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A Arbeitshypothese und Fragestellung

In westlichen Lindern ist die Bevdlkerung zunehmend von Gefderkrankungen
betroffen. Dies héngt mit der hohen Lebenserwartung und mit dem Lebensstil
zusammen. Heutzutage gibt es zahlreiche Therapiemdglichkeiten, dazu zéhlen sowohl
konservative als auch interventionelle.

Es ist bekannt, dass CD133 positive, hdmatopoietische Stammzellen sich endothelial
ausdifferenzieren konnen (Gehling et al., 2000 ; Peichev et al.,, 2000). In der
vorliegenden Arbeit sollten die Stammzellen in vitro expandiert werden, um eine
moglichst hohe Ausgangszellzahl zu erhalten. Aus dem Grundmedium EBM-1 sollte
durch Zugabe verschiedener Faktoren wie VEGF, Angiopoietin-1 und -2 ein
Differenzierungsmedium mit hoher Differenzierungseftizienz entwickelt werden.

Des weiteren sollte ermittelt werden, ob ein sequentielles Verabreichen der oben
genannten Zytokine oder die Verdoppelung des Serumgehaltes des Grundmediums
EBM-1 ein gesteigertes Differenzierungsverhalten zur Folge hitte.

Da auch die Oberflachenstruktur der Zellkulturgefa3e eine Rolle spielen kann, wurden
Vergleiche zwischen Kunststoff- und Glaskulturgefden durchgefiihrt. Es sollte ferner
festgestellt werden, ob die nicht adhédrenten Zellen sich durch erneutes Aussden sich
ebenfalls ausdifferenzieren konnten, und ob dies zu einer signifikanten Steigerung der
Anzahl der Endothelzellen fiihren konnte.

Das Differenzierungsverhalten der Stammzellen Sollte am Umkehrmikroskop zunéchst
qualitativ und zudem quantitativ mit Hilfe eines in unserer Arbeitsgruppe entwickelten
Rasters beurteilt werden. Die morphologisch endothelial differenzierten Zellen sollten
hinsichtlich der Expression der typischen Marker von Willebrand-Faktor und VE-
Cadherin untersucht werden.

Es ist bekannt, dass CD14 positive Zellen (Fernandez et al., 2000) sowie mononukleédre
Zellen (MNCs) (Murasawa et al.,, 2002) sich ebenfalls endothelial differenzieren
konnen. Daher sollte ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit darin bestehen, diese
beide Zellenpopulationen mit den ex-vivo expandierten CD133 positiven Stammzellen

beziiglich des Differenzierungsverhaltens miteinander zu vergleichen.



B Einleitung

Das BlutgefdB3system ist ein Netzwerk aus Arterien und Venen. Durch das
Transportieren von Sauerstoff, Néhrstoffen und Stoffwechselprodukten halten beide
Strukturen die Funktion aller Organe im Korper aufrecht. Der Vorgang der
BlutgefiaBbildung beruht auf zwei wichtigen Prozessen: der Vaskulogenese und der

Angiogenese (Rumpold, 2004).

1 Blutgefifpbildung: Vaskulogenese und
Angiogenese

1.1 Vaskulogenese
Unter Vaskulogenese versteht man die Bildung von Blutgefilen durch

Endothelvorlduferzellen wihrend der Embryogenese (Carmeliet, 2003). Dabei
resultieren die entstandenen Blutgefdle aus der Aggregation von Angioblasten
(Rumpold et al., 2004). Larue et al. postulierten, dass es zusétzlich zu diesem Vorgang
zur Differenzierung und Integration von zirkulierenden Endothelzellen kommt, und
dass beide Mechanismen zur Vaskulogenese in der embryonalen Phase beitragen (Larue
et al., 2003).

Asahara et al. kamen zu der Erkenntnis, dass Vaskulogenese auch in der postnatalen
Phase vorkommt. Angeregt durch eine Ischimie oder durch eine BlutgefaBBschiadigung
konnten sie zeigen, dass endotheliale Progenitorzellen aus dem Knochenmark ins
periphere Blut ausgeschwemmt werden (Asahara et al., 1997; 1999). Die Anzahl der
mobilisierten Zellen hing stark vom Ausmal} der Schiadigung bzw. der Ischdmie ab
(Takahashi et al., 1999). Der Vorgang der postnatalen Vaskulogenese lie3 sich auch in
Tiermodellen mit Myokardinfarkten beobachten: das Injizieren von ex-vivo
expandierten endothelialen Progenitorzellen flihrte 2zu einer ausreichenden
Blutversorgung des Herzens und damit zu einer besseren Pumpfunktion (Kocher et al.,
2001). Dies konnte zudem fiir endotheliale Progenitorzellen aus dem Knochenmark
gezeigt werden (Takahaschi et al., 1999). Durch Transplantation endothelialer
Vorlauferzellen aus embryonalem Blut konnte eine stirkere postnatale Vaskulogenese

erreicht werden (Murohara et al., 2000).



Diese Form der BlutgefaBBbildung spielt eine wichtige Rolle im Pathomechanismus
entziindlicher Krankheitsbilder wie zum Beispiel dem Asthma bronchiale, der Psoriasis

oder der rheumatoiden Arthritis (Pousa et al., 2006).

1.2 Angiogenese

Der Begriff Angiogenese beschreibt eine Expansion bereits bestehender Blutgefafe.
Dabei kommt es zum  Aussprossen von Kapillaren infolge der Migration und
Proliferation von Endothelzellen (Folkman et al. 1992, 1995; Young-sup Yoon et al.,
2005).

Eingefiihrt wurde der Begriff Angiogenese 1935 von Hertig im Rahmen der
Beschreibung der plazentaren Blutversorgung eingefiihrt (Josko, 2000).

Physiologisch tritt die Angiogenese im Rahmen des Menstruationszyklus der Frau und
bei der Wundheilung auf (Rumpold et al., 2004).

Die Angiogenese wird von angiogenen und angiostatischen Faktoren reguliert, die im
Gleichgewicht stehen. Die Antwort auf ein angiogenes Signal ist durch eine
Verianderung der Endothelzellmorphologie gekennzeichnet. Zunédchst nimmt die Anzahl
der Zellorganellen wie endoplasmatisches Retikulum, Golgi-Apparat und
Mitochondrien zu. AnschlieBendwird der Endothelzellkontakt unterbrochen und die
Zellen sezernieren proteolytische Enzyme wie Metalloproteinase und Plasmin, welche
die Basallamina und die extrazellulire Matrix auflosen. Die Zellen migrieren ins
umliegende Gewebe, wo sie sich rohrenformig anordnen. Durch Teilung der
Endothelzellen an der Grenze zur Basalmembran werden dreidimensionale Netzwerke
aufgebaut. Die Bildung einer neuen Basallamina und die Rekrutierung von umgebenden
Zellen fiihren schlieBlich zur Stabilisierung des Gefa3es (Josko, 2000).

Bei pathologischen Prozessen spielt Angiogense ebenfalls eine Rolle. So ist fiir das
Wachstum und die Metastasierung von Tumoren eine ausreichende Vaskularisation
unabdingbar. In diesem Zusammenhang wird von Tumorangiogenese gesprochen
(Coultas et al., 2005). Beim Cervix-Karzinom konnte gezeigt werden, dass die Anzahl
an zirkulierenden Endothelprogenitorzellen proportional zum Oxygenierungsgrad der
dsyplastischen Zellen steht (Raida et al., 2006).

Die Quantifizierung der Angiogenese am Tumorrand erwies sich als ein
aussagekriftiger Prognosenfaktor beim kolorektalen Karzinom. AuBlerdem konnte eine
Korrelation zwischen der Angiogenese und der himatogenen Metastasierung sowie dem

Rezidivrisiko gezeigt werden(Choi et al., 1998).



2 Angiogene Faktoren

2.1 Vascular endothelial growth factor (VEGF) und seine Rezeptoren
VEGF wird von Endothelzellen, Makrophagen, Fibroblasten und glatten Muskelzellen

produziert (Josko et al., 2003). Die VEGF-Familie hat sieben Mitglieder: VEGF-A,
PIGF (Placenta growth factor), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E und svVEGF
oder snake venom VEGF (Takahashi et al., 2005).

Durch das alternative Spleilen des VEGF-Gens gibt es wiederum neun Isoformen von
VEGF-A: VEGF121, VEGF145, VEGF148, VEGF162, VEGF165, VEGF165b, VEGF183,
VEGF189 et VEGF206. Der Mechanismus der Expression durch die verschiedenen
Zelltypen ist bisher ungekliart. VEGF165, ein Homodimer von 46kDa Grofle, wird am
hiufigsten exprimiert und ist am besten charakterisiert (Takahashi, 2005): Es wird von
den meisten Tumoren, von Zellen des Bindegewebes und im zentralen Nervensystem
gebildet (Josko et al.,2003; Hayashi et al.,1997). VEGF165 bindet an Heparin, sowie an
den Korezeptoren NRP-1 und -2 (Neuropilin-1 und -2). VEGF165 und VEGF121 sind
mitogen und steigern die vaskuldre Permeabilitit. VEGF189 wird von den Zellen der
extrazelluldiren Matrix und von perivaskuldren Zellen sezerniert und ist ebenfalls
heparinbindend. VEGF-A spielt eine wichtige Rolle in der Angiogenese und ist das
bislang am besten charakterisierte Molekiil. Dieser Faktor bindet mit starker Affinitéit an
VEGFR-1. VEGFR-1, auch als Flt-1 (FMS-like tyrosine kinase-1) bezeichnet, ist ein
180 kDa groBler Tyrosin Kinase Rezeptor, der auch mit VEGF-B, PIGF und svVEGF
interagiert. Er wird von vaskuldren Endothelzellen, Monozyten und Makrophagen
exprimiert (Olofsson et al., 1999; Hattori et al., 2002). Man findet eine hohe VEGFR-1-
Expression in Tumoren, bei der Preeklampsie und in ischdmischen Zustdnden (Maynard
et al., 2003; Toi et al., 2002; Scheufler et al., 2003; Levine et al., 2004). Durch Injektion
von Adenoviren, die VEGF-A in Méusen exprimierten, konnte man die Neubildung von
Blutgefdflen durch das Aussprossen von Kapillaren und anderen vaskuldren Strukturen
beobachten. Innerhalb von wenigen Stunden bildeten die Empfingerzellen VEGF-A
und induzierten dann eine Hyperpermeabilitit der Blutgefde. Das proteinhaltige
Plasma gelangte in den perivasalen Raum, was zur Fibrinablagerung sowie zur
Odembildung in diesem Kompartiment fiihrte. Parallel dazu konnten eine

Wandverdickung der bestehenden Venolen und Kapillaren, eine Abnahme der



Podozytenzahl und damit eine erhohte Permeabilitit beobachtet werden. Im Anschluss
kam es zur Bildung zahlreicher Blutgefil3e.

VEGF-B wird in zahlreichen Geweben exprimiert, vor allem im Herz und in der
Skelettmuskulatur. Die durch alternatives Spleilen entstehenden Isoformen, VEGF-
B167 und VEGF-B186 binden an VEGFR-1 und an NRP-1 (Olofsson et al., 1998).
VEGEF-B spielt eine wichtige Rolle bei Reparaturvorgéingen wie bei der entziindlichen
Arthritis und schiitzt zudem das Gehirn vor Ischdmie (Mould et al., 2003; Sun et al.,
2004).

VEGF-C und -D spielen eine entscheidende Rolle bei der Lymphangiogenese
(Karkkainen, 2004) und fordern damit die Metastasierung von Tumorzellen (Stacker,
2001). Sie binden an den Tyrosin Kinase Rezeptor Flt-4, der auch als VEGFR-3
bekannt ist. Dabei handelt es sich um ein 195 kDa gro3es Molekiil, das in dem Prozess
der Lymphangiogenese involviert ist. VEGFR-3 schiitzt die Zellen auBlerdem vor der
Apoptose, dem programmierten Zelltod (Makinen et al., 2001). In der embryonalen
Phase ist der Rezeptor an der BlutgefaBBbildung beteiligt. Experimente, bei denen eine
mutierte VEGFR-3-Form von epidermalen Keratinozyten tiberexprimiert wurde, fiihrten
zu einer Vermehrung der Lymphgefde, wohingegen die Blutgefille unbeeinflusst
blieben (Veikkola et al., 2001). In der loslichen Form verhindert VEGFR-3 die
Lymphangiogenese, und fiihrt zusidtzlich zur Regression bereits vorhandener
Lymphgefille, was die Ausbildungvon Oedemen zur Folge hat (Mékinen et al., 2001).
Chen et al. fiihrten Experimente durch, die auf eine Beteiligung der VEGFR-3
vermittelten Signale an der adaptativen Immunantwort hindeuteten (Chen et al., 2004).
VEGF-E ist ein Sammelbegriff fiir Proteine, deren kodierendes Gen im Genom vom
Parapoxvirus Orf Virus entdeckt wurde (Lyttle et al., 1994). Die VEGF-E-Familie
bindet auschlieflich an VEGFR-2 und bewirkt eine Proliferation von Endothelzellen.
svVEGF wurde im Schlangengift entdeckt und steigert den Gifteffekt im Rahmen eines
Schlangenbisses.

VEGFR-2, auch als Flk-1/KDR (Fetal liver kinase-1/ kinase insert domain) bezeichnet,
ist ein weiterer VEGF-, Tyrosin kinase Rezeptor, mit einer Gro3e von 200-300kDa, der
mit VEGF-A, -E svVEGF sowie mit den prozessierten Formen von VEGF-C und -D
Bindungen eingeht (Takahashi et al., 2005). Flk-1/KDR wird von vaskuldren und
lymphatischen Endothelzellen sowie von Megakaryozyten und hé@matopoetischen
Stammzellen exprimiert (Katoh et al.,1995). Er dient daher als Marker fiir

Héamangioblasten in der embryonalen Phase (Josko et al., 2003).
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Defekte dieses Rezeptors fithren zu einer gestdrten Bildung von Endothelzellen und zu
Defekten in der Himatopoese (Yamaguchi et al., 1993). Flk-1 Knock-out Mause weisen
in den frithen Phasen der Vaskulogenese eine verminderte Blutgefdbildung auf
(Shalaby et al., 1995 ; Carmeliet et al.,, 1996; Ferrara et al., 1996). Es zeigte sich
aullerdem, dass die von Flk-1/KDR vermittelten Signale auch die Lymphangiogenese
beeinflussen konnen (Nagy et al., 2002; Hong et al., 2004).

Durch die Bindung an seine Rezeptoren auf den Endothelzellen ist VEGF ein direkter
Induktor der Tumorangiogenese in-vivo und in-vitro. Er bewirkt die Zellproliferation
und steigert die vaskuldre Permeabilitit im vergleich zu Histamin 50.000-fach (Josko et
al., 2003). VEGF fordert die Tumorangiogenese und somit die Tumorprogression sowie
die Metastasenbildung, denn bei Sauerstoffmangel produzieren die Tumorzellen VEGF.
Die darauffolgende Angiogenese fiihrt zur Zellteilung und Migration. Durch das
Diffundieren von Plasminogen und Fibrinogen in den extravasalen Raum wird die
Wanderung der endothelialen Zellen gefordert, die Anschlu an andere Blutgefifle
gewinnen. Dadurch konnen sich Tumorzellen ausbreiten, wie es am Beispiel des
Lungenkarzinoms von Claffey et al. beschrieben wurde, die einen Zusammenhang
zwischen Metastasierung und VEGF-Sekretion sowie Ausbildung des Flk-1/KDR-
Rezeptors feststellten (Claffey et al., 1996). Die Therapie bei VEGF-abhidngigen
Tumoren beruht neben der Chemo- und Radiotherapie auf der Verwendung von
Antikorpern, die gegen VEGF gerichtet sind. Thr Einsatz zeigte Erfolg bei der
Behandlung von Gliomen, Myosarkomen (Kim et al.,1993) und bei infantilen
vaskuldren Tumoren (White et al.,1991) gezeigt haben. Ein immunogenes VEGF-
Derivat, murine keyhole limpet hemocyanin -VEGF, auch als mVEGF kinoid
bezeichnet, bewirkte bei Mausen mit fortgeschrittenem kolorektalem Karzinom des
CT26-Zelltyps eine signifikante Abnahme der Metastasenzahl und -gréB3e in der Lunge
(Rad et al., 2007).

In Tiermodellen wurde unter Sauerstoffmangel eine gesteigerte VEGF-gesteuerte
Angiogenese sowie eine Vermehrung der VEGF- Rezeptoren beschrieben. AuBlerdem
fiihrte VEGF zu einer Permeabilitit der pulmonalen Kapillaren, was einen erhdhten
Sauerstoff-, bzw. Kohlendioxidaustausch zufolge hatte (Christou et al., 1998). Das
intramyokardiale Injizieren von pCK-VEGF165 fiihrte zu einer Zunahme der
Neoangiogenese in den ischdmischen Arealen und zu einer Verbesserung der

myokardialen Funktion und Perfusion (Choi et al., 2006). Im Rahmen der pAVK
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(periphere arterielle Verschlusskrankheit) brachten Makin et al die Hyperkoagubilitit
und die Angiogenese in Verbindung mit hohen Tissue Factor- (T.F) und VEGFspiegeln
(Makin et al., 2003). Im Augapfel induziert VEGF Neovaskularisierung und fiihrt zur
Erblindung, was bei der diabetischen Retinopathie sowie bei der retinalen Ischdmie
beobachtet werden kann (Josko et al., 2003). VEGF ist auch an der Entstehung von
Hirnddemen beteiligt, der genaue Pathomechanismus konnte bislang jedoch nicht
aufgekliart werden. In Tiermodellen zeigte sich drei Stunden nach einer hypoxischen
Episode eine vermehrte VEGF-Sekretion, welche ihren Hohepunkt zwei Tage spiter
erreichte. Drei Tage nach der hypoxischen Episode erhohte sich zudem die Anzahl an

Flt-1-Rezeptoren (Xu et al., 1998).

2.2 Die Angiopoietine und ihre Rezeptoren

Die Familie der Angiopoietine stellt eine weitere Form von Wachstumfaktoren, die wie
die VEGF-Familie fiir das vaskulidre Endothel wichtig ist (Davis et al. 1996; Suri et al.
1996, Maisonpierre et al. 1997; Valenzuela et al. 1999). Es wurden bisher vier
Mitglieder entdeckt: Angiopoietin-1 (Ang-1), Angiopoietin-2 (Ang-2), Angiopoietin-3
(Ang-3) und Angiopoietin-4 (Ang-4). Die beiden ersten Mitglieder dieser Familie
wurden ausfiihrlicher charakterisiert als die anderen. Sie binden an den Tyrosinkinase-
Rezeptor Tie2 und modulieren je nach gebundenem Faktor ein aktivierendes oder ein

reprimierendes Signal (Gale et al. 1999).

2.2.1 Angiopoietin-1 (Ang-1)

Ang-1 wirkt in der spéteren Phase der Blutgefaineubildung (Gale et al. 1999). Durch
die Untersuchung von Mausen, bei denen Tiel und Tie2 fehlten, zeigten Dumont et
al.1994 die wichtige Rolle bei der embryonalen BlutgefaBbildung. Bei fehlendem Tie2-
Rezeptor trat der Tod zwischen Tag 9,5 und Tag 10,5 der embryonalen Phase auf. Die
Maiuse, denen der Tiel-Rezeptor fehlte, starben erst am Tag 13,5 der
Embryonalentwicklung. Wéhrend sich bei fehlendem VEGF-Rezeptor die damit
verbundenen Defekte frithzeitig zeigen, war es bei Tiel- oder Tie2-Mangel anders: Die
spater auftretenden Defekte betrafen vor allem die vaskuldren Reparaturvorginge und
die Integritit der BlutgefdBle. Diese Beobachtungen sprechen dafiir, dass die Tie-

Rezeptoren bzw. die Angiopoietine ihre Wirkung zu einem spéteren Zeitpunkt der
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Gefallentwicklung als die Mitglieder der VEGF-Familie entfalten (Dumont et al. 1994;
Puri et al. 1995; Sato et al. 1995)

Die Deletion der fiir Ang-1 kodierenden Sequenz bei Miusen fiihrte zum Tod der Tiere
wihrend der Embryonalentwicklung, genauso wie der Mangel an Tie-Rezeptoren (Suri
et al. 1996).

