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Zusammenfassung 4

1  ZUSAMMENFASSUNG

Adulte humane, multipotente hamatopoetische Stammzellen sind durch die Expression
des Antigens CD133 charakterisiert. Diese Zellen (CD133") haben mdglicherweise ein
breites Differenzierungspotenzial auch in nicht-hamatopoetische Gewebe und kénnten
deshalb flr neue Therapieansatze genutzt werden. Zurzeit wird die Anwendung solcher
stammzellbasierter Therapieformen aber noch durch die niedrige Frequenz der CD133"
Zellen in Blut und Knochenmark limitiert.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde deshalb die ex-vivo Expandierbarkeit und die
Differenzierungskapazitat von hamatopoetischen CD133" Stammzellen aus dem periphe-
ren Blut in die hdmatopoetische und endotheliale Richtung untersucht. Dabei wurde diese
Zellpopulation auch auf Einzelzellebene analysiert, um festzustellen, ob CD133" Zellen
gemeinsame Ursprungszellen fir Blut- und Blutgefalzellen, so genannte Hdmangioblas-
ten, enthielten.

Mittels einer immunmagnetischen Methode konnten CD133" Stammzellen in hoher
Reinheit (ca. 98%) aus Leukaphereseprodukten isoliert werden. AnschlieRend wurde ein
auf den Zytokinen SCGF, VEGF und FLT3L basierendes Zellkultursystem entwickelt, mit
dem die isolierten Zellen ex-vivo expandiert werden konnten. Der Faktor der Zellzahlzu-
nahme betrug nach 5 Wochen in den Expansionskulturen im Mittel 2190. Immunphano-
typische Analysen von Stammzellmarkern in diesem Kulturzeitraum ergaben eine
Expansion der CD133" Zellen um das 260-fache und der CD34" Zellen um das 36-fache.
Funktionelle Stammzellassays zeigten eine Zunahme des koloniebildenden Potenzials der
ex-vivo expandierten Stammzellen. Die Zahl der unreifen, multipotenten CFU-GEMM
Kolonien nahm um den Faktor 48 zu.

Uber 32 Tage kultivierte Stammzellen konnten das durch Bestrahlung abgetétete
Knochenmark von immuninkompetenten NOD-SCID Mausen repopulieren. Drei Monate
nach der Transplantation waren bei 75% der Tiere menschliche Blutzellen aller Linien
nachweisbar, was das Vorhandensein funktioneller, multipotenter und zur Selbsterneu-
erung fahiger Stammzellen in den Expansionskulturen belegte.

Funktionelle und immunphanoptypische Analysen der expandierten CD133" Zellen
ergaben aullerdem, dass auch Endothelprogenitorzellen unter den etablierten
Kulturbedingungen erfolgreich proliferieren konnten. Die Populationen der die
Endothelmarker VE-Cadherin und vVWF exprimierenden Zellen vermehrten sich in flnf
Wochen um mehr als den Faktor 10000. Endotheliale Colony-Assays zeigten eine fast

2000-fache Zunahme der Progenitoren mit endothelialer Potenz.
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Zusammenfassend lasst sich flr den ersten Teil der vorliegenden Arbeit feststellen, dass
Zellkulturbedingungen entwickelt wurden, durch die sowohl hamatopoetische Stamm-
zellen als auch Endothelprogenitorzellen ohne Verlust des Differenzierungspotenzials ex-

vivo expandiert werden konnten (s. Schema in Abbildung 1).
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Abbildung 1: Aufreinigung, Expansion und funktionelle sowie phénotypische Analyse der
CD133" Zellen.

AnschlieBend wurde untersucht, ob sich die expandierten CD133" Zellen morphologisch
und phanotypisch in Endothelzellen differenzieren konnten. Dazu wurden diese Zellen
ausschlieRBlich mit VEGF weiterkultiviert. Das fihrte dazu, dass ein Teil der Zellen
adharent wurde und eine endotheliale Morphologie annahm. Adharente und nicht
adharente Zellen exprimierten zu 100% die endothelialen Zelloberflachenmolekiile Ulex

europaeus Rezeptor, vVWF und VE-Cadherin.
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Abbildung 2: Analyse der Differenzierungskapazitit der ex-vivo expandierten Stammzellen
in reife Endothelzellen.
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So wurde gezeigt, dass ausreichende Mengen an autologen Endothelzellen fir den
klinischen Einsatz, z.B. fir Patienten mit Herzinfarkt oder Durchblutungsstérungen,
gewonnen werden konnten. Der experimentelle Ansatz ist schematisch in Abbildung 2
dargestellt.

Im dritten Teil der vorliegenden Arbeit wurden die proliferierenden CD133" Zellen
retroviral mit dem grin fluoreszierenden Markergen eGFP transduziert. Mit Hilfe dieser
Markierung konnte auf Einzelzellebene untersucht werden, ob diese Zellpopulation
Stammzellen enthielt, die sich sowohl in hamatopoetische als auch in endotheliale Zellen
differenzieren konnten.

Dazu wurden ex-vivo Expansionskulturen einzelner GFP-positiver Zellen angelegt. Deren
Nachkommen wurden aufgeteilt und je eine Halfte des Klons endothelial bzw.
hamatopoetisch differenziert. Mit Hilfe der GFP-Fluoreszenz, der Analyse der Kernmor-
phologie mit einem blau fluoreszierenden DNA-Farbstoff sowie von Zelloberflachen-
markern mit rot-fluoreszierenden Antikorpern wurden Granulozyten und Endothelzellen
als Nachkommen einer Ursprungszelle identifiziert (s. Schema in Abbildung 3).

Dadurch konnte gezeigt werden, dass die expandierte Zellpopulation postnatale

Hamangioblasten in einer Frequenz von 1,8% enthielt.
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Abbildung 3: Analyse der hamangioblastischen Potenz der ex-vivo expandierten Stamm-

zellen.
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2  EINLEITUNG

2.1 STAMMZELLEN

Stammzellen gewinnen zunehmend Bedeutung in der biologischen und
medizinischen Forschung sowie fur neue Therapieansatze. Der entscheidende
Grund daflr ist ihre Fahigkeit, spezialisierte Gewebe in physiologischen und
pathophysiologischen Situationen zu regenerieren.

Diese Eigenschaft macht sie einerseits zu einem Modellsystem fur entwicklungs-
biologische Fragestellungen und andererseits zu einem potenziellen Therapeuti-
kum fur Krankheitszustande mit Untergang von Gewebezellen wie z.B. Myokard-
infarkte, Diabetes mellitus Typ I, Morbus Parkinson, Leberzirrhose oder periphere
Durchblutungsstorungen (Weissman, 2000).

Humane hamatopoetische Stammzellen werden seit Jahrzehnten z.B. bei
Leukamien, aplastischen Anamien oder Thalassamien als Transplantate verwandt,
um das maligne oder dysfunktionale Knochenmark zu ersetzen (Gratwohl et al.,
2002; Verfaillie, 2002).

Seit einigen Jahren wird aullerdem versucht, genetische Defekte von hamatopoe-
tischen Stammzellen mittels gentherapeutischer Ansatze zu korrigieren und
Patienten die Zellen mit der korrekten genetischen Information zu reinfundieren.
Dieser Ansatz war z.B. mit Hilfe von retroviralen Vektoren bei der Adenosin-
Desaminase-Defizienz, einem Enzymmangel, der zu einem schweren
Immundefekt fuhrt, erfolgreich (Aiuti et al., 2002; Muul et al., 2003). Es bleibt aber
zu bedenken, dass diese Vektoren zwar die hochste Gentransfereffizienz
besitzen, sich aber zufallig in das Genom der Zellen integrieren. Das hat zu der
Entstehung von leukdmischen Krankheitsbildern in Mensch und Maus gefuhrt
(Baum et al., 2003; Baum et al., 2004; Li et al., 2002).

Deshalb ist es entscheidend, Stammzellen flr eine mdgliche therapeutische
Anwendung sorgfaltig in-vitro und auch in Tiermodellen zu evaluieren, um die

Sicherheit zellbasierter Therapien zu erhohen.
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2.2 DEFINITION VON STAMMZELLEN

Stammzellen sind als undifferenzierte Zellen definiert, die bei der Zellteilung zwei
Tochterzellen produzieren kénnen, von denen eine den Stammzellphanotyp
behalt und die andere sich in mindestens einen bestimmten Zelltyp differenziert.
Durch diese asymmetrische Zellteilung haben Stammzellen die einzigartige
Eigenschaft, sich zu differenzieren und gleichzeitig selbst zu erneuern (Raff,
2003).

Dieses theoretische Konzept wurde 1961 erstmalig von Becker et al. bestatigt. Sie
wiesen in der Maus die Existenz von klonogenen Knochenmarkzellen nach,
welche in der Milz Kolonien aller Blutzellinien bildeten. Einige dieser Blutzellkolo-
nien enthielten Zellen, die selbst neue Kolonien bilden konnten. Damit war durch
einen experimentellen Ansatz bewiesen, dass Stammzellen existieren, welche
Ursprungszellen fur differenzierte Nachkommen sein und sich gleichzeitig selbst
propagieren konnen (Becker et al., 1963). Manche Autoren fordern weiter, dass
diese Selbsterneuerung Uber die gesamte Lebensdauer des jeweiligen
Organismus anhalt (Raff, 2003).

Die Mechanismen, welche dazu fuhren, dass die jeweilige Tochterzelle
Stammzelle bleibt oder eine Vorlauferzelle fur einen bestimmten differenzierten
Zelltyp wird, sind bis heute nicht bekannt. Die Regulation dieses Vorgangs erfolgt
durch Proteine der Mutterzelle oder durch die lokale Umgebung, in der die
Zellteilung stattfindet. Mdglicherweise spielen aber auch beide Faktoren eine Rolle
(Spradling et al., 2001; Watt und Hogan, 2000).

2.3 EMBRYONALE UND ADULTE STAMMZELLEN

Es wird grundsatzlich zwischen zwei verschiedenen Klassen von Stammzellen
unterschieden, namlich embryonalen Stammzellen und adulten Stammzellen,
welche auch als somatische Stammzellen bezeichnet werden. Um diese beiden
Gruppen klar voneinander abgrenzen zu konnen, muss man die Entwicklung eines
Saugetierembryos genauer betrachten.

Die Embryonalentwicklung beginnt mit der Entstehung einer Zygote, aus der sich
der gesamte Organismus entwickeln kann und die damit totipotent ist. Innerhalb

von 30 Stunden teilt sich die Zygote zum ersten Mal und durchlauft anschliel3end
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weitere Furchungsteilungen. Die entstehenden Blastomere werden bis zum 8-
Zellstadium als totipotent betrachtet.

Die Zygote entwickelt sich Uber das Morula-Stadium aus 12-16 Zellen am 3.-5.
Entwicklungstag zur Blastozyste, die aus einer inneren Zellmasse und einer
auleren Zellschicht, dem Trophoblasten, sowie einer flissigkeitsgefillten Hohle
besteht. Die innere Zellschicht besteht zu diesem Zeitpunkt aus ca. 30 Zellen und
wird Embryoblast genannt.

Dieser bildet in der zweiten Entwicklungswoche zunachst das Ektoderm und das
Endoderm und in der dritten Woche das Mesoderm. Diese drei Keimblatter sind
der Ursprung fur alle differenzierten Gewebe des sich entwickelnden Organismus.
Aus der inneren Zellmasse von menschlichen Blastozysten, die fur in-vitro
Fertilisationen erzeugt, dafur aber nicht mehr bendtigt wurden, wurden fast 20
Jahre nach Etablierung der ersten murinen ES-Linien, im Jahre 1998 erstmalig
auch humane embryonale Stammzelllinien generiert. (Martin, 1981; Thomson et
al., 1998).

Embryonale Stammzellen sind pluripotent: sie kdnnen sich in alle Gewebezellen
des Korpers inklusive der Keimzellen differenzieren, sie teilen sich unbegrenzt in
Zellkultur, ohne dabei zu altern oder ihr Differenzierungspotenzial zu verlieren.
Man bezeichnet sie nicht als totipotent, weil sie nicht in der Lage sind, die
extraembryonalen Gewebe, die fur die Saugetierentwicklung notwendig sind, zu
bilden (McKay, 2000).

Die oben beschriebenen Eigenschaften machen embryonale Stammzellen
moglicherweise zu einem einzigartigen neuen Therapeutikum fur pathologische
Zustande, die mit dem Verlust oder der Dysfunktionalitat spezialisierter
Gewebezellen des Korpers einhergehen. AuRerdem sind die ES-Zellen ein neues
Modellsystem, um die grundlagenwissenschaftliche Erforschung von entwick-
lungsbiologischen Fragestellungen voranzutreiben (Donovan und Gearhart, 2001).
Die Abbildung 4 auf Seite 10 veranschaulicht die Gewinnung und die mogliche
Anwendung von embryonalen Stammzellen.

Ein Problem der Verwendung embryonaler Stammzellen besteht jedoch darin,
dass sie aus menschlichen Embryonen erzeugt werden, die zur Gewinnung der
embryonalen Stammzellen getdtet werden mussen, was zur Zeit in Deutschland

durch das Grundgesetz verboten ist (McLaren, 2001).
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Abbildung 4: Differenzierungspotenzial von embryonalen und adulten Stammzellen
(Donovan und Gearhart, 2001). Embryonale Stammzellen kénnen aus der inneren Zellmasse von
Blastozysten isoliert und anschlieRend ex-vivo expandiert und in verschiedene Gewebetypen
differenziert werden, die moglicherweise als Organersatz dienen konnten. Adulte Stammzellen
kdnnen z.B. aus dem menschlichen Knochenmark isoliert werden. Sie kdnnen sich auch in Zellen

verschiedener Gewebe differenzieren und deshalb eventuell therapeutisch eingesetzt werden.
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Problematisch ist auch die Histoinkompatibilitat der ES-Zellen mit maoglichen
Empfangern, deren Immunsystem die transplantierten Zellen abstof3en kann. Man
konnte die AbstoRungsprobleme moglicherweise dadurch umgehen, dass man mit
Hilfe der bei dem geklonten Schaf Dolly angewandten Technologie des Transfers
eines Zellkerns einer somatischen Zelle in eine entkernte Eizelle histokompatible
ES-Zellen fur den jeweiligen Patienten erzeugt (Campbell et al., 1996). Das oben
beschriebene ethische Problem bleibt jedoch bestehen, und es stellt sich
aulBerdem die Frage, ob das gegenwartige Gesundheitssystem die enormen
Kosten fur diese aufwendige Technologie tragen kann.

Aulerdem wurde in Experimenten mit Mausen gezeigt, dass die sehr unreifen
embryonalen Stammzellen bodsartige Teratome in Empfangertieren induzieren
konnten, was eine Verwendung am Menschen weiter in Frage stellt (McKay,
2000).

Die zweite Klasse von Stammzellen mit einer moéglichen therapeutischen und
entwicklungsbiologischen Bedeutung sind adulte oder somatische Stammzellen,
die in den Organen des vollstandig entwickelten Organismus vorhanden sind. Von
diesen Stammzellen nahm man bis vor wenigen Jahren an, dass sie in ihrem
Phanotyp in soweit determiniert sind, dass sie zwar uUber eine lange Zeit
proliferieren, sich aber nur in die Zellen eines bestimmten Gewebetyps
differenzieren konnen. Diese Eigenschaft wurde als Unipotenz bezeichnet. Die
Bedeutung dieser adulten Stammzellen wurde in der Aufrechterhaltung der
Homdostase und in der Reparatur von Schaden in ihrem jeweiligen Organsystem
gesehen. Man war der Ansicht, dass sie nur in Geweben mit einem hohen
Zellumsatz, wie z.B. dem Knochenmark, den Schleimhauten oder der Epidermis
vorkommen (Raff, 2003).

In letzter Zeit wurden jedoch unreife Stammzellen in allen Geweben des Korpers
nachgewiesen. Aullerdem hat eine grof3e Zahl von Experimenten gezeigt, dass
adulte Stammzellen sich sowohl in-vitro als auch in-vivo Uber ihre in der
Embryonalentwicklung determinierten somatischen Gewebegrenzen hinaus in
verschiedene Gewebe differenzieren kénnen. Dadurch wurde das Dogma der
Unipotenz adulter Stammzellen in Frage gestellt und der neue Begriff der
Plastizitat gepragt. Als Plastizitat bezeichnet man in diesem Zusammenhang das

Potenzial von Stammzellen, sich in verschiedene Zelltypen aus unterschiedlichen
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Geweben zu entwickeln. In der vorliegenden Literatur werden die Begriffe
Plastizitat und Multipotenz oft synonym verwandt. Unter Multipotenz versteht man
die Differenzierungskapazitat in verschiedene Zelltypen eines oder mehrerer
Gewebe. Pluripotenz bedeutet in diesem Zusammenhang die Fahigkeit von
Stammzellen, sich in alle Gewebetypen zu differenzieren. Pluripotenz wird jedoch
von manchen Autoren synonym mit Multipotenz benutzt.

Adulte und embryonale Stammzellen sind in der Abbildung 4 auf Seite 10 einander
gegenubergestellt.

In der Literatur gibt es Hinweise, dass in Maus- oder Hihnerembryonen
transplantierte adulte Stammzellen sich in Gewebe aus allen drei Keimblattern
differenzieren konnen (Clarke et al., 2000). Damit wurde die Pluripotenz adulter
Stammzellen nachgewiesen (Martin-Rendon und Watt, 2003; Pittenger et al.,
1999; Prockop et al., 2003; Verfaillie et al., 2003).

In den letzten Jahren wurden so viele Arbeiten zur Plastizitat adulter Stammzellen
publiziert, dass im Rahmen der vorliegenden Arbeit nur einige, fur die Thematik
wichtige Beispiele genannt werden konnen.

So wurde z.B. gezeigt, dass neuronale Stammzellen und Muskelstammzellen
Blutzellen bilden und dass hamatopoetische Stammzellen sich in Muskelzellen,
Blutgefalizellen, Leberzellen und sogar in neuronale Zellen differenzieren konnen
(Bjornson et al., 1999; Brazelton et al., 2000; Ferrari et al., 1998; Goodell et al.,
2001; Jackson et al., 1999; Mezey et al., 2000; Petersen et al., 1999).

Adulte Stammzellen haben als potenzielle Modellsysteme und Therapeutika
gegenuber ES-Zellen einige Vorteile: sie sind in Form von z.B.
Knochenmarkstammzellen leicht zuganglich und das ethische Dilemma der
Verwendung von Zellen aus menschlichen Embryonen ergibt sich nicht.
Aulerdem konnten autologe, patienteneigene Zellen als moégliche Therapeutika
benutzt werden, so dass sich nicht das Problem einer immunologischen
AbstoRungsreaktion stellt.

