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1 Einleitung

1.1 Stammzelltransplantation

Die Stammzelltranplantation, bei der hamatopoetische Stammzellen von einem
Spender auf einen Empfanger Gbertragen werden (31), ist zur Zeit eine der
wichtigsten therapeutischen Optionen im Kampf gegen schwerwiegende
hamatologische Erkrankungen.

Der regelhafte Einsatz der ehemals so genannten ,Bluttransplantation” begann
erst Mitte der 1980er Jahre (50). Zunachst bestand das Verfahren der
,Bluttransfusion® aus der klassischen Knochenmarktransplantation. Hier werden
die bendtigten Blutstammzellen aus Knochenmark-Biopsaten gewonnen. Seit
1993 werden jedoch vor allem periphere Stammzellen in der
Stammzelltransplantation genutzt (131). Die Europe Blood and Marrow
Transplant Group (EBMT) beschrieb einen von 15% auf 75% gestiegenen
Anteil der autologen Stammzelltransplantationen mit peripheren Stammzellen in
der Zeit von 1991 bis 1994 in Europa (36). Mitte der 1990er Jahre wurden in
einem umfangreichen Review die Vorteile der Transplantation mobilisierter
Stammzellen aus dem peripheren Blut gegenitber einer klassischen
Knochenmarktransplantation aufgezeigt: 1.) ein schnelleres Engraftment, 2.)
Kosteneffektivitdt und 3.) keine schwere graft-versus-host-disease (GvHD)
(131). Engraftment ist als Anwachsen der Stammzellen im Knochenmark und
Regeneration der Hamatopoese zu verstehen (20). Ein schnelleres Engraftment
bedeutet konsekutiv eine schnellere Regeneration des Knochenmarks und
somit eine schnellere Hamatopoese.

Die Stammzelltransplantation wird sowohl autolog als auch allogen
durchgefihrt. Bei der autologen Stammzelltransplantation sind Spender und
Empfanger im Gegensatz zu der allogenen Transplantation ein und dieselbe
Person (10). Die autologe Stammzelltransplantation wird z.B. bei hoch-

malignen Non-Hodgkin-Lymphomen nach einem Rezidiv, bei niedrig-malignen
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Lymphomen, bei Hodgkin-Lymphomen, beim Multiplen Myelom, bei
Hodentumoren, bei der chronischen myeloischen Leuk&dmie (CML) und der
chronischen lymphatischen Leukdmie eingesetzt (109). Dies sind
Erkrankungen, die einer Hochdosis-Chemotherapie bedirfen, welche
myelotoxisch ist. Um die Blutbildung nach einer stammzelltoxischen
Chemotherapie und/oder Strahlentherapie wieder aufzubauen, werden die
Patienten anschlieBend einer autologen Stammzelltransplantation zugefihrt
(132). Die benétigten Stammzellen werden dem Patienten vor der
Chemotherapie enthommen und nach der Chemotherapie retransfundiert (31).
Somit erméglicht die Stammzelltransplantation die zielgerichtete Therapie der
Grunderkrankung.

Fir eine allogene Stammzelltransplantation, also die Ubertragung von
héamatopoetischen Stammzellen von einem fremden Spender auf einen
Empfanger, ist ein kompatibler Spender erforderlich (142). Um die
Kompatibilitat prifen zu kdénnen, erfolgt eine sogenannte HLA-Typisierung
(HLA=humane Leukozytenantigen) (70). Die allogene Stammzelltransplantation
wird z.B. bei der akuten lymphatischen Leukdmie (ALL), der akuten
myeloischen Leuk@amie (AML) und myelodysplastischen Syndromen (MDS), der
CML, der Osteomyelofibrose (OMF), verschiedenen Lymphomen, dem
multiplen Myelom und der schweren aplastischen Anamie (SAA) eingesetzt
(109). Bei der allogenen Stammzelltransplantation kann es aufgrund von HLA-
Inkompatibilitaten zu einer AbstoBungsreaktion, einer sogenannten Graft-
versus-host-disease (GvhD) kommen (54). Hierbei richten sich Abwehrzellen
des Spenders gegen Gewebe des Empfangers (34). Dies kann u.a. zu
schweren Hautschadigungen, schweren Enteritiden und Hepatitiden fihren (10,
17, 142).

Das International Bone Marrow Transplant Registry (IBMTR) zeigte, dass die
Anzahl der autologen Stammzelltransplantation die der allogenen
Transplantation seit 1990 Uberschreitet.

Grundlage der peripheren Stammzelltransplantation ist die Mobilisation der
Stammzellen aus dem Knochenmark und ihre Ausschwemmung in das

periphere Blut. Dieses wird beim Spender durch die Gabe eines
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hamatopoetischen Wachstumsfaktors, wie z.B. G-CSF (Granulocyte Colony
Stimulating Factor) herbeigefihrt. Die Stammzellen werden mittels
Leukapherese gewonnen wund bis zur Transfusion konserviert. Die
hamatopoetischen Stammzellen (HSC) wandern gerichtet Gber die BlutgefaBe
ins Knochenmark (22), es findet das sogenannte Homing statt. Diese gezielte
Migration ist eine wichtige Voraussetzung flr ein erfolgreiches Engraftment (20)
und somit fir eine erfolgreiche Stammzelltransplantation und das outcome des
Patienten. Ziel vieler wissenschaftlicher Bemuihungen ist es daher, diesen
Vorgang zu optimieren. Die dieser Arbeit zugrunde liegenden Experimente
beleuchten einen méglichen Ansatzpunkt fir die Optimierung des Engraftments
der hamatopoetischen Stammzellen nach einer Stammzelltransplantation (siehe
auch Kapitel 1.3).
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1.2 Die beteiligten Zellen

1.2.1 Hamatopoetische Stammzellen (HSC)

Hamatopoetische Stammzellen (HSC) sind pluripotente Zellen. Sie befinden
sich im Knochenmark, aber auch im peripheren Blut (peripheral blood stem
cells = PBSC). Sie kénnen sowohl sich selbst erneuern als auch in alle zehn
verschiedenen Zelllinien des Blutes differenzieren: Erythrozyten, Thrombozyten,
Neutrophile, Eosinophile, Basophile, Monozyten, B- und T-Lymphozyten,
natdrlich Killerzellen und dendritische Zellen (12) (siehe Abbildung 1). Eine HSC
kann sich auf zwei verschiedene Arten teilen: symmetrisch und asymmetrisch
(12). Eine symmetrische Teilung bedeutet eine selbsterneuernde Produktion
von identischen HSC. Bei der asymmetrischen Teilung entsteht sowohl eine
identische Tochter-HSC als auch eine HSC, die sich in der Folge weiter
differenziert (12).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Himatopoese (120)
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Der Marker zur Isolation der HSC aus dem peripheren Blut ist seit Gber 15
Jahren CD34 (Cluster of Differentiation 34). Deshalb werden in der Literatur
HSC auch als CD34+-Zellen bezeichnet. Hierbei handelt es sich aber um eine
auBerst heterotope Zellpopulation (89). So sind zur Isolation aus dem
peripheren Blut weitere Oberflachenmarker erforderlich: So CD45 (76), CD10,
CD33, CD133 und ein negativer CD38- und CD49-Status (92).

Das klinische Interesse an HSC besteht hauptsachlich in ihrer Verwendung im

Rahmen einer Stammzelltransplantation (siehe Kapitel 1.1).

1.2.2 Die hamatopoetische Stammzellnische

Die hamatopoetische Stammzellnische ist die nattirliche, direkte Umgebung der
HSC im Knochenmark. Hier wird die Entwicklung einer HSC maBgeblich
bestimmt (2). Die Stammzellnische besteht aus mehreren verschiedenen
Komponenten: den umgebenden anatomischen Strukturen wie z.B. der
Substantia spongiosa des Knochens und unterschiedlichen zellularen und nicht-
zellularen Anteilen (30). Bestandteile des zellularen Anteils sind die
mesenchymalen Stammzellen (MSC), sowie Osteoblasten und Endothelzellen
(30). Diese verschiedenen Komponenten bilden die zwei Untereinheiten der
Stammzellnische: die endosteale Nische und die perivaskulare Nische (81). In
der endostealen Nische haften die HSC in engem Kontakt an den Osteoblasten
an den Knochenbalkchen, wohingegen sie in der perivaskularen Nische nah an
den Sinusoiden gefunden werden (81). Sowohl Mechanismen des direkten Zell-
Zell-Kontakts, der Kontakt zur extrazellularen Matrix als auch Iésliche Faktoren
beeinflussen die unterschiedlichen Zellpopulationen (82).

Bisher ist das komplexe Signal-Netzwerk der Stammzellnische bestehend aus
Zytokinsekretion, Prasentation von Oberflachenmolekllen, Adhasion an
unterstitzende Stromazellen und Verankerung an extrazellulare Matrix noch
nicht abschlieBend beschrieben (48).
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Abbildung 2: Die Hamatopoetische Stammzellnische (53)

1.2.3 Homing und Engraftment

Die Fahigkeit der HSC nach intravendser Injektion ihren Weg in das
Knochenmark zu finden nennt man Homing (siehe auch Kapitel 1.1). Das
erfolgreiche Homing gqilt als Vorraussetzung fir ein gutes und rasches
Engraftment (18, 90, 113, 136). Fir das Homing sind die von endothelialen
Knochenmarkzellen exprimierten Selektine von entscheidender Bedeutung, da
sie mit den als Integrinen bezeichneten Liganden auf friihen HSC interagieren
(51, 77). Auch die transendotheliale Migration und die Chemotaxis spielen in
dem Prozess des Engraftment eine entscheidende Rolle (60, 63, 100). Die
frihen Phasen des Engraftment sind bereits intensiv erforscht und beschrieben
worden (4, 64, 65, 134). Es konnte gezeigt werden, dass HSC das Endothel der
Knochenmarkskapillaren erkennen kénnen und transendothelial ins Mark
migrieren (112, 113).