Suri et al. fithrten Experimente bei Ang-1-Knock-out Méusen durch. Sie zeigten, dass
der Mangel an Angiopoietin unter anderem in einem missgebildeten, hypotrophen
Herzen resultierte. Die Sektion von Ang-1-/- Miusen zeigte ein rudimentires Myokard
mit fehlender Trabekelausbildung. Die endothelialen Strukturen beschrénkten sich auf
die Ventrikelinnenseite. AuB3erdem wurde ein kollabiertes Endokard beschrieben, das
sich vom Myokard abhob. Diese Beobachtungen fiihrten zu dem Schluss, dass Ang-1
die Interaktionen zwischen Myo- und Endokard moduliert und zu deren Entwicklung
beitrdgt. Die Abwesenheit dieses Zytokins flihrte zu Defekten und bedingt durch die
ineffiziente Pumpfunktion letztendlichlich zum Tod. Elektronenmikroskopisch lieSen
sich auch Defekte des Aufbaus der vaskuldren Strukturen bei den Ang-1-/-Méusen
feststellen: die periendotheliale Zellen waren eher abgerundet und nur in geringer Zahl
vorhanden. Zudem waren die Kollagenfasern strukturlos verteilt.

Um Ang-1 ndher zu charakterisieren untersuchte dieselbe Arbeitsgruppe die Folgen
einer Uberexpression dieses Faktors. Dabei zeigte sich eine drastische Erhohung der
BlutgefdB3zahl und -grofe (Suri et al., 1998).

In Tiermodellen zeigte sich, dass die alleinige Uberexpression von VEGF in der Haut
zu einer Erhohung der Anzahl an Blutgeféf3en fiihrte. Es entwickelte sich auBerdem eine
chronische Dermatitis mit einer begleitenden Hyperpermeabilitit der Gefdle und
Leukotaxis (Detmar et al. 1998). Diese Beobachtung fiihrte zu der Annahme, dass
VEGF allein nicht ausreichend war, um die physiologische Entwicklung von
Blutgefilen zu induzieren. Mittlerweileist bekannt, dass VEGF und Ang-1
synergistischch und koordiniert auf die Gefdlle wirken (Carmeliet et al. 1996; Suri et al.
1996; Maisonpierre et al. 1997). In den fritheren Phasen der Vaskulogenese sichert
VEGF die physiologische Entwicklung der Blutgefafle, wiahrend Ang-1 spéter fiir das
Erhalten und die Reifung dieser Strukturen zustindig ist (Suri et al. 1998). Im Rahmen
einer therapeutischen Beeinflussung der Angiogenese konnten die Signale beider
Zytokine durch sorgféltiges Dosieren so gesteuert werden, dass neben einer Erhhung
der Blutgefiflizahl auch eine physiologische Entwicklung dieser Strukturen erreicht

wird.
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2.2.2 Angiopoietin-2 (Ang-2)

Ang-2 zeigt eine ausgepridgte Homologie zu Ang-1. Ang-2 bindet ausschlielich an
Tie2, und verfiigt ebenso wie Ang-1 iiber eine starke Affinitit zu diesem Rezeptor
(Maisonpierre et al., 1997). Dieser Faktor wird in Korperregionen, in denen vaskuldre
Reparaturvorgénge durchgefiihrt werden, stark exprimiert. Dies ist unter anderem der
Fall in den weiblichen Fortpflanzungsorganen (Maisonpierre et al., 1997) . Es wurden
auch Experimente beschrieben, bei denen eine Gefdlregression in reinem Ang-2-
haltigen Kulturmedien zu beobachten war (Gale et al., 1999; Goede et al., 1998;
Stratmann et al., 1998; Zagzag et al., 1999). Im Gegensatz dazu beobachtet man bei
Zusatz von VEGF vermehrt angiogene Vorgénge. Unter bestimmten Bedingungen, die
bisher nicht ndher definiert wurden, kann dieser Faktor die Tie2-Signaltransduktion
sowohl inhibieren als auch aktivieren (Veikkola et al., 2002; Gale et al., 2002;
Maisonpierre et al., 1997). Die blockierende Wirkung von Ang-2 erkldrt sich zum Teil
dadurch, dass es im Gegensatz zu Ang-1 keine Phosphorylierung von Tie2 bewirkt.
Diese Tatsache wird auBlerdem dadurch untermauert, dass eine transgene Ang-2-
Expression im embryonalen Endothel &hnliche Defekte wie eine Deletion von Tie2
hervorruft (Maisonpierre et al., 1997). Ang-2 tragt zur Destabilisierung von Blutgefdflen
bei, indem es mit der Ang-1-Tie2-Signalkette interferiert. AuBBerdem bewirkt Ang-2
eine Storung der Interaktion zwischen Endothelzellen und Perizyten (Holash et al.,
1999). Andererseits entfaltet Ang-2 eine Ang-1-dhnliche Wirkung auf einige Zelltypen
(Davis et al., 1996; Maisonpierre et al., 1997; Gale et al., 2002; Mochizuki et al., 2002;
Teichert-Kuliszewska et al., 2001). Bei NIH-3T3-Fibroblasten bewirkte Ang-2 die
Phosphorylierung von Tie2 (Maisonpierre et al., 1997). Ang-2 spielt auch eine wichtige
Rolle bei der Bildung von lymphatischen Gefdlen (Gale et al., 2002; Veikkola. et al.,
2002). Durch Verabreichen von Ang-1- an Ang-2-/-Méuse wird die Lymphangiogenese
aufrechterhalten, wéhrend die bei den BlutgefiBBen hervorgerufenen Defekte

fortbestehen (Gale et al., 2002; Veikkola et al., 2002).
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2.2.3 Angiopoietin 3 (Ang-3)

Ang-3 ist ein disulfidkettenhaltiges Dimer, dessen Molekulargrof3e bei circa 68kDa liegt
(Valenzuela et al., 1999;Lee et al., 2004). Dieser Faktor bindet genauso wie alle anderen
Mitglieder der Angiopoietin-Familie an Tie2. Ang-3 hemmt dabei die Phosphorylierung
von Tie2 (Lee et al., 2004; Maisonpierre et al., 1997; Valenzuela et al., 1999; Xu et al.,
2004) und stellt sich somit als ein natiirlicher Ang-1-Antagonist dar. Eine starke
Expression dieses Faktors wird durch Hypoxie in folgenden Geweben induziert: Lunge,
Leber, Kleinhirn und Herz (Lee et al., 2004). Die Uberexpression von Ang-3 bewirkt
eine Hemmung der Metastasierung von Krebszellen beim Lewis Lungenkarzinom
(LLC) und beim TA3 Mammakarzinom (TA3-MaCa) bedingt durch einen
antiangiogenen Effekt und Apoptoseinduktion in den Tumorzellen (Xu et al., 2004). In
serumfreien Medien sowie unter niedrigen Serumkonzentrationen hemmt Ang-3 die
unter anderemauch von VEGF hervorgerufene Endothelzellenproliferation (Xu et al.,

2004).

2.2.4 Angiopoietin-4 (Ang-4)

Mit einer Molekulargrole von 72kDa ist Ang-4 ein groBeres disulfidkettenhaltiges
Dimer als Ang-3 und bindet auch an Tie2. In vitro und in VEGF- und bFGF-haltigen
Medien bewirkt Ang-4 eine Phosphorylierung von Tie2 und besitzt dadurch eine
agonistische Wirkung (Valenzuela et al., 1999). Man beobachtet eine starke Expression
von Ang-4 durch Krebszellen beim humanen colorektalen Carcinom und beim humanen
Adenocarcinom des Magens (Nakayama et al., 2004; 2005). Unter Sauerstoffmangel,
sowie unter der Wirkung von endothelialen Wachstumfaktoren (unter anderemVEGF
und bFGF) lieB sich sowohl bei Endothelzellen als auch beim humanen Glioblastom
eine hohe Ang-4-Konzentration induzieren (Gerritsen et al., 2003; Lee et al., 2004;
Lund et al., 2004; Yamakawa et al., 2003). In vitro durchgefiihrte Versuche zeigten den
angiogenen Effekt von Ang-4 im Cornea assay bei Miusen, sowie eine vermehrte
Migration von HUVECS (Lee et al., 2004; Olsen et al., 2006). In vivo durchgefiihrte
Versuche zeigten dagegen einen hemmenden Effekt von Ang-4 auf VEGF und bFGF.
Die Transfektion von malignen Zellen mit Ang-4 hat keinen Einfluss auf das

Tumorwachstum (Olsen et al., 2006).
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2.3 Andere angiogene Faktoren
Die Fibroblast Growth Factors (FGF) bewirken die Proliferation, Migration und

Differenzierung von endothelialen Zellen in vitro und in vivo (Bikfalvi et al., 1997).
Diese Zytokine werden auBBerdem von glatten Muskelzellen und Myoblasten exprimiert
und wirken synergistisch mit VEGF (Losordo et al., 2004).

Endothelial Growth Factor (EGF) ist ein 6kDa grof3es Polypeptid, welches sich durch
seine zahlreiche biologische Effekte auszeichnet. Eine Eigenschaft dieses Faktors ist
seine starke Mitogenitit, die zur Proliferation verschiedener Zelltypen fiihrt, darunter
auch von humanen Endothelzellen (Ushiro et al., 1996).

Hepatocyte Growth Factor (HGF) ist ein Polypeptid, das in seiner Struktur den
Enzymen der Koagulationskaskade &hnlich ist. Dieser Faktor entfaltet seine Wirkung
durch Bindung an die transmembrandse Tyrosinkinase c-met (Merkulova-Rainon et al.,
2003). HGF fiihrt bei Keratinozyten zur vermehrten VEGF-Expression, und spielt damit
eine wichtige Rolle beim Prozess der Wundheilung. In Endothelzellen induziert dieser
Faktor die Expression des VEGF-Rezeptors KDR und die Bildung von kapillar-
dhnlichen Strukturen in-vivo (Wojta et al., 1999). Bei der diabetischen Retinopathie
bewirkt HGF die Proliferation und die Migration der retinalen Endothelzellen (Cai et
al., 2000). Eine starke HGF-Expression wird in lymphatischen Endothelzellen und
lymphatischen Gefdflen im Bereich von entziindeten Hautarealen beobachtet beteiligt
sich auch am Prozess der lymphogenen Metastasierung (Cao et al., 2006; Kajiya et al.,
2005).

Insulin like Growth Factor-1(IGF-1) ist auch an der Angiogenese beteiligt (Chisalita et
al., 2006; Kanemitsu et al., 2006; Lopez-Lopez et al., 2004). Wéhrend der
Embryogenese moduliert dieser Faktor die Vaskulogenese im Gehirn (Hellstrom et al.,
2002; Lopez-Lopez et al., 2004). IGF-1 beteiligt sich auBerdem an der retinalen
Neovaskularisation (Lopez-Lopez et al.,, 2004; Smith et al., 1999). IGF-1 ist ein
Promotor der Lymphangiogenese, denn in vitro wird eine gesteigerte Proliferation und
Migration lymphatischer Endothelzellen beobachtet (Bjorndahl et al., 2005) Beim
Krankheitsbild der ischdmischen Kardiomyopathie bei Ratten unterstiitzte IGF-1 die
Myoblastentransplantation und fiihrte zu deren Volumenzunahme (Kanemitsu et al.,

2006).
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Interleukin 8 (IL-8), auch als CXCLS8 bekannt, zeichnet sich durch seine vielféltigen
Effekte aus. IL-8 ist ein Angiogenese induzierendes Zytokin (Li et al., 2002; Li et al.,
2003; Luppi et al., 2006). Dieser Faktor wird von Endothelzellen exprimiert (Koch et
al., 1992; McCord et al., 2006) und bewirkt deren Proliferation (Koch et al., 1992; Li et
al., 2002; Li et al., 2003). Bei durch Bartonella henselae hervorgerufenen Infektionen
wird eine starke IL-8-Expression beobachtet, die in einer BlutgefaBvermehrung
resultiert (McCord et al., 2006). Auch in der Rattenhornhaut stellt dieser Faktor einen
potenten Modulator der Angiogenese dar (Koch et al., 1992). IL-8 wirkt bei HUVECS
sowohl chemotaktisch als auch proliferativ Auch in der Rattenhornhaut stellt dieser
Faktor einen potenten Modulator der Angiogenese dar. IL-8 ist unter anderem fiir die
Aktivierung und die Wanderung von Lymphozyten und neutrophilen Granulozyten im
Rahmen der Immunantwort verantwortlich (Koch et al., 1992; Luppi et al., 2006), und
wird auBerdem von Monozyten exprimiert (Koch et al.,, 1992). IL-8 ist in der
Pathogenese inflammatorischer Erkrankungen involviert, die mit einer persistierenden
Angiogenese einhergehen, wie zum Beispiel bei der rheumatoiden Arthritis (Koch et al.,
1992; Cho et al., 2007) Beim Bronchialkarzinom wird IL-8 von den malignen Zellen
exprimiert (Smith et al., 1994; Luppi et al., 2006). Durch seinen angiogenen Effekt
begiinstigt IL-8 das Tumorwachstum (Koch et al., 1992; Smith et al., 1994; Luppi et al.,
2006).

3 Endothelzellen und ihre Vorliufer

3.1 Endothelzellen
Der Begriff Endothel beschreibt die einschichtige Auskleidung von GefaBlen und

Hohlorganen und wird von Plattenepithelzellen gebildet: die Endothelzellen (Reuter,
2004). Sie sind bis zu 50um lang, 10-15 pm breit und iiber Zonulae occludentes und
einzelne Gap junctions verbunden (Welsch, 2005). Die Umrisse der Endothelzellen sind
oval bis polygonal. Die Lingsachse der Endothelzellen verlauft in der Langsachse der
Kapillare. Das Gleiche gilt fiir den lidnglichen Zellkern, in dessen Bereich sich die
Endothelzelle ins Kapillarlumen vorwdlbt. In der Peripherie nehmen sie eine andere
Form an: sie konnen ausserordentlich diinn ausgezogen sein (Dicke weniger als
100nm), wéhrend sie im Bereich des Zellkerns einige Mikrometer dick sind (Junqueira,

Carneiro, 2004).
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Abbildungl : Aufnahme von Endothelzellen (10 x VergréBerung). Endothelzellen mit ihrer

typischen, spindelartigen Morphologie. Die Zellen sind auBerordentlich ausgezogen , und nehmen

perinukleér an Dicke zu.

Im Zellinneren der Endothelzellen befinden sich die Zellorganellen wie Mitochondrien,
endoplasmatisches Retikulum sowie Ribosomen. Desweiteren finden sich auch
Intermediarfilamente, auch als stress fibers bezeichnet, sowie Aktinfilamente, die den
Zellen Kontraktilitdit verleihen sollen. AuBerdem kommen Weibel-Palade-Korper,
langliche Granula mit Binnenstrukturen, vor (Junqueira, Carneiro, 2004; Welsch, 2005).
Die Weibel-Palade-Korper enthalten den von-Willebrand-Faktor (vVWF), der von allen
Endothelzellen gebildet wird (Welsch, 2005). vWF, das als Transportprotein vom
Faktor VIII einen wichtigen Platz in der Gerinnungskaskade einnimmt, ist als typischer
Endothelzellmarker aufzufassen (Ingram et al., 2004). Weitere Endothelzellmarker sind:
Vascular Endothelial Cadherin (VE-Cadherin), Angiotensin-Converting Enzyme
(ACE), CD32, CD34, CD102, CD105 (auch als Endoglin bezeichnet), CD 36 (auch als
Thrombospondinrezeptor bezeichnet) und acetylated LDL-Uptake bzw. als Type I
scavenger receptor bekannt (Garlanda and Dejana, 1997). Weitere auf Endothelzellen
exprimierte Zellenoberflichenmolekiile sind flk-1, Tie-1 und Tie-2 (Ingram et al.,

2004).
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Durch das Exprimieren angiogener Zytokine vermdgen Tumorzellen benachbarte
Endothelzellen zum Proliferieren und zum Migrieren anzuregen. Dabei konnen die
Zellen zur Tumorangiogenese beitragen (Folkman J.,1987; Pepper et al.,1997). Bei
diesen Vorgingen ist VEGF fiir die fenestrierten Strukturen der Kapillaren sowie fiir
deren erhdhte Permeabilitdt verantwortlich (Dvorak et al., 1995; Roberts et al.,1995).
Endothelzellen koénnen maligne entarten. Angiosarkome haben eine endotheliale
Herkunft (Arbiser et al., 2000). Das Gleiche gilt fiir Kaposi Sarkome (Uccini et al.,
1994). Es wurde zudem postuliert, dass Endothelzellen fiir das Entstehen der
sogenannten hereditdren hdmorrhagischen Teleangiektasie, auch als Rendu-Osler-
Weber-Syndrom bekannt, verantwortlich sind (McAllister et al.,1994; Johnson et
al.,1996).

Endotheliale Zellen sind auch in thrombotischen Prozessen involviert. Chen et al.
beschrieben, dass die Aktivierung von Endothelzellen durch
Antiphospholipidantikorper einen moglichen Triggermechanismus des
Antiphospholipidsyndroms darstellen konnte (Chen et al., 2006).

Rajashekhar et al. zeigten, dass in Rahmen von chronischen Entziindungen, die durch
TNF alpha getriggert werden, die Angiogenese in vivo und in vitro gefordert werden
kann. Dies spricht dafiir, daB3 durch die Aktivierung endothelialer Zellen eine Verbindug
zwischen Entziindung und Angiogenese besteht (Rajashekhar et al., 2006).

3.2 Endothelvorlauferzellen
Zahlreiche Arbeitsgruppen beschrieben, dass endotheliale Progenitorzellen (EPCs) aus

adultem peripherem Blut sowie aus Nabelschnurblut isoliert werden konnen (Asahara et
al., 1997; Shi et al., 1998; Lin et al., 2000; Gulati et al., 2003; Hristov et al., 2003; Rafii
et al., 2003; Bompais et al., 2004; Hur et al., 2004). Shintani et al. isolierten EPCs aus
mononukledren Zellen (MNCs), die aus dem Knochenmark stammten (Shintani et al.,
2001). AuBer den EPCs konnen sich weitere Zellenpopulationen moglicherweise
endothelial differenzieren: zum Beispiel multipotente adulte Progenitorzellen (Luttun et
al., 2002; Reyes et al., 2002). In der embryonalen Phase haben ECs und Blutzellen
einen gemeinsamen Vorldufer: den Hamangioblasten (Mikkola et al., 2002). Der
embryonale Hidmangioblast ist definiert durch die Expression von VEGFR-2 und SCL
(Choit et al., 1998; Faloon et al., 2000; Chung et al., 2002). Gunsilius et al. beschrieben

das Vorkommen des adulten Hemangioblasten. Sie kultivierten Knochenmarkzellen von
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Patienten mit CML (Chronisch Myeloische Leukédmie), die das BCR/ABL-Gen
besitzen: die differenzierten Endothelzellen und himatopoietischen Zellen waren fiir das
Philadelphia-Chromosom positiv  (Gunsilius et al., 2000). Endotheliale und
hdmatopoietische Stammzellen sowie derenNachkommenschaft besitzen &hnliche
Oberflachenmarker, reagieren auf dhnliche Signalen und beeinflussen sich gegenseitig
(Carmeliet, 2003). Der adulte Hdmangioblast ist charakterisiert durch die Expression
von CD34 und VEGFR-2 (Pelosi et al., 2002). Loges et al. fiihrten eine Studie durch, in
der das hdmangioblastische Potential der CD133 positiven Zellen hervorgehoben
wurde: diese Zellen konnen sich sowohl in endotheliale als auch in hdmatopoietische
Zellen differenzieren. Sie entwickelten ein Kulturmedium fir diese Zellen, das als
Wachstumfaktoren VEGF, Stem Cell Growth Factor (SCGF) und FIt-3 Ligand enthielt.
Die somit expandierten Zellen wurden mit einem Vektor transduziert, der das Gen fiir
das griin fluoreszierende Protein — das sogenannte Enhanced Green Fluorescent Protein
(EGFP) — trug. Die Zellen wurden in Differenzierungsmilieus eingebracht, die entweder
Granulocyte Colony-Stimulating Factor (G-CSF) oder SCGF und VEGF enthielten. Es
entstanden neutrophile Granulozyten oder endotheliale Zellen aus einer Ursprungszelle
(Loges et al., 2004).