Es gibt jedoch auch neuere Arbeiten, welche die Plastizitat adulter Stammzellen
wieder in Frage stellen. So wurde gezeigt, dass in den Muskeln ansassige
hamatopoetische Zellen als Muskelstammzellen fehlgedeutet wurden (McKinney-
Freeman et al., 2002).
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Aulerdem wurde nachgewiesen, dass eine Fusion von Stammzellen mit
spezialisierten Gewebezellen auch flr die beschriebene Plastizitat verantwortlich
sein kann. Damit stellt dies keine echte Plastizitat, sondern lediglich eine nukleare
Reprogrammierung des Zellphanotyps dar (Lemischka, 2002b; Wang et al., 2003;
Ying et al., 2002).

Es ist weiterhin nicht auszuschlieen, dass es sich bei der beobachteten
,Plastizitat” teilweise um in-vitro Artefakte handeln kdonnte. AuRerdem hat es sich
als schwierig erwiesen, adulte Stammzellen in Zellkultur zu vermehren, ohne dass
sie ausdifferenzieren und ihre Stammzelleigenschaften verlieren.

In der Tabelle 1 sind die oben beschriebenen Vor- und Nachteile embryonaler

und adulter Stammzellen im Uberblick dargestellt.

Tabelle 1: Gegeniiberstellung der Vor- und Nachteile embryonaler und adulter Stammzellen.

Embryonale Stammzellen Adulte Stammzellen

Vorteile Pluripotenz Multipotenz

Pluripotenz (?)

Unbegrenzt in Zellkultur Leichte Isolierbarkeit

vermehrbar ohne Verlust der

Pluripotenz

Kein Auftreten von Histokompatible autologe

Seneszenz in Zellkultur Zellen fur individuelle
Patienten isolierbar

Nachteile Ethische Probleme Pluripotenz kontrovers

diskutiert

Begrenzte Verflugbarkeit von | Bei Kultivierung oft Verlust

Oozyzten der Multipotenz

Induktion von bosartigen Seneszenz der

Teratomen Stammzellen in Kultur

Histoinkompatibilitat mit

Empfangerorganismus
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Da im Rahmen der vorliegenden Arbeit Differenzierungskapazitat und ex-vivo
Expandierbarkeit von hamatopoetischen Stammzellen untersucht werden sollen,

werden diese Stammzellen im Folgenden naher beschrieben.

2.4 HAMATOPOETISCHE STAMMZELLEN UND HAMATOPOESE

Hamatopoetische Stammzellen sind dadurch charakterisiert, dass durch asymme-
trische Zellteilung aus einer Stammzelle wahrend der Lebensdauer eines Organis-
mus jeweils eine Progenitorzelle, aus der sich dann die reifen Blutzellen
differenzieren, und eine neue Stammzelle entstehen kénnen (Suda et al., 1984).
Durch diesen Mechanismus wird z.B. die enorme Anzahl von Zellen erzeugt, die
fur die Homoostase des Blutes im menschlichen Organismus erforderlich sind: ca.
10"° rote Blutzellen und 108 bis 10° weiRe Blutzellen werden pro Stunde produziert
(Williams-DA, 1995). Der grofite Teil der hamatopoetischen Stammzellen eines
Saugetierorganismus befindet sich im Knochenmark. Das Knochenmark enthalt
eine heterogene Stammzellpopulation, in der neben den hamatopoetischen
Stammzellen auch z.B. mesenchymale Stammzellen nachweisbar sind.

Anhand von Mausmodellen wurde ein pyramidenférmiges Modell der Organisation
der Hamatopoese erarbeitet. An der Spitze der Pyramide steht eine Stammzelle,
die man als ,long term self renewing“ bezeichnet. Solche Stammzellen kdnnen,
wenn sie in Mause transplantiert werden, deren Knochenmark durch radioaktive
Strahlung zerstért wurde, die vollstandige Hamatopoese flr das gesamte Leben
der Maus rekonstituieren.

Aus diesen langfristig repopulierenden Zellen entwickeln sich ,short term self-
renewing“ Stammzellen, deren Nachkommen die murine Hamatopoese flur einen
Zeitraum von weniger als zwei Monaten ersetzen koénnen. Aus diesen
Stammzellen mit der geringeren Selbsterneuerungspotenz entwickeln sich
multipotente Progenitorzellen, die sich in alle reifen Blutzellen differenzieren, sich
aber nicht mehr selbst erneuern kdnnen.

Aus diesen multipotenten Progenitoren differenzieren sich zwei Populationen von
kommitierten Progenitorzellen, die lymphoide (CLP, common lymphoid precursor)
und die myeloide (CMP, common myeloid precursor). Aus den lymphoiden
Vorlauferzellen entwickeln sich die B-, T- und NK-Zellen sowie dendritische Zellen.

Aus den myeloiden Progenitoren differenzieren sich zunachst die granulozytaren-
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monozytaren (GMP) und die megakaryozytaren-erythrozytaren Vorlauferzellen
(MEP). Die GMPs differenzieren sich in Makrophagen, Granulozyten und
dendritische Zellen und die MEPs in Megakaryozyten und rote Blutzellen (Reya et
al., 2001). Die Abbildung 5 gibt einen Uberblick tber das oben beschriebene

Modell der Hamatopoese.
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Abbildung 5: Entwicklungspotenzial hamatopoetischer Stammzellen (Reya et al., 2001). Aus
den sich fir die gesamte Lebenszeit des Organismus selbst erneuernden Stammzellen (long term
self renewing) entwickeln sich Uber die sich nur fir kurze Zeit selbst erneuernden Stammzellen
(short term self renewing) die stark proliferierenden multipotenten Vorlauferzellen. Aus diesen
Progenitorzellen differenzieren sich tber die CMP und CLP und weitere Zwischenstufen die reifen
lymphatischen und myeloischen Blutzellen (CMP, Common Myeloid Precursor; CLP, Common
Lymphoid Precursor; GMP, Granulocyte Monocyte Precursor; MEP, Megacaryocyte Erythrocyte

Precursor; ErP, Erythrocyte Precursor).

Auf dem in der Abbildung 5 dargestellten Reifungsweg von den hamatopoetischen
Stammzellen, die sich wahrend der gesamten Lebenszeit selbst erneuern (Long

Term), uber die sich fur kurze Zeit selbst erneuernden (Short Term) bis hin zu den
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multipotenten Progenitorzellen werden die Zellen immer teilungsaktiver. Sie
verlieren daflir aber das Potenzial, sich selbst zu perpetuieren (Morrison et al.,
1997; Morrison und Weissman, 1994). Multipotente hamatopoetische Stamm-
zellen machen etwa 0,01% der Knochenmarkzellen aus, 60-70% der
Vorlauferzellen sind myeloide Progenitoren, 20-30% sind erythroide Progenitoren
und 10% sind Lymphozyten, Plasmazellen, Makrophagen und multipotente
Progenitoren (Williams-DA, 1995).

2.5 CHARAKTERISIERUNG HAMATOPOETISCHER STAMMZELLEN |: ASSAYSYSTEME

2.5.1 IN-VIVO TRANSPLANTATIONSASSAY

Das entscheidende Kennzeichen einer hamatopoetischen Stammzelle ist ihre
Fahigkeit, sich selbst zu erneuern und multipotente Progenitorzellen zu
generieren, die sich in alle reifen Blutzellen differenzieren konnen. Das wichtigste
Testsystem zur Analyse dieser Eigenschaften ist die Transplantation von putativen
hamatopoetischen Stammzellen in Mause, deren Knochenmark durch Bestrahlung
zerstort wurde. Durch die Verwendung immunkompromittierter Mauslinien, wie
z.B. NOD-SCID Mausen, wird die immunologische AbstoRung von xenogenen
menschlichen Zellen umgangen.

Enthalten die zu untersuchenden transplantierten Zellen hamatopoetische
Stammzellen, migrieren diese in das Knochenmark der Mause. Sie beginnen sich
zu teilen und multipotente Progenitoren zu produzieren, die sich in die reifen
Blutzellen differenzieren. Die Blutzellen der verschiedenen Linien kann man dann
mit Hilfe von humanspezifischen monoklonalen Antikdrpern nachweisen und sie
von den sich erholenden murinen Blutzellen unterscheiden. So kann man
nachweisen, dass die transplantierten Stammzellen multipotent waren. Wenn
verschiedene humane Blutzelllinien nachweisbar sind, spricht man auch von
,Multilineage-Engraftment“ oder Repopulation.

Ob die Stammzellen zur Selbsterneuerung fahig sind, lasst sich dadurch
beweisen, dass die Ubertragenen Zellen langfristig zur Hdmatopoese beitragen.
Sind menschliche Zellen nur flr einen Zeitraum von weniger als zwei Monaten im
Blut der Mause nachweisbar (,short-term Engraftment®), geht man davon aus,
dass die transplantierten Zellen sich nicht selbst erneuern konnten und nur aus

kommitierten Progenitoren mit begrenzter Teilungsfahigkeit bestanden.



Einleitung 17

Werden in den Mausen humane Zellen langer als zwei Monate nachgewiesen,
waren in der transplantierten Zellpopulation sich selbst erneuernde Stammzellen
vorhanden (Eaves et al., 1997). Das bezeichnet man auch als ,long term
Engraftment”.

Mit Hilfe des Transplantationsassays ist auch eine Bestimmung der Frequenz der
repopulierenden hamatopoetischen Stammzellen in der Ausgangszellpopulation
moglich. Dazu transplantiet man eine logarithmische Verdlinnungsreihe
verschiedener Zellzahlen in je 10 Mause und berechnet aus der Anzahl der ,long-
term Engraftments” der jeweiligen Verdunnungsstufe die Frequenz der repopu-

lierenden Stammzellen (Szilvassy et al., 1990).

2.5.2 IN-VITRO ANALYSE DES KOLONIEBILDENDEN POTENZIALS

Die Bestimmung kolonieformender Einheiten ist eine Methode zur Analyse der
Proliferations- und der Differenzierungskapazitat von Stammzellen. Das Prinzip
besteht darin, eine Einzelzellsuspension von zu analysierenden Zellen in einem
durchsichtigen, semisoliden Medium wie Methylzellulose zu immobilisieren.
Dadurch kann man die Proliferations- und Differenzierungseigenschaften der
klonalen Abkommlinge dieser einzelnen Zellen beobachten, ohne dass die Zellen
durch Sedimentation oder Migration ihre Position verandern koénnen. Dem
semisoliden Medium kann man Wachstumsfaktoren zusetzen, um die
Differenzierung der Zellen in die zu untersuchende Richtung zu induzieren. Die
entstehenden Kolonien sind makroskopisch sichtbare Anhaufungen von
Vorlauferzellen und ihren Nachkommen (Williams-DA, 1995).

Im hamatopoetischen System wurden die Zytokine und die Morphologie der
verschiedenen hamatopoetischen Kolonien standardisiert. Man untersucht die
Morphologie der entstandenen Kolonien mit Hilfe eines Umkehrmikroskops auf
CFU-E, CFU-GEMM, CFU-GM, CFU-M und CFU-G.

CFU-E sind 1-2 Anhaufungen hamoglobinisierter Erythrozyten, CFU-GEMM sind
Kolonien der unreifsten myeloischen Zellen, der CMPs (s. Abbildung 5, S. 15).
Diese Kolonien enthalten Granulozyten, Erythrozyten, Megakaryozyten und
Monozyten. CFU-GM enthalten Granulozyten und Monozyten, CFU-G und -M nur

Granulozyten oder Monozyten (Williams-DA, 1995). Man kann also anhand der
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Zahl Kolonien feststellen, wie viele proliferationskompetente Progenitoren welcher
myeloischen Zellreihe in der ausgesaten Zellpopulation vorhanden waren.

Anhand der Morphologie ist es auch moglich, endotheliale Kolonien zu
identifizieren. Diese Kolonien werden von Endothelprogenitorzellen gebildet und
kénnen nach den von uns und anderen publizierten Kriterien eindeutig zugeordnet
werden (Asahara et al., 1997; Gehling et al., 2000).

2.6 CHARAKTERISIERUNG HAMATOPOETISCHER STAMMZELLEN ll:

ZELLOBERFLACHENMARKER

Humane hamatopoetische Stamm- und Progenitorzellen werden seit langer Zeit
durch Expression des Zelloberflachenmarkers CD34 charakterisiert und mittels
immunologischer Aufreinigungstechniken isoliert (de Wynter et al., 1995; Krause
et al., 1996). CD34 ist ein Typ | Transmembran-Protein mit bislang ungeklarter
Funktion und gehort zur Familie der Sialomucine. CD34 wird auf hamatopoe-
tischen Stamm- und Progenitorzellen, auf Endothelzellen und auf embryonalen
Fibroblasten exprimiert (Brown et al., 1991; Fina et al., 1990). Die CD34-
Expression ist auf unreifen Zellen am starksten und nimmt ab, je weiter sich die
Zellen differenzieren. CD34 ist aber auch noch auf relativ weit differenzierten
Progenitoren wie Pra-B-Zellen, CFU-E und CFU-G vorhanden. Ausdifferenzierte
hamatopoetische Zellen sind CD34 negativ (CD34") (Civin et al., 1987). Der Anteil
der CD34 positiven Zellen (CD34") betragt im peripheren Blut <0,5% und im
Knochenmark 1,5%. Unter dem Einfluss von G-CSF werden die hamatopoe-
tischen Stammzellen aus dem Knochenmark ins periphere Blut mobilisiert. Der
Anteil der CD34" Zellen betragt dann 1,75% (Civin et al., 1987; de Wynter et al.,
1998). Humane CD34" Zellen kdnnen die Hamatopoese in myeloabladierten
Menschen und Mausen vollstandig rekonstituieren (Berenson et al., 1991). CD34"
Stammzellen werden zurzeit klinisch fur Knochenmark-transplantationen und
Gentherapiestudien benutzt (Krause et al., 1996).

Eine CD34" Zellpopulation beinhaltet jedoch eine Mischung von Stamm- und
Progenitorzellen mit unterschiedlichen Differenzierungspotenzialen, und die
unreifen multipotenten Stammzellen machen nur einen sehr kleinen Anteil von ca.
0,01% aus. Es wurde in einer neueren Studie durch Rekonstitution der

Langzeitmaushamatopoese durch eine einzelne CD34" Zelle gezeigt, dass unreife
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multipotente Stammzellen existieren, die CD34 nicht exprimieren (Bhatia et al.,
1998; Osawa et al., 1996). Die Frequenz der repopulierenden Stammzellen war
jedoch viel geringer als in der CD34" Population und zeigte somit &hnliche
Eigenschaften wie die extrem seltene multipotente hamatopoetische Stammzelle
(Bhatia et al., 1998).

Es konnte aulRerdem gezeigt werden, dass die Mehrzahl der ruhenden
hamatopoetischen Stammzellen in murinem Knochenmark CD34 nicht oder nur
schwach exprimierte, dass die Expression aber nach Aktivierung heraufreguliert
wurde (Sato et al., 1999). Daraus folgt, dass die CD34-Expression madglicherweise
dynamisch ist und mit dem physiologischen Status des Organismus korreliert
(Goodell, 1999). Die CD34 negativen Stammzellen sind jedoch schwierig zu
untersuchen, da sie von einem groRen Uberschuss an differenzierten, auch CD34
negativen Zellen maskiert werden. Deshalb wurde nach weiteren Zelloberflachen-
molekilen gesucht, um hamatopoetische Stammzellen genauer zu charak-
terisieren.

1997 wurde mit CD133 (AC133) ein neuer Zelloberflachenmarker flr
hamatopoetische Stammzellen entdeckt (Yin et al.,, 1997). CD133 wird
hauptsachlich auf Zellen exprimiert, die eine starke Expression von CD34 zeigen.
Es wurden jedoch auch CD133'CD34° Zellen beschrieben, die Mause
langzeitrepopulieren konnten (Gallacher et al., 2000). Im Knochenmark betragt der
Anteil der Zellen, die CD133 auf ihrer Oberflache exprimieren, 0,5% und im
mobilisierten, peripheren Blut 1,4%. Der Anteil der CD133" Zellen in der
Population der CD34" Zellen betragt im Knochenmark 36% und im mobilisierten
peripheren Blut 75% (de Wynter et al., 1998).

CD133 ist ein 120 kDa 5-Helix-Transmembranglykoprotein, das von
hamatopoetischen Stammzellen und Endothelprogenitorzellen exprimiert wird
(Miraglia et al., 1997). Unsere Gruppe konnte zeigen, dass aus dem peripheren
Blut isoliete CD133" Zellen sich in-vitro in funktionale Endothelzellen
differenzieren kdnnen (Gehling et al., 2000).

Im Unterschied zu CD34 wird CD133 nicht von den oben beschriebenen
linienkommitierten Progenitoren exprimiert. CD133 wird jedoch auferdem auf
Stamm- und Progenitorzellen nicht hamatopoetischer Gewebe wie 2z.B.

neuronalen Stammzellen, embryonalen Stammzellen und adulten mesenchymalen
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multipotenten Progenitoren exprimiert, die alle CD34 negativ sind (Jiang et al.,
2002; Kaufman et al., 2001; Uchida et al., 2000). Diese CD133"CD34 Zellen
haben ein groRes Differenzierungspotenzial fur die Bildung verschiedener
Gewebe. Sie konnen sich z.B. in neuronale Zellen, quergestreifte und glatte
Muskelzellen sowie Leberzellen und Lungenzellen differenzieren, die aus
verschiedenen Keimblattern stammen (Verfaillie et al., 2003). Aus diesen Daten
lasst sich eine mdgliche Bedeutung der CD133" Zellen fir zukiinftige zellbasierte
Therapieformen z.B. bei Myokardinfarkten oder Morbus Parkinson ableiten.

Ein weiteres, wichtiges Zelloberflachenmolekul von hamatopoetischen Stamm-
zellen ist CD117 (c-kit). C-kit ist ein 145 kDa schweres Molekul aus der Typ Il
Rezeptortyrosinkinase-Familie. Der humane c-kit Rezeptor wird von benignen und
malignen hamatopoetischen Progenitorzellen sowie von Endothelzellen und
Neuronen exprimiert (Ashman et al., 1991; Broudy, 1997; Broudy et al., 1992). In
Mausen wird c-kit von unreifen, multipotenten hamatopoetischen Stammzellen
gebildet, die sowohl die Kurz- als auch die Langzeithamatopoese rekonstituieren
konnen (Yamamoto et al., 1996).

Der Ligand von c-kit ist das Cytokin Stem Cell Factor (SCF) (Hiraoka et al., 1997).
SCF wird von hamatopoetischen Stammzellen, Endothelzellen, Fibroblasten,
Keratinozyten und epithelialen Zellen produziert.

C-kit und sein Ligand sind entscheidend fur die Entwicklung der Hamatopoese.
Knock-out Mause flur c-kit oder SCF sterben pranatal an einer makrozytaren
Anamie. Wenn erwachsene Tiere mit anti-c-kit Antikorpern behandelt werden,
resultiert eine Panzytopenie in Knochenmark und peripherem Blut. Daraus folgt,
dass dieses Rezeptor-Ligandensystem eine wichtige Rolle bei der adulten
Hamatopoese spielt (Broudy, 1997).