Spezifische Zytokine und Rezeptoren scheinen die HSC fir das Erkennen des
Knochenmarks zu befahigen. Diese Vermutung ergibt sich aus Ergebnissen, die
zeigten, dass undifferenzierte (lineage-negative) HSC eine héhere Affinitat zum
Knochenmark haben als lineage-positive Zellen (5, 40, 88).
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1.2.4 Mesenchymale Stammzellen

Adulte Mesenchymale Stammzellen (MSC) sind undifferenzierte, pluripotente
Zellen. Sie sind gekennzeichnet durch ihre fibroblastenartige Morphologie,
adharentes Wachstum und ihr Potenzial, in Adipozyten, Osteoblasten und
Chondrozyten zu differenzieren (siehe Abbildung 2). Sie haben die Fahigkeit
der Selbsterneuerung. Teilen sich die MSC, entsteht zundchst eine
Progenitorzelle und dann beginnt die Differenzierung in den jeweiligen Zelltyp.
MSC kbénnen sich in verschiedene mesodermale Zellen wie zum Beispiel
Osteoblasten, Adipozyten, Chondrozyten, Kardiomyozyten, Skelletmuskelzellen
und Endohelzellen differenzieren (13, 94, 111). In der Zellkultur teilen sich die
adulten Stammzellen nicht unendlich (47, 103). Dies erklart sich sowohl durch
die asymmetrische Mitose als auch durch die fehlende Méglichkeit, die
Stammzellnische in der Zellkultur so exakt nachzustellen, dass eine
Differenzierung ausbleibt und erscheint im Gegensatz zu embryonalen
Stammzellen als ein Nachteil (127).

A

Foto: A. Schmidt

—

Abbildung 3: (A) MSC und ihre Differenzierung in (B) Knochen-, (C) Knorpel-,

(D) Fett- und (E) Muskelzellen (61)
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MSC haben mehrere Eigenschaften, welche sie in vielerlei Hinsicht zu dem
bevorzugten Stammzellmodell gegentber den embryonalen Stammzellen
erscheinen lassen. Die bisher bekannten Vorzlge sind 1.) die Leichtigkeit der
Isolation, 2.) das starke Expansionspotenzial, 3.) ihre genetische Stabilitat, 4.)
ihre reproduzierbaren Eigenschaften von Isolation zu Isolation, 5.) ihre
reproduzierbaren Eigenschaften in unterschiedlichen Laboratorien, 6.) ihre
Kompatibilitdt mit bekannten Zellkulturverfahren und 7.) ihr Potenzial, in
geschadigten Kulturen eine Regeneration zu verstarken (37, 49, 72, 85, 106,
127).

Den MSC kommt zunehmend klinisches Interesse zu: Fir die autologe
Transplantation von MSC konnte bereits im Rahmen eines Mausmodells zur
Behandlung von infarziertem Myokard gezeigt werden, dass eine
immunsuppressive Behandlung zur Therapie einer GvHD nicht nétig ist (79).
Eine Karzinominduktion konnte bisher fir MSC im Gegensatz zu embryonalen

Stammzellen nicht beobachtet werden (135).

1.2.5 Migrationsverhalten der HSC

Die Migration der HSC ist ein in der Embryogenese beginnender und bis in den
adulten Organsimus fortwahrender Prozess. An Tag 7 der embryonalen
Entwicklung zeigen sich friihe Vorlauferzellen der Erythropoese und
Lymphopoese im Dottersack und in der Region des Aorto-Gonaden-
Mesonephrons (AGM) (99). An Tag 10.5 sind die Zellen des AGM in der fetalen
Leber zu finden, um anschlieBend im Knochenmark ihre hamatopoetische
Funktion weiterzufiihren (23, 28, 78). Das Migrationsverhalten der HSC wird
durch ein komplexes Zusammenspiel von Zytokinen, Chemokinen,
proteolytischen Enzymen und Adhasionsmolekilen bestimmt (87). So konnten
Adhasionsmolekiile (Cell Adhesion Molecules = CAMs) der HSC wie E-Selectin
Ligand (ESL) 1, CD62L, Very Late Antigen-4 (VLA-4), N-Cadherin, CD44, c-Kit,
a- und B-Integrine und der Chemokine Receptor-4 (CXCR4) identifiziert werden.
Die zugehdrigen Stromaliganden sind E-Selectin, P-Selectin Glucoproteine
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Ligand-1, Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1), N-Cadherin, Kit-
Ligand, Osteopontin und Stromal Derived Factor-1 (SDF-1) (87, 104, 140).

Die Aktivierung proteolytischer Enzyme wie der Matrix Metalloproteinase-9
(MMP-9) resultiert in einem Abbau bindender Proteine und verhindert somit
eine Migration der HSC von der Osteoblasten-Nische in die vaskulédre Nische
(39). Zudem spaltet MMP-9 den HSC mobilisierenden, léslichen Faktor Kit-
Ligand von seinem membranassoziierten Teil und baut Osteopontin ab,
welches die HSC-Mobilisation positiv beeinflusst (59). Studien haben gezeigt,
dass Osteoklasten durch einen Abbau endostealer Komponenten und eine
Verminderung der HSC-Adhé&sion an Osteoblasten die Migrationsaktivitat
steigern (56). Ebenso verstarken durch RANKL (receptor activator of NF-kB
ligand) aktivierte Osteoklasten die proteolytische Aktivitadt von MMP-9 und
Cathepsin K und bauen so Komponenten der endostealen Nische, wie
Osteopontin und den Membran-gebundenen SCF, ab (56).

Ein weiterer Mechanismus wird von SDF-1 gesteuert. SDF-1 ist ein Chemokin,
welches von Stromazellen wie den Osteoblasten, den Endothelzellen und den
Fibroblasten gebildet wird (129). In adultem Knochenmark bindet SDF-1 an den
CXCR4+ der HSC und wirkt als ein Retentionssignal (122). Diesen
Mechanismus macht man sich bei der Mobilisation von HSC vor einer
Stammzelltransplantation zu Nutze: Granulocyte Colony Stimulating Factor (G-
CSF), der dem Patienten zur Mobilisation injiziert wird, baut den SDF-1 ab
(102). In Transplantationsmodellen kann kein Engraftment der HSC stattfinden,
wenn SDF-1 oder der CXCR4+ im Versuchsmodell nicht vorhanden sind (101).
Es konnte sogar gezeigt werden, dass Endothel- und Stromazellen des
Knochenmarks in der Lage sind, an CXCR4+gebundenen SDF-1 via
Transzytose zu internalisieren. AnschlieBend erfolgt dann eine Resekretion von
funktionell intaktem SDF-1 zuriick ins Knochenmark (24). Bei bestimmten
physiologischen und pathologischen Vorgangen konnte vermehrt SDF-1 im
Knochenmark und auch in anderen Organen gemessen werden: so zum
Beispiel bei einer Ischamie (16), einer Entziindung im Rahmen einer Infektion
(57) oder auch bei einer Chemotherapie (107). Desweiteren konnte gezeigt
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werden, dass ein erhdhter SDF-1 —Spiegel im Kochenmark das Homing CD34-
positiver Stamzellen in NOD-SCID-Mausen kurzfristig verstarken kann (58).

1.2.6 Migrationsverhalten der MSC

Um einen klinischen Einsatz von MSC im Rahmen einer
Stammezelltransplantation zu entwickeln, ist die genauere Kenntnis des
Migrationsverhaltens der MSC notwendig. Es wurden bereits Chemokine
identifiziert, die die Migration der MSC beeinflussen. So konnte der stromal
derived factor (SDF-1) als ein die Migration beeinflussender Faktor identifiziert
werden (46). SDF-1 und auch der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)
kénnen mesenchymale Progenitorzellen in vivo mobilisieren (38, 83). Auch
konnte gezeigt werden, dass Erythropoietin (EPO) , Interleukin-6 (IL-6), stromal
derived factor-1B (SDF-1B), VEGF und basic Fibroblast Growth Factor (bFGF)
die migratorische Aktivitat der MSC steigern (118).

In den letzten Jahren sind die MSC als eine Therapieoption nach
Myokardinfarkt in den Fokus gerlckt (42, 45, 93, 95, 96). Da Myozyten nach
einer ischamischen Schadigung im Rahmen eines Infarkies keine
Regenerationsfahigkeit zeigen (137), wurden unter der Annahme, dass MSC zu
einer Regeneration des geschagigten Gewebes fihren kénnten, verschiedene
Applikationswege untersucht: so zum Beispiel die Applikationen der MSC Uber
die systemische Gabe (86), die intrakoronare Applikation mittels Herzkatheter
(6), eine intraventrikulare Injektion (7) und die direkte intramyokardiale Injektion
(69, 141). Voraussetzung einer erfolgreichen Transplantation ist vor allem bei
der systemischen Applikation und der Applikation Uber die koronaren Artereien,
dass die MSC durch das vaskulare Endothel zum Zielort gelangen. Es ist also
eine transendotheliale Migration erforderlich. Das Uberwinden der endothelialen
Barriere konnte 2006 fir die MSC gezeigt werden (119, 128).
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1.3 Fragestellung

Sowohl im Tierversuch als auch beim Menschen konnte beobachtet werden,
dass eine Kotransplantation von hamatopoetischen Stammzellen (HSC) und
mesenchymalen Stammzellen (MSC) eine verbesserte Proliferation der HSC
hervorruft. Noort et al. konnten 2002 zeigen, dass in NOD/SCID-Mausen
kotransplantierte MSC das Engraftment der HSC verbessern (91). 2004 konnte
dies von Bensidhoum et al. bestatigt werden: die Arbeitsgruppe zeigte ebenfalls
ein verbessertes Engraftment von HSC nach Kotransplantation mit Stro1- MSC
im NOD/SCID-Maus-Model (11).
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Abbildung 4: a) Kotransplantation HSC und MSC (1) b) HSC-Ansprechen bei