Das Oberflachenantigen CD133, auch als AC133 oder human prominin-1 bekannt, wird
von HSCs (Hamatopoietische Stammzellen) aber nicht von reifen Endothelzellen und
Monozyten exprimiert (Handgretinger et al., 2003). Shmelkov et al. fanden heraus,
dass aus der fOtalen Leber isolierte CDI133 positive Zellen sich sowohl in
Endothelzellen als auch in Kardiomyozyten differenzieren konnen. Sie zeigten, dass
dieser Prozess der Co-differenzierung von VEGF und Brain-Derived Nerve Growth
Factor (BDNF) unterstiitzt wurde (Shmelkov et al., 2005). Gehling et al. kamen zu dem
Erkenntnis, dass die CDI133 positiven Zellen, die das Oberflichenantigen CD34
coexprimieren endotheliale Progenitoren sind (Gehling et al., 2000). Peichev et al.
fiigten hinzu, dass diese Zellen auch VEGFR-2 exprimieren (Peichev et al., 2000). Die
CD34 oder CDI133 Progenitorzellen machen 0,02% bis 0,1% der MNCs aus
(Romagnani et al., 2005).

Auch die humanen CD14 positiven, monozytiren MNCs konnen sich endothelial
differenzieren. Fernandez et al isolierten und kultivierten CD14 positive Zellen unter
dem Einfluss von angiogenen Faktoren. Innerhalb von vierundzwanzig Stunden wurden
die Zellen adhérent und nahmen die fiir Endothelzellen typische spindelformige Gestalt

an. Nach einer Woche exprimierten sie typische Endothelzellmarker wie vWF, CD144,
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flt-1, VEGFR-1 und -2. Elektronenmikroskopisch konnten Strukturen, die den Weibel-
Palade-Kd6rperchen dhneln, identifiziert werden. AuBerdem bildeten die Zellen
Netzwerkstrukturen beim Kultivieren in dreidimensionalem Fibrin-Gel (Fernandez et
al., 2000). Die EPCs aus dem peripheren Blut sind groftenteils Zellen, die CD14 und
CD34 zusammen exprimieren (Rogmanani et al., 2006). Mittels FACS-Analyse
(Fluorescence activated cell sorting) konnten Rehman et al. aus Buffy Coats isolierte
EPCs charakterisieren: Der grofite Teil der Zellen exprimierte CDI14, den
panleukozytidren Marker CD45 und den endothelialen Marker CD31. Endotheliale und
Stammzellenmarker wurden von wenigen Zellen exprimiert (Rehman et al., 2003).

HSCs und Leukozyten fordern die BlutgefaBBneubildung einerseits durch Freisetzung
von angiogenen Faktoren und andererseits durch direkte Transdifferenzierung in
endotheliale Zellen (Takakura et al., 2000; Gerber et al., 2002; Hattori et al., 2002).
Eine einheitliche Definition der EPCs erweist sich als schwierig. Es gibt den Begriff
der early-EPCs oder endothelial-like cells (ELCs), die endotheliale und monozytére
Marker coexprimieren. Sie entstehen nach kurzzeitiger Kultur von MNCs. Die
Expansion in short-term assays der auch als short-term EPCs bezeichneten Zellen
erfolgte lediglich unter Transfizieren mit humaner hTert cDNA (Murasawa et al., 2002).
Daneben gibt es die so genannten Outgrowth-Endothelial-Cells (OECs) oder late-EPC,
die von mononukledren Zellen abstammen und in Kultur eine pflastersteinartige
Morphologie annehmen. Die aus dem peripheren Blut entnommenen mononukledren
Zellen durchliefen 20 bis 30 Passagen, die aus dem Knochenmark entnommenen sogar
bis zu 100 Passagen (Gulati et al., 2003; Ingram et al., 2004). Sie exprimierten
ausschlieBlich die endothelialen Antigene CD31, CD34, VEGFR-2 und VE-Cadherin
(Rumpold et al., 2004).



21

[ aacrophages |
L cous

| Myaloid Precursor j T
CD45
CD45
coia —
Hematopoietic ® —
CD34 V:
CD133 Tl
Endmm
\ c-h ? a| Progenitor cells
co4s 7 [my-hl-d subtypa)
Co133*
Endothelial
markers Enduuuim
cells
coDagr P
/ cnut-
ngu-nl'bnt :llll
cm:m
Endothetial A& P13 £ndciheiial markerss
e — markers* '
Mesenchymal @ . «
stemeells | N - f
[MAPC) c-kit, CD34", s
CO34 S
r
c-kit* ;’
Tissue-resident ’
stemcells (cardiac | | @ ) - oo oo ’
stem calls)

Abbildung 2: Die diversen Zellpopulationen, aus denen EPCs isoliert werden kénnen. HSZs,
Mesenchymale Stammzellen und gewebespezifische Stammzellen vermdgen sich endothelial zu

differenzieren. Abbildung nach Urbich und Dimmeler, 2004.

EPCs konnen in pathologischen Zustinden eingesetzt werden, um das
BlutgefaBwachstum zu fordern (Asahara et al., 2002; Luttun et al., 2002; Rafii et al.,
2002). Endothelzellen und glatte Muskelzellen konnen in Areale mit Gefdf3schidigung
wandern und die Neovaskulogenese induzieren. EPCs und Progenitorzellen fiir glatte
Muskelzellen stellen eine Biomaterialquelle fiir die Therapie vaskuldrer Schidigung dar
(Le Riscousse-Roussanne S. et al, 2004).Endothelzellen, die in ischdmischen
Linksherzen von Ratten transplantiert wurden, fiihrten iiber die Bildung von vaskuldren
Netzwerken zur Verbesserung der ventrikuldren Funktion sowie zur Regeneration der
Muskulatur (Ott Ilka et al., 2005). Bei Sauerstoffmangel werden EPCs vermehrt aus
dem Knochenmark mobilisiert und gelangen iiber das periphere Blut in Areale mit
BlutgefaBschadigung. Somit erklart sich der Beitrag der EPCs zur Wundheilung bei
Diabetikern (Gallagher K.A. et al., 2006). Die Implantation von EPCs in die fibrosierte
Leber von Ratten fiihrte nicht nur zum Riickgang der intrahepatischen Umbauvorginge
sondern auch zur Regeneration von gesundem Gewebe (Ueno T. et al., 2006). In

Tiermodellen mit ischamischen Extremititen wurden MNCs direkt in das betroffene
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Gewebe transplantiert: es fiihrte zu einer Abnahme der Gewebeschddigung und einer
Zunahme der Dichte vaskuldrer Netzwerke. MNCs stellten ebenfalls eine Quelle flir

therapeutische Einsétze bei ischdmischen Erkrankungen dar (Moon M. H. et al., 2006).

4 Ziele dieser Arbeit

Eine nicht unbedeutende Fraktion der Bevdlkerung leidet unter ischdmischen
Erkrankungen wie koronare Herzerkrankungen (KHK) oder peripherer arterieller
Verschlusskrankheit (pAVK). Die Sicherstellung einer optimalen Durchblutung kdnnte
diese Krankheitsbilder heilen oder zumindest die Symptomatik soweit lindern, dass ein
Gewinn an Lebensqualitit und —erwartung zu erzielen wiére. Eine Therapiemoglichkeit
stellt die Verabreichung von Endothelzellen dar. Durch die autologe Transplantation
von Endothelzellen konnten auBerdem die heterologe Transplantation begleitenden
immunologischen Reaktionen verhindert werden. In unserer Arbeitsgruppe wurde
beschrieben, dass CD133 positive, hdmatopoetische Stammzellen sich endothelial
ausdifferenzieren konnen. Die ex-vivo expandierten Stammzellen wurden mit einem
VEGF-haltigen Medium differenziert. In der vorliegenden Arbeit sollte versucht
werden, die ex-vivo expandierten CD133 positiven, hdmatopoietischen Stammzellen so
endothelial auszudifferenzieren, dass eine moglichst hohe Ausbeute an Endothelzellen
erreicht werden konnte. Dazu sollten diese Zellen immunmagnetisch aus sogenannten
Leukapheresaten isoliert werden. Nachdem die Stammzellen expandiert wurden, sollten
sie in den verschiedenen Differenzierungsmedien eingebracht werden. Durch den
Einsatz verschiedener angiogener Faktoren wie VEGF, Ang-1 und Ang-2 sollte ein
Differenzierungsmedium  hergestellt = werden, das eine  moglichst hohe
Differenzierungsrate mit sich bringt. Die Differenzierungsrate sollte quantifiziert
werden. Auflerdem sollten die differenzierten Zellen immunhistochemisch durch die
typischen Endothelzellmarker vWF und CD144 charakterisiert werden.

Das anhand der Quantifizierung und der Charakterisierung der differenzierten Zellen als
beste eingestufte Differenzierungsmedium sollte auf zweierlei Weise optimiert werden:
durch das sequentielle Zufiigen der angiogenen Faktoren, sowie durch Erhohung des
Serumgehaltes im Medium.

In unserer Arbeitsgruppe werden die Zellen groBtenteils in Zellkulturgefilie mit
Kunststoff-Boden ausgesdt. Es sollte die Frage beantwortet werden, ob die

Bodenbeschaffenheit des Kulturbehiltnisses das Differenzierungsverhalten der
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hdmatopoietischen Stammzellen beeinflusst. Dazu sollte ein Teil der Zellen auf
glashaltigen Boden ausplattiert werden.

Eine weitere Moglichkeit die Differenzierungsrate der himatopoietischen Stammzellen
zu erhohen, konnte durch Ausdifferenzierung von in den Medieniiberstinden
enthaltenen morphologisch undifferenzierten Zellen erreicht werden. Es sollte durch
Wiederausplattieren dieser Zellen die Frage beantwortet werden, ob nicht adhdrente
Zellen sich endothelial differenzieren wiirden.

Andere Quellen fiir Endothelzellen stellen die CD14 positiven, monozytiren
Stammzellen (Fernandez et al., 2000) und die MNCs (Murasawa et al., 2002) dar. Sie
sollten aus Leukapheresaten, aus Buffy Coats und aus dem Knochenmark isoliert
werden. Die Untersuchungen sollten sich auf das Quantifizieren der entstehenden
Endothelzellen und dessen immunhistochemische Charakterisierung beschrinken. Alle
drei Zelltypen und die frisch isolierten hidmatopoietischen Stammzellen sollten

beziiglich des Differenzierungsverhaltens miteinander verglichen werden.



C Material und Methoden

1 Material

1.1 Laborgerate

Tab. 1 : Verwendete Laborgeriite
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Bezugsquelle Herstellerbezeichnung Gerit
Brand, Wertheim Neubauer-Zahlkammer Zahlkammer
Eppendorf, Hamburg Reference 10, 100 und 1000 | Pipetten
Forma Scientific, Marietta | Water-Jacketed Incubator Brutschrank
(USA)
Gesellschaft fiir | GFL Wasserbad Wasserbad
Labortechnik, Burgwedel
Heraeus Instruments, Hanau | Lamin Air HB 2448 Sterile Werkbank
Varifuge 3.2 RS Zentrifuge
Hirschmann Laborgerite, | Pipetus-akku Pipettierhilfe
Heilbronn
Leica, Solms LEICA DM IRB mit IM50- | Fluoreszenz-
Software Umkehrmikroskop
Miltenyi Biotec, Bergisch | VarioMACS Immunmagnetisches
Gladbach Zellseparationsgerét
Shandon, Frankfurt Cytospin 2 Zytozentrifuge
Zeiss, Jena Axioplan Fluoreszenz-
Umkehrmikroskop
Axiovert 25 Umkehrmikroskop/
Fluoreszenz-
Umkehrmikroskop
Phomi 3 Mikroskop
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1.2 Verbrauchsmaterialien

Tab .2 : Verbrauchsmaterialien

Bezugsquelle

Verbrauchsmaterial

Becton Dickinson, Franklin

Lakes (USA)

Discardit II Sterile Spritzen; 5, 10 und 20 ml

BD Falcon, Heidelberg

Sterile Einweg-Pipetten; 1, 2, 5, 10 und 25 ml

Zellkultur-Lochplatten; Multiwell 6, 12, 24 oder 96 Well

Zellsiebe 40pm

Zentrifugenrdhrchen; 15 und 50 mL

Greiner, Frickenhausen

Rohrchen: 15 und 50 mL

Eppendorf, Hamburg

ReaktionsgefaB3e; 0,5 und 1,5 und 2,0 mL

Heinz Herenz, Hamburg

Pasteurpipetten 230 mm, Glas

Millipore, Schwalbach

Steriflip (Einweg-Sterilisationseinheit)

Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach

MACS Separation Columns LS und MS

Partec, Miinster

30 um Zellsiebe

Paul Marienfeld GmbH &
Co.KG, Lauda-
Konigshofen

Deckgléser

Objekttrager

Sarstedt, Niimbrecht

Pipettenspitzen ( 10, 100 und 1000 pl )

Schott, Mainz

Glaswaren

Shandon Inc., Pittsburgh | Papierfilter fiir die Cytospin 2 (5991022 Filter Cards
(USA) Thick)

VWR International, | Sterile Syringe Filter 0,45 und 0,22 um (Sterile
Dietikon (Schweiz) Spritzenfilter)




1.3 Chemikalien und Medizinprodukte

Tab. 3 : Verwendete Chemikalien und Medizinprodukte
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Bezugsquelle

Chemikalie/Medizinprodukt

Baxter, Miinchen

ACD-A

Biochrom AG, Berlin

Biocoll Separating Solution (Ficoll)

Biotest, Dreieich

AB-Serum

Humanes Serumalbumin (HSA)

Cambrex, New Jersey (USA)

EGM-2 Bullet Kit

Féahrhaus Pharma | Hydrokortison (HC)
Handelsgesellschaft ~ mbH,

Hamburg

Gibco, Karlsruhe D-PBS

Foetales Kélberserum (FKS)

Fungizone (Amphotericin B)

Horse Serum (HS)

IMDM

Penicillin-Streptomycin-Glutamine (100x)

Trypsin-EDTA (10x)

Harbor Bio-Products, | Human Fibronektin (FN)
Norwood (USA)

J.T. Baker, Phillipsburg | Ethanol Absolute

(USA)

Miltenyi Biotec, Bergisch | CD133 Cell Isolation Kit, human
Gladbach CD14 Micro Beads, human

MACS BSA Stock Solution

R&D Systems, Minneapolis
(USA)

rhAng-1 (Rekombinant Human Angiopoietin-1)

rhAng-2 (Rekombinant Human Angiopoetin-2)

Trypan Blue Solution (0,4 %)

TEBU, Offenbach

bFGF (Fibroblast Growth Factor-basic)

EGF (Epidermal Growth Factor)

Flt-3-Ligand (FIt-3-1, Fms-related tyrosine-kinase 3

ligand)
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HGF (Human Hepatocyte Growth Factor)

IGF-1 (Insulin-Like Growth Factor-I)

chemotactic factor)

IL-8 ( Interleukin-8 oder monocyte-derived neutrophil

SCF (Stem Cell Factor)

SCGF-B (Stem Cell Growth Factor-beta)
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor oder
Recombinat Human VEGF165)

1.4 Antikorper fiir die Immunfluoreszenzanalysen

Tab. 4 : Verwendete Antikorper

Humanes | Markierun | Isotyp Klon Anwendung | Bezugsquelle
Antigen g
CD144 - Mouse 55-7H1 | Immun- BD Pharmingen,
(VE- IgG; x histochemie San Diego (USA)
Cadherin)
vWF (von- | FITC Sheep- - Immun- The Binding Site,
Willebrand Anti- histochemie Birmingham
-Faktor) Human (UK)
IgG
Sekundérer | Texas Red | Goat- - Immun- Jackson
Antikorper Anti- histochemie ImmunoResearch,
fir CD144 Mouse West Grove
IgG (USA)

(H+L)




1.5 Zusammensetzung der Puffer und Medien
1.5.1 Verwendeten Zytokine und ihre Konzentrationen

Tab. 5:Ubersicht iiber die verwendeten Faktoren und ihre Konzentrationen
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Faktoren Konzentration in der | Erzielte = Konzentration
Stammlésung (pg / mL) (ng / mL)

bFGF 50 1

EGF 500 20

Flt-3-1 10 50

HGF 10 20

IGF-1 100 2

IL-8 25 50

rhAng-1 (Ang-1) 10 20

rhAng-2 (Ang-2) 10 20

SCF 10 100
SCGF- 10 100
VEGF 10 50

1.5.2 Grundmedien und
AB-PBS

-8 ml PBS

-2 ml AB-Serum
Erylysepuffer (steril filtriert)
-8,29 g NH4CI (155 mM)
-1g KHCO3 (10 mM)

-45,2 mg EDTA (0,1mM)
-1L H20

EBM- 1

die Puffer

-90 mL EGM-2 Basalmedium

-10 mL FKS

-1mL Penicillin / Streptomycin (Pen / Strep)

-100 uL Amphotericin B
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EBM-1°

-80 mL EGM-2 Basalmedium

-20 mL FKS

-1mL Penicillin / Streptomycin (Pen / Strep)

-100 uL. Amphotericin B

EBM-2

-450mL EGM-2 Basalmedium

-50 mL FKS

-5 mL Penicillin / Streptomycin

-2 mL rhFGF-BHeparin

-500 pL Amphotericin B

-500 pL GA-1000 (Gentamycin)

-500 pLL Ascorbinsédure (AS)

-500 uL. VEGF

-500 pL R3-IGF-1

-500 pL Heparin

-500 puL rhEGF

-200 pL Hydrocortison

Expansionsmedium (EM; steril filtriert)

-50 mL LBMCM (Long term Bone Marrow Culture Medium. Dexter T.M;Acta
Haematol. 1979; 62(5-6):299-305)

-500 pL SCGF-8 (10pg / mL)

-250 uL VEGF (10pg / mL)

-250 pL F1t3-1 (10pg / mL)

Fibronektin-Stammlosung (zur Beschichtung der Platten):
-1 mg Fibronektin (FN)

-1 mL steriles Wasser

-24 mL PBS

MACS-Puffer

-475 mL PBS

-12,5 mL Humanes Serumalbumin (HSA)

-3 mL Aqua-Citrat-Dextrose-A (ACD-A)
Stopp-Medium (nach Trypsinieren) fiir Endothelzellen:
20 % FKS in EGM-2 Basalmedium oder in Supermedium



LBMCM

-400 mL IMDM

-50 mL Foetal Kalb Serum (FKS)
-50 mL Horse Serum (HS)

-500 puL Hydrocortison (HC)
Trypsin-Stammlosung:

-1 mL Trypsin

-9 mL PBS

1.5.3 Grundmedien mit Zusatz

Differenzierungsmedien

-LBMCM als Grundmedium

Tab.6 : Ubersicht iiber die zugesetzten Zytokine

von

Zytokinen
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als

Zugesetzte Zytokine

VEGF

VEGF + Ang-2

VEGF +bFGF

VEGF +EGF

VEGF +HGF

VEGF +IGF-1

VEGF +IL-8

VEGF +bFGF +EGF

VEGF +bFGF +HGF

VEGF +bFGF +IGF-1

VEGF +bFGF +IL-8

VEGF +bFGF +Ang-2

VEGF +bFGF +EGF +HGF +IGF-1 +IL-8

- EBM-1 als Grundmedium

Tab.7 : Ubersicht iiber die verwendeten Faktoren und Kombinationen

Zugesetzte Zytokinen

VEGF

VEGF +Ang-1

VEGF +Ang-2
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VEGF +IL-8

VEGF +SCF

VEGF +Ang-1 +Ang-2

VEGF +Ang-1 +IL-8

VEGF +Ang-1 +SCF

VEGF +Ang-1 + Heparin + GA-1000 +HC +AS

- EBM-1’ als Grundmedium

Tab.8 : Ubersicht iiber die verwendeten Faktorenkombinationen

Zugesetzte Zytokinen

VEGF +Ang-1

VEGF +Ang-1 + Heparin + GA-1000 +HC +AS

2 Methoden

2.1 Verwendete Zellen

Die hédmatopoetischen, CDI133 positiven Stammzellen wurden mittels eines
immunomagnetischen Vefahrens aus Leukaphereseprodukten gewonnen. Zur
Herstellung der Leukapheresate wurden die Patienten oder die Spender mit dem
stammzellmobilisierenden Faktor G-CSF behandelt, so dass die Stammzellen des
peripheren Blutes durch eine Durchflusszentrifuge gewonnen werden konnten. Die
Leukaphereseprodukte wurden von der Blutbank des UKE zur Verfiigung gestellt

Die monozytdren, CD14 positiven Zellen wurden ebenso immunomagnetisch aus
Leukaphereseprodukten und aus Buffy Coats gewonnen. Die Buffy Coats kommen
wihrend der Herstellung von Erythrozyten- und Thrombozytenkonzentraten zustande.
Die Buffy Coats entsprechen der Schicht, die zwischen Plasma und sedimentierten
Erythrozyten entsteht. Sie wurden ebenfallsvon der Blutbank des UKE zur Verfiigung
gestellt.