Interessanterweise scheint es einen fundamentalen Unterschied zwischen der
Rolle der c-kit-SCF Interaktion bei Menschen und Mausen zu geben. In Mausen
stimuliert SCF das Uberleben von multipotenten hamatopoetischen Stammzellen
und c-kit wird in diesen Zellen stark exprimiert (Keller et al., 1995).

Im humanen System scheint es umgekehrt zu sein. Neuere Arbeiten zeigen, dass
humane, langzeitrepopulierende Stammzellen wenig oder kein c-kit exprimieren
und dass ihr Uberleben auch nicht von c-kit geférdert wird. Das

Zelloberflachenmolekdl FLT3 und sein Ligand FLT3L scheinen eine c-kit
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entgegengesetzte Wirkung auf multipotente Stammzellen bei Maus und Mensch
zu haben. Sie werden im Folgenden beschrieben (Kawashima et al., 1996;
Sitnicka et al., 2003).

FLT3 gehort wie c-kit zur Familie der Klasse |ll Rezeptortyrosinkinasen und weist
eine 13%ige Sequenzidentitdt mit c-kit auf. FLT3 wird beim Menschen
ausschlielich im hamatopoetischen System vor allem auf unreifen Vorlauferzellen
und Monozyten sowie auf malignen Zellen exprimiert (Rosnet et al., 1996; Zeigler
et al.,, 1994). Es wurde gefunden, dass die Mehrheit der CD34" Zellen FLT3
koexprimiert (Rappold et al., 1997). FLT3L kann die Zahl unreifer multipotenter
Stammzellen um den Faktor 30 erhdhen (Petzer et al., 1996). Bei Mausen und
Menschen scheint FLT3-FLT3L eine zu c-kit entgegengesetzte Rolle zu spielen.

In Mausen wurde gezeigt, dass die Heraufregulation von FLT3 zu einem Verlust
der Selbsterneuerungsfahigkeit der hamatopoetischen Stammzellen fuhrt und
dass SCF und nicht FLT3L das Uberleben langzeitrepopulierender Zellen férdert
(Adolfsson et al., 2001; Christensen und Weissman, 2001; Keller et al., 1995).

Im Gegensatz dazu exprimieren menschliche Multilineage-rekonstituierende
Zellen FLT3 und werden durch FLT3L in ihrem Uberleben geférdert. Sie
exprimieren im Ruhezustand kein oder wenig c-kit. SCF ist auRerdem beim
Menschen deutlich weniger effizient in der Forderung des Uberlebens dieser
primitiven Zellen (Sitnicka et al., 2003).

Ein weiteres Zelloberflachenmolekll, das humane, unreife, multipotente
hamatopoetische Stammzellen sowie aktivierte Endothelzellen kennzeichnet, ist
CD90 (Craig et al., 1993). CD90 ist ein Zelloberflachenmolekul ohne
zytoplasmatische Anteile, das durch einen Phosphatidylinositolanker in der
Plasmamembran befestigt ist. Es gibt aus dem murinen System Hinweise darauf,
dass die Expression von CD90 parallel zur Differenzierung von Stammzellen
herunterreguliert wird (Williams et al., 1985). Aullerdem wurde gezeigt, dass
CD34'CD90" Zellen sich in humanen, fétalen Knochen in NOD-SCID Ma&usen
ansiedeln und die Mause dadurch repopulieren konnten (Baum et al., 1992). Im
menschlichen System wurde belegt, dass die Anzahl von CD34°CD90" Zellen im
peripheren Blut der beste Prediktor fur die Erholung der Thrombopoese nach

autologer Stammzelltransplantation war (Sumikuma et al., 2002). Ca. 25% der
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CD34" Zellen koexprimierten CD90. Nur sehr wenige Zellen waren gleichzeitig
positiv fur c-kit und CD90 (Craig et al., 1993).

CD7 ist ein 40 kDa schweres Mitglied der Immunglobulin-Superfamilie. Der Ligand
fur CD7 wurde noch nicht identifiziert. CD7 ist einer der frihesten, bekannten
Marker in der Entwicklung von NK- und T-Zellen (Shortman und Wu, 1996; Storms
et al., 2000). Eine neuere Arbeit identifizierte die CD7"CD34"CD38" Zellpopulation
als primitive klonogene Progenitorpopulation, die B-, NK- und dendritische Zellen
generieren konnte. Aus den CD7°CD34°CD38 Zellen konnten sich keine
erythroiden oder myeloiden Zellen differenzieren, was zusatzlich dafur spricht,
dass es sich bei diesen Zellen um unreife, lymphoid determinierte Progenitoren
handelt (Hao et al., 2001). In dieser Zellpopulation sind die unreifsten bisher
beschriebenen lymphoiden Progenitorzellen enthalten, da die terminale
Desoxynukleotidyltransferase (TdT) nicht exprimiert wird. Die TdT-Expression
wurde bis zur Beschreibung der CD7°CD34°CD38" Zellpopulation als friihester
Marker fur die lymphoide Entwicklung angesehen.

2.7 PHANOTYPISCHE UND ONTOGENETISCHE UBERLAPPUNGEN ZWISCHEN

HAMATOPOETISCHEN UND ENDOTHELIALEN ZELLEN: HINWEISE AUF DIE EXISTENZ

VON POSTNATALEN HAMANGIOBLASTEN

Das Konzept einer gemeinsamen Ursprungszelle fur Blut- und Endothelzellen
wurde vor mehr als 80 Jahren erstmals von Sabin formuliert. Diese Forscherin
hatte in frihen Hihnerembryonen die Entstehung von Blut und Blutgefallen aus
dem primitiven Mesoderm beobachtet. Dabei bildeten sich in der proliferierenden
Zellmasse Vakuolen, deren zentrale Zellen zum Lumen von Blutgefallen und zu
den Dblutbildenden Zellen regredierten und deren randstandige Zellen
(Angioblasten) die Blutgefalte auskleideten. Diese Zellformation wurde Blutinsel
genannt. Die Blutinseln verschmolzen im weiteren Verlauf zum ersten vaskularen
Netz des sich entwickelnden Embryos (Sabin, 1920).

Die Blutbildung bei Saugetieren beginnt im fétalen Dottersack. Ultrastrukturelle
Aufnahmen von Mausféten zeigten, dass mesodermale Zellen im
extraembryonalen Mesoderm und Allantois an den Stellen zukunftiger Blutinseln
stark proliferieren. Diese Veranderungen treten bei Mausen am 8. und bei

Menschen am 16. postkoitalen Tag auf. Die peripheren Angioblasten



Einleitung 23

differenzieren sich in der weiteren Entwicklung in Endothelzellen und die zentralen
Zellen in primitive, multipotente hamatopoetische Zellen. Wie bei den Huhner-
embryonen konfluieren diese Blutinseln zum ersten Gefalinetz. Die hamatopoe-
tischen Zellen differenzieren sich in der Maus vor allem in Erythrozyten (Haar und
Ackerman, 1971; Moore und Metcalf, 1970).

In der Abbildung 6 werden die beschriebenen Vorgange der primaren Blut- und

Blutgefal3bildung veranschaulicht.
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Abbildung 6: Vaskulogenese und Hamatopoese (Risau und Flamme, 1995). Zunachst
entwickeln sich die Blutinseln aus migrierenden und proliferierenden mesodermalen Zellen. Die
peripheren Zellen der Blutinseln, die als Angioblasten bezeichnet werden, differenzieren sich in
BlutgefalRzellen. Aus den zentralen Zellen der Blutinseln entwickeln sich die Blutzellen. Die

Blutinseln konfluieren anschliefiend zum ersten Gefalinetz des sich entwickelnden Embryos.

Parallel zur Entstehung der hamatopoetischen Stammzellen im Dottersack werden
blutbildende Zellen auch in der intra-embryonalen paraaortalen Splanchnopleura
(p-Sp) und der Aorta-Gonaden-Mesonephros Region (AGM-Region) der Maus

gebildet. Auch hier zeigen die hamatopoetischen Stammzellen eine enge
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Assoziation mit den Endothelzellen der dorsalen Aorta (de Bruijn et al., 2002;
Godin et al., 1995). Diese Beobachtungen unterstlitzen die Hypothese eines
hamatogenen Endothels, das hei3t von gemeinsamen Ursprungszellen fur
hamatopoetische und endotheliale Zellen.

Diese Hypothese wurde durch Markierung der Endothelzellen mit Dil-konjugiertem
LDL und dem Nachweis dieser Markierung in hamatopoetischen Zellen bewiesen
(Jaffredo et al., 1998). Untersuchungen an frihen menschlichen Embryonen
zeigten ebenfalls endotheliale Zellen, die sich in hamatopoetische Zellen differen-
zieren konnten (Tavian et al., 1996).

Damit wurde bei Menschen, Mausen und Vogeln die Existenz von
Hamangioblasten, also gemeinsamer Vorlauferzellen fur Blut- und Blutgefal3-
zellen, wahrend der Embryonalentwicklung in-vivo gezeigt.

Nach 10,5 Tagen in Mausen und nach 6 Wochen in Menschen regredieren die
Blutinseln, und der Hauptbildungsort der Hamatopoese entsteht in der fotalen
Leber. Die hamatopoetischen Stammzellen differenzieren sich immer noch
hauptsachlich in Erythrozyten, obwohl auch myeloide Progenitoren in der Leber
sowie Blutplattchen und Granulozyten in der Zirkulation nachweisbar sind. Damit
findet die Hamatopoese hauptsachlich extravaskular statt (Jones, 1970).

Der Wechsel der Hamatopoese an ihren endgultigen Ort, beim Menschen das
Knochenmark und bei Mausen Milz und Knochenmark, beginnt beim Menschen in
der 8. Gestationswoche und erreicht im 5. Monat sein Maximum. Dann sind alle
Hohlraume der Knochen mit Blutzellen geflllt, der Fotus kann aber bei Bedarf
auch noch zusatzlich die extramedullare Hamatopoese in Leber und Milz
reaktivieren (Hudson, 1965).

Da die Analyse von Hamangioblasten durch die extrem geringen Zellzahlen
wahrend der Embryonalentwicklung erschwert wird, wurden ES-Zellinien als
Modellsystem benutzt. Aus den ES-Zellen lassen sich dreidimensionale Gebilde,
so genannte Embroid-bodies differenzieren, die unter bestimmten Kulturbe-
dingungen sowohl hamatopoetische als auch endotheliale Zellen bilden kénnen.
Diese Zellen kénnten das in-vitro Aquivalent zum Hamangioblasten darstellen
(Kennedy et al., 1997; Risau et al., 1988). Die Abbildung 7 veranschaulicht die
Entstehung und das Differenzierungspotenzial von embryonalen Hamangio-

blasten.
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Abbildung 7: Entstehung von embryonalen Hamangioblasten (Moore, 2002). Embryonale
Hamangioblasten entstehen in-vivo in der AGM-Region und im Dottersack. Sie kdnnen sich aber
auch in-vitro aus Kulturen von embryonalen Stammzellen Uber die Zwischenstufen der ,Embroid
Bodies” differenzieren. Aus den embryonalen Hamangioblasten differenzieren sich Uber die
Angioblasten und hamatopoetischen Stammzellen anschlieRend die reifen Blut- und
Blutgefalizellen (AGM, Aorta-Gonaden-Mesonephros; HSC, Hamatopoetische Stammzelle; CLP,

Common Lymphoid Precursor; CMP, Common Myeloid Precursor; AB, Angioblast).

Am ES-Zellmodell und mit Hilfe von Studien an fotalen Mausen wurde die
Regulation der Differenzierung von Hamangioblasten auch auf molekularer Ebene
untersucht. Bei diesen Experimenten wurden verschiedene Molekile identifiziert,
die eine entscheidende Rolle bei der Differenzierung embryonaler Hamangio-
blasten spielen.

Einige wichtige werden im Folgenden beschrieben: Das Zelloberflachenmolekul
Kinase Insert Domain Receptor (KDR, VEGFR2, Flk-1) ist eine
Rezeptortyrosinkinase mit dem Liganden Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF). KDR Knock-out Mause starben in utero zwischen dem 8. und 9.
Gestationstag wegen fehlender Endothelzellen und Blutinseln. Die Studie von
Shalaby et al. zeigt die entscheidende Bedeutung von KDR bei der Entwicklung
fotaler Hamangioblasten (Shalaby et al., 1995). Markierte und in Wildtyp-Embryos
transplantierte KDR™ ES-Zellen konnten nicht zur Himatopoese und
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BlutgefalRbildung beitragen, was die entscheidende Rolle von KDR bestatigt
(Shalaby et al., 1997).

VEGEF spielt eine ebenso wichtige Rolle bei der Entwicklung des Blutes und der
Blutgefalie. Der Verlust eines VEGF-Allels fuhrte wie das Ausschalten des VEGF
Rezeptors KDR zum Tod der Knock-out Mause wegen fehlender Blutinselbildung.
Diese Daten zeigen eine enge, dosisabhangige Regulation der Hamangioblasten
durch VEGF (Damert et al., 2002).

Das Stem Cell Leukemia (SCL) Genprodukt gehort zur Familie der Helix-Loop-
Helix Transkriptionsfaktoren, das von unreifen hamatopoetischen, erythroiden,
megakaryozytaren, endothelialen und Mastzellen exprimiert wird (Begley et al.,
1989). SCL-defiziente Mause konnen keine hamatopoetischen Zellen im
Dottersack  bilden. Obwohl diese Tiere ein primares vaskulares Netzwerk
besitzen, zeigen sie, wenn die Hamatopoese durch Transplantation von scL*”
Zellen induziert wird, dysfunktionale GefalRe (Shivdasani et al., 1995; Visvader et
al., 1998). Diese Ergebnisse implizieren eine wichtige Rolle von SCL bei der
Entwicklung der Hamatopoese und bei der Angiogenese, also der Remodellierung
bereits existierender BlutgefalRe. AuRerdem gibt es Hinweise auf einen engen
Zusammenhang zwischen der Expression von KDR und SCL, da gezeigt werden
konnte, dass KDR™" Embryonen auch kein SCL exprimieren (Ema et al., 2003).

Um den zeitlichen Zusammenhang zwischen der Expression von KDR und SCL zu
untersuchen, generierten Chung et al. eine ES-Zellinie, bei der ein defektes, aber
an der Zelloberflache nachweisbares CD4 als Reportergen in ein Allel des SCL-
Gens integriert wurde. Dadurch konnte verfolgt werden, wann die sich
entwickelnden Hamangioblasten welches der beiden Gene angeschaltet hatten.
Es zeigte sich, dass sich zundchst KDR'SCL™ Zellen entwickelten, die dann in
KDR*SCL" Zellen differenzierten. Aus diesen Zellen entwickelten sich KDR*SCL"
Endothelzellen und KDR'SCL" hamatopoetische Zellen. Durch die Experimente
von Chung et al. wurde die KDR'SCL® Zellpopulation als embryonaler
Hamangioblast definiert (Chung et al., 2002). Aus ES-Zellen differenzierte
Hamangioblasten sind auferdem hauptsachlich in KDR*SCL" Zellpopulationen
vorhanden und VEGF-abhangig, was die wichtige Rolle dieses Zytokins fur

Hamatopoese und Vaskulogenese bestatigt (Choi et al., 1998).
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AuRerdem konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von SCL bei
Zebrafischen zu einer Uberproduktion von H&amangioblasten fiihrte. Dies
bestatigte die entscheidende Rolle dieses Transkriptionsfaktors fur den
Hamangioblasten (Gering et al., 1998).

Ein weiteres Gen, das von primitiven hamatopoetischen Zellen und Endothelzellen
koexprimiert wird, ist der Zinc-Finger Transkriptionsfaktor GATA-Binding Protein 2
(GATA-2), der in einem ahnlichen Zellspektrum wie SCL gebildet wird. Es konnte
gezeigt werden, dass GATA-2 eine wichtige Rolle fur die Proliferation und das
Uberleben von multipotenten hamatopoetischen Stammzellen spielt. GATA-2"
Knock-out Mause starben intrauterin am 10. postkoitalen Tag an Anamie, und
Nachkommen von Mausblastozysten mit eingebrachten GATA-2" ES-Zellen
zeigten einen Defekt in allen hamatopoetischen Linien (Tsai und Orkin, 1997).

Wie SCL wird GATA-2 in der AGM und P-Sp Region exprimiert, in denen sich, wie
oben beschrieben, hamatopoetische Zellen aus Hamangioblasten differenzieren.
Sowohl das KDR-Gen als auch das SCL-Gen enthalt in seinen regulatorischen
Sequenzen GATA-Bindungsstellen. Da KDR wund SCL in den frihen
Hamangioblasten der AGM und P-Sp Regionen exprimiert werden und der
Phanotyp der GATA-2 Knock-out Maus dem der KDR- und SCL-defizienten
Embryonen ahnelt, ist eine Regulation von KDR und SCL durch GATA-2
wahrscheinlich (Elefanty et al., 1999; Gottgens et al., 2002; Kappel et al., 2000).

In einer neueren Arbeit konnte durch Einbringen (Knock-in) von GFP in den
GATA-2 Locus gezeigt werden, dass GATA-2 in CD45 hamatogenen Endothel-
zellen der AGM-Region exprimiert wird. Uberexpression von GATA-2 in diesen
Zellen blockierte ihre Differenzierung in CD45" hamatopoetische Zellen. Dies legt
nahe, dass GATA-2 den hamangioblastischen Phanotyp dieser Zellen
aufrechterhalten kann (Minegishi et al., 2003).

Zusammenfassend konnte durch die beschriebenen Experimente gezeigt werde,
dass GATA-2 in Hamangioblasten exprimiert wird, an der Regulation von SCL und
KDR beteiligt ist und eine Ausdifferenzierung dieser Zellen verhindern kann.

Die Existenz von Hamangioblasten in embryonalen Organismen wurde durch die
oben zusammengefassten Daten vieler Arbeitsgruppen bewiesen.

Seit einigen Jahren gibt es auch immer mehr Hinweise auf die Persistenz von

Hamangioblasten in adulten Organismen.
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Hamatopoetische Zellen und endotheliale Zellen exprimieren viele gemeinsame

Zelloberflachenmolekile und Transkriptionsfaktoren. In den Tabellen 2 und 3 ist

dieses Uberlappende Expressionsspektrum im Uberblick dargestellt.

Tabelle 2: Gemeinsame Expression von Zelloberflaichenmolekiilen durch hamatopoetische

und endotheliale Zellen (EC, Endothelzellen; HSC, hamatopoetische Stammzellen; vWF, von

Willebrand Faktor; Ulex, Ulex europaeus Rezeptor).