Kotransplantation, bearbeitet nach Noort et al. (91)

Ahnliches konnte fiir den Menschen gezeigt werden. Erstmals wurden an der
Universitatsklinik Cleveland, Ohio von Oktober 1996 bis zum Juli 1998 28
Patientinnen mit einer fortgeschrittenen  Burstkrebserkrankung einer
Stammzelltransplantation und zusatzlicher MSC-Infusion unterzogen. Dies war
die erste Untersuchung einer MSC-Infusion mit einer therapeutischen Absicht.
Es konnte zwar noch kein signifikant verbessertes Engraftment nachvollzogen
werden, aber es zeigte sich, dass die Methode durchflihrbar und sicher war

(55). Im Jahre 2005 wurde dann erstmals in einer Multicenter Studie an 46
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Patienten mit einer malignen hamatologischen  Erkrankung eine
Kotransplantation von MSC und HSC durchgefiihrt (68). Auch hier wurde die
MSC-Infusion von den Patienten ohne erhebliche zuséatzliche Nebenwirkungen
vertragen und als sichere Methode eingestuft. Es konnten keine MSC-Infusions-
assoziierten Adverse events detektiert werden. Zudem wurde ein vermindertes
GvHD-Risiko fur die kotransplantierten Patienten gezeigt. Eine spezifische
Erklarung méglicher Mechansimen steht zur Zeit noch aus.

Ziel der zugrunde liegenden Arbeit war die Aufklarung parakriner und zellularer
Interaktion zwischen hamatopoetischen und mesenchymalen Stammzellen als
mogliche Grundlage fir eine modifizierte Stammzelltransplantation, da die oben
bereits erwahnten mdéglichen engen Zusammenhange zwischen Stromazellen
und HSC fir die MSC bisher nicht beschrieben worden sind. Drei
Fragestellungen standen hierbei im Vordergrund: 1.) Kann eine gegenseitige
Beeinflussung dieser unterschiedlichen Zellpopulationen in vitro gezeigt
werden? 2.) Wie auBert sich diese Beeinflussung? 3.) Ist eine Einflussnahme

von auBen moglich?
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Lésungen

StemPro-34 SFM Complete Medium (Fa. Gibco, Invitrogen Corp.):
Penicillin G 100 U/ml

Streptomycin 100 pug/ml

Nutrient-Supplement

L-Glutamin 200 mmol

CD34 Progenitor Cell Isolation Kit (Miltenyi Biotec):
FcR Blocking Reagent

Hapten-Antibody

Anti-Hapten Microbeads

FACS-Antikérper von Beckman Coulter und Ancell:
CD10-FITC, CD34-PE, CD45-ECD, CD34-PC5, CD33-PC5, CD106-FITC,
CD105-PE, CD14-PC5

MACS-Puffer:

500 ml PBS

2 ml EDTA (Ethylendinitroilotetraessigséure/C1oH14N2NaxOg) 0,5 molar
2,5 ml Fetal Calves Serum (FCS)

Alpha Modification Eagles Medium (a-MEM):
385 ml a-MEM (Biochrom)

100 ml FCS (20% von Biowest)

200 uM L-Glutamin (Gibco)

10 ml Pen./Strep. (2%)
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Paraformaldehyd (PFA):

4 g Paraformaldehyd

40 ml aqua dest.

PBS (CaCl2, MgCI2) von Gibco

Vectashield, Mounting Medium with DAPI, Vector Laboratories

2.1.2 Patientenmaterial

Leukapherisat G-CSF-mobilisierter Patienten

2.1.3 Materialien

MSC-Kultur:

Falcon tissue culture disk, 100 x 20 mm style, tissue culture treated by vacuum
gas plasma, polystyrene von Becton Dickinson

Multiwell, 24 well, flat bottom, low evaporation lid von Becton Dickinson

Fluoro blok inserts, 3 um und 8 um

HSC-Kultur:

Multiwell 96 von BD Falcon™

2.1.4 Gerate

Zahlkammern: Neubauer-Zahlkammer von Optik Labor und Birker-
Zahlkammer von Superior

auto-MACS: (Magnetic Associated Cell Sorting) von Miltenyi Biotec
Pre-Separation Filters, PorengroBe: 30 um von Miltenyi
Biotec

Mikroskop: Zeiss Axiophot

Zellinkubator: Hera Cell von Heraeus

Durchflusszytometer: FACS-Array von Beckman Coulter

Zentrifuge: Megafuge 1.0 R von Heraeus
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2.2 Methoden

2.2.1 Dichtegradientenzentrifugation

Die CD34+-HSC wurden aus Leukapherisaten stammzellmobilisierter Patienten
gewonnen. Dieses Blut wurde vom Knochenmarkstransplantationslabor der
Uniklinik K&In zur Verfigung gestellt. Es handelte sich hierbei um Reste bereits
transfundierter Blutmengen, die im Transfusionsbeutel in einer Menge von ca. 1
ml verblieben waren. Diese beinahe leeren Blutbeutel wurden nun zunachst mit
MACS-Puffer ausgesplilt und jeweils 25 ml dieser Zellsuspension auf sechs
Falcons (50 ml) verteilt. Jedes dieser Falcons wurde mit MACS-Puffer aufgefillt
und anschlieBend fiir 10 min mit 400 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Zellpellet in 35 ml MACS-Puffer resuspendiert.

Die Trennung der mononukledren Zellen von den Ubrigen Blutbestandteilen
erfolgte UOber eine Ficoll-Dichtegradienten-Zentrifugation. Hierzu wurde
Lymphoprep® (1,077 density) genutzt. In jedes Falcon wurden 15 ml der
Lésung gegeben und mit 35 ml Zellsuspension aufgeflllt. AnschlieBend wurden
die Proben 15 min lang bei 300 rpm zentrifugiert, der Uberstand abpipettiert und
die Zellschicht in ein neues Falcon Uberflhrt. Die Zellsuspension durchlief
weitere drei Waschschritte mit MACS-Puffer. Die gewonnene Zellzahl
mononuklearer Zellen wurde ermittelt, indem 10 ul der Zellsuspension mit 20 pl
Trypanblau versetzt wurden. Aus diesem Gemisch wurden 10 pl in eine
Neubauer-Zahlkammer pipettiert. Unter dem Mikroskop wurden vier
Eckquadrate mit einem Volumen von jeweils 0,1 pl ausgezahlt. Die Zellzahl pro
ml ergab sich dann aus: Zellzahl/ml = gez&hlte Zellen x 104 x 2 dividiert durch
die Anzahl der GroBquadrate, also vier. Gezahlt wurden nur lebende Zellen;
tote Zellen erscheinen blau, da durch die erhéhte Durchlassigkeit der Membran
das Trypanblau ins Zytoplasma eindringen konnte. Die isolierten Zellen wurden
nun fir die FACS-Analyse (s.u.) und die folgende MACS-Sortierung aliquotiert.
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2.2.2 MACS-Sortierung der HSC

Mit Hilfe des auto-MACS von Miltenyi Biotec konnten nun die CD34+HSC von
den mononukledren Zellen getrennt werden. Hierbei wurden zur Separation die
CD34+-Zellen indirekt magnetisch markiert. Ein Hapten Antikérper (QBEND/10.
Isotype: mouse IgG1) und ein anti-Hapten Antikdrper, welcher an MACS
MicroBeads gekoppelt war (magnetische Markierung), bindeten hierflir an die
CD34-Rezeptoren. Mittels bestimmter Trennsdulen (Separation columns)
konnten die so markierten Zellen magnetisch separiert werden.

Die, wie oben beschrieben, aus dem Leukapherisat getrennten mononuklearen
Zellen wurden zunédchst mittels eines Pre-Separation Filters von gréberen
Verklumpungen getrennt. Dann begann die magnetische Markierung. Zuerst
wurden die Zellen mit einem FcR Blocking Reagent versehen. Es wurden 100 pl
FcR Blocking Reagent pro 10® Zellen verwand. AnschlieBend wurden die Zellen
fir 15 min mit dem Hapten Antikdrper bei 6-12°C inkubiert. Nach einer
Waschung mit MACS-Puffer folgte die Inkubation mit den anti-Hapten
MicroBeads. Diese erfolgte mit 100 pl anti-Hapten MicroBeads pro 102 Zellen
ebenfalls fiir 15 Minuten bei 6-12°C. Nach einer weiteren Waschung wurden die
Zellen mit 500 pyl MACS-Puffer versehen, um der folgenden Separation
zugeflhrt zu werden.

Das auto-MACS separierte nun die Zellen mittels magnetischer Sortierung.
Verwendet wurde das Programm ,posseld2“ zur Positivselektion der HSC. Nach
erfolgter Separation wurde eine Qualitatskontrolle mittels FACS-Analyse
durchgeflhrt.