HUVECs, Endothelzellen aus der humanen Nabelschnur, wurden kommerziell
erworben (Bezugsquelle: Cambrex, New Jersey,USA). Sie wurden als Kontrolle
verwendet.

Die mononukledren Zellen wurden aus Leukapheresaten, Buffy Coats und humanem

Knochenmark isoliert. Das Knochenmark wurde mittels Punktion des Beckenkamms
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gewonnen. Die  Knochenmarkproben @ wurden von der  Klinik  fiir

Knochenmarktransplantation des UKE bereitgestellt.

2.2 Isolierung von Zellen aus den Blutprodukten
2.2.1 Isolierung mononukleirer Zellen aus Leukapheresaten, Buffy

Coats und Knochenmark

Die mononukledren Zellen wurden mittels Dichtezentrifugation mit Ficoll aufgetrennt.
Aufgrund ihrer hoheren Dichte durchwandern die Erythrozyten die Ficollschicht und
setzen sich ab, und die mononukledre Zellen verbleiben als weiSliche Band zwischen
Erythrozyten und Serum.

Die Proben wurden 1:2 bis 1:4 mit PBS verdiinnt und vorsichtig auf Ficoll aufgetragen.
Dabei sollte das Verhiltnis von Ficoll zur verdiinnten Probe 1:2 bis 1:2,5 betragen. Die
Dichtezentrifugation erfolgte bei 400g fiir 30 Minuten bei 20°C ohne Bremse.

Die entstandene weillliche Bande zwischen Ficoll und Serum wurde vorsichtig
abgenommen, in ein Rohrchen iiberfithrt und mit dem gleichen Volumen an PBS
gewaschen.

Beim Vorhandensein von roten Blutkdrperchen wurden diese mit Erylysepuffer lysiert.
Der Erylysepuffer ist eine hypotonische Salzlosung, die, gemidB3 des Prinzips der
Osmose, einen Wassereinstrom in die Erythrozyten bewirkt, so dass diese platzen. Das
Pellet wurde in 5 mL eisgekiihltem Erylysepuffer resuspendiert und 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Durch Zugabe von 10 mL MACS Puffer und Zentrifugation
wurde der Lysevorgang gestoppt. Ein weiterer Waschschritt entfernte Reste des
Lysepuffers. Es erfolgte anschliefend eine Zellzahlbestimmung mit der Neubauer-

Zahlkammer.

2.2.2 Isolierung der hamatopoetischen, CD133 positiven Stammzellen

durch immunomagnetische Markierung

Die CDI133 positiven Zellen wurden aus den mononukledren Zellen aus
Leukapheresaten selektioniert.

Die Aufreinigung erfolgte mit dem CD133-Cell-Isolation-Kit. Das Verfahren beruht auf
CD133-Antikorpern, die an auf der Zelloberfliche vorhandene CD133-Molekiile
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binden. Die Antikérper sind mit paramagnetischen Beads gekoppelt, so dass die
markierten Zellen in einem starken Magnetfeld in der Sdule zuriickgehalten werden.

Die mononukledren Zellen wurden in MACS Puffer aufgenommen (300 puL pro 108
Zellen). Es wurde zunichst das FcR-Blocking Reagenz dazu gegeben (100 pL pro 10
Zellen). Dieses Reagenz dient zur Blockierung der unspezifischen Fc-Rezeptor-
Bindungsstellen. Danach wurden die mit Antikérpern gekoppelten Beads hinzu gegeben
(100 pL pro 10* Zellen). Das Gemisch wurde 30 Minuten bei 4°C im Kiihlschrank
inkubiert. Es erfolgte ein Waschvorgang mit MACS Puffer, um die ungebundenen
Beads zu entfernen. Die Zellen wurden danach in einem geringen Volumen von MACS
Puffer resuspendiert und durch einen 40 pum-Sieb filtriert. Somit gelangten Einzelzellen
auf die Sdule und eine Verstopfung konnte vermieden werden. Die Sdule wurde
zundchst mit MACS Puffer dquilibriert, bevor die Zellen in einer Konzentration von bis
zu 10® Zellen/500 pL aufgetragen werden konnten. Die Saule wurde zur Entfernung der
negativen Zellen dreimal mit MACS Puffer gespiilt. Die Elution mit MACS Puffer
erfolgte nachdem die Séule aus dem Magneten entfernt wurde. Die Zellzahlbestimmung
erfolgte mit der Neubauerzdhlkammer. Die Zellen wurden anschliefend im
Expansionsmedium aufgenommen und in mit Fibronektin beschichteten Multi-Well-
Platten ausplattiert, bis zu 1x 10° Zellen pro Well einer 96-Well-Platte, und 1 x 10° bis
zu 1,5 x 10° Zellen pro Well einer 24-Well-Platte. Es wurden auch frisch aufgereinigte
Zellen in den Differenzierungsmedien iiberfiihrt. Sie wurden in mit Fibronektin
beschichteten 96-Well-Platte und acht-Kammer-Culture-Slides ausplattiert, a 5 x 10’
Zellen pro Well/Chamber.

2.2.3 Isolierung der monozytiren, CD 14 positiven Stammzellen aus

den Leukapheresaten und aus den Buffy Coats

Die monozytiren, CD14 positiven wurden aus den mononukledren Zellen aus
Leukaphereseprodukte und Buffy Coats mit Hilfe der CD 14-Beads selektioniert. Diese
Beads interagieren mit den Zellen nach demselben Prinzip wie die CD133-Beads. Der
einzige Unterschied liegt daran, dass eine Absittigung mit dem FcR-Blocking Reagenz
nicht empfohlen ist aufgrund der hohen Konzentration an Monozyten (30%).

Die mononukledren Zellen wurden zunichst in MACS Puffer aufgenommen (80 pl pro
10" Zellen). Die Zellen wurden 15 Minuten in Kiihlschrank inkubiert, dann wurden sie

mit MACS Puffer gewaschen, um die ungebundenen Partikel zu entfernen. Nach
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Resuspendieren in einem geringen Volumen des Puffers wurden sie durch das 40-pum-
Sieb gegeben. Danach wurde die Sdule mit MACS Puffer dquilibriert, bevor die Zellen
in einer Konzentration von bis zu 10® Zellen/500 ul aufgetragen werden konnten. Nach
dreimaligem Durchspiilen der Sédule mit MACS Puffer (Zwecks Entfernung der
negativen Zellen) wurde die Sdule aus dem Magnetfeld entfernt. Die Elution erfolgte
mit MACS Puffer. Nach Ermittlung der Zellzahl mit der Neubauerzdhlkammer wurden
die Zellen in den unterschiedlichen Differenzierungsmedien aufgenommen. Sie wurden
anschlieBend in mit Fibronektin beschichteten 96-Multi-Well-Platten ausplattiert, a 5 x
10° Zellen pro Well.

2.3 Kultivierung der CD133 positiven Zellen
Die CDI133 positiven Zellen wurden 7 bis zu 28 Tage lang in mit Fibronektin

beschichteten Wells expandiert. Sie wurden mit Hilfe des Umkehrmikroskops qualitativ
beurteilt. In der Regel wurden sie alle drei Tage mit dem Expansionsmedium gefiittert
und bei Erreichen einer hohen Dichte geteilt. Dafiir wurde die Suspension im Well
vorsichtig durchmischt, dann wurde die Hélfte in ein anderes Well iiberfiihrt und mit

frischem Medium aufgefiillt.

24 Differenzierung der ex-vivo expandierten
himatopoietischen Stammzellen, der CD133, CD14 positiven
Zellen und von den mononukleiaren Zellen.

2.4.1 Differenzierung der ex-vivo expandierten hamatopoetischen

Stammzellen

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Endothelzelldifferenzierung zu optimieren.
Dafiir wurden die hématopoetischen Stammzellen ex-vivo expandiert und an
unterschiedlichen Zeitpunkten in den Differenzierungsmedien aufgenommen: d7, d14,
d21 und d28.

Wir untersuchten die Differenzierung der Zellen sowohl in 96-Well-Platten als auch in
Culture Slides aus Glas mit der Frage, ob die Bodenbeschaffenheit des
Kulturbehiltnisses einen Einfluss auf das Differenzierungsverhalten der Zellen hatte.

Dabei wurden die Zellen unterschiedlich dicht ausgesit.
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Tab. 9 : Ubersicht iiber die ausgesiiten Zelldichten

Ausgesite Zellendichte

Pro Well einer 96-Well-Platte Pro Chamber eines acht-kammerigen Culture

Slide

1x10 5x10°

2x 10*

1x10°

2x10°

5x10°

1x10°

Die KulturgefdBBe wurden vorab mit Fibronektin behandelt. Bei Fibronektin handelt es
sich um groBe Plasmaproteine, die strukturelle und adhdsive Bestandteile von zell-
assoziierten fibrilliren Matrices sind. Fibronektin ist eines der priméren
Zelladhdsionsmolekiile. Wachstum und Differenzierung von Zellen in vitro werden
wesentlich von dem verwendeten Substrat (Glas, Kunststoff) beeinflusst. Wird die
Oberfliche der Kulturgefile mit Adhésionsfaktoren beschichtet, wird hiufig ein
besseres Zellwachstum erreicht. Adhdsionsfaktoren scheinen fiir eine Vielzahl von Zell-
Basalmembran-Interaktionen verantwortlich zu sein, wie z.B. fiir Adhdsion, Migration
aber auch Proliferation. Sie fordern die Anheftung von vielen epithelialen Zelltypen an
Typ IV Kollagen. Dies gilt sowohl flir normale als auch fiir Tumorzellen und fiir alle
anderen Zellen, die eine Basalmembran besitzen. Dariiber hinaus wird durch
Adhésionsfaktoren die Neigung vieler Zellen zur Entdifferenzierung verhindert.

Die Zellen wurden in den unter 1.4 ausgelisteten Medien aufgenommen. Es ist zu
beachten, dass die Kombination von LBMCM mit VEGF dem Expansionsmedium ohne
den Faktoren SCGF-B und FLT3L entspricht. Als anderes Grundemedium wurde das
EGM-2 basal medium verwendet, mit 10% FKS, Pen/Strep und Amphotericin B
(Ingram et al., 2004). Ingram et al. verwendeten dieses Medium zur Differenzierung
von MNCs aus Buffy Coat in Endothelzellen. Dieses Medium wurde auch mit 10%
mehr FKS angesetzt, um den Einfluss vom Serumgehalt auf die Zellen zu iiberpriifen.
AuBlerdem wurde dieses Medium mit Faktoren versetzt (siche Abschnitt 1.4) mit der

Frage, ob dadurch eine Optimierung des Differenzierungsvorgangs erreicht werden
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konnte. Als wichtigster Faktor ist VEGF aufgrund seiner entscheidenden Rolle in der
Angiogenese unabdingbar.
Der sequentielle Faktorenzusatz ~wurde auch untersucht. Dazu wurden Medien

angesetzt und nach 14 Tage der Differenzierung ein weitere Faktor hinzugefiigt.

Tab. 10 : Ubersicht der verwendeten Faktoren und Medien beim sequentiellen Ansatz

Differenzierungsmedium bis Tag 14 Zusitzlicher Faktor an Tag 14
EBMI1 +VEGF +Angl IL8

EBMI +VEGF +Angl SCF

EBMI1 +VEGF +Ang2 Ang-1

Die ex-vivo expandierten hdmatopoetischen Stammzellen wurden an dem ausgewihlten
Zeitpunkt in den entsprechenden Differenzierungsmedien aufgenommen. Nach
vorsichtigem Die Zellsuspension wurde nach mehrmaligem Auf- und Abpipettieren in
ein Rohrchen tberfiihrt. AnschlieBend wurde einige Male mit PBS gespiilt, um alle
Zellen aus dem Kulturgefdl zu entfernen. Um sicher zu gehen, dass alle Zellen
abgenommen wurden, erfolgte eine Beurteilung unter dem Inversionsmikroskop. Wenn
notig wurde erneut mit PBS nachgespiilt, bis alle Zellen entfernt wurden. Die
Ermittlung der Zellzahl erfolgte mit der Hilfe der Neubauerzdhlkammer. Die Zellen
wurden in den Differenzierungsmedien aufgenommen und ausplattiert. Die Zellen
wurden mindestens zweimal pro Woche am Umkehrmikroskop dokumentiert, beziiglich
der Vitalitdt der Zellen, ihrer Morphologie, ihrer Anordnung im Well, Proliferation und
Auftreten von Endothelzellen. Das Auswechseln des Mediums erfolgte zweimal pro
Woche, indem die Hélfte des Mediums abgenommen wurde und das gleiche Volumen
an frischem Medium hinzugegeben wurde. Die in Differenzierungsmedium
aufgenommenen Zellen wurden durchschnittlich 4 Wochen untersucht. Zum Abschluf3
des Experimentes erfolgte eine Charakterisierung der Zellen durch Nachweis der
typischen Endothelzellmarker, sowie eine Quantifizierung der Zellen durch drei

Methoden, die in den folgenden Abschnitten erldutert werden.

2.4.2 Differenzierung der CD133 positiven Zellen

Die frisch aufgereinigten CD133 positiven, himatopoietischen Stammzellen wurden nur

in Wells von 96-Well-Platten differenziert aufgrund der begrenzten Zellzahl. Diese
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Wells wurden vorab mit Fibronektin beschichtet. Die frischen hédmatopoetischen

Stammzellen wurden unterschiedlich dicht ausgesit.

Tab. 11 : Ubersicht der Zelldichten und der verwendeten Medienzusammensetzungen

Verwendete Medien Ausgesiite Zelldichten
-LBMCM -1x 10
-LBMCM +VEGF -2 x 10*
-LBMCM +VEGF +bFGF -1x10°
-LBMCM +VEGF +IL8 2x10°
-LBMCM +VEGF +HGF

-LBMCM +VEGF +IGF1

-LBMCM +VEGF +bFGF +EGF +HGF

+IGF1 +IL8

LBMCM-+VEGF -5x 10°
EBM1 +VEGF +Angl

Die CDI133 positiven Zellen wurden genauso wie die ex-vivo expandierten
hamatopoetischen Stammzellen 4 Wochen lang beobachtet und dokumentiert. Dies
geschah hinsichtlich ihrer Vitalitdt, , Morphologie, Anordnung im Well, Auftreten von
Endothelzellen und Proliferation. Der Mediumwechsel erfolgte zweimal pro Woche.

Nach ablauf der 28 tage wurden sie quantifiziert.

2.4.3 Differenzierung der mononukleiren und der CD14 positiven

Zellen

Beide Zellarten wurden nach der Aufreinigung in die folgenden vier
Differenzierungsmedien aufgenommen: LBMCM +VEGF, EBM1 +VEGF, EBMI1
+VEGF +Angl und EBM1 +VEGF +Ang2. Sie wurden mit einer Dichte von 5 x 10°
Zellen in mit Fibronektin beschichteten 96-Well-Platten ausgesit. Die Zellen wurden
mit Hilfe eines Umkehrmikroskops dokumentiert und vier Wochen lang in diesen
Medien differenziert, wobei die Medien zweimal pro Woche erneuert wurden. Die
Zellen wurden nach drei Wochen der Differenzierung quantifiziert und beziiglich der
Expression der spezifischen Endothelzellmarke CD144 (VE-Cadherin)) und von-
Willebrand-Faktor charakterisiert.
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2.5 Qualitative Einschatzungen

Die Zellen in den Differenzierungsmedien wurden mindestens zweimal pro Woche am
Umkehrmikroskop beurteilt und die Beobachtungen dokumentiert. Dabei wurden
mehrere Parameter untersucht: Vitalitit der Zellen, Fluktuation der Zelldichte,
Zellmorphologie, Zeitpunkt des Auftretens der ersten adhdrenten Zellen bzw.
Endothelzellen, Anhalten des Differenzierungseffekts. Das Beobachten dieser Faktoren
sollte dazu fithren die beste Zytokinkombination auszuwihlen. Die Zellen wurden
durchschnittlich 4 Wochen lang differenziert. Es zeigte sich, dass sie danach an Vitalitit

verloren.

2.6 Quantitative Einschatzungen
2.6.1 Ermittlung der Endothelzellzahl : das Raster in Form eines

Quadrats
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Abbildung 3: Das Raster in Form eines Quadrats

Zur Herstellung des Rasters wurde auf einer Klarsichtfolie einen Kreis gezeichnet, mit
den Dimensionen eines Wells einer 96-Well-Platte (0,9 cm Durchmesser). Es wurde in
schachbrettartige Vierecke eingeteilt. Dabei ergaben sich 14 Felder, wobei nur die
Felder in der Mitte Quadrate darstellten. Die Vierecke wurden so angeordnet, dass sie
moglichst mit einem Blick erfasst werden konnten, um Verschiebungen zu vermeiden,
die die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse unmdglich machen wiirden. AuBerdem
wurde immer im selben Viereck gezdhlt, damit die Ergebnisse untereinander
vergleichbar waren. Zur Ermittlung der Endothelzellzahl wurde der auf der

durchsichtigen Klarsichtfolie gemalte Kreis unter das Well gelegt. Unter Beurteilung
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am Umkehrmikroskop wurde erneut justiert, damit beide Kreise spiegelbildartig
aneinanderpassten. Die sich im ausgewihlten Viereck befindenden Endothelzellen
wurden mit Hilfe des manuellen Zéhlers gezidhlt. Das Endergebnis ergab sich aus dem
Multiplizieren der ermittelten Zellzahl mit dem Faktor 14.

Diese Methode hat den Nachteil, dass der Multiplikationsfaktor approximativ ermittelt
ist, weil man am Rand des Kreises keine ganzen Vierecke findet. Aulerdem erwies sich
dieses System als wenig reprisentativ flir die Zellen, weil durch die Konkavitdt der
Locher der Platten, nicht alle Zellen erfasst werden konnten. Deshalb wurde ein neues
Raster in Form eines Kreisausschnittes eingefiihrt, welches die Zellzahl repréisentativ

darstellt.

2.6.2 Ermittlung der Endothelzellzahl: das Raster in Form eines

Kreisauschnittes.

Abbildung 4: Das Raster in Form eines Kreisauschnittes. Der gezeichnete Winkel betragt 20°.

Genauso wie beim Quadrat wurde auf einer Klarsichtfolie ein Kreis gezeichnet, dessen
Durchmesser dem eines einer 96-Wells entsprach (0,9 cm). Ein Kreis entspricht einem
Winkel von 360°. In das Raster wurde ein Winkel von 20° gezeichnet. Die darin
ausgezdhlte Zellzahl wurde mit dem Faktor 18 multipliziert, was die gesamte

Endothelzellzahl im Well ergab.