Marker | Synonym | EC Hamatopoetische Zellen Referenzen
CD14 + Monozyten, Makrophagen, (Jersmann et al., 2001;
Neutrophile Schmeisser und Strasser,
2002)
CD31 | PECAM-1 | + HSC, Blutplattchen, (Rafii, 2000; Schmeisser
Monozyten, NK-Zellen, T- und Strasser, 2002)
Zellen
CD34 + HSC (Rafii, 2000; Schmeisser
und Strasser, 2002)
CD45 - Alle Leukozyten (Kishimoto et al., 1998)
CD105 | Endoglin + HSC, aktivierte Monozyten (Kishimoto et al., 1998;
und Makrophagen, erythroide Mancuso et al., 2001;
Vorlauferzellen Pierelli et al., 2000)
CD106 | VCAM-1 + Dendritische Zellen, (Kishimoto et al., 1998;
Makrophagen Mancuso et al., 2001)
CD133 + HSC (Rafii, 2000; Schmeisser
und Strasser, 2002)
CD144 | VE- + - (Kishimoto et al., 1998;
Cadherin Rafii, 2000; Schmeisser
und Strasser, 2002)
CD146 + T-Zellen (Kishimoto et al., 1998)
KDR VEGFR-2 | + HSC, Hamangioblasten (Rafii, 2000; Schmeisser
und Strasser, 2002)
vWF + Monozyten Rafii 2003
Ulex + Hamatopoetische Zellen (Rafii und Lyden, 2003)
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Tabelle 3: Gemeinsame Expression von Transkriptionsfaktoren durch hamatopoetische und
endotheliale Zellen (EC, Endothelzellen; HSC, hdamatopoetische Stammzellen; SCL, Stem
Cell Leukemia; GATA-2, GATA Binding Protein 2).

Marker | Synonym | EC Hamatopoetische Zellen Referenzen

SCL + HSC, Hamangioblasten, (Begley et al., 1989)
erythroide, megakaryozytare

Progenitoren, Mastzellen

GATA- + HSC, Hadmangioblasten (Tsai und Orkin, 1997)

2 erythroide, megakaryozytare

Progenitoren, Mastzellen

Mit dem Auftreten von Blutinseln im sich entwickelnden Embryo entsteht, wie auf
S. 23 ff. beschrieben, durch Differenzierung von Endothelzellen aus Hamangio-
blasten das erste primitive, vaskulare Netz. Diesen Vorgang bezeichnet man als
Vaskulogenese (Risau und Flamme, 1995; Risau et al., 1988).

Die weitere Reifung und Modellierung dieses Gefallnetzes erfolgt durch
Aussprossen neuer Blutgefalle aus bereits existierenden Gefalden, was man als
Angiogenese bezeichnet (Folkman, 1995; Folkman und Shing, 1992).

Es wurde lange Zeit angenommen, dass die Vaskulogenese auf die frihe
Embryonalentwicklung beschrankt sei und dass die Veranderungen adulter
Blutgefalie ausschlieldlich durch Angiogenese erfolgten.

Dieses Dogma wird durch zunehmende Berichte in der Literatur erschuttert, die
implizieren, dass die Vaskulogenese an der Neubildung von BlutgefaRen und der
Modifikation bereits existierender Gefale beteiligt ist. Stump et al. entdeckten als
erste, dass es im peripheren Blut zirkulierende Endothelzellen gibt, die
Gefalprothesen besiedeln konnen (Stump et al., 1963).

Uber 20 Jahre spater isolierten Ashara et al., basierend auf der
Zelloberflachenexpression von KDR und CD34, die ersten Endothel-
progenitorzellen aus dem peripheren Blut (Asahara et al., 1997). Wie auch aus
Hamatopoetische Zellen und endotheliale Zellen exprimieren viele gemeinsame
Zelloberflachenmolekile und Transkriptionsfaktoren. In den Tabellen 2 und 3 ist

dieses Uberlappende Expressionsspektrum im Uberblick dargestellt.
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Tabelle 2 zu ersehen ist, exprimieren Endothelzellen und hamatopoetische
Stammzellen diese beiden Zelloberflachenmolekiile. Die CD34'KDR® Zellen
differenzierten sich in-vitro in Endothelzellen mit typischer Morphologie und den
Zelloberflachenmarkern von Willebrand Faktor (vWF), Ulex europaeus Rezeptor
(Ulex), CD31 sowie der fur Endothelzellen typischen Aufnahme von Dil-
konjugierten LDL-Partikeln.

In-vivo integrierten sich die aus CD34'KDR® Stammzellen differenzierten
Endothelzellen in die neu gebildeten Blutgefalle einer durch Abbinden
ischamischen Extremitat der Maus. Diese Ergebnisse waren der erste Beweis
daflir, dass sich im peripheren Blut zirkulierende Endothelzellen an der Bildung
neuer BlutgefalRe durch Vaskulogenese beteiligen konnen. Sie sind jedoch mit
einem Anteil von 0,01% an den mononuklearen Zellen extrem selten (Asahara et
al., 1997).

Die Herkunft dieser Zellen wurde von unserer Gruppe und anderen aufgeklart. Wir
konnten zeigen, dass mobilisierte CD133" hamatopoetische Stammzellen sich in-
vitro in funktionale Endothelzellen differenzieren kdnnen (Gehling et al., 2000).
Eine andere Gruppe identifizierte funktionelle Endothelprogenitoren als Population
von CD133"CD34'KDR" Zellen (Peichev et al., 2000). Shi et al. zeigten, dass
CD34" Zellen aus Knochenmark und peripherem Blut sich in Endothelzellen
differenzierten und dass die genetisch markierten, transplantierten Knochenmark-
zellen eines Kaninchens eine Gefaldprothese in einem anderen Kaninchen
endothelialisieren konnten (Shi et al., 1998). AuRerdem konnte nachgewiesen
werden, dass transplantierte Knochenmarkzellen sich an der physiologischen
Neubildung von Blutgefallen im Reproduktionstrakt von weiblichen Mausen und
an der pathologischen Gefal3neubildung, z.B. bei Tumoren, beteiligten (Asahara et
al., 1999).

Die wichtige Rolle von Endothelprogenitoren bei der Blutgefalbildung von
Tumoren konnte in-vivo durch Transplantation von Wildtyp-Knochenmark in
tumorresistente 1d1-l1d3-defiziente Mause gezeigt werden. Diese Mutation hatte
zur Folge, dass die Mause nicht zur Neubildung von Blutgefallen in der Lage
waren. Durch die Transplantation des Wildtyp-Knochenmarks wurde die
Tumorblutgefallbildung durch Vaskulogenese wiederhergestellt (Lyden et al.,
2001).
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Beim Menschen zeigte eine Arbeit von Gunsilius et al., dass Endothelzellen im
Knochenmark von CML-Patienten die pathognomonische Bcr-Abl Translokation
aufwiesen. Da die CML eine maligne Erkrankung unreifer hamatopoetischer
Stammzellen ist, wurde dadurch auch beim Menschen in-vivo bewiesen, dass
hamatopoetische Stammzellen sich in Endothelzellen differenzieren kénnen
(Gunsilius et al., 2000).

Durch die oben beschriebenen Experimente wurde der Ursprung zumindest eines
Teils der im adulten Organismus vorhandenen Endothelvorlauferzellen im
Knochenmark nachgewiesen.

Neuere Arbeiten konnten auf Einzelzellebene zeigen, dass aus dem Knochenmark
stammende Progenitorzellen sich in funktionale Blutgefalie integrieren konnen.
Grant et al. zeigten z.B. die Integration der Nachkommen einer einzelnen GFP-
markierten c-kit'Sca-1" Lin~ Knochenmarkzelle in die retinalen BlutgefaRe von
Mausen nach Laser-induzierten Verletzungen (Grant et al., 2002).

Eine andere Gruppe zeigte die Integration der Nachkommen einer einzelnen
transplantierten Knochenmarkzelle in die Blutgefalle verschiedener muriner
Gewebe nach Bestrahlung. Diese Nachkommen machten bis zu 5% der
Endothelzellen des Rezipienten aus. Aullerdem wurden Nachkommen der
einzelnen transplantierten Zelle unter den Blutzellen des Rezipienten
nachgewiesen (Bailey et al., 2004). Damit wurde erstmals auf klonaler Ebene die
Existenz von Hamangioblasten in der adulten Maus bestatigt. Bis heute fehlt
jedoch der Nachweis des postnatalen Hamangioblasten des Menschen auf
Einzelzellebene.

Der Nachweis der Existenz von Endothelprogenitorzellen im adulten Organismus,
die sich durch Vaskulogenese an der Blutgefal3neubildung unter physiologischen
und pathophysiologischen Bedingungen beteiligen kénnen, hat vielfaltige klinische
Anwendungsmoglichkeiten. So konnte bereits gezeigt werden, dass aus dem
Knochenmark stammende Zellen an der BlutgefalBneubildung bei der
Wundheilung, nach Myokardinfarkt, bei der Arteriosklerose, bei der Revasku-
lierung von Organen und Extremitaten nach Ischamien und beim Tumorwachstum
beteiligt sind (Asahara et al., 1999; Davidoff et al., 2001; Kalka et al., 2000; Kocher
et al., 2001; Orlic et al., 2001; Rafii, 2000; Rafii und Lyden, 2003; Sata et al., 2002;
Takahashi et al., 1999).
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Die Anwendungsmoglichkeiten dieser Zellen werden derzeit durch die geringe
Frequenz der zirkulierenden Endothelprogenitorzellen limitiert. Ein Beispiel einer
klinischen Anwendung liegt in der Therapie des Herzinfarktes. Hier injizierten
einige Gruppen die Gesamtpopulation der Knochenmarkzellen in den infarzierten
Herzmuskel. Andere verwendeten aufgereinigte CD133" Stammzellen.

Als Ergebnisse liellen sich ein verbesserter Blutfluss und eine verbesserte
linksventrikulare Funktion nachweisen (Stamm et al., 2003; Tse et al., 2003). Bis
heute liegen jedoch noch keine ausgewerteten Langzeitstudien vor.

Von entscheidender Bedeutung flr eine Behandlung von Patienten mit
Stammzellen ist es, ex-vivo Kulturbedingungen zu entwickeln, mit deren Hilfe
ausreichend viele Endothelprogenitorzellen fur eine klinische Anwendung
gewonnen werden kdnnen. Aullerdem ist aber auch eine weitere phanotypische
Charakterisierung der verwendeten Zellen notwendig, um mdglichst definierte

Zellpopulationen fir verschiedene Anwendungen zu erhalten.
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3  ZIELSETZUNG

In den letzten Jahren wurde gezeigt, dass im adulten menschlichen Organismus
Stammzellen vorhanden sind, die nicht, wie bisher angenommen, im Unterschied
zu den embryonalen Stammzellen auf die Differenzierung in einen Gewebetyp
festgelegt sind (Martin-Rendon und Watt, 2003; Prockop et al., 2003; Verfaillie et
al., 2003; Weissman, 2000). Mit diesen multipotenten Stammzellen, die in vielen
Geweben des Korpers nachweisbar sind, lassen sich entwicklungsbiologische
Fragestellungen beantworten. Aullerdem konnen sie fur neue therapeutische
Konzepte bei verschiedenen menschlichen Erkrankungen verwendet werden (Rafii
und Lyden, 2003).

Die hamatopoetische Stammzelle ist die am besten charakterisierte Stammzelle,
an der die meisten experimentellen Strategien und Paradigmen fir adulte
Stammzellen zuerst untersucht wurden (McCulloch, 2003; Metcalf, 1999; Till und
Mc, 1961). Die klassische Definition der hamatopoetischen Stammzelle besteht in
ihrer Fahigkeit, sich wahrend der Lebenszeit des Organismus unbegrenzt oft zu
teilen und sich in alle reifen Blutzellen zu differenzieren.

Von unserer Arbeitsgruppe und auch von anderen wurde entdeckt, dass CD133"
Stammzellen aus dem peripheren Blut sich in in-vitro und in-vivo in funktionale
Endothelzellen differenzieren konnen (Gehling et al., 2000; Kalka et al., 2000;
Peichev et al., 2000). Dadurch wurde nachgewiesen, dass adulte hamatopoe-
tische Stammzellen multipotent sind und sich in verschiedene Gewebe
differenzieren konnen.

Aus der Differenzierungsfahigkeit der CD133" Stammzellen in die endotheliale und
hamatopoetische Richtung lasst sich die Hypothese ableiten, dass sie eine
gemeinsame Ursprungszelle besitzen, den Hamangioblasten. Die Existenz von
Hamangioblasten wurde wahrend der Embryonalentwicklung und in adulten
Mausen nachgewiesen. Im menschlichen Organismus fehlt bis heute der
Nachweis dieser Zelle (Ferrara et al., 1996; Shalaby et al., 1997; Shalaby et al.,
1995). Die Forschung an multipotenten Stammzellen wird zurzeit dadurch
erheblich erschwert, dass die Frequenz dieser Zellen extrem niedrig ist (Martin-
Rendon und Watt, 2003).
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Unter den oben dargestellten Voraussetzungen ergaben sich fur die vorliegende
Arbeit drei Zielsetzungen:

1. Es sollten Zellkulturbedingungen entwickelt werden, um multipotente hamato-
poetische Stammzellen ex vivo zu expandieren. Als Ursprungspopulation sollten
CD133" Zellen verwendet werden, die aus dem peripheren Blut mittels einer
immunmagnetischen Strategie isoliert wurden.

Bei der Entwicklung der Zellkulturbedingungen sollte der Schwerpunkt auf der
Expansion von Stammzellen liegen, die sowohl in die endotheliale Richtung als
auch in die hamatopoetische Richtung differenzieren konnten.

Das Differenzierungspotential der expandierten Zellen in diese beiden Richtungen
sollte mit Hilfe von immunphanotypischen Analysen mittels Durchflusszytometrie
und durch Immunfluoreszenzfarbungen bestimmt werden.

Aulerdem sollte die Expression der von Hamangioblasten exprimierten Transkrip-
tionsfaktoren SCL und GATA-2 mittels quantitativer PCR erfolgen.

Zusatzlich sollten Untersuchungen des koloniebildenden Potentials der expan-
dierten Stammzellen und ihrer Fahigkeit, das Knochenmark von durch Bestrahlung
myeloabladierten Mausen zu regenerieren, durchgefuhrt werden.

Nach der Identifikation geeigneter Kulturbedingungen zur Expansion multipotenter
Stammzellen sollte schlieBlich untersucht werden, ob eine Differenzierung in reife
Endothelzellen moglich ware.

2. Es sollten Endothelzellen in ausreichend groler Menge aus den ex-vivo
expandierten CD133" Stammzellen fiir eine mdgliche therapeutische oder diag-
nostische Anwendung erzeugt werden.

3. Durch die Verfolgung des Schicksals einzelner Zellen sollte untersucht werden,
ob die Stammzellpopulationen postnatale Hdmangioblasten enthalten.

Dazu sollte zunachst eine retrovirale Transduktion der Stammzellen mit dem
fluoreszenzmikroskopisch und durchflusszytometrisch nachweisbaren Markergen
Green Fluorescent Protein (GFP) durchgefuhrt werden.

SchlielYlich sollte mit Hilfe von Einzelzellkulturen der expandierten und markierten
Stammzellen untersucht werden, ob die Nachkommen einer Ursprungszelle sich in

Endothelzellen und in hamatopoetische Zellen differenzieren kdnnten.
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4 MATERIAL UND METHODEN

4.1 BEZUGSQUELLEN DER GERATE

Tabelle 4: Gerite.

Art des Gerates

Bezeichnung des

Bezugsquelle

Gerates
Real-Time PCR Gerat Light Cycler Roche Diagnostics,
Mannheim
Immunmagnetisches Auto-MACS Miltenyi Biotech,
Zellseparationsgerat Bergisch Gladbach
Wasserbad GFL Gesellschaft fur
Labortechnik, Burgwedel
Thermocycler FTS-320 Corbett Research, Maria

Worth, Osterreich

Zentrifuge fur Eppendorf Centrifuge 5415 D Eppendorf, Hamburg
Reaktionsgefasse
Zentrifuge Varifuge 3.2 RS Heraeus Instruments,

Hanau

Spannungsgeber (Power Supply)

Model 1000/500

Bio Rad Hamburg

Pipetten

Eppendorf Reference
10 pl, 100 pl, 1000 pl

Eppendorf, Hamburg

Zellkultur Inkubator

Forma Scientific

Marietta, Ohio, USA

Zellkultur Sterilbank

Lamin Air

Heraeus Instruments,

Hanau

Pipettierhilfe

Pipetus-akku

Hirschmann Laborgerate,

Heilbronn

Geldokumentationsgerat

Appligene Oncor

llikirch, Frankreich

Photometer Biophotometer Eppendorf, Hamburg
Zahlkammer Neubauer- Brand, Werthheim
Zahlkammer

Durchlusszytometer

FACSCalibur mit

CellQuest Software

Becton Dickinson,

Heidelberg

Durchflusszytometer mit

Sortiereinheit

MoFlo

Cytomation, Fort Collins
USA
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Art des Gerétes

Bezeichnung des

Bezugsquelle

Gerates
Umkehrmikroskop Wilovert Hund, Wetzlar
Fluoreszenzumkehrmikroskop Axiovert 25 Zeiss, Jena
Fluoreszenzmikroskop Axioplan Zeiss, Jena
Zytozentrifuge Cytospin 2 Shandon, Frankfurt
CCD-Digitalkamera SenSys Photometrics, Livingston,
England
Software fur Digitalkamera Quips Imaging Applied Imaging,
Software Newcastle upon Tyne,
England
Mikroisolatoren fir Mause Top Flow Techniplast
Bestrahlungskanone flir Mause LISA 1 Conservatome, Le valois —

Perret, Frankreich

Photometer

Biophotometer

Eppendorf, Hamburg

Heizblock

Trio Thermo Block

Biometra, Tampa, Florida

4.2 BEZUGSQUELLEN DER REAGENZIEN UND ZELLEN

Tabelle 5: Reagenzien und Zellen.

Bezugsquelle

Bezeichnung

EMRA-Med, Trittau

G-CSF 3 x 10”u/ml (Neupogen)

Blutspendedienst des Roten Kreuzes, HSA

Hamburg

Baxter, Miinchen ACD-A

Gibco BRL, Karlsruhe PBS
Fibronektin

IMDM, DMEM, Natriumpyruvat, Trypsin,
100 bp DNA-Marker, auf3erdem,

anschlief3end

Sigma, Deisenhofen

DNAse |

FKS, Pferdeserum, Hydrocortison, Agarose

Pharmacia, Uppsala, Schweden

Kit

Ficoll-Hypaque
Ready To Go You Prime cDNA Synthese
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Bezugsquelle

Bezeichnung

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

AC/CD 133 Isolation Kit

MWG Biotech, Ebersberg

Oligonukleotide

TEBU, Offenbach

Humane Wachstumsfaktoren: VEGF,
SCGF, FLT3L, IGF, HGF, SCF, LIF

Bio Whittaker, Walkersville, USA

X-Vivo 10 Medium

Boehringer Mannheim, Mannheim

4’ ,6-Diamidino-2-Phenylindol

Vector Laboratories, Burlingame, USA

VECTASHIELD Eindeckmedium

Cell Systems St. Katharinen

MethoCult GF H4434 und H4230

Qiagen, Hilden

RNeasy Mini-Kit

Qiagen, Hilden

Rnase-free DNase Kit

Invitrogen, Carlsbad, USA

Random Primer

Roche Diagnostics , Mannheim

Fast-Start DNA Master SYBR Green Kit

Cascade Biologics, Mansfield, England

HUVEC-Zellen und —Medium

Atarost, Twistringen

Ketamin

Bayer, Leverkusen

Rompunketanest

4.3 BEZUGSQUELLEN DER VERBRAUCHSMATERIALIEN

Tabelle 6: Verbrauchsmaterialien.