2.2.3 Durchflusszytometrie der HSC

Diese Methode diente der Qualitatskontrolle der Zellen nach der
Dichtegradientenzentrifugation und anschlieBenden MACS-Sortierung. Hierbei
machte man sich bestimmte Antikdrper zu Nutze. Antikbrper bestehen aus zwei
leichten und zwei schweren Polypeptidketten, die eine Y-férmige Struktur
bilden. Die aminoterminalen Enden sowohl der leichten als auch der schweren
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Ketten variieren bei verschiedenen Antikérpern erheblich. Man nennt sie
deshalb variable Regionen. An den Spitzen der beiden Arme des Y bilden die
hypervariablen Schleifen der leichten und der schweren Ketten zwei identische
Stellen, die in der Lage sind, Antigene zu erkennen und zu binden. Antigene
liegen auf den Oberflachen von Zellen und besitzen spezifische Strukturen, die
von einem Antikdrper erkannt werden. Man nennt diese Strukturen
antigenbindende Determinante oder Epitope. Es entsteht eine nicht-kovalente,
d.h. reversible Wechselwirkung zwischen Antigen und Antikérper. Bei der
Oberflachenmarkierung kénnen Antikdrper, die mit fluoreszierenden Farbstoffen
markiert sind, im Durchflusszytometer das Vorhandensein der zugehdrigen
Antigene in Zellen oder Geweben anzeigen. Die Zellen wurden dazu in einem
Volumen von 100 pl PBS aufgenommen. In einem FACS-Rdéhrchen wurden die
100 pl vorgelegt und dazu 20 pl des gewlnschten Antikdrpers pipettiert. Es
wurde eine Vier-Farben-Analyse genutzt. Hierbei wurden die Zellen mit CD10-
FITC, CD33-PC5, CD34-PE und CD45-ECD gefarbt und in der
Durchflusszytometrie auf die entsprechenden Oberflachenmarker untersucht.

Im Durchflusszytometer kdnnen verschiedene Parameter einer Zelle gemessen
werden. Anhand des Vorwartsstreulichtes (FSC), welches entlang der Achse
des einfallenden Lichtes gemessen wird und proportional zur Zelloberflache ist,
kann die GréBe der Zelle gemessen werden. Anhand des Seitwartsstreulichtes
(SCC), welches in einem 90°Winkel zum einfallenden Licht gemessen wird,
kann die relative Granularitat oder interne Zellkomplexitdt gemessen werden.
Ein Zytometer besteht aus drei kombinierten Komponenten: dem
Flussigkeitssystem, dem optischen System, sowie dem elektronischen System.
Die relative Fluoreszenzintensitat einer mit einem Fluorochrom beladenen Zelle,
kann aufgrund unterschiedlicher Emissionsspektren in verschiedenen Kanalen
im Durchflusszytometer gemessen werden. Das emittierte Fluoreszenzlicht ist
dabei proportional zur Zahl der gebundenen Fluorochrommolekile.

Die generierten Daten werden an den angeschlossenen Computer zur

Darstellung und Analyse Ubermittelt.
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2.2.4 HSC-Kultivierung

Isolierte CD34+HSC wurden mit einer Zelldichte von 100.000/100 pl (entspricht
100.000 Zellen/well) in 96-well Platten (BD Falcon™ Multiwell) kultiviert. Zur
Kultivierung wurde serumfreies Medium verwendet. Das StemPro-34 SFM
Complete Medium wurde lediglich mit StemPro-34 Nutrient Supplement, L-
Glutamin und Penicillin/Streptomycin  versehen. Auf den Zusatz von
h&amatopoetischen Wachstumsfaktoren wurde im Hinblick auf die geplanten
Experimente bewusst verzichtet. Mit Hilfe eines Inkubators wurde die flr das
Uberleben der Zellen notwendige Atmosphdre von 37°C mit 95%
Luftfeuchtigkeit und 5% CO.-Begasung aufrechterhalten.

2.2.5 Isolation und Kultivierung der MSC

Menschliches Knochenmark wurde innerhalb chirurgischer Eingriffe aus
Sternal-, Knie- und Oberschenkelknochen-Punktionen gewonnen. Die Spender
des Materials waren nicht an Knochenmarkserkrankungen erkrankt. Alle
Patienten gaben ihre schriftliche Einverstadndniserklarung und das Ethik-
Komitee der Universitat zu KéIn genehmigte das Vorgehen.

Das Knochenmark wurde nach Punktion umgehend mittels einer 70 pm-
Membran (BD bioscience, USA) gefiltert. AnschlieBend wurden die Zellen
mittels Ficoll-Paque und Dichtegradientenzentrifugation (Amersham Pharmacia
Biotech, Uppsala, Schweden) aufgetrennt. Die MSC wurden auf Kulturplatten
(Falcon, USA) ausplattiert und adhéarent. Die Kulturplatten wurden mit einer
Dichte von 2000 Zellen/cm? beimpft und anschlieBend in folgendem Medium
kultiviert: alpha-Modified Eagle Medium (a-MEM), 20% fétales Kalber Serum
(FCS), 200 pyM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 100 U/ml Streptomycin. Der
erste Mediumwechsel erfolgte nach zwei Tagen. Die Zellen wurden bei 95%
Luftfeuchtigkeit und 5% CO.-Begasung kultiviert. Es wurden Zellen der ersten
bis dritten Passage genutzt. Der Mediumwechsel erfolgte zweimal wéchentlich.
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Abbildung 5: Gewinnung von MSC aus Knochenmark mittels Ficoll

2.2.6 Qualitatskontrolle der MSC

Die Qualitat der MSC wurde mittels Durchflusszytometrie kontrolliert. Hierzu
wurden die Zellen mit dem entsprechenden Antikérper fir 20 Minuten bei
Raumtemperatur  inkubiert, = zweimal gewaschen und mit dem
Durchflusszytometer Beckmann Coulter Epics XL with Expo 32 software
(Beckmann Coulter) analysiert.

Die Zellen wurden mit CD106-FITC, CD105-PE (Ancell), CD45-ECD, CD14-
PC5 und CD34-PC5 (Beckmann Coulter) gefarbt. Es konnten bis zu 40.000
Zellen aus der Zellkultur und bis zu 1.000.000 Zellen direkt aus dem
Knochenmark pro Test analysiert werden. Alle hamatopoetischen Stammzellen
konnten mittels der Antikérper fir CD14 (auf Monozyten und Makrophagen
exprimiert), CD34 (auf hamotopetischen Progenitor-Zellen exprimiert) oder

CD45 (Leucocyte-common Antigen) unterschieden werden. Am haufigsten
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werden Antikdrper gegen SH2 und SH3 zur Detektion von MSC herangezogen
(105). Die Antikérper erkennen CD105 (Endoglin), beziehungsweise CD73
(ecto-5"-nucleotidase) (8, 9). Beide Antigene sind sowohl auf MSC als auch auf
endothelialen Stammzellen exprimiert (3, 35). Aus diesem Grund wurde die
Kombination von CD105 und CD106 (VCAM1) als Marker genutzt. CD106 ist
auf MSC exprimiert (105), wohingegen normale endotheliale Zellen CD106-
negativ sind und erst durch inflammatorische Zytokine exprimiert werden (97).
Bei den von uns verwendeten Zellen handelt es sich also um CD14-/CD34-
/CD45-/CD105+/CD106+ Zellen. Um das Proliferationspotenzial der kultivierten
MSC zu  (Oberprifen, erfolgte der CFU-F-Assay (124). Das
Differenzierungspotenzial der MSC wurde nach der Methode von Pittenger
kontrolliert, indem die MSC unter den Kulturbedingungen kultiviert wurden, die
eine adipogene, chondrogene oder osteogene Differenzierung férdern (105).

2.2.7 Kultivierungsversuche der HSC mit MSC-Uberstand

Die HSC wurden mit einer Anfangskonzentration von 100.000 HSC/100 pl in
einer 96-well-Platte kultiviert. Die Zellen wurden jeweils im Doppelansatz
einerseits in MSC-Uberstand und andererseits als Kontrolle in o-MEM kultiviert.
Die Zellzahlbestimmung erfolgte mithilfe der Neubauer-Zédhlkammer an Tag 3,
6, 9, 12. Dieser Versuch wurde in vier repetitiven Ansatzen durchgefihrt.

2.2.8 Kultivierungsversuche der HSC mit MSC

Die HSC wurden mit einer Anfangskonzentration von 100.000 HSC/100 pl in
einer 96-well-Platte kultiviert. Die Zellen wurden jeweils im Doppelansatz
einerseits mit MSC (10.000 MSC/100 ul) und andererseits als Kontrolle in a-
MEM kultiviert. Die Zellzahlbestimmung erfolgte mithilfe der Neubauer-
Zahlkammer an Tag 3, 6, 9, 12. Dieser Versuch wurde in vier repetitiven
Ansatzen durchgefihrt.
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2.2.9 Migrationsversuch

Mit Hilfe dieses Versuchs wurde das Migrationsverhalten von HSC und MSC
unter gegenseitiger Beeinflussung getestet. Der Versuchsaufbau entsprach
dem Prinzip der Boyden-Chamber. Die Boyden-Chamber wurde im Jahre 1988
von Zigmond zur Untersuchung der Migration von Lymphozyten erstmals
beschrieben (144).

FlOr die Migrationsversuche wurden Migrationsfilter, sog. HTS Fluoro Blok™
Inserts (Falcon, Becton Dickinson GmbH, Heidelberg), verwendet (siehe
Abbildung 6). Die aus Polyethylen bestehenden Filter waren in den
Versuchsansatzen, in denen HSC getestet wurden, mit 3.0 um groBen Poren
und in den Versuchsansatzen, in denen MSC getestet wurden, mit 8 um groBen
Poren versehen. Der Filter blockierte > 99% der Lichttransmission in einem
Wellenlangenbereich von 490 bis 700 nm. Durch diese Blockierung des Lichts
war es nicht mdglich, durch die Filter hindurchzusehen. Bei der Betrachtung der
Filteroberseite sah man daher nur Zellen, die sich tatséchlich auf der Oberseite
der Filter befanden. Das erleichterte die Auswertung des Versuchs und
verringerte die Fehlerquote. Wie in der Abbildung 6 dargestellt, wurden Zellen
auf die Oberseite des Filters gegeben. Wahrend der Inkubation migrierten die
Zellen, wobei sie durch die Poren des Filters wanderten und sich auf der
Unterseite des Filters ansiedelten. Durch Einsetzen definierter Zellzahlen und
Auszahlen der auf der Unterseite befindlichen Zellen konnte das
Migrationsverhalten von Zellen unter verschiedenen Versuchsbedingungen

miteinander verglichen werden.
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Abbildung 6: (A) Insert, (B) Boyden-Chamber

Die Migrationsfilter wurden in eine 24-Multiwellplatte gehangt. AnschlieBend
fullte man die Migrationskammern unterhalb wie oberhalb des Filters mit 1 ml
des entsprechenden Mediums auf. In einer Vorversuchsreihe wurde die
optimale Anzahl an Zellen ausgetestet, die zu Versuchsbeginn auf den Filter zu
setzten waren. Von den HSC wurden 100.000 Zellen pro Filter und von den
MSC 10.000 Zellen pro Filter benétigt.

