA sowie Mutationen und einem loss of function in p53 

akkumulieren und uneingeschränkt wachsen (117).  

 

 

In der durchflusszytometrischen Analyse zeigte sich in unserer Arbeit eine erhöhte CD44 

Expression unter niedrigem Sauerstoff. Krishnamachary et al. konnten bei Brustkrebs-Zellen 

zeigen, dass die Zunahme der CD44 Expression  wahrscheinlich über den Hypoxia inducible 

factor (HIF)-1α Signalweg induziert wird (137). Bei MSC aus der Nabelschnur und aus dem 

Fettgewebe wurde ein Anstieg der Expression von HIF-1α in reduziertem Sauerstoff 

nachgewiesen (116,138). Valorani et al. zeigten eine Zunahme von CD44+-SCA-1+ Zellen aus 

murinem Fettgewebe unter hypoxischen Bedingungen, wobei die Zunahme sich nur auf die 

SCA-1+ Zellen bezieht, während die CD44-Expression in beiden Kulturbedingungen 

unverändert blieb (122). Obwohl die Funktion von CD44 in MSC noch nicht gänzlich 

verstanden ist und CD44 auch als Tumorzellmarker verwendet wird (139), spielt es eine 

vermeintlich wichtige Rolle in anti-inflammatorischen und regenerativen Prozessen: CD44 ist 

mitverantwortlich für gesteigerte Migration und somit auch für das Homing der MSC, also der 

Migration hin zu lokalisierten Entzündungen oder Verletzungen und auch für die 

Rekrutierung weiterer MSC (140). CD44 kann die Entzündungsantwort von Makrophagen 

regulieren, wirkt durch Unterdrückung der NF-κB Aktivierung bei Entzündungsprozessen 

schützend, die durch Toll-like receptors (TLR) vermittelt werden und bindet Proteasen wie 
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die Matrix Metalloproteinase (MMP) 9, was zu einer reduzierten Monozyten-Migration führt 

(141-143).   

 

Möglicherweise ist nicht nur die in unserer Arbeit festgestellte unter reduzierter 

Sauerstoffkonzentration erhöhte CD44 Expression, sondern auch die Reduktion der ROS und 

die gesteigerte Migrationsfähigkeit der Epithelzellen (s.u.) durch den HIF-1α 

Signaltransduktionsweg induziert. Denn neben CD44 induziert HIF-1α mehrere hundert 

Zielgene, darunter auch CXCR4, CXCR7 und CX3CR1, Chemokinrezeptoren, die beim 

Homing, Migrationsprozess und Zellüberleben der MSC in vitro und auch in vivo eine 

entscheidende Rolle spielen (144-147). Über eine Steigerung der Pyruvatdehydrogenase-

Kinase (PDK) reduziert HIF-1α den mitochondrialen Sauerstoffverbrauch und somit auch die 

ROS-Produktion. Außerdem steigert HIF-1α über eine Aktivierung des AMPK/mTOR 

Signaltransduktionsweges die Autophagozytose der Zellen (148-150). Autophagozytose spielt 

eine entscheidende Rolle bei unterschiedlichen Stressantworten und ist ein wichtiger 

Homöostase- und Überlebens-Mechanismus (151,152). Seo et al. konnten zeigen, dass eine 

Induzierung des trockenen Auges mittels Trockenkammer und Scopolamin-Hydrobromid im 

Maus-Modell durch Aktivierung von HIF-1α zu einer Zunahme der Autophagozytose führt. 

Nach einem Knockout von HIF-1α sind in der Tränendrüse ein ausgeprägter apoptotischer 

Untergang der Azinuszellen, ein Verlust der normalen Tränendrüsen-Morphologie und -

Polarität und -ähnlich wie im Sjögren Syndrom- eine Zunahme der Einwanderung von CD3+ 

und CD11b+ Zellen festzustellen (153). 