2.6.3 Ermittlung der Endothelzellzahl: Trypsin

Die in Multi-well-Platten und Chamber Slides ausplattierten Zellen wurden zum
Abldsen der adhdrenten Endothelzellen mit Trypsin (eins zu zehn verdiinnt) behandelt.
Dazu wurde das Medium vollstindig abgesaugt und vorsichtig mit PBS nachgespiilt. Es

wurde 100 pl Trypsin pro Well und das doppelte Volumen pro Chamber und noch mal
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vorsichtig auf- und abpipettiert. Um den Ablosungsvorgang zu beschleunigen, wurde
vorsichtig gegen den Boden der Platten bzw. Culture Slides geklopft und die
Kulturgefdle wurden zum Inkubieren in den Brutschrank gestellt Der
Ablosungsvorgang der Zellen konnte am Mikroskop anhand der langsamen Abrundung
der Zellen und des Abschwimmens der Zellenbeobachtet werden. Zum Stoppen des
Vorgangs wurde das gleiche Volumen der jeweiligen Grundmedien (Supermedium und
EBM-1), mit 20% FKS versetzt. Danach erfolgte die Zellzahlermittlung mit der

Neubauerzihlkammer.

2.7 Immunfluoreszenz: = Nachweis der  spezifischen
Endothelzellmarker  von-Willebrand-Faktor und VE-
Cadherin

Die Immunfluoreszenz dient zur Darstellung von zell- und gewebesspezifischen
Antigenen. Die Methode beruht auf dem Prinzip der Antigen-Antikorper-Reaktion. Bei
der direkten Farbung bindet ein mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelter Antikorper
an das Antigen. Bei der indirekten Férbung bindet der ungekoppelte Antikérper an die
Zellen. Es erfolgt die Zugabe des mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten
sekundiren Antikorpers. Er ist gegen den Fc-Teil des primdren Antikorpers gerichtet.
Bei der Betrachtung unter dem Mikroskop kann man diesen Farbstoff mit einer UV-
Lampe anregen und somit die gesuchten Proteine sichtbar machen.

Die differenzierten Zellen aus den hdmatopoetischen Zellen, den CD14 positiven Zellen
und den MNCs wurden zum Nachweis der spezifischen Endothelzellmarker von-
Willebrand-Faktor (vWF) und VE-Cadherin (CD144) markiert. Der vWF —Antikorper
stammt aus dem Schaf und ist direkt mit dem Fluoreszenzfarbstoff FITC (fluorescein
isothiocyanate) gekoppelt, wihrend der VE-Cadherin-Antikorper unmarkiert ist. Der
VE-Cadherin-Antikorper stammt aus der Maus und wurde in einem zweiten Schritt mit
seinem Sekundirantikorpe gekoppelt. Fiir die Farbung wurde vWF-FITC 1:200 mit PBS
verdiinnt. Es wurde je ein Objekttriger fiir jeden Antikorper vorgesehen, da sie auf
diese Weise besser beurteilbar sind. Da der Hintergrund bei dem Vorgang betrachtlich
mitgefarbt wird, wurde ein Objekttrager fiir die Inkubation ohne den priméren

antikorper und nur mit dem sekundédren Antikérper als negative Kontrolle vorgesehen.
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AulBerdem dienten die HUVECs (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) als positive
Kontrolle.

Die Cytospins wurden mit der Zytozentrifuge Cytospin 2 (Shandon) hergestellt. Nach
Abnehmen des Uberstandes wurden die adhirenten Zellen mit Trypsin versetzt und mit
Hilfe der Neubauer-Zihlkammer ausgezéhlt. Sie wurden dann in je 100 pl PBS
aufgenommen und zentrifugiert (5 Minuten, 600 rpm). Die Cytospins wurden zwei
Stunden lang an der Luft getrocknet. Die Anféarbung der Zellen erfolgte entweder direkt
danach oder die Cytospins wurden in Alufolie verpackt und bei -80°C gelagert und zu
einem spéteren Zeitpunkt angefarbt.

Die Markierung der Zellen erfolgte in einer feuchten Kammer. Die unspezifischen
Bindungsstellen wurden blockiert, indem die Zellen 10 Min. lang mit AB-PBS (PBS
mit 10% AB-Serum) iiberschichtet wurden. Nach dem Entfernen des AB-PBS erfolgte
die Zugabe der zu 1:50 mit PBS verdiinnten primiren Antikdrper. Nach einer
Inkubationszeit von 30 Min. bei Raumtemperatur wurde zweimal drei Min. mit PBS
gewaschen. Danach erfolgte die Zugabe des sekunddren Antikorpers, 1:200 mit PBS
verdiinnt. Die Inkubationszeit dauerte ebenfalls 30 Minuten. Es wurde anschlieend
zweimal drei Minuten mit PBS gespiilt. Nachdem das PBS abgetropft war, wurden die
Objekttrager kurz an die Luft getrocknet. folgte die Zugabe von DAPI, einem
Fluoreszenzfarbstoff, der spezifisch an dsDNA bindet und somit spezifisch Zellkerne
anfarbt. Die Auswertung erfolgte entweder direkt nach der Farbung oder die Zytospins
wurden in einer Dunkelkammer bei 4°C gelagert. Zum Auswerten wurden zuerst alle
Zellen bzw. Zellkerne gezéhlt, dann die das gesuchte Antigen exprimierenden Zellen:
aus der Differenz von allen und den vWF und CD144 positiven Zellen ergibt sich der

prozentuale Anteil von Endothelzellen.

2.8 Statistische Analyse: der T-Test

Der T-Test gibt eine Angabe iiber die Konsistenz zweier Mittelwerte. Er erlaubt eine
Aussage dariiber, ob eine Messung mit einer anderen iibereinstimmend ist.
Ublicherweise verwendet man Vertrauensgrenzen (Signifikanz-Grenzen) von 5% und
1%. In der vorliegenden Arbeit wurde ein Ergebnis als statistisch signifikant bewertet

bei einem p-Wert <5%.
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D Ergebnisse

1.Screening

1.1 Qualitative Einschitzung
Die isolierten CDI133 positiven Stammzellen sollten in  verschiedenen

Differenzierungsmedien aufgenommen werden und iiber einem Zeitraum von vier
Wochen morphologisch beurteilt werden. Dadurch sollte das Medium, bzw. die
Faktorenkombination, die die endotheliale Differenzierung der Zellen am besten
induzieren kann, ermittelt werden.

Dazu wurden die isolierten CD 133 positiven, himatopoetischen Stammzellen in den
unterschiedlichen, die endotheliale Differenzierung férdernden Medien aufgenommen
und in mit FN vorbeschichteten 96-Well-Platten ausgesit. Aullerdem wurde ein Teil
dieser Zellen 7, 13, 21 und 28 Tage expandiert, bevor sie ausdifferenziert wurden. Die

Zellen wurden unterschiedlich dicht ausgesit.

Tab. 12 : Ubersicht iiber die verwendeten Medien, Faktorenkombinationen und

Zelldichten

Verwendete Medien und Ausgesiite Zelldichte pro Well
Faktorenkombinationen

-EBM-1 -2x10"

-EBM-2 -5x10°

-LBMCM -1x10°

-LBMCM +VEGF

-LBMCM +VEGF +Ang-2

- LBMCM +VEGF +bFGF

- LBMCM +VEGF +EGF

- LBMCM +VEGF +HGF

- LBMCM +VEGF +IGF-1

- LBMCM +VEGF +IL-8

- LBMCM +VEGF +bFGF +Ang-2
- LBMCM +VEGF +bFGF +EGF

- LBMCM +VEGF +bFGF +HGF
- LBMCM +VEGF +bFGF +IGF-1
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- LBMCM +VEGF +bFGF +IL-8
- LBMCM +VEGF +bFGF +EGF +HGF
+IGF-1 +IL-8

Die Zellen differenzierten sich, indem sie eine lingliche Form annahmen, und sich in
einigen Fillen mit ihren Enden zueinander anordneten.

Die frisch angesetzten CD133 positiven Stammzellen differenzierten sich kaum. In der
ersten Woche starb aullerdem ein Teil der Zellen, so dass die Ausbeute an
Endothelzellen aus den direkt differenzierten hidmatopoetischen Stammzellen sehr
gering ausfiel.

Bei den ex-vivo expandierten CD133 positiven Stammzellen zeigte sich ein besserer
Differenzierungseffekt bei der hoheren Zelldichte, was vermuten lie3, dass die Zellen
sich bezliglich ihrer Differenzierung gegenseitig beeinflussten. Von allen
Faktorenkombinationen mit LBMCM als Grundmedium zeichnete sich die
Kombination mit VEGF dadurch aus, dass sie zunédchst die Proliferation der Zellen
induzierte: dieser Vorgang war schon ein paar Tage nach dem Aussden der Zellen zu
beobachten. Daneben trat der Differenzierungseffekt ca. drei Wochen nach Aufnahme
im Medium auf. Bei EBM-1 und EBM-2 waren ab dem zweiten Tag nach Aufnahme

endothelartige Zellen zu sehen. Nach vier Wochen  waren fast alle Zellen

ausdifferenziert.

A
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Abbildung 5: Differenzierungseffekt von LBMCM +VEGF (A) und von EBM-1 (B) auf die vier
Wochen ex-vivo expandierten CD133 positiven Stammzellen (10 x Vergroflerung). Nachdem die
CD133 positiven Stammzellen vier Wochen lang expandiert worden waren, erfolgte die Aufnahme in die
in der Tabelle 12 aufgefiihrten Medien. Unter LBMCM +VEGF proliferierten die Zellen am Anfang
zunéchst weiter, bevor sie nach ca. drei Wochen die fiir Endothelzellen typische, spindelférmige Gestalt
annahmen. Dieser Prozess stellte sich bei EBM-1 frither ein und es bildeten sich zudem mehr

Endothelzellen. AuBerdem waren diese differenzierten Zellen diinner und lénglicher als die unter

LBMCM +VEGEF entstandenen Endothelzellen.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die frischen CD133 positiven Stammzellen
sich kaum ausdifferenzierten, weil nach der Aufreinigung ein Teil davon abstarb. Es
konnte somit bei dieser Zellpopulation keine Aussage dariiber gemacht werden, ob die
unterschiedliche Zelldichte einen Effekt auf die Differenzierungseffizienz der Zellen
ausiibte. Bei den ex-vivo expandierten CD133 positiven Stammzellen zeigte sich ein
besserer Differenzierungseffekt in der hchsten Dichte von 1x10° Zellen pro Well. Am
stirksten ausgeprdgt war die endotheliale Differenzierung bei EBM-1, EBM-2 und
LBMCM +VEGF.
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1.2 Quantifizierung des Differenzierungspotentials der
Medien LBMCM +VEGF, EBM-1 und EBM-2 : Methode des
Rasters

Die im Abschnitt 1.1 durchgefiihrte morphologische Beurteilung der differenzierten
Zellen deutete darauthin, dass die endotheliale Differenzierung unter den Medien EBM-
1, EBM-2 und LBMCM +VEGF am stirksten ausgeprigt war. Als nichstes sollte
versucht werden, die entstandenen Zellen zu quantifizieren. Dazu wurden die
aufgereinigten CD133 positiven Stammzellen 7, 14 und 21 Tage lang expandiert und
anschlieBend in diesen drei Differenzierungsmedien mit jeweils 1x 10° Zellen pro Well
aufgenommen. Diese Dichte wurde den Vorversuchen nach als optimal identifiziert.

Nach drei Wochen Inkubation wurden die Zellzahlen mittels des Rasters in Form eines
Quadrats erhoben. Dabei wurden jeweils zwei Patienten untersucht. Das folgende

Diagramm stellt die Mittelwerte dar.
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30000 -

25000

20000

15000 ~

Endothelzellzahl

10000 ~

5000 -

0+

LBMCM +VEGF EBM-1 EBM-2

Faktorenkombinationen

Abbildung 6: Endotheliale Differenzierung von 7, 14, 21 und 28 Tage ex-vivo expandierten CD133
positiven Stammzellen. EBM-1 und EBM-2 hatten einen besseren Differenzierungseffekt auf die ex-

vivo expandierten Stammezellen, da sich in diesen Medien am meisten Zellen in die endotheliale Richtung

differenzierten.
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Die vier Wochen lang expandierten CD133 positiven Stammzellen differenzierten am
effektivsten. EBM-1 induzierte die Differenzierung von 24,12% der Ausgangszellen,
gefolgt von EBM-2 mit 16,75%. Das vorher in der Arbeitsgruppe benutzte
Differenzierungsmedium, LBMCM +VEGF, bewirkte nur einen Differenzierungseffekt
von 6,18%. Mit dem T-Test wurde der p-Wert ermittelt zwischen LBMCM+VEGF und
EBM-1 sowie EBM-2 ermittelt. Beide Werte waren grofler als 0,05 und damit nicht
signifikant.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Zellen, die vier Wochen lang expandiert
worden waren, sich am besten in der endothelialen Reihe differenzierten. Aullerdem
besitzen sie den erheblichen Vorteil, dass sie durch die hohe Ausbeute nach der
Expansion eine grole Anzahl von Parallelversuchen ermdglichten. Es zeigte sich in
diesem Abschnitt, dass das Medium EBM-1 die Differenzierung der Zellen am besten
bewirkte. Deshalb sollte dieses Medium beziiglich seines Differenzierungseffekts
optimiert werden, indem es mit die endotheliale Differenzierung unterstiitzenden
Zytokinen kombiniert wurde.

Es stellte sich aber die Frage, welche Zelldichte fiir die Zellen am besten wire. Ein Well
einer 96er-Well-Platte fasst bis zu 1x10° Zellen. Es sollte geklirt werden, ob durch ein

dichteres Ausséden der Zellen eine groflere Ausbeute an Endothelzellen zu erzielen wiére.

1.3 Ermittlung der optimalen Zellzahl

Die zunichst hochste eingesetzte Zelldichte war 1x10* Zellen pro Well einer 96er-
Well-Platte. Es ist aber moglich bis zu 1x10° Zellen auszusden, um eine groBere
Ausbeute an differenzierten Zellen zu erhalten. Darum wurden die CD133 positiven
Stammzellen vier Wochen lang expandiert. Diese Zellen ermdglichen eine breite
Versuchspalette und besitzen eine hohe Differenzierungseffizienz. Als Medien wurden
LBMCM +VEGF, EBM-1 und EBM-2 verwendet. Die ausgetesteten Zelldichten
betrugen: 1 x10° und 5 x10° Zellen.

Die Ausbeute an Endothelzellen war bei den beiden hoheren Zelldichte gréfer als bei
1x10*. Bei der Dichte von 1x10° lagen die Zellen so dicht aneinander, dass der
Differenzierungsvorgang spiter einsetzte, was vermuten ldsst, das die Zellen sich
gegenseitig in ihrem Differenzierungspotential hemmten. Zusammenfassend lésst sich
sagen, dass sich die Dichte von 5x10° Zellen pro Well einer 96er-Well-Platte als optimal
erwies. Der Differenzierungsvorgang setzte schon wenige Tage nach Beginn des

Experiments ein und die ausdifferenzierten Zellen grenzten sich deutlich von den
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undifferenzierten Zellen ab. Darum wurde entschieden, diese Zelldichte kiinftig zu
verwenden.

Als Nichstes sollte versucht werden, die Quantifizierungsmethode zu optimieren:

Das Raster in Form eines Quadrats als Quantifizierungsmittel ermdglicht zwar eine
grobe Einschitzung der Zahlenverhéltnisse in den Wells und damit eine Aussage {liber
den Differenzierungseffekt der zu untersuchenden Medien. Es hat aber den Nachteil,
dass aufgrund der ungleichen Verteilung der Zellen im Well die ermittelten Zahlen den
genauen Verhiltnissen nicht wirklich entsprachen. Aus diesem Grund wurde ein
anderes Quantifizierungssystem eingefiihrt: ein Raster in Form eines Kreisauschnittes.
Zum weiteren Vorgehen sollten beide Quantifizierungsmethoden gegeniibergestellt

werden.

1.4 Ermittlung der optimalen Quantifizierungsmethode
Das Raster in Form eines Quadrats bestand aus einem Kreis, der den MaBlen des Wells

einer 96er-Well-Platte entspricht (Durchmesser 0,9 cm), in dem Vierecke so
aufgetragen wurden, dass sie moglichst mit einem Blick bei der Betrachtung unter dem
Mikroskop erfasst werden konnten. Endothelzellen wurden in einem der 14 Vierecke
ausgezdhlt, und die Gesamtzahl der Endothelzellen in dem Well ergab sich durch
Multiplizieren der ermittelten Zahl mit dem Faktor 14. Es hatte aber den Nachteil, dass
sich am Rand des Kreises keine ganzen Vierecke befanden, so dass der
Multiplikationsfaktor recht approximativ war. AuBlerdem war der Boden des Wells
konkav, so dass sich in Zentrum des Wells mehr Endothelzellen befanden als am Rand.
Das System des Rasters erwies sich sowohl prinzipiell als auch zahlenméBig als wenig
representativ fiir das Auszdhlen der Endothelzellen. Aus diesem Grund wurde eine
andere Quantifizierungsmethode entwickelt, die diese Nachteile nicht aufwies.

Das neu entwickelte Raster bestand aus einem Kreis, der den Mal3en eines Wells einer
96er-Well-Platte entsprach, in dem ein Winkel von 20° gezeichnet worden war. Alle in
diesem Kreisausschnitt erfassten Endothelzellen wurden ausgezdhlt, und die ermittelte
Zahl wurde mit dem Faktor 18 multipliziert, was die Endothelzellzahl in dem ganzen
Well widerspiegelte.

Als Grundmedium diente hier EBM-1, das sich im Rahmen der reinen qualitativen

Auswertung der ex-vivo expandierten Stammzellen als bestes erwiesen hatte. Es sollte
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mit verschiedenen Zytokinen supplementiert werden. Folgende Kombinationen wurden
im Rahmen des Vergleichs beider Quantifizierungsmethoden getestet:

e EBM-1 +VEGF +Ang-1

e EBM-1 +VEGF +Ang-2

e EBM-1 +VEGF +SCF

12000
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B Quadrat

B Raster in Form eines Kreisauschnittes

6000 -

Differenzierte Zellen

4000 -

2000 -

EBMI +V +Angl EBMI +V +Ang2 EBMI1 +V +SCF

Faktorenkombinationen

Abbildung 7: Ermittelte Endothelzellzahlen mit dem Quadrat und mit dem Kreisauschnitt drei
Wochen nach Aufnahme in den Differenzierungsmedien (n=2). Es wurden je 5 x 10° Zellen pro Well

ausgesit.
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Tab. 13 : Zusammenfassende Darstellung der unter dem Quadrat und dem Raster in Form eines

Kreisauschnittes ermittelten Differenzierungsquoten und Signifikanzwerte

Differenzierungsmedien | Prozent an differenzierten Zellen
Quadrat Kreisauschnitt

EBM-1 +VEGF +Ang-1 | 0,5% 1,2%

EBM-1 +VEGF +Ang-2 | 0,7% 1,5%

EBM-1 +VEGF +SCF 0,5% 1,0%

Die in der Tabelle 13 aufgefiihrten Prozentzahlen ergeben sich aus den Quotienten der
fiir diejeweiligen Medien und Bestimmungsmethoden ausgezihlten differenzierten
Zellen durch die urspriingliche Zelldichte (5 x 10° Zellen pro Well). Bei allen
Experimenten wurden mit dem Raster in Form eines Kreisauschnittes mehr
Endothelzellen gezdhlt als mit dem quadratischen Raster. Da bei der visuellen
Inspektion des ganzen Wells die Endothelzellen im Zentrum starker konzentriert waren,
wurde geschlossen, dass der Kreisausschnitt ein repriasentativeres Ergebnis liefert als
das quadratische Raster. Fiir alle folgenden Experimente wurde daher der
Kreisausschnitt verwendet. Die bisher dargestellten Zahlen wurden drei Wochen nach

Aufnahme der Zellen ermittelt.

1.5 Ermittlung des Zeitpunktes fiir die Quantifizierung der
Endothelzellen

Durch Auszdhlen der endothelial differenzierten Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten
sollte versucht werden, den Zeitpunkt zu bestimmen, an dem sich die meisten
Endothelzellen im Well befanden. Die Endothelzellen sollten zu diesem Zeitpunkt in
grofBer Zahl nachzuweisen sein und ein hohes Maf3 an Vitalitdt aufweisen.