Es wurden sechs Migrationsversuche durchgeflihrt. Zwei Versuchsansatze
testeten das Migrationsverhalten von HSC, die anderen vier das von MSC. Im
ersten Versuchsansatz wurde das Migrationsverhalten von HSC in von MSC
konditioniertem a-MEM getestet. Hierflir wurde die Boyden-Chamber mit 1 ml
MSC-Uberstand befilllt Als Kontrolle fungierte das a-MEM. Der Versuch wurde
viermal im Doppelanasatz durchgefihrt. Es sollte untersucht werden, ob MSC
ohne jeglichen Reiz in Kultur lésliche Faktoren produzieren, die HSC zur
Migration bewegen kénnten, oder nicht. Die Kontrolle schloss aus, dass in dem
a-MEM selbst solche Faktoren enthalten waren.

Der zweite Versuch testete das Migrationsverhalten von HSC in Anwesenheit
von MSC. Hierzu wurden 10.000 MSC pro Kammer 24 Stunden zuvor
ausplattiert und die Kammer mit a-MEM aufgeflllt. Am nachsten Tag wurde
dann der Filter mit den HSC eingehangt und der Versuch konnte durchgefiihrt
werden. Als Kontrolle diente wieder das a-MEM. Der Versuch wurde viermal im

Doppelansatz durchgefihrt.
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Im dritten Versuchsansatz wurde das Migrationsverhalten von MSC in
Anwesenheit von HSC getestet. Dazu wurden jeweils 1.000.000 HSC in eine
Kammer gegeben. AnschlieBend wurde der Filter mit den MSC eingehangt. Als
Kontrolle diente auch hier das a-MEM. Der vierte Versuchsansatz testete MSC
in Anwesenheit von MSC. Es wurden wiederum 24 Stunden zuvor 10.000 MSC
pro Kammer ausplattiert und mit a-MEM bedeckt. Als Kontrolle fungierte wieder
das a-MEM. Der Versuchsaufbau wurde viermal im Doppelansatz durchgefthrt.
Der funfte und sechste Versuchsansatz testete nun die Beeinflussbarkeit des
Migrationsverhaltens von MSC durch den bFGF-Inhibitor. Der flnfte
Versuchsansatz bestand aus drei Anteilen: 1.) MSC oberhalb des Filters und
MSC mit bFGF-Inhibitor unterhalb des Filters, 2.) MSC oberhalb des Filters und
a-MEM mit bFGF-Inhibitor unterhalb des Filters und 3.) MSC oberhalb des
Filters und a-MEM unterhalb des Filters als Kontrolle.

Es wurden wiederum 24 Stunden zuvor 10.000 MSC pro Kammer ausplattiert
und mit a-MEM bedeckt. Als Kontrolle fungierte wieder das a-MEM. Dieser
Versuchsaufbau wurde zweimal im Doppelansatz durchgeflhrt.

Auch der sechste Versuchsansatz bestand aus drei Teilen: 1.) MSC oberhalb
des Filters und HSC unterhalb des Filters, 2.) MSC oberhalb des Filters und
HSC mit bFGF-Inhibitor unterhalb des Filters und 3.) MSC oberhalb des Filters
und a-MEM unterhalb des Filters als Kontrolle. Auch hier wurde wieder die
Anzahl von 1.000.000 HSC gewahlt und der Versuch wurde zweimal im

Doppelansatz durchgefihrt.
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Versuchsaufbau
Versuch | oberhalb der Membran unterhalb der Membran Kontrolle
1 HSC MSC konditioniertes a-MEM a-MEM
2 HSC MSC a-MEM
3 MSC HSC a-MEM
4 MSC MSC a-MEM
5a MSC MSC + bFGF-Inhibitor a-MEM
5b MSC a-MEM + bFGF-Inhibitor a-MEM
6a MSC HSC a-MEM
6b MSC HSC + bFGF-Inhibitor a-MEM

Tabelle 1: Zusammenfassung Migrationsversuche

Da die MSC in Kultur in engem Zell-Zell-Kontakt am Boden der Kulturplatten
haften, mussten sie, um fir die Versuche genutzt werden zu kénnen, zunachst
mit dem Enzym Accutase (PAA Laboratories GmbH, Linz, Osterreich) geldst
werden. Die Zellen wurden dissoziiert und resuspendiert, um eine homogene
Zellsuspension zu erhalten. Nach dem Pelletieren der Zellen wurden sie in 1 ml
o-MEM resuspendiert und in einer Zahlkammer (Blrker) ausgezahlt. Jeder der
sechs Versuchsansatze durchlief eine Inkubationszeit von acht Stunden bei
37°C und 5% CO.. AnschlieBend wurden die Migrationsfilter mit 0.1 M PBS
gewaschen und die Zellen mit 4% PFA fixiert (30 min.). Um die migrierten
Zellen sichtbar und somit zghlbar machen zu kdénnen, wurden die Zellen mit
4’ .6-diamidino-2-phenyl-indole  (DAPI, Vectashield, Vector Laboratories)
eingedeckt. DAPI bindet an DNA und RNA. Es absorbierte blau-violettes Licht
mit einer Wellenldnge von 360 nm und emittierte blaues Licht mit einer
Wellenldnge von 460 nm. Zur Auswertung der Versuche bestimmte man die
Zellzahl auf den Unterseiten der Filter mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops.
Diese Zellzahlen wurden dann mit den Zellzahlen der jeweiligen Kontrollen
verglichen. Zu Beginn der Versuche war eine definierte Anzahl an Zellen
eingesetzt worden. Da die Zellzahl auf der Oberseite der Migrationsfilter
bekannt war und eine genauere Angabe zu dem Zeitpunkt keine entscheidende
Aussage geliefert hatte, wurden nur die Zellen auf der Unterseite der Filter
ausgezahlt.



3 Ergebnisse 27

3 Ergebnisse
3.1 Kultivierung

3.1.1 HSC in serumfreiem Medium

Wahrend des 12 tagigen Beobachtungszeitrums kam es zu einem
kontinuierlichen Zellzahlabfall bis auf < 10.000 Zellen. Nach vier Tagen waren
bereits mehr als die Halfte der Zellen abgestorben. Nach 12 Tagen konnten

keine lebenden Zellen mehr beobachtet werden (siehe Abbildung 7).
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Abbildung 7: HSC in serumfreiem Medium ohne Zytokine
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3.1.2 HSC mit MSC-Uberstand
Die Zellzahl der in MSC-Uberstand kultivierten HSC war konstant hoher als die

Zellzahl der in a-MEM kultivierten HSC. Dennoch fiel im Laufe der Kultivierung
die Zellzahl der HSC in beiden Ansatzen, Versuch und Kontrolle, stetig ab,
ohne dass es im Verlauf zu einer Erholung der Zellzahl kam (ohne Abbildung).

3.1.3 HSC mit MSC
Die Zellzahl der mit MSC kultivierten HSC war konstant héher als die Zellzahl

der in a-MEM kultivierten HSC. Im Laufe der Kultivierung fiel die Zellzahl an
HSC ab, wobei sie in der Kokultivierung mit MSC ihr Minimum um Tag 9 mit
einer Zellzahl von < 35.000 Zellen erreichte und bis zum Ende der Kultivierung
an Tag 12 wieder auf bis zu > 50.000 Zellen anstieg (siehe Abbildung 8 oberer
Graph). Im Gegensatz hierzu kam es in der Kontrolle zu einem kontinuierlichen
Zelltod (siehe Abbildung 8, unterer Graph).
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Abbildung 8: HSC in der Kokultur mit MSC
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3.2 Differenzierung

3.2.1 HSC in serumfreiem Medium

Es wurden an Tag 0, an Tag 3 und an Tag 6 FACS-Kontrollen zur Messung des
Differenzierungsstadiums durchgefiihrt. Die FACS-Analyse an Tag 0 bestatigte
eine homogene HSC Population, sichtbar an der geringen Granulation,
dargestellt im Side-Scatter (siehe Abbildung 9 Tag 0, Side Scatter = SS Lin, y-
Achse). Zudem konnte gezeigt werden, dass bei den in serumfreiem Medium
kultivierten HSC an Tag 3 und 6 die Granulopoese begann (siehe Abbildung 9
Tag 3 und Tag 6).