Bezugsquelle

Bezeichnung

BD Falcon, Heidelberg

Zellsiebe 40 ym

15 ml und 50 ml Zentrifugenréhrchen
25 cm? und 75cm?Zellkulturflaschen
24- und 96-Loch-Platten
Plastikeinwegpipetten
Plastikpetrischalen

FACS Roéhrchen

Nerbe, Winsen/Luhe

Sterile, RNase freie Pipettenspitzen 10 ul,
100 pl und 1000 pl

Eppendorf, Hamburg

Reaktionsgefalte 1,5 und 2 ml, UVetten
(UV-Kuvetten)

Millipore, Schwalbach

0,45 pm Sterilfiltrationseinheiten 50 ml und
100 mi

Marienfeld, Hamburg

Objekttrager, Deckglaser
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Bezugsquelle

Bezeichnung

Roche, Mannheim

Light Cycler Kapillaren

Schott, Mainz

Glaswaren

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

Auto-MACS Séaulen

Braun Aesculap, Tuttlingen

Sterile Einmalskalpelle

Braun, Melsungen

Sterile Spritzen und sterile Kanilen

4.4 BEZUGSQUELLEN DER PRIMAREN ANTIKORPER

Tabelle 7: Primare Antikorper.

Antikorper Spezies Verd. Klon- Quelle Ana-
Nummer lysen

CD133/2-PE Maus anti-human | 1:10 AC141 Miltenyi Biotech, FACS

monoklonal Bergisch
Gladbach

KDR/VEGFR2 | Maus anti-human | 1:300 260.4 Sigma IF
monoklonal

CD31 Maus anti-human | 1:50 WM59 BD/Pharmingen, IF
monoklonal Heidelberg

CD31-FITC Maus anti-human | 1:10 WM59 BD/Pharmingen, FACS
monoklonal Heidelberg

vWF Maus anti-human | 1:60 4F9 Beckmann IF
monoklonal Immunotech,

Krefeld

VvWF-FITC Maus anti-human | 1:10 The Binding Site, | FACS
polyklonal Schwetzingen

CD144 (VE- Maus anti-human | 1:30 55-7H1 BD/Pharmingen, IF

Cadherin)-PE monoklonal Heidelberg

CD144 (VE- Maus anti-human | 1:10 55-7H1 BD/Pharmingen, | FACS

Cadherin) monoklonal Heidelberg

Ulex 1:100 Vector IF

europaeus- Laboratories,

Rhodamin Burlingame, USA

Ulex 1:60 Sigma IF

europaeus
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Antikorper Spezies Verd. Klon- Quelle Ana-
Nummer lysen
CD13-PE Maus anti-human | 1:10 WM15 BD/Pharmingen, | FACS,
monoklonal 1:30 Heidelberg IF
CD34-FITC Maus anti-human | 1:10 581 BD/Pharmingen, FACS
monoklonal Heidelberg
CD105-FITC Maus anti-human | 1:10 418F Cymbus FACS
monoklonal Biotechnology,
Hampshire
England
BCRP-1-FITC | Maus anti-human | 1.10 B4155F Chemicon, FACS
monoklonal Temecula, USA
CD45-FITC Maus anti-human | 1:10 HI30 BD/Pharmingen, | FACS
monoklonal Heidelberg
CD45-PerCP Maus anti-human | 1:10 HI30 BD/Pharmingen, FACS
monoklonal Heidelberg
CD14-PE Maus anti-human | 1:10 M5E2 BD/Pharmingen, FACS
monoklonal Heidelberg
CD33-PE Maus anti-human | 1:10 WM53 BD/Pharmingen, FACS
monoklonal Heidelberg
CD7-PE Maus anti-human | 1:10 M-T701 BD/Pharmingen, | FACS
monoklonal Heidelberg
CD90-PE Maus anti-human | 1:10 M5E2 BD/Pharmingen, FACS
monoklonal Heidelberg
CD117-FITC Maus anti-human | 1:10 95C3 An der Grub, FACS
(c-kit) monoklonal Kaumberg,
Osterreich
CD3-PE Maus anti-human | 1:10 HIT3A BD/Pharmingen, FACS
monoklonal Heidelberg
CD19-PE Maus anti-human | 1:10 HIB19-PE | BD/Pharmingen, FACS
monoklonal Heidelberg
CD235-PE Maus anti-human | 1:10 GA-R2 BD/Pharmingen, | FACS
(Glycophorin monoklonal (HIR2) Heidelberg

A)
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Antikorper Spezies Verd. Klon- Quelle Analy-
Nummer sen

FITC Isotyp Maus IgG1 1:10 BD/Pharmingen, | FACS

Kontrolle Maus IgG2a Heidelberg

PE Isotyp- Maus I1gG1 1:10 BD/Pharmingen, | FACS

Kontrolle Maus IgG2a Heidelberg

PerCP Maus IgG1 1:10 BD/Pharmingen, | FACS

Isotypkontrolle Heidelberg

4.5 BEZUGSQUELLEN DER SEKUNDAREN ANTIKORPER

Tabelle 8: Sekundare Antikorper.

Antikorper | Spezies Verdiinnung | Klon- Quelle Durchgefiihrte

Nummer Analysen

Anti-Maus- | Ziege 1:40 polyklonal DAKO, IF

FITC Hamburg

polyklonal

Anti-Maus- | Ziege 1:40 polyklonal DAKO, IF

Texas Red Hamburg

polyklonal

4.6 GENERIERUNG VON LEUKAPHERESEPRODUKTEN

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurden mit Leukaphereseprodukten

aus dem peripheren Blut von Patienten mit malignen Erkrankungen durchgefuhrt.

Diese Patienten

wurden mit einer Hochdosischemotherapie und

autologer

Stammzelltransplantation behandelt. AuRerdem wurden Zellen von allogenen

Stammzellspendern untersucht. Insgesamt wurden die Leukapheresate von 27

Spendern untersucht. Alle Spender und Patienten waren in die Medizinische Klinik

Il oder die Einrichtung fur Knochenmarktransplantation des Universitatsklinikums

Hamburg Eppendorf (UKE) eingebunden und gaben ihren "Informed Consent",

dass ein Teil inrer Zellen fir wissenschaftliche Zwecke benutzt werden durfte.
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Stammzellen des peripheren Bluts (PBSCs) wurden durch Leukapherese nach
Mobilisation aus dem Knochenmark in der Blutbank des Universitatsklinikums
Hamburg Eppendorf gewonnen.

Dieses Verfahren wird seit einiger Zeit erfolgreich als Alternative zur
herkdbmmlichen Punktion des Beckenkamms zur Gewinnung von hamato-
poetischen Stammzellen flir autologe und allogene Stammzelltransplantationen
angewandt (Verfaillie, 2002). Vorteile der Mobilisation gegenuber der Punktion
bestehen in der geringeren Invasivitat und schnelleren Rekonstitution der
Hamatopoese in den myeloabladierten Empfangern (Korbling und Anderlini,
2001).

Das Prinzip besteht darin, dass die Stammzellen durch das Zytokin G-CSF
(Neupogen) aus dem Knochenmark ausgeschwemmt werden. Man kann erwarten,
dass dann ca. 1,4% der mononuklearen Zellen (MNC) des peripheren Blutes
positiv fir CD133 und ca. 1,8% dieser Zellen CD34" sind (de Wynter et al., 1998).
Im normalen peripheren Blut betragt die Frequenz dieser Zellen nur weniger als
0,5% der MNCs.

Zur Gewinnung der Stammzellen werden zunachst die weillen Blutzellen mit
Pumpen und Filtersystemen aus dem peripheren Blut der Stammzellspender
abgetrennt. Die enthaltenen Stammzellen werden dann mit Hilfe verschiedener
Antikorper-basierter Verfahren aufgereinigt und stehen schlieRlich in ausreichend
grolder Zahl zur Verfugung (de Wynter et al., 1995).

Zur Stammzellmobilisation wurden die Patienten oder Spender flr bis zu 7 Tage
mit Granulocyte-Colony Stimulating Factor (G-CSF) in einer Dosis von 5 ug/kg/d
subcutan behandelt, bis der Grenzwert von 10 CD34" Zellen pro ul Blut erreicht
war und die Leukapherese durchgefihrt werden konnte. Die gewonnenen
Leukaphereseprodukte wurden frisch benutzt oder bis zu ihrer Verwendung in
flussigem Stickstoff gelagert. Das Einfrieren von Stammzellen des peripheren
Blutes ist ohne Verlust ihres Stammzellpotentials moglich und wird seit langerem

auch klinisch erfolgreich eingesetzt (Broxmeyer et al., 2003).
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4.7 AUFREINIGUNG VON CD133 POSITIVEN ZELLEN AUS LEUKAPHERESEPRODUKTEN

4.7.1 ISOLIERUNG DER MONONUKLEAREN ZELLEN AUS GEFRORENEN

LEUKAPHERESEPRODUKTEN

Auftaupuffer I/MACS-Puffer
0,5% HSA; 0,6% ACD-A in PBS

Auftaupuffer I
20% HSA; 0,6% ACD-A in PBS

Erythrozytenlysepuffer
0,155 M Ammoniumchlorid; 0,01M Kaliumhydrogencarbonat; 0,001 M EDTA

Die gefrorenen Leukaphereseprodukte (ca. 70 ml) wurden bei 37°C im Wasserbad
aufgetaut und sofort im Verhaltnis 1:3 in Auftaupuffer | aufgenommen. Danach
wurden die Proben 15 min bei 900 rpm und 4°C zentrifugiert. Die Zellpellets
wurden dann in insgesamt 100 ml Auftaupuffer Il mit 100 U/ml DNase |
resuspendiert und fir 30 min bei Raumtemperatur sanft geschittelt.

Danach erfolgte die Dichtegradientenzentrifugation, um die mononuklearen Zellen
von den in den Leukapheresaten als geringe Verunreinigung enthaltenen
Erythrozyten und Thrombozyten abzutrennen (Balducci et al., 2003).

Dazu wurden je 17 ml Ficoll-Hypaque mit 32 ml Zellsuspension Uberschichtet und
20 min bei 2000 rpm ohne Bremse bei 4°C zentrifugiert. Die sich an der
Grenzschicht zwischen wassriger Losung und der hochmolaren Polysaccharid-
l6sung befindlichen MNCs wurden vorsichtig abgesaugt und anschlieRend 1x mit
PBS 5 min bei 1200 rpm bei 4°C gewaschen. Das Zellpellet wurde dann in
Erythrozytenlysepuffer resuspendiert und fur 10 min bei 4°C inkubiert, um nicht
abgetrennte Erythrozyten zu lysieren. Anschlielend wurde 2x mit PBS
gewaschen. Dann wurden die Zellen erneut in Auftaupuffer | mit 100 U/ml DNase |
resuspendiert und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die
Zellen erneut gewaschen, in Auftaupuffer | resuspendiert und mit Hilfe von

Zellsieben filtriert, um Konglomerate nicht vitaler Zellen zu entfernen.
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AnschlielRend wurde die Zellzahl mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt.
Die mittlere Zahl der mit dieser Methode aus den eingefrorenen Leukapherese-
produkten isolierten, mononukledren Zellen betrug ca. 7 x 10° Zellen (4 - 16 x 10°
Zellen).

4.7.2 |SOLIERUNG DER MONONUKLEAREN ZELLEN AUS FRISCHEN

LEUKAPHERESEPRODUKTEN

Auftaupuffer IMACS-Puffer
0,5% HSA; 0,6% ACD-A in PBS

Erythrozytenlysepuffer
0,155 M Ammoniumchlorid; 0,01M Kaliumhydrogencarbonat; 0,001 M EDTA

Zur Isolation der mononukledaren Zellen aus frischen Leukaphereseprodukten
wurden 2 - 4 ml des Leukapheresates im Verhaltnis 1:3 mit PBS verdinnt und auf
5 ml Ficoll-Hypaque geschichtet. Die Zellen wurden dann wie unter 4.7.1
beschrieben Uber einen Dichtegradienten zentrifugiert. Die gewonnenen MNCs
wurden 2x mit PBS gewaschen und 10 min in Erythrozytenlysepuffer inkubiert.
Anschlie®end wurden die Zellen 2x mit MACS-Puffer gewaschen, Uber Zellsiebe
filtriert und in der Neubauer Zahlkammer gezahlt. Die mittlere Zellzahl der mit Hilfe
dieser Methode isolierten MNCs betrug 5,4 x 10° Zellen (0,5 - 8,5 x 10° Zellen).

4.7.3 IMMUNMAGNETISCHE SELEKTION VON CD133 POSITIVEN ZELLEN AUS DEN

MONONUKLEAREN ZELLEN VON LEUKAPHERESEPRODUKTEN

Auftaupuffer I/MACS-Puffer
0,5% HSA; 0,6% ACD-A in PBS

Nach der Isolation der MNCs aus den Leukaphereseprodukten erfolgte die
immunmagnetische Selektion der CD133" Stammzellen (de Wynter et al., 1998;
Gehling et al., 2000; Matsumoto et al., 2000).

Das Prinzip dieser Methode besteht in der Kopplung von monoklonalen anti-
CD133 Antikdrpern an paramagnetische Partikel. Diese Partikel binden dann an

das zellulare CD133, und die positiven Zellen kdnnen anschlie3end mit Hilfe eines
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Magneten Uber eine Saule abgetrennt werden. Bei der vorliegenden Arbeit wurde
das Auto-MACS System der Firma Miltenyi Biotech verwandt.

Zuerst erfolgte die Bindung der antikorperbeschichteten Partikel an die vorher
isolierten mononuklearen Zellen des mobilisierten peripheren Blutes.

Hierzu wurde die Zellzahl im Verhaltnis 1 x 10° Zellen auf 300 pl Auftaupuffer |
eingestellt und mit 100 ul FCR-Blockierungsreagenz (CD133 Isolation Kit)
vermischt, um unspezifische Bindungsstellen fur die Antikdrper abzusattigen.
Dann wurden 100 ul der antikdrperkonjugierten Partikel hinzugefugt. Dieser
Ansatz wurde 30 min bei 4°C inkubiert, wahrenddessen die Probe alle 10 min
vorsichtig durchmischt wurde. Danach wurden die Zellen zweimal mit Auftaupuffer
gewaschen (1200 rpm, 10 min, 4°C) und die Zellzahl auf 1 x 108 Zellen pro 500 pl
Auftaupuffer eingestellt. Aus dieser Suspension wurden die CD133" Zellen mit
Hilfe des Auto-MACS abgetrennt. Flr die Aufreinigung wurde das Programm
Possel Dx nach den Angaben des Herstellers benutzt. Es ist zu beachten, dass
mit diesem Programm die grof3tmogliche Reinheit der isolierten Zellen erzielt
werden kann. Das fuhrt jedoch dazu, dass Zellen, die das aufzureinigende CD133
Antigen nur schwach exprimieren, nicht mit abgetrennt werden.

Die Reinheit der isolierten Stammzellen wurde mit Hilfe der Durchflusszytometrie

wie unter 4.10.2 (s. S. 46 f.) beschrieben analysiert.

4.8 KULTIVIERUNG VON CD133 POSITIVEN ZELLEN |: EXPANSION

Expansionsmedium
100 ng/ml SCGF; 50 ng/ml VEGF; 50 ng/ml FLT3L; 10% FKS; 10% Pferdeserum;
10 M Hydrokortison in IMDM

Zunachst wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit Proliferationsbedingungen
fur die CD133" Stammzellen entwickelt. Eine ausreichende Proliferation der Zellen
war wichtig fur die Erzeugung potenzieller klinisch  einsetzbarer
Endothelprogenitorzellen. AuRerdem sollten die Stammzellen flr die geplanten
Analysen ihrer Differenzierungskapazitat in endotheliale und hamatopoetische
Zellen auf Einzelzellebene stabil mit dem Markergen enhanced Green Fluorescent

Protein (eGFP) transduziert werden. Da zu diesem Zweck retrovirale Vektoren
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benutzt werden sollten, war die Induktion der Zellproliferation eine wichtige
Voraussetzung flr diese Experimente.

Zur Kultivierung der isolierten Stammzellen wurden 96- oder 24-Loch-Platten 2
Stunden bei Raumtemperatur mit Fibronektin in einer Konzentration von 1 mg/ml
beschichtet.

Die frisch isolieten CD 133" Zellen wurden in einer Zelldichte von 2 x 10°
Zellen/ml in sterilfiltriertes Basis-Medium aufgenommen und in die beschichteten
Vertiefungen der Zellkulturplatten ausgesat (96-Loch-Platte 300 ul Zellsuspension,
24-Loch-Platte 1 ml Zellsuspension). Das Basis-Medium mit 10% FKS, 10%
Pferdeserum und 10°® M Hydrokortison wurde bereits von unserer Arbeitsgruppe
erfolgreich fur die Kultivierung von Endothelprogenitorzellen eingesetzt (Gehling et
al., 2000).

Um optimale Proliferationsbedingungen fir die Zellen zu ermitteln, wurden die
folgenden humanen Wachstumsfaktoren in verschiedenen Kombinationen
zugesetzt: 50 ng/ml Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), 10 ng/ml Basic
Fibroblast Growth Factor (bFGF), 10 ng/ml Hepatocyte Growth Factor (HGF), 100
ng/ml Stem Cell Growth Factor (SCGF), 100 ng/ml Stem Cell Factor (SCF), 50
ng/ml Flk-like Tyrosine Kinase 3 Ligand (FLT3L), 10 ng/ml Insuline-like Growth
Factor (IGF) und 1 ng/ml Leukemia Inhibiting Factor (LIF).

Durch vergleichende Beobachtung wurde die Kombination von VEGF, SCGF und
FLT3L als optimal ermittelt, um die Proliferation der Stammzellen zu induzieren
und so eine Expansion der Zellen zu ermdglichen.