Dazu wurden die CD133 positiven, hdmatopoetischen Stammzellen vier Wochen lang
expandiert. Es wurden je 5*10° Zellen in mit FN beschichteten Wells ausplattiert. Die
Zellbestimmung erfolgte mit oben beschriebenem Kreisausschnitt. Die Quantifizierung
begann zwei Wochen nach Aufnahme in die Differenzierungsmedien, weil bis zu
diesem Zeitpunkt ausreichend Endothelzellen vorhanden waren. Das Auszédhlen der
ausdifferenzierten Zellen wurde 14, 21, 28 und 35 Tage nach Aufnahme in die

Differenzierungsmedien durchgefiihrt.



50

16000 -

14000 -

12000 -

§ 10000 +

2

N

P

3

£

2 6000 4
4000 -
2000 +

0 T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Zeitpunkte

Abbildung 8: Differenzierungsverhalten der ex-vivo expandierten CD133 positiven Zellen iiber
einen Zeitraum von 35 Tagen (n=3). Die Steigung zwischen Tag 14 und Tag 21 betrug
579,45Zellen/Tag, zwischen Tag 21 und Tag 28 390,30 Zellen/Tag und zwischen Tag 28 und Tag 35
214,72Zellen/Tag.

Anhand der Abbildung acht ldsst sich sagen, dass die endotheliale Differenzierung der
Zellen immer fortschreitend war, aber nicht im gleichen AusmaB. Im ersten Zeitintervall
der Auszdhlung war die Steigung mit 579,45 Zellen/Tag am hochsten. Im weiteren
Verlauf  flachte die Kurve ab. Bei der Untersuchung der Zellen unter dem
Umkehrmikroskop wurde deutlich, dass die Zellen nach vier Wochen im
Differenzierungsmedium deutlich an Vitalitdt verloren. Es zeigten sich auflerdem
morphologische Seneszenzzeichen, wie das Auftreten von Blasen. Nach drei Wochen
im Differenzierungsmedium zeigte sich, dass die Zellen noch vital waren und sich in
hohem Ausmal differenzierten. Deshalb wurde dieser Zeitpunkt als der am besten
geeignetste flir die Quantifizierung der endothelialen Differenzierung erachtet. Der p-
Wert fiir die Zeitpunkte Tag 14 und Tag 21 betrug 2,25E-05 und war somit signifikant.

Fiir diesen ersten Abschnitt ldsst sich zusammenfassend sagen, dass die vier Wochen

ex-vivo expandierten CDI133 positiven Stammzellen fiir die Versuche am besten
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geeignet waren. 5x10° Zellen pro Well einer 96-Well.Platte wurde als optimale
Zelldichte fiir den Beginn der Kultur identifiziert. Nach einem Zeitraum von drei
Wochen in den Differenzierungsmedien konnten reproduzierbare Zellzahlen ermittelt
werden. Zum Quantifizieren der Zellen war das Auszdhlen mit einem Raster in Form
eines Kreisausschnittes am besten geeignet. Die Quantifizierungsmethode mit dem
Raster in Form eines Kreisausschnittes wies damit ein hohes Mal3 an Effektivitit,
Reliabilitit und Reproduzierbarkeit auf. Dementsprechend ergaben sich Zahlen, die sich
den wahren Verhidltnissen nédherten. Das Grundmedium LBMCM induzierteeine
deutlich schwéchere endotheliale Differenzierung. Das im Rahmen der vorliegenden
Arbeit untersuchte EBM-1-Medium bewirkte hingegen eine frithere Induktion von
Endothelzellen und damit eine hohere Ausbeute. Deshalb wurde dieses Medium im
Folgenden eingehender untersucht, um die Differenzierungseffizienz der ex-vivo
expandierten CD133 positiven Stammzellen zu steigern.

Im folgenden Teil der vorliegenden Arbeit sollte die Differenzierung induzierende
Wirkung des Grundmediums EBM-1 durch Kombinieren mit verschiedenen Zytokinen,

die eine Schliisselrolle in der Angiogenese spielen, optimiert werden.

2. Optimierung der endothelialen Differenzierung
der ex-vivo expandierten CDI33 positiven

Stammzellen : EBM-1

Nachdem gezeigt wurde, dass von den drei untersuchten Medien EBM-1 die
endotheliale Differenzierung der Zellen am giinstigsten fordern konnte, sollte versucht
werden, das Differenzierungspotential weiterhin zu steigern. Dies sollte durch Zugabe
von die endotheliale Differenzierung fordernden Zytokinen wie z.B. VEGF, Ang-1 und
Ang-2 erfolgen.
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2.1 Kombinationen von EBM-1 mit Zytokinen, die eine
Schliisselrolle in der Angio- und Vaskulogenese spielen

Nachdem die CD133 positiven, hdmatopoetischen Stammzellen vier Wochen expandiert
worden waren, erfolgte die Induktion der endothelialen Differenzierung. Es gab

ausreichend Zellen, um verschiedene Kombinationen auszutesten.

Tab. 14 : Auffiihrung der verwendeten Kombinationsreihen

Grundmedium und zugesetzte Faktoren

EBM-1 +VEGF

EBM-1 +VEGF +Ang-1

EBM-1 +VEGF +Ang-2

EBM-1 +VEGF +IL-8

EBM-1 +VEGF +SCF

EBM-1 +VEGF +Ang-1 +IL-8

EBM-1 +VEGF+Ang-1 +SCF

EBM-1 +VEGF +Ang-2 +Ang-1

EBM-1 +VEGF +Ang-1 +Heparin +Gentamicin-1000 +Hydrokortison +Ascorbinsiure

LBMCM

LBMCM +VEGF

Ein Ziel dieser Arbeit war es, ein Differenzierungsmedium zu entwickeln, dass das
bisher in der Arbeitsgruppe verwendete Differenzierungsmedium LBMCM +VEGF im
Differenzierungspotential iibertraf. Aus diesem Grund wurde im Rahmen dieses
Versuches LBMCM +VEGF im Vergleich untersucht.

Die ex-vivo expandierten CD133 positiven Stammzellen wurden in den in der Tabelle
aufgefiihrten Differenzierungsmedien aufgenommen. Bei allen Kombinationsreihen mit
EBM-1 wurde wiederholt festgestellt, dass die ersten Endothelzellen schon ab dem
dritten Tag nach Ansetzen der Experimente auftraten. Bei der Kombination von EBM-1
mit VEGF und Ang-1 wurden die meisten Endothelzellendetektiert. Diese Beobachtung
hielt bis zum Abschluss des Versuches — nach vier Wochen — an und lief sich mehrmals
reproduzieren. Bei den anderen Kombinationen lieBen sich auch vereinzelt hohe
Endothelzellichten feststellen. Aber die Kombination von EBM-1 mit VEGF und Ang-1

trat immer wieder in den Vordergrund.
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Um diese Aussage zu bekriftigen, erfolgte nach drei Wochen eine Quantifizierung der

ausdifferenzierten Zellen bei den jeweiligen Faktorenkombinationen.
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Abbildung 9: Zusammenfassende Darstellung der Differenzierungseffizienz der ex-vivo
expandierten CD 133 positiven, himatopoetischen Stammzellen (n = 6). Die EBM-1-haltigen Medien
waren effizienter als die LBMCM-haltigen Medien. Bei EBM-1 +VEGF +Ang-1 und EBM-1 +VEGF
+Ang-1 +SCF differenzierten sich 2,3% der Zellen. LBMCM +VEGF bewirkte eine

Differenzierungsquote von 0,9%.

Wie in obiger Abbildung gezeigt, erwies sichdie Kombination von EBM-1 mit VEGF
und Ang-1 als effizienter als LBMCM +VEGF, mit einer Differenzierungsquote von
2,3%. Der Abbildung nach erreichte EBM-1 +VEGF +Ang-1 +SCF ebenso eine
Differenzierungsrate von 2,29%. Die Kombination EBM-1 +VEGF +Ang-1 erwies sich
bei sich wiederholendten Beobachtungen am besten.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu zeigen, dass das neu eingefiihrte Medium, in
diesem Fall EBM-1 mit VEGF und Ang-1 besser war als das bisher in der
Arbeitsgruppe verwendete Differenzierungsmedium, LBMCM mit VEGF. Es
entstanden 2,5-mal mehr Endothelzellen unter dem Einfluss von EBM-1 +VEGF +Ang-
1 als im LBMCM +VEGF. Die Differenzierungseffizienz konnte somit mehr als
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verdoppelt werden. Diese Beobachtung lie8 sich mit einem p-Wert von 0,02 statistisch

bestétigen.

Abbildung 10: Vergleich der Differenzierung der ex-vivo expandierten CD133 positiven
Stammzellen unter der Kombination von EBM-1 mit VEGF und Ang-1 (B) und der Kombination
von LBMCM mit VEGF (A) 14 Tage nach Aufnahme in den Differenzierungsmedien (10 x

VergroBerung). Nach zwei Wochen hatten sich bei der Kombination EBM-1 +VEGF +Ang-

1(B) die Zellen groBtenteils ausdifferenziert, wihrend bei der Kombination LBMCM +VEGF (A)
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differenzierte Zellen nur vereinzelt anzutreffen waren. Bei dieser Kombination waren die

undifferenzierten Zellen morphologisch plumper als an ersten Tag der Differenzierung.

Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass die Kombination LBMCM +VEGF anfénglich
die Proliferation der Zellen, und anschlieBend ihre endotheliale Differenzierung
induzierte. Die Kombination EBM-1 +VEGF +Ang-1 bewirkte eine stirkere
endotheliale Differenzierung der Vorlduferzellen. Der Prozentsatz an ausdifferenzierten
Zellen betrug 2,3%. Mit LBMCM und VEGF wurde lediglich ein Wert von 0,9%
erreicht. Deshalb eignet sich das Medium EBM-1 +VEGF +Ang-1 zur Induktion der
endothelialen  Differenzierung der ex-vivo expandierten CDI133 positiven

hidmatopoetischen Stammzellen am besten.

2.2 Optimieren des Differenzierungsmediums bestehend aus
dem Grundmedium EBM-1, VEGF und Angiopoetin-1

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Optimierung der Differenzierungseffizienz der
CD133 positiven Stammzellen. Anhand der bisherigen Versuche konnte gezeigt
werden, dass das Medium EBM-1 +VEGF +Ang-1 am effizientesten die endotheliale
Differenzierung induzierte. Es sollte weiterhin versucht werden, diesen Effekt zu
steigern. Deshalb wurde untersucht, ob durch sequentielles Hinzufiigen von Zytokinen
dieses Ziel erreicht werden konnte. AuBlerdem stellte sich auch die Frage, ob der
Serumgehalt einen Einfluss auf die Differenzierung hatte. In den folgenden Abschnitten

werden diese beiden Aspekte untersucht.

2.2.1 Sequentieller Zusatz von Faktoren

Durch die sequentielle Zugabe von Faktoren sollte versucht werden, die
Differenzierungseffizienz der ex-vivo expandierten CD133 positiven Stammzellen zu
optimieren. Dazu wurden die Zellen 14 Tage lang in EBM-1 +VEGF +Ang-1
aufgenommen. Im Anschluss daran wurde das Medium je mit einem zusdtzlichen
Faktor versetzt. Die verwendeten Faktoren waren IL-8 und SCF.

Die Kombination EBM-1 +VEGF +Ang-1 +Ang-2 wurde in Abschnitt 2.1 untersucht
und bewirkte eine Differenzierungsrate von 1,6%. Da Ang-2 und VEGF synergistisch

die Endothelzellproliferation steigerten und Ang-1 eher einen geféBstabilisierenden
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Effekt bewirkte, sollte der Zusatz von Ang-1 erfolgen, nachdem die Zellen zwei

Wochen lang mit EBM-1 +VEGF +Ang-2 vorbehandelt worden waren.

Tab. 15: Systematische Darstellung der im Rahmen des sequentiellen Faktorenzusatzes
verwendeten Faktorenkombinationen

Verwendetes Medium | Zugesetzter Faktor | Kontrollen

wihrend der ersten zwei | am Tag 14 der

Wochen Differenzierung

EBM-1 +VEGF +Ang-1 -IL-8 -EBM-1 +VEGF +Ang-1

-SCF -EBM-1 +VEGF +Ang-1 +IL-8

-EBM-1 +VEGF +Ang-1 +SCF

EBM-1 +VEGF +Ang-2 -Ang-1 -EBM-1 +VEGF +Ang-2
-EBM-1 +VEGF +Ang-1 +Ang-
2

Nachdem die Zellen 2 Wochen lang mit den entsprechenden Faktorenkombinationen
vorbehandelt wurden, erfolgte die Quantifizierung der differenzierten Zellen. Dann
erfolgte die Zugabe von IL-8 und von SCF bei EBM-1 +VEGF +Ang-1 und die Zugabe
von Ang-1 bei EBM-1 +VEGF +Ang-2. Nach 1 Woche erfolgte die zweite
Quantifizierung der differenzierten Zellen. Die Kombinationen aus EBM-1+VEGF
+Ang-1 und EBM-1+VEGF +Ang-2 wurden insgesamt fiinfmal getestet, die anderen
Kombinationen viermal. Die Ergebnisse sind in Abbildung 6 (A, B, C) dargestellt.
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* Die Faktorenkombinationen in den Klammern wurden 14 lang verwendet, dann erfolgte die Zugabe
eines weiteren Faktors.

Abbildung 11: Differenzierungsquote der ex-vivo expandierten CD133 positiven Stammzellen. Bei
allen drei Grafiken stellte sich EBM-1 +VEGF +Ang-1 nach wie vor am besten dar. Die sequentiell
angesetzten Faktorenkombinationen haben einen geringeren Differenzierungseffekt als die initial mit
allen Faktoren angesetzten Medien. Die Zugabe von IL-8 zu EBM-1 +VEGF +Angl bewirkt sogar eine
Abnahme der Endothelzellzahl um 0,4%.

Die Differenzierungsquote ergab sich aus dem Quotienten der ausgezihlten
differenzierten Zellen und der urspriinglich ausgesitten Zelldichte multipliziert mit dem
Faktor 100.

Aus Teil A der Abbildung geht hervor, dass die Kombination EBM-1 +VEGF +Ang-1
am besten die endotheliale Differenzierung der ex-vivo expandierten Stammzellen
induzierte. Der steilere Verlauf der Differenzierugsrate bei der Kombination EBM-1
+VEGF +Ang-1 +SCF im Vergleich zum gleichen Medium mit sequentieller
Faktorenzugabe deutet daraufhin, dass bei dieser Faktorenkombination das Konzept des
sequentiellen Faktorenzusatzes ungiinstig ist. Die Zugabe von IL-8 zum
Differenzierungsmedium EBM-1 +VEGF +Ang-1 bewirkte eine Abnahme der
Differenzierungsquote von 1,5% auf 1,0%. Diese Tatsache fiihrte zu der Annahme, dass

sich die Faktoren unter dieser Bedingung gegenseitig hemmen konnten. Beim zunéichst
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mit folgenden Faktoren angesetzten Medium EBM-1 +VEGF +Ang-1 +IL-8 zeigte sich
eine Differenzierungsquote von 1,7% nach dreiWochen.

Die Kombination von EBM-1 mit VEGF , Ang-1 und Ang-2 bewirkte eine
Differenzierungsquote von 1,4% nach drei Wochen. Bei der Kombination von EBM-1
mit VEGF und Ang-2 und Zugabe von Ang-1 nach zweiWochen differenzierten sich
ebenso 1,4% der ex-vivo expandierten CD133 positiven Stammzellen. Bei der
morphologischen Beobachtung unter dem Umkehrmikroskop lieen sich beide
Kombinationen  beziiglich  ihres Differenzierungseffekts nicht  voneinander
unterscheiden.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass das Prinzip des sequentiellen Faktorenzusatzes
den Differenzierungseffekt von EBM-1 +VEGF +Ang-1 nicht steigerte. Es bewirkte in
einzelnen Fillen sogar einen Riickgang der Differenzierungsquote der ex-vivo

expandierten CD133 positiven Stammzellen.

2.2.2 Erhohung des Serumgehaltes

Das Medium EBM-1 Medium hat einen Serumgehalt von 10% FKS. Im Rahmen dieses
Experimentes wurde dieses Medium mit 20% FKS versetzt (EBM-1’). Das Medium

EBM-1" wurde mit verschiedenen Zytokinen kombiniert.

Tab. 16 : Auffiihrung der verwendeten Medien

Verwendete Medien

EBM-1" +VEGF +Ang-1

EBM-1" +VEGF +Ang-1 +Heparin + GA-1000 +HC +AS

EBM-1 +VEGF +Ang-1

EBM-1 +VEGF +Ang-1 +Heparin +GA-1000 +HC +AS

Die ex-vivo expandierten CDI33 positiven Stammzellen wurden in diesen
Differenzierungsmedien aufgenommen und iiber einem Zeitraum von vier Wochen
untersucht.

Bei dem Medium EBM-1" +VEGF +Ang-1 traten die ersten Endothelzellen nach ca.
zwei Wochen auf. Dieses Differenzierungsmedium bewirkt im Vergleich zu EBM-1
+VEGF +Ang-1 eine geringere endotheliale Differenzierungsquote. Bei der
Kombination von EBM-1 mit VEGF, Ang-1, Heparin, GA-1000, HC und AS
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differenzierten sich wenige Zellen aus. Bei dem gleich zusammengesetzten Medium

mit 20% Serum noch weniger.

Abbildung 12 : Differenzierungsverhalten der ex-vivo expandierten CD133 positiven Stammzellen
unter der Wirkung von EBM-1 +VEGF +Ang-1 mit 10%FKS (A) und mit 20%FKS (B) (10x
Vergrofierung). Die Aufnahmen erfolgten nach drei Wochen. Wéhrend bei dem
Differenzierungsmedium EBM-1 +VEGF +Ang-1 mit 10%FKS (A) die Differenzierung aufgetreten war,
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zeigte sich bei den Zellen unter der Wirkung desselben Medium mit 10% mehr Serum (B) ein anderes
Bild: die Zellen differenzierten sich nur stellenweise, und es bildeten sich eher Hiufen von

morphologisch undifferenzierten Zellen.

Die Abbildung 12 zeigt exemplarisch die Wirkung des Differenzierungsmediums EBM-
1 +VEGF +Ang-1 mit verschiedenen Serumkonzentrationen. Bei EBM-1" +VEGF
+Ang-1 differenzierten sich die Zellen kaum. In einigen Fillen, wie im Bild B, ordneten
sich die runden Zellen kreisformig an und bildeten eine Struktur, die einem
BlutgefaBlumen dhnlich sah.

Nach einem Zeitraum von drei Wochen wurde die Anzahl an morphologisch

differenzierten Zellen mit dem Raster in Form eines Kreisauschnittes ermittelt.
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Abbildung 13: [Effekt des Serumgehaltes des Differenzierungsmediums auf das
Differenzierungsverhalten der ex-vivo expandierten CD133 positiven Stammzellen (n=3).

Darstellung der Endothelzellzahl nach einem Zeitraum von 3 Wochen.

Bei Betrachten der obigen Abbildung wird deutlich, dass das 10%-FKS-haltige
Grundmedium (EBM-1) die endotheliale Differenzierung der ex-vivo expandierten
CD133 positiven Stammzellen besser induzierte als das 20%-FKS-haltige EBM-1". Bei
EBM-1 +VEGF +Ang-1 differenzierten sich 2,7% der Stammzellen aus, bei EBM-1’
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+VEGF +Ang-1 waren es 2,0%. Unter der Kombination von EBM-1 mit VEGF, Ang-1,
Heparin, GA-1000, Hydrokortison und Ascorbinsaiire differenzierten sich 0,1%, bei der
Kombination von EBM-1" mit denselben Faktoren blieb die Differenzierung aus.
Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Erhoéhung des Serumgehaltes im
Differenzierungsmedium um 10% die endotheliale Differenzierung der Vorlduferzellen
hemmte.

Als nichstes wurde untersucht, ob die Bodenbeschaffenheit des Kulturbehéiltnisses
einen Einfluss auf die Differenzierung hat. Die Zellen wurden bisher auf
kunststoffhaltigen Boden kultiviert. Es wire bedeutend zu wissen, ob das Kultivieren
der Zellen auf einem glashaltigen Boden indirekt das Differenzierungsmedium in seiner

Wirkung unterstiitzen konnte.