Tag 0 Tag 3 Tag 6

C Mo T e e B TR (T T TR R
CD45 CD45 CD45

Abbildung 9: HSC-Differenzierung an Tag 0, 3, 6
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3.2.2 HSC in Kokultur mit MSC

In diesem Versuchsansatz wurde an Tag 0, Tag 3 und Tag 6 mittels FACS-
Analyse der Reifungsgrad der HSC bestimmt. Am Tag 0 zeigte sich erneut eine
homogene HSC Population (siehe Abbildung 10 Tag 0, vergleiche auch
Abbildung 9 Tag 0). Im Gegensatz zu der Kultivierung in serumfreien Medium,
bei dem es an den Tagen 3 und 6 zur Granulopoese, erkennbar an einer
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Zunahme der Granularitat kam (siehe Abbildung 9 Tag 3 und Tag 6), war diese
Differenzierung in der Kokultur mit MSC weniger ausgepragt (siehe Abbildung
10 Tag 3 und Tag 6).
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Abbildung 10: HSC-Differenzierung in Kokultur mit MSC

3.3 HSC-Migration

3.3.1 Migration von HSC/MSC-Uberstand

In dem ersten Migrationsversuch (vergleiche auch Tabelle 1, Seite 27) wurde
beobachtet, dass HSC eine geringe Migrationsrate haben. Sowohl in der
Kontrolle, als auch im Versuch mit MSC-Uberstand migrierten durchschnittlich <
25 Zellen durch die Membran. MSC-Uberstand hatte keinen signifikanten
Einfluss auf das Migrationsverhalten der HSC (24,62 + 4,95 vs. 22,87 + 4,70, p
= 0,32, siehe Abbildung 11).
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Abbildung 11: HSC-Migration in a-MEM

3.3.2 Migration von HSC/MSC

Wie in Abbildung 12 dargestellt ist, hatte auch die Anwesenheit von MSC
keinen signifikanten Einfluss auf das Migrationsverhalten der HSC (p = 0,175).
In der Kontrolle migrierten durchschnittlich 24,38 + 5,45 Zellen. Bei
Anwesenheit von MSC konnten durchschnittlich 27,88 + 10,36 Zellen am Filter
detektiert werden.
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Abbildung 12: HSC-Migration in MSC-Anwesenheit

3.4 MSC-Migration

3.4.1 Migration von MSC/HSC

HSC erhdhten die Migrationsrate der MSC im Vergleich zur Kontrolle signifikant
(p = 0,042, siehe Abbildung 13). Es zeigten sich durchschnittlich 158+ 34,01
MSC bei Anwesenheit von HSC. Im Vergleich hierzu konnten in der Kontrolle

mit a-MEM nur 100 = 0 Zellen am Filter detektiert werden.
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Abbildung 13. MSC-Migration in HSC-Anwesenheit

3.4.2 Migration von MSC/MSC

Zusétzlich zeigten MSC in Anwesenheit weiterer MSC unterhalb des Filters eine
héhere Migrationrate als in der Kontrolle. ( 152,25 + 21,46 vs. 100 %0, p =
0,024, siehe Abbildung 14).
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Abbildung 14: MSC-Migration in MSC-Anwesenheit

3.4.3 Migration von MSC/MSC mit bFGF-Inhibitor

In den Migrationsversuchen von MSC/MSC mit bFGF-Inhibitor zeigte sich, dass
der Inhibitor einen signifikant hemmenden Einfluss auf die migratorische
Aktivitdt der MSC hat (vergleiche auch Abbildung 14). Im Versuchsansatz mit
bFGF-Inhibitor konnten nur 66,5 * 21,22 Zellen nachgewiesen werden,
wahrend in der Kontrolle 141 = 37,74 Zellen migrierten (p = 0,030, siehe
Abbildung 15).
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Abbildung 15: MSC-Migration mit bFGF-Inhibitor

3.4.4 Migration von MSC/HSC mit bFGF-Inhibitor
Die durch HSC gesteigerte Migration von MSC (vergleiche auch Abbildung 13)

wurde durch bFGF-Inhibitor vermindert. Es zeigte sich eine deutlich geringere
Migrationsaktivitat als in der Kontrolle mit a-MEM (149, 50 + 27,58 vs. 457 +
53,74, p = 0,038, siehe Abbildung 16).



3 Ergebnisse 36

500 - T
§ 400 - J
3
™~
£ 300
k)
o
S 200 - *
.
I
100 A
0 T 1
HSC+bF GF-Inhibitor alpha-Mem
% 149,50 457,00
Sta.: 27,58 53,74
p: 0,038 -

Abbildung 16: MSC-Migration in Anwesenheit von HSC und bFGF-Inhibitor



4 Diskussion 37

4 Diskussion

4.1 Kultivierung

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde das Wachstumsverhalten der HSC
untersucht. Die Kultivierungsversuche haben gezeigt, dass HSC in einem
serumfreien Medium ohne Wachstumsfaktoren nicht tGberlebensféhig sind. An
Tag 12 der Kultivierungsreihen zeigten sich keine lebenden HSC mehr. Die
initiale Zellzahl betrug 100.000 pro Well.

In der Kokultivierung der HSC mit MSC zeigte sich ein signifikant verbessertes
Uberleben. Im Laufe der Kultivierung fiel die HSC-Zellzahl zunachst ab, wobei
sie in der Kokultivierung mit MSC zum Ende der Kultivierung wieder anstieg, im
Gegensatz zur Kontrolle, bei der die Zellzahl weiter abfiel.

Diese Beobachtung zeigte zunachst, dass die Proliferation der HSC entweder
vom direkten Zell-Zell-Kontakt mit MSC bestimmt wird oder aber von léslichen
Faktoren, die durch die MSC sezerniert werden. Faktoren, die selektiv zur
Expansion von HSC z.B. vor einer Knochenmarkstransplantation eingesetzt
werden kdnnen, sind bisher nicht bekannt.

Es ist bereits bekannt, dass MSC das Monocyte Chemoattractant Protein-1
(MCP-1/JE) produzieren, welches einen giinstigen Einfluss auf die Proliferation
der HSC zu haben scheint (139). Eine 20-30%ige Steigerung der Proliferation
konnte beobachtet werden. Frihe MSC sezernieren durch einen
proinflammatorischen Reiz durch LPS, IL1-a, IFN-y und TNF-a einen erhéhten
Anteil an MSP-1/JE. Es wurde zunachst angenommen, dass MSP-1/JE auch
einen gunstigen Einfluss auf das Migrationsverhalten der HSC hat. Dies lie
sich jedoch in unseren Versuchen nicht bestatigt.

Als ein weiteres unterstitzendes Zytokin wurde das Insulin-like growth factor
binding protein-3 (IGFBP-3) identifiziert. Es konnte anhand von human brain
microvascular endothelial cells (HBMVEC) das fir IGFBP-3 codierende Gen
identifiziert werden. HBMVEC, die dieses Gen tragen und somit IGFBP-3 bilden



4 Diskussion 38

haben einen glnstigen Einfluss auf die HSC-Proliferation (71). In einem
weiteren Schritt konnte sogar gezeigt werden, dass isoliert zur HSC-Zellkultur
hinzugefligtes IGFBP-3 die Proliferation von HSC steigert (71).

Eines der wichtigsten Zytokine im Rahmen des HSC-Uberlebens ist der
Vascular endothelial growth factor (VEGF). Er wirkt Uber den Vascular
endothelial growth factor receptor 2 (VEGFR-2), welcher von HSC exprimiert
wird und unterstiitzt so das Uberleben von HSC (66). VEGF und seine beiden
Rezeptoren, VEGFR-1 (FlIt-1) und VEGFR-2, sind die Schllsselregulatoren in
der vaskularen und hdmatopoetischen Entwicklung (14, 15, 116). Die genauen
Mechanismen sind bisher unklar. Obwohl VEGFR-2 flar die Bildung
endothelialer und hamatopoetischer Zellen in vivo mit verantwortlich ist (123),
kénnen diese Zellen in vitro aus embryonalen Zellen entstehen, welchen der
VEGFR-2 fehlt (41, 121). Dies hat zu der Hypothese geflihrt, dass VEGFR-2
vor allem unterstiitzende Wirkung auf das Uberleben, die Proliferation und
Migration des Hamangioblasten, dem Vorlaufer der ha@matopoetischen und
endothelialen Zelllinien, hat und sich weniger auf die Differenzierung desselben
auswirkt (121). Diese Hypothese wird durch die Beobachtung gestiitzt, dass
VEGF die Proliferation und das Uberleben endothelialer Zellen vor allem iber
den VEGFR-2 glnstig beeinflusst (32). Es konnte gezeigt werden, dass VEGF
das Uberleben adulter HSC unterstiitzt (29, 33).

Die Proliferation von HSC wird ebenfalls durch Leptin stimuliert (133). Leptin,
Produkt des obese-Gens, ist ein Protein, welches von Adipozyten produziert
wird und den Metabolismus reguliert (143). Der das Leptin erkennende
Rezeptor, der sog. obese-receptor, konnte auf HSC identifiziert werden (19). Zu
in serumfreiem Medium kultivierten HSC hinzugesetztes Leptin stimuliert deren
Proliferation. Dieses Ergebnis wurde in vitro herbeigefihrt. Die physiologische
Rolle des Leptins in der Hamatopoese ist bisher nicht geklart. Dieses Zytokin
kénnte bei der Verbesserung der HSC-Expansion im Rahmen einer
Stammzelltransplantation an Bedeutung gewinnen.

Es konnte auch gezeigt werden, dass eine erhdhte Expression und Produktion
von SDF-1 (CXCL12) durch Endothelzellen die Proliferation von HSC steigert

(43). Mittels eines adenoviralen Vektors in human umbilical vein endothelial
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cells (HUVEC/AdeSDF-1) wurde in jener Arbeit in endothelialen Zellen eine
Uberexpression des SDF-1-Gens ausgelést. AnschlieBend wurde das
Proliferations- und Migrationsverhalten von HSC in Kokultur analysiert. Es
konnten sowohl eine gesteigerte Migration wie auch eine verbesserte
Expansion und eine reduzierte Apoptose beobachtet werden.