Unter den oben beschriebenen Kulturbedingungen wurden die Zellen bis zu 70
Tage in Kultur gehalten und bezuglich ihrer Oberflacheneigenschaften, ihrer
Differenzierungskapazitat und ihrer Genexpression untersucht. Das Medium mit
10% FKS, 10% Pferdeserum, 10° M Hydrocortison, 100 ng/ml SCGF, 50 ng/ml
FLT3L und 50 ng/ml VEGF wird im Folgenden als Expansionsmedium bezeichnet.
Die Zellen wurden in einer Zelldichte von 2 x 10%/ml Medium ausgesit und das
Medium wurde alle 3 Tage unter Verteilung der Zellen aus einer Vertiefung auf 2

Vertiefungen gewechselt.
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4.9 ISOLIERUNG VON MONONUKLEAREN ZELLEN GESUNDER SPENDER

Als Negativkontrollen fiir die geplanten Immunfluoreszenzanalysen der CD133"
Zellen und ihrer Nachkommen sollten die mononuklearen Zellen gesunder
Spender (U.F., M.B. und S.L.) dienen. Hierzu wurde den gesunden Spendern
durch Punktion einer Cubitalvene ca. 10 ml Blut abgenommen, das dann 1:5 mit
PBS verdunnt wurde und wie unter 4.7.2 beschrieben Uber einen Ficoll-Hypaque
Dichtegradienten zentrifugiert wurde. Nach Lyse der Erythrozyten durch
Erythrozytenlysepuffer (s. 4.7.2, S. 43) und zweimaligem Waschen mit PBS
wurden die isolierten mononuklearen Zellen mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer
gezahlt und in einer Zytozentrifuge mit einer Dichte von 3 x 10* Zellen/300 ul PBS
auf Objekttrager zentrifugiert (500 rpm, 5 min, RT). AnschlieRend wurden die
Objekttrager fur 5 min luftgetrocket und bis zur weiteren Analyse bei - 20°C

gelagert.

4.10 IN-VITRO ANALYSEN VON PROLIFERIERENDEN UND DIFFERENZIERENDEN
STAMMZELLEN

4.10.1 MORPHOLOGIE UND PROLIFERATION

Um die Morphologie der isolierten, proliferierenden und endothelial differenzieren-
den Zellen zu untersuchen, wurden diese beim Wechseln des Kulturmediums
lichtmikroskopisch mit Hilfe eines Inversionsmikroskops untersucht. Die Zellen
wurden mit Hilfe einer Kamera fotografiert.

Die Proliferationskapazitat der Zellen wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer

Uber einen Zeitraum von bis zu 63 Tagen analysiert.

4.10.2 DURCHFLUSSZYTOMETRISCHE ANALYSE VON STAMMZELLMARKERN,

ENDOTHELMARKERN UND HAMATOPOETISCHEN MARKERN

Frisch isolierte und unter den in der vorliegenden Arbeit entwickelten Bedingungen
proliferierende CD133" Zellen wurden durchflusszytometrisch mit einem
FACSCalibur untersucht.

Die Durchflusszytometrie ist ein Immunfluoreszenzverfahren zur Bestimmung der
GroRe, der Granularitat und der Expression von Zelloberflachenmolekilen
(Herzenberg und De Rosa, 2000).
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Das Prinzip der Durchflusszytometrie besteht in der hydrodynamischen
Fokussierung, das heil3t in der Erzeugung und Hintereinanderreihung eines
Strahls von Einzelzellen und deren Erfassung durch einen fokussierten Lichtstrahl.
Dadurch entsteht eine charakteristische Lichtstreuung, die mit Hilfe von
Detektoren gemessen wird. Anhand der Vorwartsstreuung des Lichtes (Forward
Scatter) kann die GréRe und anhand der Seitwartsstreuung die Granularitat der
einzelnen Zellen ermittelt werden.

Zur Analyse von Zelloberflachenantigenen wurden in der vorliegenden Arbeit mit
den Fluoreszenzfarbstoffen FITC, PE und PerCP konjugierte monoklonale
Antikérper verwandt (Exzitationsmaximum/Emissionsmaximum FITC 494 nm/519
nm, PE 496 und 546 nm/578 nm, PerCP 482 nm/678 nm).

Das zur FACS-Analytik benutzte Gerat hat als Lichtquelle einen Argonlaser mit
einer Wellenlange von 488 nm und einen Rot-Diodenlaser mit einer Wellenlange
von 635 nm. Die Signale beziglich Fluoreszenz und Streulicht werden durch
Filtersysteme und Photomultiplier verstarkt und mittels der Cell Quest 3.3 Software
hinsichtlich der Parameter Fluoreszenzeigenschaften, Zellgrof3e (forward scatter)
und Granularitat (side scatter) analysiert.

In der vorliegenden Arbeit wurden Zellen von verschiedenen Spendern direkt nach
der Isolation der CD133" Stammzellen, Uber 14 Kulturtage alle drei Tage und fir
weitere 35 Tage alle 7 Tage auf die Zelloberflachenexpression endothelialer und
hamatopoetischer Differenzierungsmarker untersucht. Ein einzelner Spender
wurde bis Kulturtag 70 untersucht.

Es wurden die Zelloberflachenmolekiule CD133, CD34, CD144 (VE-Cadherin),
vWF, CD31, CD45, CD14, CD105, CD90, CD117 (c-kit) und CD7 untersucht.

Als Negativkontrollen wurden PE- und FITC konjugierte Isotypkontrollen benutzt.
Fur die Durchflusszytometrie wurden pro Ansatz 5 x 10° Zellen aus dem
Kulturgefal® entnommen und 2x mit je 500 yl PBS gewaschen. Anschlielend
wurden die Zellen in 100 yl PBS aufgenommen und mit der vom Hersteller
empfohlenen Antikdrpermenge von in der Regel 1 pg fiir 5 x 10° Zellen fiir 20 min
bei 4°C inkubiert. Danach wurden die Zellen erneut 2x mit je 500 pl PBS

gewaschen und fur die Messung in 300 yl PBS aufgenommen.
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Bei der durchflusszytometrischen Analyse wurden jeweils 5000 Ereignisse erfasst.
Die Messung der Antikorperbindung erfolgte in zwei Fluoreszenzkanalen des
Zytometers.

Der im Ergebnisteil dargestellte Prozentsatz von positiven Zellen entspricht der
Differenz der Prozentsatze der mit spezifischem und unspezifischem Antikérper

als positiv ermittelten Zellen.

4.10.3 BESTIMMUNG DES KOLONIEBILDENDEN POTENZIALS VON EX-VIVO EXPANDIERTEN

STAMMZELLEN: ANALYSE VON HAMATOPOETISCHEN UND ENDOTHELIALEN

KOLONIEN

Die Bestimmung kolonieformender Einheiten ist eine Methode zur Analyse der
Proliferations- und der Differenzierungskapazitat von Stammzellen. Sie wird unter
2.5.2 (s. S. 17 f.) naher beschrieben.

In der vorliegenden Arbeit wurde analysiert, ob die frisch isolierten sowie die ex
vivo expandierten CD133" Stammzellen in die hamatopoetische und in die
endotheliale Richtung differenzieren konnten.

Zur Induktion der hamatopoetischen Differenzierung wurde Methylzellulose
(MethoCult GF H4434) benutzt, welche die Wachstumsfaktoren SCF (50 ng/ml),
IL-3 (20 ng/ml), IL-6 (20 ng/ml), G-CSF (20 ng/ml), GM-CSF (20 ng/ml) und
Erythropoietin (3 U/ml) zur Induktion der erythroiden, monozytaren, granulozytaren
und megakaryozytaren Differenzierung enthielt.

Zur Induktion der endothelialen Differenzierung wurden der Methylzellulose die
humanen Zytokine SCGF (100ng/ml) und VEGF (50 ng/ml) zugegeben. Die mit
den Zytokinen versetzte Methylzellulose wurde bei - 20°C gelagert.

FUr den experimentellen Ansatz wurde die Methylzellulose zunachst im Wasser-
bad aufgetaut. Um das koloniebildende Potenzial der ex-vivo expandierten
Stammzellen zu untersuchen, wurden jeweils Doppelansatze von 5 x 10° Zellen
des jeweiligen Kulturtages gewaschen und sorgfaltig in 50 pyl PBS resuspendiert.
Danach wurde die Zellsuspension mit je 1 ml der endothelkolonie-induzierenden
und der hamatopoesekolonie-induzierenden Methylzellulose vermischt und in
Petrischalen gegeben. Nachdem die Methylzellulose bei Raumtemperatur erstarrt
war, wurden die Petrischalen fur 14 Tage bei 37°C und 5% CO2 im Brutschrank
inkubiert.
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Danach wurden die Ansatze morphologisch auf das Vorhandensein von
erythrozytaren (CFU-E), granulozytaren-erythrozytaren-monozytaren-megakaryo-
zytaren (CFU-GEMM), granulozytaren-monozytaren (CFU-GM), granulozytaren
(CFU-G) und monozytaren (CFU-M) Kolonien untersucht.

Als Kolonien werden in der vorliegenden Arbeit Anhaufungen von mehr als 20
Zellen verstanden, die aus einer Ursprungszelle hervorgegangen sind. Das
bedeutet, dass Ursprungszellen, die in der Lage waren, eine Kolonie zu bilden, ein
groRes proliferatives Potential besallen und sich durch diese Eigenschaft von
ausdifferenzierten Zellen unterschieden, die sich nicht mehr teilen. Diese Zellen
werden deshalb als Progenitorzellen bezeichnet. Mit Hilfe dieser Methode ist es
moglich, den Anteil unreifer, teilungskompetenter Progenitoren an einer
Gesamtpopulation von Zellen zu ermitteln.

Zusatzlich lasst sich aufgrund des aus einer Ursprungszelle hervorgegangenen
Kolonietyps auf das Differenzierungspotential der Progenitorzelle schlielen. Eine
CFU-GEMM Kolonie z.B. enthalt Granulozyten. Erythrozyten, Megakaryozyten
und Monozyten. Die Ursprungszelle dieser Kolonie muss also eine unreife CMP-
Zelle gewesen sein, die sich in alle myeloiden Zellen differenzieren konnte (s.
Abbildung 5, S. 15). Eine CFU-G Kolonie hingegen entstand aus einer Progenitor-
zelle, die bereits auf die granulozytare Linie festgelegt war.

Die phanotypische Klassifizierung hamatopoetischer Kolonien ist eine etablierte,
klassische Methode in der Hamatologie und wurde bei der vorliegenden Arbeit
nach den publizierten Kriterien vorgenommen (Williams, 1995).

Die endothelialen Kolonien wurden anhand ihrer typischen Morphologie, die von
unserer und anderen Arbeitsgruppen beschrieben wurde, identifiziert (Gehling et
al., 2000).

Dadurch war es maglich, die endotheliale und hamatopoetische Potenz der ex-
vivo expandierten Zellen im Vergleich zu den frisch isolierten Zellen zu bestimmen
und die absolute Anzahl der Zellen mit koloniebildender Potenz durch

Einberechnung des Proliferationsfaktors zu ermitteln.
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4.11 IN-vVIvVO ANALYSE VON PROLIFERIERENDEN STAMMZELLEN: REPOPULATIONSASSAY
IN NOD-SCID-MAUSEN

Die Transplantation von nicht immunkompetenten NOD-SCID Mausen ist eine in-
vivo Methode, um zu untersuchen, ob eine Stammzellpopulation hamatopoetische
Stammzellen enthalt, die Blutzellen verschiedener Linien rekonstituieren konnen
(Eaves et al., 1997; Kamel-Reid und Dick, 1988; Larochelle et al., 1996; Vormoor
et al., 1994). Diese Analysen werden zurzeit als das beste Assaysystem
betrachtet, um die in-vivo Funktionalitat und Multipotenz hamatopoetischer
Stammzellen zu beurteilen. Sie sind unter 2.5.1 (s. S. 16 f.) naher beschrieben
(Dick et al., 2001).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe von NOD-SCID Mausen
untersucht, ob die ex-vivo expandierten CD133" Zellen nach einer, zwei, drei und
vier Wochen Expansionskultur noch multipotente hamatopoetische Stammzellen

enthielten.

4.11.1 TRANSPLANTATION VON EXPANDIERTEN CD133 POSITIVEN ZELLEN IN NOD-
SCID MAUSE

Die vier Wochen alten weiblichen NOD-SCID Mause wurden nach der Ankunft aus
den Charles River Laboratories (Sulzfeld, Deutschland) im Tierstall des Heinrich-
Pette Instituts vor Transplantation der expandierten Stammzellen fir zwei Wochen
gehalten, um die Tiere an die neuen Bedingungen zu adaptieren. Die Tierhaltung
erfolgte unter sterilen Bedingungen in Mikroisolatoren. Die Arbeiten wurden in
Zusammenarbeit mit Dr. Bernhard Schiedelmeier durchgefihrt und von der
Tierschutzkomission des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf genehmigt.
Zwei Stunden vor der Transplantation der Zellen wurden die Mause mit einer
sublethalen Dosis von 3 Gray aus einer "*’Cs-Quelle bestrahlt, um die hdmatopoe-
tischen Stammzellen der Mause abzutdten.

Es wurden insgesamt 15 Mause mit 7 Tage expandierten Stammzellen
transplantiert (5 mit 5 x 10° Zellen, 9 mit 5 x 10° Zellen). 4 Mause wurden mit 5 x
10° Stammzellen transplantiert, die 14 Tage expandiert worden waren, und 15
Mause wurden mit 21 Tagen ex-vivo expandierten Zellen transplantiert (11 Mause

mit 5 x 10° Zellen, 4 Mause mit 1 x 10" Zellen). Mit (iber vier Wochen expandierten
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Zellen wurden insgesamt 9 Mause behandelt (3 Mause mit 5 x 10° Zellen, 3
Mause mit 1 x 10" Zellen und 3 Méuse mit 5 x 107 Zellen).

Die entsprechende Zahl von Stammzellen wurde nach zweimaligem Waschen mit
PBS in 300 pl serumfreies IMDM-Medium aufgenommen und in die Schwanzvene
der Mause injiziert. Als Kontrollen dienten Mause gleichen Alters ohne Injektion

humaner Zellen (n=3).

4.11.2 ANALYSE DES ANWACHSENS HUMANER ZELLEN (ENGRAFTMENT)

Die Analyse der Repopulation der transplantierten Mause mit humanen Zellen
erfolgte ca. 3 Monate nach der Transplantation. Die Mause wurden zunachst mit
Ketamin und Rompunketanest intraperitoneal anasthesiert und sediert. Nachdem
die Wirkung der Narkose eingesetzt hatte, wurden die Tiere durch Genickbruch
getotet.

AnschlieRend wurden die Femur- und Tibiaknochen der jeweiligen Tiere
prapariert. Diese Rohrenknochen wurden dann an beiden Enden aufgeschnitten
und mit Hilfe von Spritzen mit aufgesetzten Kanulen dreimal mit PBS kraftig
durchgespult, um das Knochenmark zu isolieren. Das Knochenmark wurde
danach in PBS aufgenommen und ca. 10x mit Spritze und Kanule aspiriert, um
eine Zellsuspension zu erzeugen. Die isolierten Knochenmarkzellen aus den
einzelnen Tieren wurden dann mit PBS gewaschen, herunterzentrifugiert (1200
rem, 5 min, RT) und flr 10 min in je 2 ml Erythrozytenlysepuffer bei RT inkubiert
(s. 4.7.2, S. 43). Anschlielend wurden die Zellen erneut zweimal mit PBS
gewaschen und mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer gezahilt.

Fur die FACS-Analysen wurden ausschlie3lich humanspezifische monoklonale
Antikorper verwandt. Die Knochenmarkzellen aus den transplantierten Mausen
und aus den Kontrollmdusen wurden mit den Kombinationen CD3-PE/CD45-
PerCP, CD19-PE/CD45-PerCP, CD14-PE/CD45-PerCP, CD33-PE/CD45-PerCP
und CD34-PE/CD45-PerCP wie unter 4.10.2 (s. S. 46 f.) beschrieben gefarbt und
am Durchflusszytometer analysiert.

Aulerdem wurden die Knochenmarkzellen der transplantierten Mause sowie die
der Kontrollmause mit den entsprechenden Isotypkontrollen gefarbt und analysiert.

Es wurden jeweils 10000 Ereignisse erfasst.
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Von den im Ergebnisteil dargestellten prozentualen Anteilen der verschiedenen
humanen Blutzelllinien wurde jeweils die durch die Isotypkontrollen erfasste
unspezifische Bindung der Antikorper an die Zellen und die geringgradige

unspezifische Bindung an die murinen Blutzellen der Kontrollmause subtrahiert.
4.12 ZELLKULTUR

Fir die Real-Time PCR-Analysen der von Hamangioblasten exprimierten
Transkriptionsfaktoren SCL und GATA-2 wurde HUVEC cDNA als Kalibrator
benutzt.

Die HUVEC-Zellen wurden vorsichtig aufgetaut und in HUVEC-Medium bei 37°C
und 5% CO; kultiviert. Die Zellen wurden alle drei Tage durch Ersetzen des
Mediums gefuttert und unter Zuhilfenahme von Trypsin bei Erreichen der

Konfluenz 1:3 gesplittet.

4.13 REAL-TIME PCR-ANALYSE DER TRANSKRIPTIONSFAKTOREN SCL UND GATA-2 IN

EX-VIVO EXPANDIERTEN CD133 POSITIVEN STAMMZELLEN

4.13.1 IsOLATION VON RNA UND SYNTHESE VON CDNA

Zur Gewinnung von RNA wurden je 5 x 10° Zellen an dem zu analysierenden
Zeitpunkt der ex-vivo Expansionskulturen (d0, d14, d28 und d33) und 5 x 10°
HUVECs zweimal mit PBS gewaschen. Beim zweiten Mal wurde der Uberstand
vollstandig abgezogen und das Zellpellet bis zur Isolierung der RNA in fliussigem
Stickstoff schockgefroren und anschlie3end bei - 80°C aufbewahrt.

Zur Isolierung der Gesamt-RNA der ex-vivo expandierten Stammzellen wurde das
RNeasy-Kit nach den Angaben des Herstellers benutzt. Zur Entfernung moglicher
Kontaminationen von genomischer DNA wurde die an die Saule gebundene RNA
mit dem RNase-free DNase Kit nach Empfehlungen des Herstellers verdaut. Die
Konzentration der isolierten RNA wurde spektrophotometrisch ermittelt.

Zur anschlieBenden cDNA-Synthese mit dem You-Prime-First-Strand cDNA
Synthese Kit wurden 3 uyg RNA und 0,2 ug Random Primer nach den Angaben

des Herstellers benutzt.
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4.13.2 REAL-TIME PCR

Alle Primer fir die Real-Time PCR wurden mit Hilfe der Primer-3 Software
konstruiert (Rozen und Skaletsky, 2000). Die Primersequenzen, Primerbindungs-
stellen und Amplikons sind in Tabelle 9 dargestellt.

Far alle quantitativen PCRs wurde das Enzym Glycerinaldehyd-3-Phosphat
Dehydrogenase als Haushaltsgen verwandt, auf das die zu analysierenden
Zielgene SCL und GATA-2 normiert wurden.