2.3 Anderweitige Optimierung des Differenzierungsverhaltens
der ex-vivo expandierten CD133 positiven Stammzellen

2.3.1 Die Bodenbeschaffenheit des Kulturbehaltnisses.

Die bisherigen Versuche wurden in 96er-Well-Platten durchgefiihrt, die aus Kunststoff
bestanden. Die Wachstumfliche pro Well betrigt 0,36cm’. Es sollte versucht werden,
die CD133 positiven Stammzellen nach vier Wochen Expansion in den sogenannten
CultureSlides (BD Falcon) mit acht Kammern zur Differenzierung auszusden. Diese
Gefdlle bestehen aus einem Glas-Objekttrager mit fixiertem Kammer-Aufsatz aus
Kunststoff. Die Wachstumfliche pro Kammer betrigt 0,69cm’. Jede Kammer wurde mit
FN vorbeschichtet.

Fiir dieses Experiment wurden die Differenzierungsmedien: EBM-1 +VEGF +Ang-1,
EBM-1 +VEGF +Ang-2, EBM-1 +VEGF und LBMCM +VEGF verwendet. Im
Vergleich dazu wurde das gleiche Experiment mit einer 96-Well-Platte als Kulturgefal3
durchgefiihrt.

Bei den ChamberSlides waren nach wenigen Tagen differenzierte Zellen bei allen
EBM-1-haltigen Medien anzutreffen. Die Zellen in EBM-1 +VEGF +Ang-1
differenzierten médfig im Vergleich zu den in EBM-1 +VEGF aufgenommenen Zellen.
Beiletzterer Kombination waren viel mehr differenzierte Zellen anzutreffen, und dies

lieB sich bis zum Versuchabschluss nach vier Wochen immer noch beobachten. Das
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Differenzierungsmedium aus LBMCM und VEGF hatte wenig Effekt auf die ex-vivo

expandierten CD133 positiven Stammzellen.

Abbildung 14: Endotheliale Differenzierung der ex-vivo expandierten CD133 positiven
Stammzellen im Medium EBM-1 +VEGF im ChamberSlide (A) und in der kunststoffhaltigen
Platte (B) (10 x Vergroflerung). Die Aufnahme erfolgte 4 Wochen nach Ansetzen der Experimente. Es

zeigt sich eine deutlich starkere endotheliale Differenzierung in der Abbildung A.
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Abbildung 15: Endotheliale Differenzierung der ex-vivo expandierten CD133 positiven
Stammzellen im Medium EBM-1 +VEGF +Ang-1 im ChamberSlide (A) und in der
kunststoffhaltigen Platte (B) (10 x Vergrofierung). 4 Wochen nach Aufnahme im
Differenzierungsmedium waren noch zahlreiche morphologisch undifferenzierte Zellen im Chamber Slide

zu sehen. In der Multi-Well-Platte war der Differenzierungsvorgang fortgeschrittener.
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Die Zellen in den ChamberSlide lieBen sich zum groften Teil nicht mit Trypsin vom
Boden des Kulturgefidles ablosen. Von den Zellen, die sich ablosen lieen, ging die
Mehrheit zu Grunde, weshalb keine zuverldssigen Zellzahlen ermittelt werden konnten.

Beschriankt man sich auf dem qualitativen Vergleich der Kulturgefa3e untereinander, so
lasst sich insgesamt sagen, dass viel mehr Endothelzellen in den ChamberSlides als in
den Kunststoff-Platten anzutreffen waren. Bei den ChamberSlides war das Medium
bestechend aus EBM-1 und VEGF am besten, wihrend LBMCM +VEGF die
endotheliale Differenzierung der Zellen kaum induzierte. Bei den 96-Well-Platten
konnte das Differenzierungsmedium EBM-1 +VEGF +Ang-1 die endotheliale
Differenzierung der ex-vivo expandierten CDI133 positiven, hdmatopoetischen

Stammzellen am stérksten induzieren.

2.3.2 Differenzierung der Zellen aus den Medieniiberstinden

Beim regelmdfigen Mediumwechsel wird in etwa die Hélfte des Mediumvolumens, der
sogenannte Uberstand, verworfen und es wird frisches Medium zugegeben. Der
Uberstand enthilt morphologisch undifferenzierte Zellen. Die Frage war, ob durch
Wiederaufnehmen dieser Zellen im Differenzierungsmedium weitere Endothelzellen
entstehen konnen, was langfristig eine hohe Ausbeute an Endothelzellen mit sich
bringen konnte. Im folgenden Abschnitt wird auf diese Moglichkeiten der Optimierung
des Differenzierungsprozesses der ex-vivo CD133 positiven Stammzellen eingegangen.
Dazu wurden die CD133 positiven Stammzellen im Anschluss auf die 4-wdchige
Expansion in den folgenden Differenzierungsmedien aufgenommen: LBMCM +VEGF,
EBM-1 +VEGF, EBM-1 +VEGF +Ang-1 und EBM-1 +VEGF +Ang-2. Die Kultur
erfolgte in mit FN vorbeschichteten Wells von 96-Well-Platten.

Fiir unseren Ansatz wurde aus jedem Well der gesamte Mediumiiberstand
abgenommen. Es wurde ausgiebig nachgespiilt. Dann erfolgte die Zellzahlbestimmung
mit Hilfe der Neubauer-Kammer. AnschlieBend wurden die Zellen in den
entsprechenden Differenzierungsmedien aufgenommen und wieder ausplattiert. 3
Wochen nach diesem neuen Ansatz wurde die Endothelzellzahl mit dem Raster in Form
eines Kreisauschnittes bestimmt. Bei den nach 2 Wochen Differenzierung aus den
Uberstéinden abgenommenen Zellen bewirkte das Differenzierungsmedium LBMCM
+VEGF anfangs die Proliferation der Zellen. Die Differenzierung der Zellen setzte erst

nach ca. zweieinhalb Wochen ein und somit ergab sich eine geringe Ausbeute an
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endothelialen Zellen. Bei den EBM-1-haltigen Medien waren schon ein paar Tage nach
Aufnahme in den Differenzierungsmedien endotheliale Zellen vorhanden. Der stérkste
Differenzierungseffekt war dem Differenzierungsmedium EBM-1 +VEGF +Ang-1
zuzuschreiben, das bewirkte, dass sich insgesamt 9,19% der wiederausgeséten Zellen
aus dem Uberstand differenzierten. Diese Prozentzahl bezieht sich auf die Anzahl der
abgeernteten Zellen aus dem Mediumiiberstand bezogen. Dies gilt auch fiir die weiteren
Zahlen, die in diesem Abschnitt aufgefiihrt sind.

Bei den nach drei Wochen Differenzierung abgenommenen Zellen aus den Uberstéinden
bewirkten die EBM-1-haltigen Differenzierungsmedien nach wenigen Tagen die
endotheliale Differenzierung der Zellen. Von allen 3 Differenzierungsmedien war
EBM-1 +VEGF +Ang-2 mit einer  Differenzierungsquote von 42,04% am
effizientesten. Die Kombination von LBMCM mit VEGF bewirkte anfangs die
Proliferation der Zellen. Nach 1 Woche waren die ersten Endothelzellen anzutreffen,
wobei die Differenzierungsquote mit 18,54% am niedrigsten war.

Zur Veranschaulichung sind die Zahlen in den folgenden Abbildungen dargestellt.
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Abbildung 16: Differenzierungspotential der sechs Wochen alten Zellen aus den Uberstinden der
Differenzierungsmedien (n=2). Das Differenzierungsmedium EBM-1 +VEGF +Ang-1 war der beste
Induktor der endothelialen Differenzierung der Zellen mit einer Differenzierungsquote von 9,2%. Bei

EBM- 1 +VEGF +Ang-2 differenzierten sich 9,1%, bei EBM-1 +VEGF 4,3% und bei LBMCM +VEGF
3,4%
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Abbildung 17: Differenzierungspotential der siecben Wochen alten Zellen aus den Uberstinden der
Differenzierungsmedien (n=3). Das Differenzierungsmedium EBM-1 +VEGF +Ang-2 hatte mit einer
Differenzierungsquote von 42,04% den besten Differenzierungseffekt. Bei EBM-1 +VEGF
differenzierten sich 22,03%, bei EBM-1 +VEGF +Ang-1 19,62% und bei LBMCM +VEGF 18,54% der
Zellen.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Zellen im Uberstand sich endothelial
ausdifferenzieren konnen. Bei den nach zwei Wochen abgenommenen Zellen war das
Medium EBM-1 +VEGF +Ang-1 am besten. Bei den Zellen aus dem Uberstand, die 1
Woche spiter abgenommen wurden, induzierte das Medium EBM-1 +VEGF +Ang-2
deren endotheliale Differenzierung am besten. Die Kombination von LBMCM mit
VEGF hatte hauptsidchlich einen proliferativen Effekt. Beim Betrachten beider
Populationen zeigte sich, dass der beste Differenzierungseffekt bei den nach 3 Wochen
Differenzierung abgenommenen Zellen erreicht wurde. Diese Zellen stellen eine weitere
Quelle fiir Endothelzellen dar.

Im zweiten Abschnitt der Auffiihrung der Ergebnisse wurde gezeigt, dass von allen
untersuchten Differenzierungsmedien dasjenige bestehend aus EBM-1, VEGF und Ang-
ldie endotheliale Differenzierung der  ex-vivo expandierten CDI133 positiven,
hidmatopoetischen Stammzellen am stédrksten induzierte. Die Versuche, dieses Medium

weiterhin beziiglich seines Differenzierungseffekts zu optimieren, waren erfolglos. Es
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wurde auBlerdem versucht, die ex-vivo expandierten CD133 positiven Stammzellen auf
glashaltigem Boden zu differenzieren. Zwar beschrankten sich die Untersuchungen auf
zwei Patienten, aber es zeigte sich, dass sich viel mehr Zellen ausdifferenzierten als auf
kunststoffhaltigem Boden, vor allem unter dem Einfluss von EBM-1 +VEGF. Eine
weitere Moglichkeit, die Ausbeute an Endothelzellen zu erhdhen, boten die in den
Uberstéinden der Differenzierungsmedien enthaltenen Zellen. Sie vermochten sich
weiterhin endothelial zu differenzieren. Insbesondere die nach einem dreiwdchigen
Differenzierungsansatz abgenommenen Zellen zeigten eine starke endotheliale
Differenzierung mittels EBM-1 +VEGF +Ang-2.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde hauptsdchlich mit humanen, ex-vivo
expandierten CD133 positiven, hdmatopoetischen Stammzellen gearbeitet. Es wurde
von anderen Arbeitsgruppen gezeigt, dass es weitere Zellarten gibt, die die Eigenschaft
besitzen, sich endothelial auszudifferenzieren: die CD14 positiven monozytiren Zellen
und die mononukledren Zellen aus Blutprodukten. Es stellte sich die Frage, ob das
entwickelte und untersuchte Differenzierungsmedium EBM-1 +VEGF +Ang-1 eine
ebenso hohe Differenzierungsrate bei diesen Zellarten induzieren konnte. Es wére vor
allem bedeutend zu wissen, ob diese Zellarten sich besser differenzieren als die ex-vivo
expandierten CD133 positiven Stammzellen. In dem kommenden Abschnitt werden

diese Aspekte untersucht.

3. Untersuchung des Differenzierungsverhaltens
der CDI4 positiven Monozyten und der

mononukledren Zellen aus Buffy Coat

3.1 Beurteilung der Zellen am Umkehrmikroskop und
Quantifizierung der differenzierten Zellen

Die monozytdren, CD14 positiven Zellen und die mononukledren Zellen (MNCs)
wurden unmittelbar nach ihrer Aufreinigung differenziert. Dazu wurden sie a 5x10°
Zellen pro Well einer 96-Well-Platte in den verschiedenen Differenzierungsmedien

aufgenommen. Zum Vergleich wurden vier Wochen ex-vivo expandierte CDI133
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positive  Stammzellen benutzt. Die Experimente beschrinkten sich auf
zweiDifferenzierungsmedien: LBMCM +VEGF und EBM-1 +VEGF +Ang-1.

Im Rahmen dieses Versuches wurden die frischen CD133 positiven Stammzellen
mituntersucht, da es nach wie vor wichtig ist, zu wissen, wie hoch deren
Differenzierungspotential ist, und ob das Medium EBM-1 +VEGF +Ang-1 ihre
endotheliale Differenzierung besser als LBMCM +VEGF anregt. Die Auswertung
erfolgt qualitativ durch regelméBiges Protokollieren der Beobachtungen, sowie
quantitativ mit dem Raster in Form eines Kreisauschnittes.

Ca. drei Tage nach Differenzierung der ex-vivo expandierten CD133 positiven

Stammzellen waren die ersten Endothelzellen bei EBM-1 +VEGF +Ang-1 anzutreffen:
nach drei Wochen im Differenzierungsmedium hatten sich 1,2% der Zellen
ausdifferenziert. Das LBMCM +VEGF entfaltete seine Wirkung nach ca. 1 Woche, aber
erreichte mit 0,7% eine niedrigere Differenzierungsquote als EBM-1 +VEGF +Ang-1.
Bei den frischen hdmatopoetischen Stammzellen starb anfangs ein Teil der Zellen ab, so
dass die Differenzierung zu einem spdteren Zeitpunkt einsetzte. Die in LBMCM
+VEGF aufgenommenen Zellen differenzierten sich zu 0,1%, wéhrend sichbei EBM-1
+VEGF +Ang-1 0,8% der Zellen differenzierten.

Nach ein paar Tagen in den Differenzierungsmedien entstanden die ersten
endothelialen Zellen aus den MNCs. Die differenzierten Zellen waren morphologisch
schmaler und langlicher als die aus den hdmatopoetischen Stammzellen entstandenen
endothelialen Zellen. EBM-1 +VEGF +Ang-1 war mit einer Differenzierungsquote von
1,6% dem Differenzierungsmedium aus LBMCM mit VEGF iiberlegen. Das LBMCM
bewirkte eine Differenzierungsquote von 1%. Besonders auffillig bei den MNCs war
die Tatsache, dass die Wells voll waren von kleinen, rundlichen Zellen waren, die
Monozyten dhnelten.

Die hochste Differenzierungsrate zeigten die monozytdren, CD14 positiven Zellen. Ein
paar Tage nach Ansetzen der Experimente differenzierten sie sich  aus. Die
differenzierten Zellen waren Nervenzellen morphologisch &dhnlich: aus dem fast
rundlichen zellkorpern schienen mehrere Ausliufer zu entspringen. Beim Abschluss des
Versuches waren nur noch wenige runde Zellen vorhanden. Das EBM-1 +VEGF +Ang-
1 hatte mit einer Differenzierungsquote von 2,1% den besten Effekt, gefolgt von

LBMCM +VEGF mit 0,8%.
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Abbildung 18: Vergleich des Differenzierungsverhaltens der frischen CD 133+ Stammzellen, der
ex-vivo expandierten CD 133+ Stammzellen, der CD 14+ Zellen und der mononukleiiren
Stammzellen mit den den Differenzierungsmedien LBMCM +VEGF und EBM-1 +VEGF +Ang-1
(n=2). Nach drei Wochen in Kultur zeigte sich bei allen Zellpopulationen ein besseres
Differenzierungsverhalten unter EBM-1 +VEGF +Ang-1. Die monozytiren, CD 14+ Zellen zeigten eine

hohere Differenzierungsquote als die bisher untersuchten expandierten hdmatopoetischen Stammzellen.




72

Abbildung 19: Differenzierungsverhalten der ex-vivo expandierten CD133 positiven Stammzellen
(A), MNCs (B) und CD14 positiven Zellen im Medium EBM-1 +VEGF +Ang-1(C) (10 X

Vergrofierung). Bei den MNCs waren bis zum Versuchabschluss kleine runde Zellen zu sehen.

Die frischen hdmatopoetischen, CD133 positiven Stammzellen unterschieden sich von
den anderen Zellarten dadurch, dass sie sich am wenigsten differenzierten. Es war
dennoch zu sehen, dass das Medium EBM-1 +VEGF +Ang-1 eine bessere Wirkung auf
diese Zellen hatte als LBMCM +VEGF.

Bei den MNCs waren insgesamt viel mehr differenzierte Zellen zu sehen als bei den
frischen und den ex-vivo expandierten CD133 positiven Stammzellen. Die aus den
MNCs entstandenen endothelialen Zellen zeigten eine lédngliche und schmalere
Zellmorphologie.

Von allen Zellarten differenzierten sich die CD14 Zellen am stirksten in dem Medium

EBM-1 +VEGF +Ang-1 aus.

3.2 Charakterisierungen der differenzierten Zellen mittels
Immunfluoreszenzfarbung
Endothelzellen definieren sich durch die Expression bestimmter Oberfldchenantigene

wie z.B. von-Willebrand-Faktor (vVWF) und VE-Cadherin. Deshalb sollte versucht
werden, morphologisch endothelial differenzierte Zellen aus den ex-vivo expandierten
CDI133 positiven Stammzellen und den CD 14 positiven Zellen beziiglich der

Expression dieser Marker zu untersuchen. Dazu wurden Zytospins angefertigt, und die
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Zellen wurden mit Antikorpern inkubiert, die gegen typische Endothelmarker gerichtet
waren. Aufgrund der geringeren Menge an Zellen und ihrer Empfindlichkeit konnten
die Ansdtze mit frischen CD133 positiven Stammzellen nicht auf Zytospins tiberfiihrt
und dementsprechend nicht markiert werden. HUVECs dienten als Positivkontrolle: sie
zeigten eine hohe Expression von vWF mit 65,2% und VE-Cadherin mit 72%

Die ex-vivo expandierten CD133 positiven Stammzellen, die sich in LBMCM +VEGF
differenziert hatten, exprimierten vVWF zu 50%, und VE-Cadherin hingegen kaum. Bei
EBM-1 +VEGF +Ang-1 waren sie fiir beide Marker positiv: vVWF wurde zu 76,3% und
VE-Cadherin zu 45,8% exprimiert.

Die CDI14 positiven Zellen, die sich im LBMCM +VEGF differenziert hatten,
exprimierten VWF zu 67%. Nur 8% dieser Zellen waren fiir VE-Cadherin positiv. Unter
EBM-1 +VEGF +Ang-1 exprimierten 55,6% der Zellen vWF und 32,3% VE-Cadherin.
Diese Ergebnisse sind zum tiberblick in folgenden Tabellen aufgefiihrt.

Tab.17 : Expressionsrate von VvWF und VE-Cadherin in dem
Differenzierungsmedium mit VEGF

Zellpopulationen vWF VE-Cadherin
HUVECs 65,2% 72%

Ex-vivo expandierte CD133+ Zellen 50% -/-

CD14+ Zellen 67% 8%

Tab.18 : Expression von vWF und VE-Cadherin in dem Medium bestehend aus
EBM-1 mit VEGF und Ang-1

Zellpopulationen vWF VE-Cadherin
HUVECs 65,2% 72%

Ex-vivo expandierte CD133+ Zellen 76,3% 45.8%
CD14+ Zellen 55,6 32,3%
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Abbildung 20: Darstellung von Zellen, die vVWF exprimieren (100 x Vergroflerung).

Abbildung 21: Darstellung von Zellen, die VE-Cadherin exprimieren (100 x
Vergrofierung)
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E Diskussion

Endothelzellen sind flache Zellen, die die Innenfliche von Blut- und Lymphgefia3en
auskleiden (Rohen, Liitjen-Drecoll, 1999). Eine Eigenschaft von Endothelzellen ist ihre
Kontraktionsfahigkeit. Dies ist auf die Intermedidr- und Aktinfilamente in ihrem
Zytoplasma zuriickzufiihren (Junqueira, Carneiro, 2004; Welsch, 2005). Endothelzellen
exprimieren zahlreiche Proteine, unter anderen vWF, ein Transportprotein fiir Faktor
VIII, der in den Gerinnungsprozess involviert ist (Ingram et al, 2004). Neben vWF wird
ein Zell-Zell- Adhesionsmolekiil gebildet, das VE-Cadherin (Esser et al., 1998).
Cadherine sind eine Familie integraler Membranproteine. E-cadherine sind die
wichtigsten ~Adhédsionsmolekiile fiir die Aufrechterhaltung eines epithelialen
Zellverbundes (Schiebler, 2005).