 

Trotz signifikanter Unterschiede in der basalen Expression von Fatty acid binding protein 

(FABP)4 und der Expression von Osteopontin und FABP4 nach Induktion der 

Differenzierung war in der Oil-Red-O bzw. der Alizarin-Rot Färbung nach Abschluss des 

Differenzierungsassays makro- und mikroskopisch kein Unterschied zwischen den beiden 

Kulturbedingungen festzustellen. Bzgl. des Einflusses einer reduzierten 

Sauerstoffkonzentration auf das Differenzierungspotential von MSC finden sich in der 

Literatur teils unterschiedliche Ergebnise. Berniakovic et al.  (Bone marrow (BM)-MSC; 3% 

Sauerstoff) und Valorani et al. (Adipose tissue (AT)-MSC; 2% Sauerstoff) beschreiben ein 

gesteigertes Differenzierungspotential in Adipo- wie auch in Osteozyten unter niedrigem 

Sauerstoff (154,155). Im Gegensatz dazu berichten Malladi et al. (AT-MSC; 2% Sauerstoff) 

von einer Reduktion des Osteozyten- Differenzierungspotentials in murinen Zellen (156).  

Auch Fehrer et al. (BM-MSC; 3% Sauerstoff) beschreiben eine signifikante Reduktion der 
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Adipozyten-Differenzierung, eine Osteozyten-Differenzierung war sogar überhaupt nicht 

festzustellen (157). Die unterschiedlichen Ergebnisse bzgl. der Auswirkungen einer niedrigen 

Sauerstoffkonzentration auf die MSC lassen sich möglicherweise durch die Unterschiede in 

den Ursprüngen der verwendeten Zellen, der verwendeten Sauerstoffkonzentrationen und 

anderen Einflussfaktoren (z.B. die Kontinuität und Zeit in der die Zellen den 

unterschiedlichen Sauerstoffkonzentration ausgesetzt sind) erklären (158,159).  

 

In vivo sind Proliferation und Migration hin zu lokalen Entzündungsherden oder Verletzungen 

wichtige Elemente von Regenerations- und Wundheilungsprozessen (90,91,160-163). Hier 

wirken MSC proliferations-und migrations-unterstützend und tragen so zur Regeneration bei 

(48,71,164,165). Um das mögliche Tränendrüsen-Regenerationspotential zu untersuchen, 

wurden in dieser Arbeit die Auswirkungen von MSC-CM aus beiden Kulturbedingungen auf 

Migration und Proliferation von epithelialen Zellen der Tränendrüse (LG-EC) in vitro 

evaluiert. Hierfür wurden Zellen aus der porzinen Tränendrüse verwendet, die der 

menschlichen Tränendrüse in mikro- und makro-anatomischer Struktur sehr ähnlich ist (166). 

Die Isolation, Expansion und Charakterisierung dieser Zellen ist in unserer Arbeitsgruppe 

bereits etabliert (167). Die unterstützenden und regenerativen Effekte von cross-Spezies 

Feeder-Zellen (z.B. 3T3), cross-Spezies konditioniertem Medium und Xenograft 

Transplantaten sind gut beschrieben, so dass auch in diesem Fall eine cross-Spezies 

Verwendung unproblematisch erscheint (168-172). Die kultivierten LG-EC sind Pan-

Zytokeratin und RAB3D positiv und zeigen sekretorische Aktivität in der PAS-Alcain-Blue-

Färbung, in der Transmissionslektronen-mikroskopischen (TEM) Untersuchung und nach 

Carbachol-Stimulation.   

 

In mehreren Arbeiten ist an kornealen Endothelzellen, Epithelzellen des proximalen Tubulus, 

Haut-Fibroblasten und Keratinozyten in Scratch-Assays ein schnellerer Wund-Verschluss im 

Zellrasen durch Inkubation in MSC-CM im Vergleich zur Inkubation im jeweiligen Kontroll-

Medium nachgewiesen worden (52,53,173).  Akram et al. zeigten an epithelialen Zellen aus 

der humanen Lunge zwar, dass dieser Effekt weitgehend auf gesteigerte Migration 

zurückzuführen und nach Inkubation in MSC-CM eine Auflockerung in den Zellabständen 

festzustellen ist (50). Dennoch führt eine Inkubation in MSC-CM neben der gesteigerten 

Migration auch zur einer Zunahme der Proliferationsrate (53,173,174).  Ausschließliche 

Migrationseffekte zeigten Chen et al. in sogenannten Transwell-Migration-Assays. 