Tabelle 9: Primersequenzen, -bindungsstellen und -amplikons.

Name Sequenz Amplifiziertes | Primerbindungsstelle
Fragment [bp] | [bp]

GAPDH TGATGACATCAAGAAGGTGG 246 840

Sense

GAPDH TTTCTTACTCCTTGGAGGCC 1085

Antisense

SCL AAACCCAGTCGCCCTTACTT 156 1471

Sense

SCL CCCTTTCTCTGCCTTCACAC 1626

Antisense

GATA-2 GGAAGATGTCCAACAAGTCCA | 268 1525

Sense

GATA-2 CGACGTCCATCTGTTCCCTA 1792

Antisense

Die quantitative Real-Time PCR wurde am Light Cycler durchgefuhrt. Mit Hilfe der
Light-Cycler Technologie war es moglich, die Transkripte der oben genannten
Zielgene auf cDNA-Ebene sensitiv zu quantifizieren.

Die Quantifizierung erfolgte mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes SYBR-Green.
Dieser Farbstoff hat im ungebundenen Zustand nur eine geringe Eigenfluores-
zenz, die durch Bindung an die kleine Furche doppelstrangiger DNA deutlich
erhoht wird. Da im Verlauf einer PCR die Menge des DNA-Amplifikates zunimmt,
erhoht sich auch die messbare Fluoreszenz der Proben nach Anregung des
SYBR-Green Farbstoffes durch einen Laser (Exzitationsmaximum 485 nm,

Emissionsmaximum 520 nm).
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Wahrend der quantitativen PCR wird die Fluoreszenz nach jedem
Elongationsschritt gemessen. So kann wahrend der linearen Phase der Zunahme
der PCR-Produkte auf die Ausgangsmenge zurlckgerechnet werden. Der
Crossing Point (CP) ist der erste Wendepunkt der Fluoreszenzkurve und markiert
den Beginn der linearen Phase der Zunahme der PCR-Produkte.

Die SCL- und GATA2-Expression der ex-vivo expandierten Stammzellen wurde
mit Hilfe der AACT-Methode berechnet (Livak und Schmittgen, 2001). Dabei wurde
die Expression der Zielgene in den Stammzellen relativ zu ihrer Expression in
HUVECS berechnet und auf das Haushaltsgen GAPDH normalisiert. Die
Normalisierung erfolgte, um unterschiedliche cDNA-Mengen oder unterschiedliche
Effizienzen der reversen Transkription zu bertcksichtigen. Es wurde mit den

folgenden Formeln gearbeitet:

A=ACT (Stammzellen)=CP(Zielgen Stammzellen)-CP(Haushaltsgen Stammzellen)
B=ACT (HUVEC)=CP(Zielgen HUVEC)-CP(Haushaltsgen HUVEC)
AACT=A-B

Relative Menge des Zielgens=2"¢T

Zusatzlich zur Bestimmung des Crossing Points wurde mit jeder PCR-Reaktion
eine Schmelzpunktanalyse durchgefihrt, um unspezifische Beiprodukte der PCR
zu detektieren. Hierzu wurden die Kapillaren auf 65°C heruntergekuihlt und dann in
kleinen Intervallen von 0,1°C/s auf 95°C unter kontinuierlicher Messung der
Fluoreszenz erhitzt. Dabei wurde der DNA-Doppelstrang der PCR-Produkte bei
einer von Basenzusammensetzung und Lange abhangenden Temperatur
denaturiert. Dadurch kam es zu einem messbaren Fluoreszenzabfall, da SYBR-
Green nur bei Bindung an die kleine Furche fluoresziert. Da unspezifische
Amplifikate eine andere Lange und Sequenz und damit eine andere
Schmelztemperatur haben, wurden sie durch diese Analyse nachgewiesen. Der
Schmelzpunkt des spezifischen Produktes wurde bei der Etablierung der PCRs
mit Hilfe von Agarose-Gelen Uberprtift.

Ein Beispiel fur Quantifizierung, Schmelzpunktanalyse und Agarose-Gel ist im
Ergebnisteil unter 5.6 (s. S. 91 ff.) dargestellt.
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Die PCR-Reaktionen wurden mit Hilfe des Fast Start DNA-Master SYBR-Green
Kits durchgefiihrt. Der PCR-Ansatz wurde in einem Gesamtvolumen von 20 ul aus
einer 1:50 Verdlinnung der cDNA, 0,5 uM des jeweiligen Sense- und Antisense-
Primers, 3 oder 4 mM MgCl, (3mM: SCL und GATA2; 4mM GAPDH) und einer
1:10-Verdlnnung des im Kit vorhandenen Mastermixes hergestellt.

Es wurden Hot-Start PCRs durchgeflhrt. Dazu wurden die Ansatze zunachst 10
min bei 95°C unter Aktivierung der Tag-Polymerase denaturiert. Danach wurden
sie 40x 15s bei 95°C, 5s bei der spezifischen Annealing-Temperatur (61°C
GAPDH, 58°C SCL und 57°C GATA2) und dann 15 s bei 75°C inkubiert.
AnschlieRend wurde die Schmelzpunktanalyse wie oben beschrieben durchge-
fuhrt.

Die Datenauswertung erfolgte mit Hilfe des Tabellenkalkulationsprogrammes
Excel. Alle im Ergebnisteil dargestellten Zahlen waren flr die analysierten
Stammzellen des jeweiligen Kulturtages und die als Kalibrator verwandte HUVEC
cDNA Mittelwerte aus zwei Analysen des Zielgens und zwei Analysen des

Haushaltsgens.

4,14 KULTIVIERUNG VON CD133 POSITIVEN ZELLEN ll: DIFFERENZIERUNG IN

ENDOTHELIALE ZELLEN

Endotheliales Differenzierungsmedium
50 ng/ml VEGF; 10% FKS; 10% Pferdeserum; 10° M Hydrokortison in IMDM

Nach der erfolgreichen Etablierung von Zellkulturbedingungen zur Proliferations-
induktion der CD133" Stammzellen wurden ausreichende Ausgangszellzahlen fiir
eine potenzielle klinische Anwendung generiert. Danach sollte untersucht werden,
ob die ex-vivo expandierten Stammzellen sich noch in die endotheliale Richtung
differenzieren konnten.

Zur Induktion der endothelialen Differenzierung der Stammzellen wurden diese
nach 14 Tagen Expansionskultur in einer Zelldichte von 2 x 10° Zellen/ml in
endotheliales Differenzierungsmedium aufgenommen. Diese Zellsuspension
wurde in mit Fibronektin beschichtete 24- oder 96-Loch-Platten ausgesat. Das
endotheliale Differenzierungsmedium enthielt im Unterschied zu dem unter 4.8 (s.

S. 44 f.) beschriebenen Expansionsmedium nur das Zytokin VEGF. Das Medium
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der endothelialen Differenzierungskulturen wurde alle 3 Tage durch vorsichtiges
Absaugen des Uberstandes gewechselt. Die endotheliale Differenzierung der
Stammzellen erfolgte Uber 14 Tage. Die Morphologie der in-vitro generierten
Endothelzellen wurde mikroskopisch mit Hilfe eines Inversionsmikroskops
untersucht. Durch Immunfluoreszenzanalysen wurde aullerdem die Expression

endothelialer Zelloberflachenmolekile analysiert.

4.15 IMMUNFLUORESZENZANALYSE VON ENDOTHELMARKERN

Um die Oberflachenmolekiile der in-vitro expandierten und morphologisch in
endotheliale Zellen differenzierten Stammzellen zu untersuchen, wurden
Immunfluoreszenzanalysen der endothelialen Marker vVWF, VE-Cadherin, Ulex-
Rezeptor und CD31 durchgefiihrt. Diese Analysen wurden an frisch isolierten
CD133" Zellen, an 14 Tage expandierten CD133" Zellen sowie an im Anschluss
an die Expansion 14 Tage endothelial differenzierten Zellen durchgefiihrt. Als
Negativkontrollen wurden die mononuklearen Zellen von drei verschiedenen,
gesunden Spendern benutzt.

Der Oberflachenmarker KDR wurde ebenfalls an frisch isolierten sowie
expandierten und danach endothelial differenzierten Stammzellen untersucht.

Zur Immunfluoreszenzanalyse wurden die proliferierenden Zellen mit Hilfe von
kaltem PBS vollstandig aus ihren Vertiefungen herausgelost und einmal mit PBS
gewaschen, um Mediumreste zu entfernen. Die adharenten, endothelial
differenzierten Zellen wurden mit Hilfe von Trypsin vom Boden des Zellkultur-
gefaldes abgelost, und das Trypsin wurde mit Hilfe von RPMI-Medium mit 10%
FKS inaktiviert. Die Zellen wurden anschlie®end ebenfalls einmal mit PBS
gewaschen.

Die zu analysierenden Zellen wurden anschlie®end mit Hilfe einer Neubauer
Zahlkammer gezahlt und in einer Dichte von 3 x 10* Zellen/300 ul PBS in einer
Zytozentrifuge fur 5 min bei 500 rpm auf Objekttrager zentrifugiert. Die mit Zellen
in Form eines Monolayers beschichteten Objekttrager wurden dann 5 min bei
Raumtemperatur getrocknet und bis zur Farbung bei - 20°C gelagert.

Zur Farbung wurden die Objekttrager mit den differenzierten Zellen bei
Raumtemperatur aufgetaut und luftgetrocknet. Das Zellareal wurde mit einem

Diamantstift markiert. Anschlielend wurden die Objekttrager mehrfach in IMDM



Material und Methoden 57

mit 10% FKS getaucht und dann in eine feuchte Kammer gelegt. Danach wurden
die Zellen mit den entsprechend verdinnten Primarantikdrpern fir 30 min bei RT
inkubiert (vWF 1:60, CD31 1:50, KDR 1:300, VE-Cadherin 1:30 und Ulex 1:60).
Dann wurden die Objekttrager mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden fur weitere
30 min mit dem sekundaren Antikérper Ziege anti-Maus-FITC inkubiert und
anschlie3end gewaschen.

Nach den Farbungen wurden die Zellen fur 15 min in - 20°C kaltem Methanol
fixiert und dann luftgetrocknet. Dann wurden die Zellen mit 29 pl einer Losung von
DAPI in VECTASHIELD Medium uberschichtet und mit einem Deckglas
abgedeckt. Bis zur fluoreszenzmikroskopischen Analyse wurden die Objekttrager

im Dunkeln bei 4°C gelagert.

4,16 RETROVIRALE TRANSDUKTION VON CD133 POSITIVEN ZELLEN

Der in der vorliegenden Arbeit zur stabilen Transduktion der proliferierenden
Stammzellen benutzte retrovirale Vektor leitet sich von den murinen
Leukamieviren ab. Das SF11aEGFPrev Konstrukt basiert auf dem Friend Mink
Embryonic Stem Cell Virus (FMEV) und kodiert fur das Markergen enhanced
Green Fluorescent Protein FP (eGFP). Das grin fluoreszierende Protein GFP
wurde erstmalig in der Quallenart Aequorea victoria entdeckt (Shimomura et al.,
1962). Das Exzitationsmaximum liegt bei 395 nm und das Emissionsmaximum
betragt 508 nm. Diese Eigenschaften machen es mdglich, eGFP transduzierte
Zellen sowohl durchflusszytometrisch als auch fluoreszenzmikroskopisch
nachzuweisen. EGFP enthalt Mutationen von Serin zu Threonin in Aminosaure 65
und Phenylalanin zu Leucin in Aminosaure 64, was zu einer grof3eren Stabilitat im
Vergleich zu Wildtyp-GFP fuhrt. Die Halbwertzeit von e GFP betragt 24 Stunden (Li
et al., 1998; Wahlers et al., 2001).

In retroviralen FMEV-Vektoren wurden die langen, terminalen Wiederholungs-
regionen (Long Terminal Repeat, LTR) des Polycythemic Spleen Focus Forming
Virus (SFFVp), der zu den Friend Mink Cell Focus Forming Viren (FMCV) gehort,
und die 5° untranslatierten Regionen (Leader-Sequenz) des murinen Embryonic
Stem Cell Virus (MESV) kombiniert. Die LTR-Sequenzen des SFFV fuhrten zu
einer starken Transkriptionsinitiation in multipotenten sowie linienkommitierten

hamatopoetischen Progenitorzellen.
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Diese Eigenschaften machten das SF11aEGFPrev Konstrukt zu einem idealen
Vektor zur stabilen Transduktion der im Rahmen der vorliegenden Arbeit ex-vivo
expandierten CD133" Stammzellen.

Die Abbildung 8 zeigt eine schematische Darstellung des Konstruktes.

EGFP H uvs [rlus

Abbildung 8: SF11aEGFP Vektor (Wahlers et al., 2001). Die Long Terminal Repeat Region
(LTR, lange terminale Wiederholungssequenz) besteht aus der U3- (Unique), der R- (Repeat) und
der U5-Region. Die 5 untranslatierte Region vom Transkriptionsstartpunkt bis zum
Translationsstartkodon wird als Leader bezeichnet. Innerhalb der Leadersequenz liegt das
Verpackungssignal ¥. Der SF11aEGFP Vektor kodiert fir das Transgen Enhanced Green
Fluorescent Protein (EGFP).

Die Arbeiten wurden in Zusammenarbeit mit PD Dr. B. Fehse aus der Abteilung fur
Knochenmarkstransplantation des UKE durchgeflhrt. Die replikationsdefizienten
Vektorpartikel wurden von der Verpackungszellinie PG13 produziert, die das
Gibbon Ape Leukemia Virus envelope (env) Protein benutzt. Die Zellen wurden in
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium mit Glutamax (DMEM), 10% FKS und 1 mM
Natriumpyruvat kultiviert. Die vektorhaltigen Uberstande wurden mit Hilfe von X-
Vivo10 Medium nach der im Rahmen der vorliegenden Arbeit fur die CD133"
Stammzellen entwickelten und publizierten Methode gewonnen (Ayuk et al., 1999;
Kuhlcke et al., 2002). Die Virustiter wurden durch Infektionen von HT1080-Zellen
mit seriellen logarithmischen Verdiinnungen der Uberstdnde und anschlieRender
FACS-Analyse bestimmt. Die Titer in dem serumfreien X-Vivo10 Medium betrugen
von 2 x 10° IU/ml bis 4 x 10° IU/ml.

Zur Transduktion der Stammzellen wurden wie unter 4.8 (s. S. 44 f.) mit
Fibronektin beschichtete 24- oder 96-Loch-Platten mit 1000 bzw. 300 pl
virushaltigem Uberstand 6x bei 800 rpm bei 4°C fiir 30 min zentrifugiert. Nach
jedem Zentrifugationsschritt wurde der Uberstand verworfen und frische
Uberstande in die Lécher gegeben. Nach dieser Beschichtung der Lochplatten
wurden die Stammzellen nach 3 Tagen Vorinkubation in Expansionsmedium in

einer Zelldichte von 1 x 10%ml in die Lochplatten gegeben und fiir 24 h bei 37°C
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und 5% CO; in einem Inkubator inkubiert. Danach erfolgte der nachste
Transduktionszyklus in den wie oben beschrieben vorbeschichteten Platten
(Kuhlcke et al., 2002).

Far die Einzelzellanalysen wurden jeweils zwei Transduktionszyklen mit einer
Ausgangszellzahl von 3,3 x 10°/300 ul Medium in einer Vertiefung einer 96-Loch-
Platte durchgefuhrt. Zur Untersuchung der maximalen Transduktionseffizienz
erfolgten 5 Transduktionszyklen mit einer Zellzahl von 1 x 10%/ml Medium in einer
Vertiefung einer 24-Loch-Platte.

Die Transduktionseffizienz wurde mit Hilfe eines Durchflusszytometers und der
Cell Quest Software bestimmt. Hierzu wurden nichttransduzierte Zellen desselben
Spenders des identischen Kulturtags als Negativkontrolle benutzt. Jeweils 5 x 10°
Zellen wurden 2x mit PBS gewaschen und anschlieBend in 300 upl PBS

aufgenommen und durchflusszytometrisch analysiert.

4.17 GENERIERUNG VON EINZELZELLKULTUREN DURCH FLUORESZENZAKTIVIERTES
CELL SORTING (FACS)

Zur Erzeugung von Einzelzellkulturen stabil mit eGFP transduzierter CD133"
Stammzellen wurde das Fluoreszenzaktivierte Cell Sorting (FACS) mit dem
MoFlo-Gerat der Firma Cytomation benutzt. Die Arbeiten wurden am Heinrich
Pette Institut in Hamburg mit Hilfe von Herrn Dipl. Biotech. A. Rimek durchgefuhrt.
Das Prinzip dieser Methode besteht in der hydrodynamischen Fokussierung, das
heillt in der Hintereinanderreihung von Einzelzellen und deren Erfassung durch
einen fokussierten Lichtstrahl (s. 4.10.2, S. 46 f.). Durch Kopplung einer
Sortiereinheit mit dem Durchflusszytometer kann die Fluoreszenz der analysierten
Zellen nicht nur gemessen werden, sondern die Zellen kdnnen auch anhand ihrer
Fluoreszenzeigenschaften aufgetrennt werden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden einzelne der ex-vivo expandierten und
stabil retroviral mit eGFP transduzierten Stammzellen anhand ihrer Grunfluores-
zenz sortiert. Die Auftrennung erfolgte aus einer Gesamtpopulation von jeweils 2 x
10° Zellen mit einem Anteil eGFP transduzierter Zellen von 4-42 % in fiinf
unabhangigen Experimenten. Die Einzelzellen wurden dabei in vier 96-Loch-
Platten sortiert, die mit 200 yl vorgewarmtem Expansionsmedium je Vertiefung

beschickt worden waren.
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Nach der erfolgten Sortierung von je einer eGFP positiven Zelle pro Vertiefung
wurden die Zellen zusammen mit nicht-transduzierten Futterzellen in einer
Zelldichte von 1 x 10° Zellen/ml Medium bei 37°C und 5% CO2 in einem
Brutschrank inkubiert. Das Expansionsmedium wurde alle 3 Tage gewechselt. Die
Proliferation der GFP-markierten Zellen wurde alle drei Tage mit Hilfe eines

Fluoreszenzmikroskops beobachtet.

4.18 GENERIERUNG VON EINZELZELLKULTUREN DURCH LIMITING DILUTION

Parallel zu der Erzeugung von Einzelzellkulturen mit Hilfe des FACS wurden
Einzelzellkulturen mit der Methode der Limiting Dilution angelegt. Hierbei wurde
der Anteil der eGFP positiven Zellen mit Hilfe der Durchflusszytometrie wie unter
4.16 (s. S. 57) beschrieben ermittelt.