Durch bestimmte angiogene Faktoren regen die Tumorzellen benachbarte, nicht
maligne Endothelzellen zur Proliferation und Migration an (Folkman et al.,1987; Pepper
et al.,1997). Das invasive Wachstum und die Metastasierung beim humanen
kolorektalen Karzinom beruht auf der Tumorangiogenese, so dass ein Hauptprinzip der
Therapie in der Suppression dieses Prozesses besteht (Rmali et al, 2007). Eine andere
medizinische Anwendung stellt die autologe Transplantation von EPCs bei Patienten
mit peripherer arterieller Verschlusskrankheit und ischdmischer Herzerkrankung dar.
Die EPCs induzierten iiber die Vaskulogenese die Revaskularisierung der betroffenen
Gewebe, ohne signifikante Nebenwirkungen zu haben (Tatsumi et al., 2006).

Basierend auf diesem Prinzip wurde in der vorliegenden Arbeit ein die endotheliale
Ausdifferenzierung von ex-vivo expandierten hdmatopoetischen, CD133 positiven,
Stammezellen induzierendes Medium entwickelt. Die in diesem Medium entstandenen
Zellen wurden mittels eines von der Arbeitsgruppe angefertigten Rasters quantifiziert
und beziiglich der typischen Endothelzellmarker vWF und VE-Cadherin
immunhistochemisch charakterisiert.

Da die Untersuchung der verschiedenen Differenzierungsmedien eine hohe Ausbeute
von CD133 positiven Stammzellen erforderte, beschlossen wir die immunmagnetischen
isolierten Stammzellen zu expandieren. Butzal et al. verwendeten im Rahmen ihrer
Experimente ein Expansionsmedium, das mit FLT3L, SCGF und VEGF supplementiert
war (Butzal et al., 2004). Wir vermehrten die Zellen in demselben Medium und es
zeigte sich, dass die 4 Wochen lang expandierten Zellen fiir die Durchfithrung der

Versuche am geeignetesten waren.
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In unserer Arbeitsgruppe wurde ebenfalls das von Fernandez und seiner Arbeitsgruppe
beschriebene Differenzierungsmedium verwendet. Das beschriebene Medium war
lediglich mit VEGF supplementiert und konnte die endotheliale Transdifferenzierung
von CD14 positiven, monozytiaren Zellen induzieren (Fernandez Pujol et al., 2000).
Dieses Medium wurde ebenfalls in unserer Arbeitsgruppe zur Differenzierung frischer
und ex-vivo expandierter CD133 positiver Stammzellen erfolgreich verwendet. In der
vorliegenden Arbeit diente dieses Medium als Kontrolle, um die Effizienz des neu
entwickelten Differenzierungsmediums zu belegen.

Die initiale Zelldichte erwies sich als wichtig fiir die Differenzierung der Zellen. Es
zeigte sich, dass eine initial eingesite Zellzahl von 5 x10° pro Well einer 96er-Well-
Platte zu den meisten differenzierten Zellen fiihrte.

Zur Quantifizierung der differenzierten Zellen entwickelten wir zwei Methoden:

Das Raster in Form eines Quadrats erwies sich in der Auszéhlung als zu approximativ.
Da die meisten Zellen in dem Zentrum des Wells anzutreffen waren, lieferte es keine fiir
das Well representativen Zahlen. Das neu entwickelte Raster in Form eines
Kreisauschnittes (Winkel: 20 Grad) wurde dem anderen Raster gegeniiber gestellt.

Es gibt in der gegenwirtig vorliegenden Literatur keine Arbeit, welche eine dhnliche
Quantifizierungsmethode fiir die aus ex-vivo entstandenen Endothelzellen beschreibt.
Nur Sun et al. entwickelten ein vergleichbares Quantifizierungssystem, um die von
bFGF und VEGF getriggerten gefdBahnlichen Strukturen von humanen
mikrovaskuldren Endothelzellen zu quantifizieren. Hierbei wurde ein Kreis in
Ausschnitte unterteilt, die jeweils einem Winkel von 10 Grad entsprachen, wobei die
aufgetragenen Geraden graduiert waren. Sie suchten sich sechs Auschnitte pro Well
einer 24er-Well-Platte aus und fotografierten sie, um die tubuldren, gefdBartigen
Strukturen in jedem Kreisauschnitt zu messen. Der angiogene Effekt ergab sich aus der
Summe der Messungen in allen 36 Auschnitten (Sun et al., 2004).

Um die Endothelzellzahl einschidtzen zu kénnen, war es wichtig, dass die Zellen am
Zeitpunkt der Quantifizierung ein hohes Maf} an Vitalitdt aufwiesen. Unsere Versuche
zeigten, dass sich die Zellen bis 4 Wochen nach Ansetzen des
Differenzierungsversuches ausdifferenzierten, aber dass sie zunehmend seneszent
wurden. Dies deutete darauf hin, dass die Quantifizierung der endothelialen
Differenzierung vor diesem Zeitpunkt gilinstiger wére. Unsere Kurve zeigte anhand der
Steigung, dass dies ca. drei Wochen nach Beginn des Differenzierungsversuches

durchzufiihren war, weil die Zellen an diesem Zeitpunkt vital waren und sich am
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schnellsten und am stirksten ausdifferenzierten. Dies lieB sich trotz der
interindividuellen Schwankung am Umkehrmikroskop wiederholt beobachten. Zur Zeit
liegt keine vergleichbare Studie vor, die diese Aussage stiitzt oder ihr widerspricht.

Wir fiihrten Experimente mit dem Grundmedium EGM-2 durch, das nach Zusatz von
FBS, Pen/Strep und Ampho B als EBM-1 bezeichnet wurde. Die Gegeniiberstellung
von EBM-1 mit dem herkdmmlichen Differenzierungsmedium mit VEGF zeigte die
deutliche Uberlegenheit des neu entwickelten Mediums.

Wir supplementierten das neue Medium mit zahlreichen Zytokinen, wobei sich die
Kombination mit VEGF und Ang-1 sowohl qualitativ am Umkehrmikroskop als auch
quantitativ wiederholt als die effektivste erwies. Es zeigte sich ferner eine deutliche
Uberlegenheit dieses Mediums gegeniiber dem herkémmlichen Medium mit VEGF als
Zytokin. Dies lieB sich mit dem T-Test statistisch belegen (p<0,05). Bisher ist keine
Veroffentlichung bekannt, die beide Medien zu den in dieser Arbeit beschriebenen
Rahmenbedingungen hinsichtlich ihrer Differenzierungstahigkeit vergleicht.

Das Differenzierungsmedium bestehend aus EBM-1, VEGF, Ang-1 und SCF erreichte
dhnliche Werte wie die Kombination ohne SCF. Allerdings war der Unterschied zum
Kontrollemedium LBMCM +VEGF mit einem p-Wert von 0,08 nicht statistisch
signifikant.

Zwecks weiterer Optimierung des Differenzierungsmediums mit VEGF und Ang-1
setzten wir das Konzept der sequentiellen Supplementierung ein, nach einer gewissen
Differezierungszeit zusdtzlich supplementiert wurden, um den angiogenen Effekt zu
steigern. Dieses Vorgehen zeigte aber keinen zusdtzlichen Effekt. In einigen Féllen gab
es sogar in einigen Fillen einen Riickgang der endothelialen Differenzierung. Ferner
erzielte das Medium bestehend aus EBM-1 supplementiert mit VEGF und Ang-1, das
in diesem Versuch als Kontrolle diente, nach wie vor den hochsten
Differenzierungseffekt.

Das Supplementieren von EBM-1 mit einem doppelten Serumgehalt zeigte ebenfalls
kein besseres Ergebnis, sondern fiihrte sogar zu einem deutlichen Riickgang der

Differezierungsrate.

Mit der Frage, ob die Bodenbeschaffenheit des Kulturbehiltnisses einen weiteren, fiir
die Differenzierung der Zellen bedeutenden Parameter darstellen konnte, siten wir die
vierWochen ex-vivo expandierten CD133 + Zellen in den gldsernen ChamberSlides aus.

Das Medium bestehend aus EBM-1 mit VEGF und Ang-1 erreichte eine bessere
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Differenzierung der Zellen auf den Plastikboden der Multi-Well-Platte. Das EBM-1
Medium mit VEGF allein supplementiert erwies sich dagegen in den Chamber Slides,
dem gleichen Medium mit Ang-1 als zusitzliches Zytokin iiberlegen. Insofern lieB sich
eine Uberlegenheit des Glasbodens gegeniiber den Plastikplatten, die mit Fibronektin
beschichtet waren, nicht beweisen. Ein weiteres Konzept zur Steigerung des
Differenzierungsverhaltens der ex-vivo expandierten CD133 + Stammzellen bestand
darin, die im Mediumiiberstand enthaltenen Zellen nach einem Zeitraum von zwei bzw.
drei Wochen im Differenzierungsmedium abzunehmen und erneut auszusden, mit der
Uberlegung, dass sie sich auf diese Weise doch noch aufdifferenzieren konnten. Wir
fiihrten dieses Experiment fiir jeden Zeitpunkt je zweimal durch. Die Quantifizierung
erfolgte nach drei Wochen mit dem Raster in Form eines Kreisausschnitts. Die nach
drei Wochen im Differenzierungsmedium wieder ausgesdten Zellen differenzierten sich
insgesamt Stirker aus als die eine Woche frither abgenommenen Zellen. Die im
Rahmen dieser Versuche erreichten Ergebnisse deuteten darauf hin, dass dieses
Konzept, systematisch umgesetzt, zu einer Steigerung Ausbeute an Endothelzellen
fiihren konnte.

Fiir alle im Rahmen der Optimierung des EBM-1 mit VEGF und Ang-1 ergab sich sich
kein statistisch signifikanter p-Wert, obwohl die Versuche mindestes zweimal
durchgefiihrt wurden. Dies konnte an der interindividuellen Streuung des
Differenzierungsverhaltens der Zellen liegen. Zur Durchfilhrung unserer Versuche
verwendeten wir Blutproben von sowohl gesunden Probanden als auch Patienten, was
eine nicht unbedeutende Rolle fiir die Ergebnisse spielen konnte.

In der Literatur finden sich zahlreiche Arbeiten, die weitere Quellen fiir Endothelzellen
beschreiben: Shintani et al. waren der Auffassung, dass aus dem peripheren Blut
isolierte mononukledre Zellen sich in Endothelzellen differenzieren konnten (Shintani et
al., 2001). In der Literatur wird beschrieben, dass CD14 + Zellen endotheliale
Progenitorzellen darstellen (Fernandez et al., 2000; Rehman et al., 2003; Rogmanani et
al., 2006). Auf diese Angaben stiitzend isolierten wir die jeweiligen Zellpopulationen
und brachten sie in die Differenzierungsmedien ein. Dazu nahmen wir die frischen und
ex-vivo expandierten CD133+ Stammzellen zum Vergleich und als Kontrolle. Das
Medium EBM-1 mit VEGF und Ang-1 erwies sich als effizienter als das herkdmmliche
Medium bei allen Populationen und es zeigte sich, dass die CD14 + Population sich am

stiarksten endothelial ausdifferenzierte.
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Die morphologisch differenziertne Zellen aus den ex-vivo expandierten CD133 +
Stammzellen, CD14 + Zellen und mononukledren Zellen wurden immunhistochemisch
angefarbt, wobei HUVECs dienten als Kontrolle.

Bei den ex-vivo expandierten Stammzellen, die in EBM-1 +VEGF +Ang-1 eingebracht
worden waren, exprimierten 76,3% der Zellen vWF und 45,8% davon VE-Cadherin.
Diese Zahlen decken sich nicht ganz mit denen, die im Rahmen einer Promotionsarbeit
in unserer Arbeitsgruppe erhalten wurden: dabei waren 97% der Zellen fiir vWF positiv,
und 36% fiir VE-Cadherin. Wahrend die Zellen, die sich im herkommlichen Medium
differenziert hatten, vVWF zu 50% und VE-Cadherin kaum exprimierten, wurde friiher in
unserer Arbeitsgruppe eine Expressionsrate deutlich hoher als 99% bestimmt
(Selektion, ex-vivo Expansion und Analyse der Differenzierungskapazitit humaner CD
133 positivr Stammzellen aus dem peripheren Blut, vorgelegt von frau dr. rer. Nat. Dr.
med. S. Loges,Hamburg 2004).

Schmeisser et al. farbten differenzierte CDI14+ Zellen an, die in einem
Differenzierungsmedium mit 20% FBS, bFGF, VEGF und IGF-1 eingebracht worden
waren, und sie exprimierten VWF zu 94,2% und VE-Cadherin zu 89,7% (Schmeisser A.
et al., 2001). Fernandez et al. fiarbten ebenso CD14 + Zellen an, die sich allerdings in
dem herkdmmlichen Medium mit VEGF differenziert hatten: Sie notierten (ohne
Zahlangabe) eine deutliche Expression beider Marker (Fernandez Pujol et al., 2000). In
Rahmen dieser Arbeit exprimierten 67% der Zellen in diesem Medium vWF und
lediglich 8% der Zellen VE-Cadherin. In dem neu entwickelten Medium exprimierten
55,6% der Zellen vWF und 32,8% von ihnen VE-cadherin.

Eine mogliche Erklarung fiir diese starke Streuung der Expressionsrate konnte die zur
Verfiigung stehende Anzahl an Zellen darstellen, die in keiner der hier aufgefiihrten
Literaturedaten nachzuvollziechen war. Auflerdem ist die Ermittlung dieser Zahl sehr
vom Untersucher abhidngig, was eine bedeutende Fehler- bzw. Streuungsquelle darstellt.
Weiterhin muss beriicksichtigt werden, dass die hier angegebenen Arbeitsgruppen
Reagenzien von verschiedenen Firmen benutzt haben konnten. Trotzdem ldsst sich
sagen, dass die Zellen aufgrund der Expression von endothelialen Markern
Endothelzellen entsprechen.

Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass die endotheliale Differenzierung von CD133
positiven Stammzellen optimiert werden konnte. Von den von uns entwickelten
Konzepten um unser Ziel zu erreichen, erwies sich die Option der Supplementierung

des Differenzierungsmediums als am erfolgreichsten. Das neue Grundmedium, von
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unserer Arbeitsgruppe als EBM-1 bezeichnet, wurde mit verschiedenen Faktoren
beschickt. Mit den Zytokinen VEGF und Ang-1 supplementiert bewirkte es eine
Differenzierenzierungsrate von bis zu 2,3%, gegeniiber dem herkémmlichen Medium
LBMCM mit VEGF, dessen Differenzierungsrate lediglich 0,9% betrug. Die
endotheliale Differenzierung der CD133 positiven Stammzellen lie sich unter diesem
Medium um den Faktor 2,5 steigern.

Das von unserer Arbeitsgruppe eingefiihrte Medium fiihrte zu einer hoheren Ausbeute
an Endothelzellen. Dadurch kann es in der Zukunft moglich werden, dass klinisch
relevante Mengen an therapeutisch einsetzbaren autologen Endothelzellen fiir Patienten

bereitgestellt werden konnen.
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F Zusammenfassung

Gefallerkrankungen beruhen in den meisten Fillen pathophysiologisch auf
arteriosklerotischen Verdnderungen. Diese Vorginge, bei denen Zellen absterben,
filhren letztendlich zur Minderdurchblutung und im schlimmsten Fall zur Nekrose der
zu versorgenden Organe. Zur Therapie stehen verschiedene Moglichkeiten zur
Verfligung: darunter ist in den letzten Jahren der Konzept der Transplantation von
Endothel- und Endothelprogentorzellenerforscht worden. In diesem Sinne sollten in der
vorliegenden Arbeit zuvor ex-vivo expandierte CD 133 positive Stammzellen
endothelial differenziert werden. Es sollte eine moglichst hohe Ausbeute an
Endothelzellen erreicht werden, dass Patienten sowohl als Donor fiir
Endothelprogenitorzellen als auch als Empfanger der infolge Differenzierung
entstandenen Endothelzellen fungieren. Auf diese Weise konnte das mit der allogenen
Transplantation verbundene Problem der immunologischen AbstoBungsreaktion
umgangen werden, wodurch immer mehr Patienten geholfen werden konnte.

Um eine moglichst hohe Ausbeute an Endothelzellen abzuernten, wurden die
immunmagnetisch aufgetrennten CD 133 positiven Stammzellen 4 Wochen lang in
einem Expansionsmedium kultiviert. Sie wurden anschlieBend in verschiedenen von uns
zusammengesetzten Differenzierungsmedien aufgenommen. Unter Verwendung eines
Umkehrmikroskops konnten wir den Differenzierungsvorgang verfolgen, der sich schon
ab dem dritten Tag nach Beginn des Experiments in Gang setzte. Er konnte auBlerdem
mit Hilfe eines von unserer Arbeitsgruppe angefertigten Rasters in Form eines
Kreisauschnittes quantifiziert werden. Die Kombination des Mediums EBM-1 mit
VEGF und Ang-1 erwies sich mit einer Differenzierungsrate von 2,3% als effizienter als
das herkommliche Differenzierungsmedum bestehend aus LBMCM und VEGF mit
lediglich 0,9% Differenzierung.

Um die Differenzierungseffizienz des neu entwickelten Differenzierungsmediums
weiterhin zu steigern, verdoppelten wir dessen Serumgehalt. Mit derselben Uberlegung
beschlossen wir beim Ansatz der verschiedenen Medien die zugehdrigen Zytokine
sequentiell zuzugeben. Beide Methoden brachten keine nennenswerten Ergebnisse mit
sich.

Wir verglichen das bisher untersuchte Differenzierungsverhalten der ex-vivo
expandierten CD133 Stammzellen auf plastikhaltigem mit dem auf glashaltigem Boden.

Qualitativ lieB sich eine etwas stirkere Differenzierung der Zellen auf glashaltigem
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Boden nachweisen, wobei zu bedenken war, dass die Kulturfliche der ChamberSlides
fast doppelt so hoch ist wie die der Plastikplatten. Mit der Uberlegung, dass die in den
Medieniiberstainden enthaltenen Zellen als potenzielle Endothelprogenitorzellen
fungieren konnten, sdten wir sie erneut aus. Dies wurde insgesamt zweimal
durchgefiihrt: nach einer zwei- und dreiwdchigen Verweildauer in den Uberstinden der
Differenzierungsmedien. Es zeigte sich, dass die Zellen, die vor Entnahme 3 Wochen
lang im Mediumiiberstand enthalten waren, am effizientesten waren. Hier erreichte die
Kombination des Mediums EBM-1 mit VEGF und Ang-2 eine Differenzierungsrate
42,04%, gefolgt von EBM-1 mit VEGF und Ang-1 mit 19,62%. Zellen in
Medieniiberstinden konnen sich nach erneutem Ausséden differenzieren und stellen eine
weitere Quelle fiir Endothelzellen dar.

MNCs, CD14 positive, frische und ex-vivo expandierte CD 133 positive Stammzellen
wurden beziiglich ihres Differenzierungsverhaltens untereinander verglichen. Es zeigte
sich bei allen Zellpopulationen die deutliche Uberlegenheit des neu entwickelten
Mediums gegeniiber dem herkdmmlichen Medium. Die CD 14 positiven Zellen
differenzierten sich in dem neu entwickelten Medium zu 2,1% aus, die ex-vivo
expandierten CD 133 positiven Stammzellen dagegen nur zu 1,6%. Die entstandenen
Endothelzellen konnten beziiglich der Expression der Endothelzellmarker vVWF und VE-
Cadherin untersucht werden.

Wir konnten in Rahmen der vorliegenden Arbeit ein Medium entwickeln, dass eine
endotheliale Differenzierung von ex-vivo expandierten Zellen von bis zu 2,3%
ermdglicht und somit dem herkdmmlichen Medium deutlich {iberlegen ist. Zur
medizinischen Anwendung sollte allerdings gezielt versucht werden, die
Differenzierungseffizienz  dieses Mediums weiter zu steigern, um dem

durchschnittlichen Bedarf decken zu konnen.
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