Fibroblasten, Keratinozyten und endotheliale Zellen migrieren signifikant schneller durch 
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eine Membran hindurch, wenn der Kulturbehälter auf der anderen Seite der Membran mit 

MSC-CM aus hypoxischen Kulturbedingungen (2% Sauerstoff) statt aus normoxischen 

Bedingungen (21% Sauerstoff) befüllt ist (174). Übereinstimmend mit den Ergebnissen der 

vorliegenden Arbeit konnten auch Jun et al. und Lee et al. zeigen, dass die migrations- und 

proliferationsfördernden Effekte des MSC-CM durch eine hypoxische Konditionierung der 

MSC weiter zunehmen. Sowohl in vitro an Haut-Fibroblasten als auch in vivo in einem Maus-

Modell führt die Behandlung mit Kulturmedium, das bei reduzierter Sauerstoffkonzentration 

(1%  bzw.  2% Sauerstoff) durch MSC konditioniert wurde, zu einer erhöhten Migration, 

schnellerem Wundverschluss und einer gesteigerten Proliferation als die Behandlung mit 

Kulturmedium, welches bei normaler Sauerstoffkonzentration (21% Sauerstoff) durch MSC 

konditioniert wurde (175,176).  

 

Der Einfluss von MSC-CM auf die Regeneration nach Schädigung wurde an verschiedenen 

Zielzellen und Schädigungsmodellen untersucht. In murinen Hepatozyten (Schädigung durch 

Carbon-Tetrachlorid), neuralen Zellen (Schädigung durch 2,5-Hexandion), Podozyten 

(Schädigung durch hohe Glukose-Spiegel), Epithelzellen des proximalen Tubulus 

(Schädigung durch Gentamicin) und kornealen Epithelzellen (Schädigung durch 20% Ethanol 

über 1 Minute) konnte eine Reduktion der Apoptoseraten bzw. erhöhte Proliferationsraten 

nach Inkubation in MSC-CM gezeigt werden (53,177-180). Diese Regenerations-

unterstützenden Effekte werden durch Inkubation in MSC-CM aus hypoxischen 

Kulturbedingungen (1% Sauerstoff) weiter verstärkt, wie an Endothelzellen der Aorta 

(Schädigung durch Hypoxie) gezeigt werden konnte (181).  Übereinstimmend mit den oben 

aufgeführten Ergebnissen nimmt in der vorliegenden Arbeit die Proliferationsrate der 

geschädigten LG-EC (Schädigung durch 20% Ethanol über 1 Minute) in MSC-CM 5% im 

Vergleich zur Inkubation in MSC-CM 21% signifikant zu.  

 

Diese Zunahme der Migration und Proliferation der LG-EC in MSC-CM 5% deutet auf ein 

erhöhtes regeneratives Potential von LG-MSC aus der Kultur mit 5% Sauerstoffkonzentration 

hin und ist wahrscheinlich bedingt durch höhere Sekretion von Faktoren wie IL-6, vascular 

endothelial growth factor (VEGF), basic fibroblast growth factor (bFGF), platelet derived 

growth factor (PDGF), insulin-like growth factor II (IGF-II), hepatocyte growth factor (HGF) 

und monocyte chemo-attractant protein (MCP-1) (176,181-183).  
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Auf die Wirkung dieser und ggf. weiterer Faktoren sind wahrscheinlich auch die gesteigerten 

regenerativen Effekte hypoxisch präkonditionierter MSC zurückzuführen, die im Tiermodell 

neben der Haut (s.o.) bereits an weiteren Organen und Geweben untersucht wurden. Die 