Es ist allerdings nicht von einer alleinigen Verantwortlichkeit des SDF-1 hierflr
auszugehen. Vielmehr wurde bisher der proliferationssteigernde Effekt fur den
SDF-1 in Synergie mit anderen verschiedenen Zytokinen beobachtet (67, 73).
Auch in der oben beschriebenen Arbeit ist von einer Sekretion zusatzlicher
hamatopoetischer Wachstumsfaktoren (HGF) durch die HUVEC auszugehen.
Im Gegensatz zu diesen proliferationssteigernden Zytokinen ist auch ein
proliferationsminderndes Zytokin beschrieben worden. Osteoprotegerin inhibiert
die Proliferation von HSC (114). Das Osteoprotegerin ist ein |6sliches Mitglied
der Tumor Necrosis Factor Receptor-Familie. Die Tatsache, dass es frei in der
Blutbahn zirkuliert, war AnstoB zur Untersuchung des Effekts auf HSC. Die
Mechanismen sind allerdings ungeklart. Es wurde zunachst von einem
Zusammenhang mit Receptor Activator of NF-kB (RANK) und receptor activator
of NF-kB-Ligand (RANKL) ausgegangen. In der Einleitung wurde bereits im
Zusammenhang mit dem Migrationsverhalten der HSC auf diesen Komplex
hingewiesen. Der Rezeptor befindet sich auf der Oberflache von Osteoklasten,
welche sich in der Stammzellnische in direkter Nachbarschaft zu den HSC
befinden. Uber RANKL-aktivierte Osteoklasten steigern die migratorische
Aktivitat der HSC.

Der proliferationssteigernden Wirkung der MSC auf die HSC konnte bisher kein
zugrundeliegender Mechanismus zugeordnet werden. Die oben beschriebenen
Zytokine sind als proliferationssteigernd beschrieben worden. Dies wurde bisher
allerdings nicht in direktem Zusammenhang mit MSC demonstriert. Da es sich
bei den bisher durchgefihrten Versuchen um Zellen mesenchymalen
Ursprungs handelte, liegt eine Einflussnahme Uber dieselben oder modifizierte
Mechanismen durch die MSC nahe.
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4.2 Differenzierung

Die Ergebnisse der Differenzierungsbeobachtungen mittels FACS-Analyse
haben gezeigt, dass MSC die HSC-Differenzierung hemmen. HSC in
Monokultur differenzieren bereits nach drei Tagen in granulopoetische Zellen,
wahrend HSC in Kokultur mit MSC ihren urspringlichen Status bewahren.

In diesem Zusammenhang ist erneut der VEGF zu nennen. Es wurde
beschrieben, dass der VEGF die Aktivierung von NF-kB bei HSC inhibiert und
somit deren Differenzierung in dendritische Zellen verhindert (98). Auf diesen
Zusammenhang stie man in einer Untersuchung, die sich mit der Reifung von
HSC zu dendritischen Zellen bei Karzinomen beschéaftigte. Tumorzellen bilden
unter anderem auch VEGF. So vermutet man, dass die Bildung von VEGF eine
Reifung der HSC zu dendritischen Zellen verhindern soll, was als Vorteil flr die
malignen Zellen anzusehen ist.

Es gilt nun zu zeigen, ob auch die MSC Uber diesen Mechanismus des VEGF
eine Differenzierung der HSC verhindern. Die Rezeptoren fir VEGF (VEGFR1
und VEGFR-2) konnten jedenfalls auf den HSC nachgewiesen werden (33). Es
ist noch nicht vollstdndig geklart, welcher Mechanismus die MSC ihrerseits
veranlasst, die HSC von einer Differenzierung abzuhalten, zu vermuten ist hier
jedoch eine entscheidende Rolle der gemeinsamen Stammzellnische.

Des Weiteren ist es interessant zu erwdhnen, dass die Anzahl exprimierter
CD99-Rezeptoren auf HSC mit der Differenzierung zu B-Zellen korreliert (44).
Untersucht wurde der CD99-Rezeptor bei HSC, weil er bei Leukozyten eine
groBe Rolle fur die transendotheliale Migration spielt. Das Migrationsverhalten
der Leukozyten wurde in jedem Schritt molekularbiologisch verstanden und
man erhofft sich, Parallelen zum Verhalten der HSC entdecken zu kénnen. Es
stellte sich heraus, dass der CD99-Rezeptor ebenfalls von HSC exprimiert wird.
Die Dichte an CD99-Rezeptoren korreliert mit der Anzahl an Zellen, in welche
sich die HSC differenzieren. Die Dichte der Rezeptoren bestimmt auch, ob sich
die HSC zu B-Zellen differenzieren. AuBerdem fihrt eine Blockade des
Rezeptors zu einer verminderten transendothelialen Migration. Welche
Mechanismen zu einer vermehrten Expression des CD99-Rezeptors fiihren, ist

unklar.
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Zusammenfassend ist zu sagen, dass MSC auf noch ungeklarte Weise eine
Differenzierung von HSC verhindern kénnen. Dies erscheint wertvoll, wenn man
von der MSC als einer regulierenden Zelle fir die HSC vor dem Hintergrund der
Stammzellnische ausgeht.

4.3 HSC-Migration

Die HSC-Migration ist essentieller Bestandteil eines raschen Engraftments und
somit auch wichtiger Bestandteil einer erfolgreichen Stammzelltransplantation
(siehe Kapitel 1.3). Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Ergebnisse haben
gezeigt, dass HSC in einem serumfreien Medium eine sehr geringe
migratorische Aktivitat zeigen. Ein die Migration stimulierender Reiz ist die
gleichzeitige Anwesenheit von MSC. Es konnte eine gesteigerte Migrationsrate
beobachtete werden, allerdings war diese nicht signifikant.

Wie lasst sich die gesteigerte Migrationsaktivitdt der HSC bei gleichzeitiger
Anwesenheit von MSC nun erklaren? Sind es I8sliche Faktoren oder eine
direkter Zell-Zell-Kontakt? Die Beobachtungen, die bisher gemacht wurden,
gehen von einer bedeutenden Rolle der I8slichen Faktoren aus: So konnte
beobachtet werden, dass eine vermehrte Chemotaxis und ein verbessertes
Engraftment von HSC durch SDF-1 hervorgerufen werden kénnen (75). Dies
wurde im Rahmen einer Studie beobachtet, die zeigen konnte, dass ein
verbessertes Engraftment nicht von der Zellzahl transplantierter HSC abhé&ngig
ist, sondern auf einer hohen migratorischen Kapazitdt der jeweiligen
Zellpopulation beruht. Bisher galt die transplantierte Dosis an HSC als
wichtigster Faktor flr ein rasches Engraftment. Es ist hieraus jedoch keine
direkte Korrelation zu ziehen, sondern eine indirekter kompensatorischer Effekt
zu Kkonstatieren: Eine spontane Zellmigration und SDF-1-gesteuerte
Chemotaxis der CD34+-Zellen scheinen nicht unmittelbar mit dem Engraftment
der Neutrophilen zu korrelieren, aber CD34+-Zellen mit CXCR4 und einer
hohen chemotaktischen Aktivitdt scheinen eine verminderte Zellzahl
transplantierter Zellen kompensieren zu kénnen (75). Diese Beobachtung legt

nahe, vor einer Stammzelltransplantation CD34+-Zellen auf die Dichte der
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CXCR4, dem Rezeptor fur SDF-1 mittels FACS zu analysieren. HSC, die
schneller auf einen bestimmten SDF-1-Gradienten antworteten, zeigten eine
héhere migratorische Aktivitdt und eine héhere CXCR4-Dichte. Diese Zellen
haben also eine bessere Vorraussetzung fur ein erfolgreiches Engraftment.

Die migrationsstimulierende Wirkung der SDF-1-/CXCR4-Achse konnte in
weiteren Arbeiten bestatigt werden: Die SDF-1/CXCR4-Interaktionen zwischen
HSC und Stromazellen des Knochenmarks regulieren die Migration und
Entwicklung von HSC in NOD/SCID-M&usen (25).

Auch eine vermehrte Expression und Produktion von SDF-1 durch
Endothelzellen erhdéhen die migratorische Aktivitat von HSC (43). Und die
migratorische Aktivitat, die Proliferation und das Uberleben von Endothelzellen
wiederum werden durch MSC unterstitzt (110). Hier zeigte sich in
Beobachtungen der unterschiedlichen Zellpopulationen der Stammzelinische,
dass eine gegenseitige Beeinflussung samtlicher Zellfunktionen, wie Migration,
Proliferation und Uberleben gegeben ist.

Das in dieser Arbeit erhobene Ergebnis der verbesserten migratorischen
Aktivitdt der HSC durch die Anwesenheit von MSC wurde in unserem Labor
durch Analyse des MSC-Medium-Uberstandes auf 120 Zytokine durch meine
Kollegin Jennifer Ick untersucht. Hier zeigten sich vor allem hohe Spiegel flr
IGFBP3, MCP-1, bFGF, Angiopoetin-2 und sechs weitere Faktoren. Andere
Zytokine wurden verbraucht oder zeigten keinen signifikanten Nachweis.
IGFBP-3 und MCP-1 sind wie oben beschrieben zwei die Proliferation der HSC
steigernde Zytokine. Uber deren Einflussnahme auf die Migrationsaktivitat ist
noch nicht berichtet worden. Hier gilt es, weitere Anstrengungen zur
Erforschung dieser beiden Zytokine in diesem speziellen Zusammenhang
anzustellen. Auch Angiopoetin-2 kdnnte, wie es flur seinen Verwandten, das
Angiopoetin-1  bereits  beschrieben ist (siehe Einleitung), einen
migrationssteigernden Effekt haben. Das Setting der Boyden-Chamber |asst

eine selektive Testung dieser Faktoren zu.
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4.4 MSC-Migration

Die Migration ist einer der Schllisselprozesse in der Funktion der MSC. Nahezu
jeglicher klinische Einsatz basiert auf der Kompetenz zur Migration (6, 7, 45).
So konnte bereits nach einer intraven6sen MSC-Applikation eine MSC-
Migration zu geschadigtem Gewebe wie Gehirn (46), infarziertem Myokard (7)
(117), Skelettmuskel (26) und Nierengewebe (84) gezeigt werden. In vivo ist die
Migration ein Vorgang, der aus verschiedenen einzelnen Schritten besteht. Die
Zellen missen ihre gewohnte Umgebung, das Knochenmark, verlassen. Sie
mussen den Transferweg, namlich das BlutgefaB, erreichen, die Barriere des
Endothels Gberwinden und ihr Zielgebiet erreichen (63).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass HSC die Migrationsrate der MSC
signifikant im Vergleich zur Kontrolle erhéhen. Diese Beobachtung war bisher
nicht beschrieben worden und der Mechanismus ist bisher ungeklart. Es ist
beschrieben, dass die Migration von MSC von einer groBen Anzahl von
Wachstumsfaktoren und Chemokinen abhangig ist: So konnten Sordi et al.
berichten, dass MSC Chemokinrezeptoren, namlich CXCR4, CX3CR1, CXCR6,
CCR1 und CCR7 exprimieren und diese Expression eine Einfluss auf die
migratorische Aktivitat der MSC zu Inselzellen hat (126).