Behandlung mit hypoxisch präkonditionierten MSC, also von MSC die über einen 

bestimmten Zeitraum in reduzierter Sauerstoffkonzentration konditioniert wurden, führt im 

Vergleich zu MSC, die unter Standardbedingungen kultiviert wurden, beispielsweise zu einer 

signifikant höheren Festigkeit der geschädigten Achilles-Sehne, zu geringeren 

Entzündungsparameter und einer histologisch signifikanten Reduktion der Lungenfibrose, 

einer gesteigerten Nierenfunktion nach akuter Schädigung der Niere, besseren motorischen 

und kognitiven Funktion nach Hirnschaden,  Verbesserung der Linksventrikelfunktion nach 

myokardialer Ischämie und generell besserem Engraftment der MSC in dem geschädigten 

Zielgewebe (184-189). Obwohl sich die Arbeiten in Form der Anwendung, Ursprung, 

Isolation und Expansionsbedingungen der MSC sehr unterscheiden, geben sie Grund zur 

Annahme, dass LG-MSC, die unter reduzierter Sauerstoffkonzentration kultiviert wurden, in 

in vivo Experimenten im Rahmen von Transplantationsversuchen zu einem besseren 

funktionellen Ergebnis führen, als LG-MSC aus den Standardbedingungen.  
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5. Schlussfolgerungen 

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass die Verwendung einer reduzierten 

Sauerstoffkonzentration in der Zellkultur eine exzellente Methode zur Isolation und 

Expansion vitaler MSC aus Tränendrüsengewebe ist: In beiden Kulturbedingungen weisen die 

Zellen die für MSC typischen Marker auf. Unter reduzierter Sauerstoffkonzentration zeigte 

sich eine Zunahme der CD44 Expression, einem möglicherweise nützlichen Marker zur 

Identifizierung einer potenten MSC-Subpopulation. Das Differenzierungs-Potential der Zellen 

bleibt erhalten und im Vergleich zur Expansion unter 21% Sauerstoff war unter 5% Sauerstoff 

eine signifikante höhere Proliferations- und Colony Forming-Kapazität bei vergleichsweise 

stabiler Morphologie festzustellen. Desweiteren steigert die Verwendung von MSC-CM 5% 

Migration und Proliferation von Epithelzellen der Tränendrüse signifikant, was auf ein im 

Vergleich zur Kultur in 21% Sauerstoff erhöhtes regeneratives Potential der Zellen in 5% 

Sauerstoff hindeutet. Es ist davon auszugehen, dass diese erhöhten regenerativen Effekte auch 

in vivo zum Tragen kommen. Außerdem kann die Verwendung einer reduzierten 

Sauerstoffkonzentration in der Zellkultur dazu beitragen, in kürzerer Zeit die Menge an MSC 

zu gewinnen, die für eine systemische oder lokale regenerative Therapie benötigt wird und so 

das Risiko einer Akkumulation von Zellen mit DNA-Schäden oder Mutation reduzieren. 

Aufgrund der Ergebnisse dieser Studie und der bisher in der Literatur beschrieben 

Eigenschaften der MSC, erscheint ein zelltherapeutischer Ansatz zur Regeneration der 

Tränendrüse vielversprechend. Bisher gibt es allerdings noch keine Studie, in der die 

Applikation von MSC, die aus der Tränendrüse isoliert und in reduzierter 

Sauerstoffkonzentration kultiviert wurden, zur Regeneration der Tränendrüse untersucht 

wurde. Deshalb muss das regenerative Potential und insbesondere die Sicherheit der 

Verwendung dieser Zellen als Therapieoption beim Syndrom des trockenen Auges in Form 

von lokaler oder systemischer Anwendung im Rahmen von in vivo Tiermodellen weiter 

untersucht werden, bevor eine klinische Anwendung erwogen werden kann.   
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