SDF-1/CXCR4 und der Hepatocyte growth factor (HGF) erhéhen die
migratorische Aktivitat der MSC Gber MMP zu geschadigtem Gewebe (125). Die
migrationssteigernde Wirkung des SDF-1 wurde bereits fir die HSC erwahnt.
Auch die migratorische Aktivitat der MSC wird durch die SDF-1/CXCR4-Achse
mit bestimmt (138) (24). So konnte 2009 im Mausmodel gezeigt werden, dass
die migratorische Aktivitat der MSC zu geschéadigten Knochenstrukturen vom
SDF1-CXCR4-signaling abhangig ist (52). Zusatzlich zur Regulation der SDF1-
CXCR4-Achse konnte an Ratten sogar eine zeitliche Abhangigkeit der
myokardialen SDF1-Expression und der migratorischen Aktivitat der intravends
applizierten MSC gezeigt werden (74). Diese Beobachtungen lassen die
Spekulation Uber ein therapeutisches Fenster bei der Applikation von MSC zu.

Ein weiterer migrationsstimulierender Faktor ist TNF-a: er erhdht die Expression
von CCR2, CCR3 und CCR4, was eine erhéhte migratorische Aktivitat der MSC
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hervorruft (108). In diesem Zusammenhang gilt es, eine mégliche Sekretion von
TNF-a seitens der HSC im Setting der Kokultur und Migrationsversuche
nachzuweisen. Das gelang bisher nicht. Mittels der bereits oben erwahnten
Zytokin-Analyse der HSC- und MSC-Zellkultur-Uberstande konnte ein
Verbrauch an TNF-a im Analysat festgestellt werden, jedoch ist hierbei keine
Aussage uber eine Sekretion seitens der HSC zu treffen. Dies sollte in Zukunft
weiter erforscht werden, da TNF-a als einer der wichtigen Stimulatoren fir die
Migrationsaktivitat der MSC anzusehen ist.

Bisher identifizierte weitere Stimulantien der MSC-Migration sind in ihrer Anzahl
Uberschaubar. In  unterschiedlichen  Versuchen konnten folgende
Beobachtungen gemacht werden:

CXCL8 (Interleukin-8) stimuliert die MSC in ihrer migratorischen Aktivitat (115).
Dies geschieht durch Bindung an den CXCR1/CXCR2. Die Familie der CXC-
Rezeptoren ist im Rahmen der Erlduterungen der CXCR4/SDF-1-Achse bereits
genannt worden.

TNF-a, IFN-y, IFN-B und Copaxone regulieren die Expression von
Chemokinrezeptoren, die u.a. fir die Migration der MSC verantwortlich sind
(21). Die Rezeptoren selbst sind unabh&ngig von einer Stimulation obligat
exprimiert.

Sphingosine-1-Phosphat induziert Uber die Extracellular-Signal-Regulated-
Kinase (ERK), die Rho-Kinase (ROCK) und die Matrix-Metalloproteinasen
(MMP) die Migration von MSC (80). Diese Erkenntnis wurde im Rahmen einer
Untersuchung vor dem Hintergrund einer regenerativen Therapie bei
neurodegenerativen Erkrankungen gewonnen.

Faktoren wie Fibronectin, Vitronectin und Collagen1 induzieren ebenfalls die
Migration von MSC (130). Dies lag nahe, da diese Zytokine eine bedeutende
Rolle im Wundheilungsprozess spielen.

Desweiteren wurde flir die MSC-Migration durch das Knochenmarksendothel
eine Regulationsmechanismus Uber die MMP-2 und den TIMP-3 (27)
identifiziert.
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MSC selbst sekretieren I6sliche Faktoren, die die NO- und Calzium-Spiegel
endothelialer Zellen verédndern und so eine transendotheliale Migration der
MSC ermdglichen (62).

Durch unsere Migrationsversuche konnte auch gezeigt werden, dass MSC
andere MSC anziehen. Auch hierfir kommen die oben genannten
Mechanismen ebenso als mégliche Erklarung in Frage.

Nach Identifikation der erhdhten Konzentration an bFGF in den Zellkultur-
Uberstdnden der MSC, wurde dieses Zytokin durch uns auf seine
migrationsbeeinflussende Aktivitat getestet. Der bFGF wurde bisher als ein die
MSC-Migration betreffend ambivalentes Zytokin beschrieben: Niedrige
Konzentrationen an bFGF férdern die Migration, wohingegen hohe
Konzentrationen die Migration senken (118). Hier konnte gezeigt werden, dass
der bFGF-Inhibitor einen hemmenden Einfluss auf die Migrationsrate von MSC
hat. Auch konnte in diesem Versuch gezeigt werden, dass der bFGF-Inhibitor
einen hemmenden Effekt auf die durch HSC induzierte Migration von MSC hat.
So ist also der positive Effekt der HSC auf das Migrationsverhalten der MSC
nicht auf eine vermehrte bFGF-Sekretion zurtickzufihren.

In Zusammenschau der Ausfiihrungen ist die Erforschung des Sekretionsprofils
von HSC unabdingbar. In einem bereits von meiner Kollegin Jennifer Ick
durchgefiihrten Zytokin-Array zur Analyse des HSC-Sekretionsprofils konnte
bisher kein positiver Nachweis stimulierender Zytokine vollzogen werden. Es
sollte in Zukunft besonderes Augenmerk auf die Zytokine Interleukin-8
(CXCL8), TNF-a, SDF-1, IFN-y, IFN-B, Copaxone, Fibronectin, Vitronectin und
Collageni, Hepatocyte growth factor (HGF) und die NO- und Calzium-Spiegel
gelegt werden.

4.5 Klinischer Ausblick

Bereits in der Vergangenheit konnte beobachtet werden, dass sowohl im
Tierversuch als auch in einer klinischen Studie das HSC-Engraftment von einer
Kotransplantation mit MSC profitiert. Dies kann durch die hier erhobenen

Ergebnisse unterstltzt werden. Es gilt die genaue ldentifizierung der zugrunde
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liegenden Mechanismen im Einzelnen zu verstehen, um durch eine
Kotransplantation oder mdglicherweise sogar selektive Gabe von einzelnen
Zytokinen ein verbessertes Engraftment im Rahmen einer
Stammzelltransplantation  hervorrufen zu kénnen. Der Nachteil einer
Kotransplantation besteht leider in der bisher noch nicht ausreichend
erforschten Biologie der MSC. Der selektive Einsatz eines oder mehrer Zytokine
z.B. zur Aktivierung der MSC-Migration, um eine verbessertes HSC-
Engraftment hervorzurufen kdnnte somit maoglicherweise praktikabler und

sicherer als eine Kotransplantation sein.
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5 Zusammenfassung

HINTERGRUND: MSC rickten in den letzten Jahren als eine neue
therapeutische Option bei Stammzelltransplantationen in den Blickpunkt. Es
konnte im Jahre 2005 ein verbessertes Ansprechen der Hamatopoese durch
eine simultane Transplantation von MSC und HSC gezeigt werden (91). So lag
es nahe die Interaktion der HSC und MSC naher zu untersuchen und zu
beleuchten. FRAGESTELLUNG: Ziel der vorliegenden Arbeit war die
Aufklarung parakriner und zelluléarer Interaktion zwischen HSC und MSC als
mogliche Grundlage fir eine modifizierte Stammzelltransplantation. Drei
Fragestellungen standen hierbei im Vordergrund: 1.) Beeinflussen sich diese
unterschiedlichen Zellpopulationen? 2.) Wie beeinflussen sie sich? 3.) Ist eine
Einflussnahme von auBen mdoglich? METHODEN UND ERGEBNISSE:
Zunachst wurde das Verhalten der HSC und MSC in Kokultur beobachtet. Hier
konnte ein erheblich verbessertes Wachstum und Uberleben der HSC in
Kokultur gezeigt werden. AnschlieBend wurden die migratorischen
Eigenschaften der HSC mittels der Boyden-Chamber getestet. Es zeigte sich
eine migratorische Aktivitat, so dass eine Versuchsreihe zur Untersuchung der
Migration in An- bzw. Abwesenheit von MSC durchgefliihrt wurde. Hier flhrte
die Anwesenheit von MSC nicht zu einer verstarkten migratorischen Aktivitat
der HSC. Die migratorische Aktivitat der MSC war bereits vorbeschrieben
worden, deshalb untersuchten wir das Migrationsverhalten von MSC in
Anwesenheit von HSC. Die migratorische Aktivitat der MSC konnte durch die
HSC signifikant gesteigert werden. Da die migratorische Aktivitat sogar lediglich
durch einen Zelliberstand angeregt werden konnte, erfolgte die Untersuchung
der Migration nach Hinzugabe von bFGF-Inhibitor, welches einen hemmenden
Einfluss auf die Migrationsrate von MSC hat. SCHLUSSFOLGERUNG: 1.)
Beziiglich Wachstum und Uberleben existiert eine glinstige Interaktion
zwischen HSC und MSC. 2.) HSC erh6hen die migratorische Aktivitat von MSC.

3.) Lésliche Faktoren scheinen hierflr die entscheidende Rolle zu spielen.
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