AnschlieRend wurden die GFP-positiven Zellen in einer Dichte von 1
Zelle/Vertiefung in 96-Loch-Platten ausgesat. Fluoreszenz- und lichtmikroskopisch
wurden die Vertiefungen ermittelt, die eine GFP-markierte Zelle enthielten. Diese
wurden mit nicht transduzierten Fitterzellen in einer Zelldichte von 1 x 10°
Zellen/ml Medium versetzt und in Expansionsmedium wie unter 4.8 (s. S. 44 f.)
beschrieben kultiviert, bis die Vertiefung mindestens 30 GFP-positive Zellen
enthielt. Diese Kulturperiode dauerte 18-28 Tage.

Danach wurden die aus einer einzelnen GFP-positiven Zelle gewonnenen
klonalen Abkémmlinge auf zwei Vertiefungen verteilt und bezuglich ihrer
Differenzierungskapazitat in endotheliale und hamatopoetische Zellen, wie in den

folgenden Absatzen beschrieben, untersucht.

4,19 KULTIVIERUNG VON EINZELZELLKLONEN CD 133 POSITIVER ZELLEN:

DIFFERENZIERUNG IN ENDOTHELIALE ZELLEN

Endotheliales Differenzierungsmedium
50 ng/ml VEGF; 10% FKS; 10% Pferdeserum; 10°® M Hydrokortison in IMDM

Um eine endotheliale Differenzierung der markierten, expandierten Stammzellen
zu induzieren, wurde die Halfte der aus einer einzelnen Zelle gewonnenen GFP-
positiven Zellen fur 7 Tage mit endothelialem Differenzierungsmedium inkubiert,

das im Unterschied zum Expansionsmedium kein SCGF und kein FLT3 enthielt.
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Das Medium wurde alle drei Tage unter vorsichtiger Aspiration des Uberstandes
gewechselt. Die differenzierten Zellen wurden mit Hilfe der Immunfluores-
zenzfarbung bezuglich der Expression der endothelialen Zelloberflachenmolekile
VE-Cadherin, von Willebrand Faktor (VWF) und Ulex europaeus Rezeptor (Ulex)

untersucht.

4.20 KULTIVIERUNG VON EINZELZELLKLONEN CD 133 POSITIVER ZELLEN:

DIFFERENZIERUNG IN HAMATOPOETISCHE ZELLEN

Hamatopoetisches Differenzierungsmedium
1000 U/ml G-CSF; 10% FKS; 10% Pferdeserum; 10 M Hydrokortison in IMDM

Um zu untersuchen, ob die aus einer einzelnen Stammzelle durch Expansion
hervorgegangenen Zellen in die hamatopoetische Richtung differenzieren
konnten, wurde die Halfte der Nachkommen einer GFP-positiven Zelle flr 7 Tage
mit hamatopoetischem Differenzierungsmedium inkubiert. Das Medium wurde alle
3 Tage gewechselt. Anschliel3end wurden die Zellen mit Hilfe von Immunfluoresz-
enzanalysen und Kernfarbungen auf die granulozytentypische, segmentierte

Kernform sowie auf den Oberflachenmarker CD13 untersucht.

4.21 ANALYSE DER ZELLOBERFLACHENMARKER DER AUS EINER ZELLE

DIFFERENZIERTEN ENDOTHELZELLEN UND HAMATOPOETISCHEN ZELLEN

Die Transduktion der proliferierenden Zellen mit dem grinen Fluoreszenzfarbstoff
eGFP ermdglichte das Anlegen von Einzelzellkulturen. Die Nachkommen einer
einzelnen Zelle konnten dann aufgeteilt werden, um die Differenzierungskapazitat
der einen Halfte in die endotheliale Richtung und die der anderen Halfte in die
hamatopoetische Richtung zu untersuchen.

Durch Verwendung des blauen Fluoreszenzfarbstoffes DAPI (4°,6-Diamidino-2-
Phenylindol), der die DNA des Zellkerns anfarbt und durch Verwendung eines
zweiten, roten Fluoreszenfarbstoffes (Texas Red) war es mdglich, eine Zelle durch
die grine Fluoreszenz als Nachkommen der einzelnen Stammzelle sowie durch
typische Kernmorphologie und das rotgefarbte Oberflachenantigen CD13 als

Granulozyt und damit als hamatopoetische Zelle zu identifizieren.



Material und Methoden 62

Analog lie3 sich bei den endothelial differenzierten Zellen die grine Fluoreszenz
des GFP und die Rotfluoreszenz der endothelspezifischen Oberflachenmolekile
VE-Cadherin und Ulex europaeus Rezeptor durch den Farbstoff Texas Red
nachweisen.

Zur Immunfluoreszenzanalyse wurden die endothelial und hamatopoetisch
differenzierten Zellen mit Hilfe von kaltem PBS vollstandig aus ihren Vertiefungen
herausgelost und einmal mit PBS gewaschen, um Mediumreste zu entfernen. Die
Zellen wurden anschlieBend mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer gezahlt und in
einer Dichte von 3 x 10* Zellen/300 pl PBS in einer Zytozentrifuge fiir 5 min bei
500 rpm auf Objekttrager zentrifugiert. Die mit einer einzelnen Zellschicht
beschichteten Objekttrager wurden dann 5 min bei Raumtemperatur getrocknet
und bis zur Farbung bei - 20°C gelagert.

Zur Farbung wurden die Objekttrager mit den differenzierten Zellen bei
Raumtemperatur aufgetaut und luftgetrocknet. Das Zellareal wurde mit einem
Diamantstift markiert. Anschlielfend wurden die Objekttrager mehrfach in IMDM
mit 10% FKS getaucht und dann in eine feuchte Kammer gelegt. Danach wurden
die Zellen mit den entsprechend verdunnten Primarantikorpern fir 30 min bei RT
inkubiert (CD13 1:30, VE-Cadherin 1:30 und Ulex-Rhodamin 1:100). Dann wurden
die Objekttrager mit PBS gewaschen. Die mit anti-CD13 und anti-VE-Cadherin zu
farbenden Zellen wurden fur weitere 30 min mit dem sekundaren Antikdrper Ziege
anti-Maus-Texas Red inkubiert und anschlieend gewaschen. Ulex-Rhodamin
gefarbte Zellen wurden nicht mit einem Zweitantikorper inkubiert.

Nach den Farbungen wurden die Zellen fir 15 min in - 20°C kaltem Methanol
fixiert und dann luftgetrocknet. Dann wurden die Zellen mit 29 pl einer Losung von
DAPI in VECTASHIELD Medium uberschichtet und mit einem Deckglas
abgedeckt. Bis zur fluoreszenzmikroskopischen Analyse wurden die Objekttrager
im Dunkeln bei 4°C gelagert.

Bei der fluoreszenzmikroskopischen Analyse wurden die mit hamatopoetisch
differenzierten Zellen und mit endothelial differenzierten Zellen aus einer
Ursprungszelle beschichteten Objekttrager, auf denen zum gréten Teil nicht
GFP-transduzierte  Futterzellen vorhanden waren, auf einzelne, grin
fluoreszierende Zellen durchgemustert. Wenn eine grune Zelle aufgefunden

wurde, wurde sie im Blaufilter des Fluoreszenzmikroskops auf ihre
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Kernmorphologie und im Rotfilter auf Zelloberflachenfluoreszenz der spezifischen
Antigene CD13 (hamatopoetisch) sowie VE-Cadherin und Ulex-Rezeptor
(endothelial) untersucht. Die Zellen wurden dann mit Hilfe einer Digitalkamera

fotografiert.
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5 ERGEBNISSE

5.1 ISOLIERUNG VON CD133 POSITIVEN ZELLEN

Fir die Analysen der vorliegenden Arbeit wurden CD133" Stammzellen aus dem
peripheren Blut von 27 Spendern untersucht. Dazu wurden Aliquots (3ml) von
frischen Leukaphereseprodukten oder gesamte Produkte von verstorbenen
Spendern (70ml) verwendet.

Der Anteil der darin enthaltenen CD133" Stammzellen betrug 0,3-0,4%. Der
Mittelwert der erhaltenen Stammzellen lag bei den gefrorenen Leukapheresaten
bei 3 x 10" Zellen (0,6 - 3,8 x 10’ Zellen; n=8) und bei den frischen Produkten bei
1,6 x 10° Zellen (0,6 - 3 x 10° Zellen; n=19).

Die Reinheit der isolierten CD133" Zellen wurde durchflusszytometrisch mit einem
PE-konjugierten monoklonalen anti-CD133-Antikorper analysiert. Zusatzlich wurde
die Expression von CD34 untersucht. Dazu wurde ein FITC-konjugierter anti-CD34
-Antikorper verwendet. Als Kontrollantikérper wurden PE- und FITC markierte

Isotyp-Antikorper benutzt.
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Abbildung 9: FACS-Analyse von mittels immunmagnetischer Selektion aus
Leukaphereseprodukten isolierten CD133 (AC133) positiven Stammzellen. Die Zellen wurden
mit Isotypkontrollen (linke Abbildung) sowie mit anti-CD34-FITC and anti-CD133-PE (rechte
Abbildung) gefarbt. Der grofte Teil der isolierten Zellen koexprimierte die Zelloberflachenmolekile
CD133 und CD34.
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Nach Abzug der unspezifischen Fluoreszenz betrug die Reinheit der CD133"
Stammzellen im Mittel 97,9% (94,1-99,9%).

Die Abbildung 9 zeigt zwei reprasentative Dot Plots fur die Kontrollfarbung und fur
die Farbung mit den Stammzellmarkern CD34 und CD133 (AC133). Es ist zu
erkennen, dass der groRte Teil der Zellen beide Marker koexprimierte.

Diese Ergebnisse zeigen, dass es mit Hilfe der immunmagnetischen Selektion
moglich war, humane CD133" Stammzellen aus frischen oder gefrorenen
Leukaphereseprodukten in hoher Reinheit zu isolieren. Die Ergebnisse der
weiteren Immunphanotypisierung der frisch isolierten Stammzellen sind im
Abschnitt 5.4 (s. S. 71 f.) gezeigt.

AnschlieBend wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit geeignete Kulturbe-

dingungen entwickelt, um die isolierten Stammzellen ex-vivo zu expandieren.

5,2 EX-VIVO EXPANSION VON HUMANEN HAMATOPOETISCHEN STAMMZELLEN:

MORPHOLOGIE

Eine mdglichst starke Zellproliferation war eine Voraussetzung fur die geplante
retrovirale Transduktion mit dem Markergen eGFP, um die Differenzierungs-
kapazitat der Stammzellen in die endotheliale und hamatopoetische Richtung auf
Einzelzellebene untersuchen zu koénnen. Auflerdem sollte im Rahmen der
vorliegenden Arbeit analysiert werden, ob eine ex-vivo Expansion der CD133"
Zellen ohne Verlust ihrer Stammzelleigenschaften moglich ware und damit grol3e
Mengen an Stamm- bzw. Endothelprogenitorzellen fir diagnostische oder
therapeutische Zwecke gewonnen werden konnten.

Bei der Entwicklung der ex-vivo Expansionsbedingungen wurde ein bereits in der
Arbeitsgruppe etabliertes Grundmedium verwandt (Gehling et al., 2000). Diesem
Grundmedium wurden verschiedene humane Zytokine zugesetzt, und die
Zellproliferation wurde lichtmikroskopisch untersucht.

Die Zytokinkombination SCGF (100 ng/ml), VEGF und FLT3L (beide 50 ng/ml)
induzierte die starkste lichtmikroskopisch sichtbare Proliferation der Stammzellen
ab Kulturtag 3 und erwies sich so bezuglich der Zellproliferation als die
effizienteste Kombination. Die anderen getesteten Zytokine induzierten keine

vergleichbare Proliferation.
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Die Morphologie der proliferierenden Zellen unterschied sich nicht von den frisch
isolierten Zellen. Es bildete sich eine Uberwiegend nicht-adharente, homogene,
relativ locker zusammenhangende Zellpopulation von Uberwiegend Kkleinen,
runden Zellen. Die Abbildung 10 zeigt die Morphologie der frisch isolierten CD133*
Stammzellen und der proliferierenden Stammzellen in den Expansionskulturen.
Man sieht in der Abbildung 10B im Unterschied zu Abbildung 10A
Zusammenballungen sich teilender Zellen.

Anschlieend wurden die expandierten Stammzellen Uber einen Kulturzeitraum
von bis zu neun Wochen bezuglich ihrer Proliferationskinetik, ihrer
Zelloberflacheneigenschaften und ihrer Expression von Transkriptionsfaktoren

untersucht.
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Abbildung 10: Morphologie der frisch isolierten CD133" Zellen (A) und der CD133" Zellen in
Expansionskultur (B) (VergroBerung 320x). Die ex-vivo expandierten CD133" Zellen (B)

unterschieden sich morphologisch nur durch Zusammenballungen sich teilender Zellen von den
frisch isolierten CD133" Zellen (A).
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5.3 EX-Vivo EXPANSION VON HUMANEN HAMATOPOETISCHEN STAMMZELLEN:

ANALYSE DER PROLIFERATIONSKINETIK

Das im Rahmen der vorliegenden Arbeit entwickelte Expansionsmedium mit den
humanen Zytokinen SCGF, VEGF und FLT3L induzierte eine starke Proliferation
der isolierten CD133" Stammzellen.

Die Abbildung 11 zeigt die absolute Zellzahlzunahme der isolierten Stammzellen
von 5 verschiedenen Spendern Uber eine Kulturperiode von 5 Wochen.

Bis zur Kulturwoche 3 zeigte sich in allen untersuchten Expansionskulturen ein
exponentieller Anstieg der Zellzahl. Danach nahm die Zellzahl von Spender 3 nur
noch wenig zu. Bei den vier anderen untersuchten Spendern nahm die Zellzahl bis
Kulturtag 28 weiterhin exponentiell zu. Nach Tag 28 verlangsamte sich die
Zellteilung auch bei den Spendern 1 und 5 und ging bei Spender 5 in ein lineares
Wachstum Uber. Bei Spender 1 nahm die Zellzahl sogar zwischen Woche 4 und 5
ab. Die CD133" Stammzellen der Spender 2 und 4 hingegen zeigten bis zum
Kulturtag 35 eine exponentielle Zunahme der Zellzahl. Zusammenfassend lasst
sich feststellen, dass die ex vivo expandierten Stammzellen bei allen untersuchten
Spendern bis zum Kulturtag 28 proliferierten und bei 4 der 5 Spender sogar bis
zum Kulturtag 35.

Die isolierten Stammzellen von zwei Spendern wurden Uber 9 Wochen bezuglich
ihrer Proliferation untersucht. Es zeigte sich, dass die Stammzellen eines
Spenders ab Tag 35 von einer exponentiellen Vermehrung in eine lineare
Wachstumskinetik Ubergingen. Diese Stammzellen proliferierten, wenn auch
langsamer als in den ersten funf Wochen, kontinuierlich bis zum Kulturtag 63.
Dieses Ergebnis ist in Abbildung 12 gezeigt.

Berechnet man die absolute Zunahme der Gesamtzellzahl in den
Expansionskulturen relativ zu der am Isolationstag der Zellen eingesetzten
Zellzahl, so ergibt sich eine starke Zunahme.

In einer Kulturperiode von 14 Tagen nahm die Ausgangszellzahl im Mittel um den
Faktor 25,9 zu (Faktor 15-58). Nach insgesamt funf Wochen unter den
Expansionsbedingungen mit SCGF, VEGF und FLT3L nahm die Zellzahl maximal
um den Faktor 8670 und im Mittel um den Faktor 2190 zu (120-8670).
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Abbildung 11: Proliferation der CD133" Zellen in 35 Tagen (n=5; S, Spender). Bis Tag 35
nahm bei 3 Spendern die Zellzahl exponentiell zu (S2, S4 und S5). Die Zellteilung verlangsamte
sich bei einem Spender ab Tag 21 (S3) und bei einem Spender ab Tag 28 (S1).
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Abbildung 12: Proliferation der CD133" Zellen in 63 Tagen (n=2). Die Zellzahl in den
Expansionskulturen nahm Gber 9 Wochen zu (exponentiell bis Tag 28 (S1) bzw. Tag 35 (S2)).
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Tabelle 10 und Abbildung 13 zeigen die mittlere Proliferationsrate bezogen auf die
Ausgangszellzahl in insgesamt 5 Wochen Expansionskultur. In der logarithmi-
schen Darstellung der Proliferation wird deutlich, dass die mittlere Zellzahl bis zum
Kulturtag 35 exponentiell zunahm.

Zur Analyse der Kinetik der Zellproliferation wurde die relative Zunahme der
Zellzahl der expandierten Stammzellen der funf untersuchten Spender pro Woche
uber die funfwochige Kulturperiode berechnet. Dazu wurde die absolute Zellzahl
jedes analysierten Spenders durch die absolute Zellzahl der Vorwoche dividiert.
AnschlieRend wurde der Mittelwert dieser Zellzahlzunahme berechnet. Daraus liefl3
sich dann der Zeitraum ermitteln, den die Zellen bendtigten, um sich im
Expansionsmedium zu teilen.

Es wird deutlich, dass die durchschnittliche Proliferationsgeschwindigkeit in den
Wochen 2, 3 und 4 am grolten war. Bendétigten die Zellen in der ersten
Kulturwoche noch im Durchschnitt ca. sechs Tage, um sich zu teilen, bendtigten
sie in Woche zwei dafur nur 24 Stunden, in Woche 3 drei Tage und in Woche 4
zwei Tage. In der funften Kulturwoche teilten sich die Zellen nur noch alle 8 Tage.
Dieses Ergebnis ist in Tabelle 10 gezeigt.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass das im Rahmen der vorliegenden
Arbeit entwickelte Expansionsmedium eine starke Proliferation der isolierten
CD133" Stammzellen induzierte. Nach einer flinfwdchigen Kulturperiode hatte sich
die Zellzahl im Durchschnitt um den Faktor 2200 erhoht und die exponentielle
Zunahme der Zellzahl ging in eine lineare Kinetik Uber. Die Proliferations-
geschwindigkeit der Zellen war in den Wochen 2, 3 und 4 am hochsten und nahm

danach kontinuierlich ab.
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Tabelle 10: Zunahme der Zellzahl bezogen auf die am Isolationstag (d0) eingesetzte Zellzahl
und Zeit fur die Verdopplung der Zellzahl (n=5). Nach 35 Tagen ex-vivo Expansion nahm die
absolute Zellzahl bezogen auf die Ausgangszellzahl im Mittel 2190-fach zu. Die Zellen teilten sich
in der Kulturwoche 2 mit einer Verdopplung pro Tag am schnellsten (S, Spender; ZZ, Zellzahl; KT,
Kulturtag; SF, Standardfehler).

KT | KT/dO | KT/dO | KT/d0 | KT/d0 | KT/d0 | Mittelwert | SF Verdopplung
KT/d0 der ZZ [Tage]
S$1 S2 S3 S4 S5
d7 | 2,51 1,9 2,5 2,2 2 2,2 0,1 6
d14 | 16 15 16,3 58,3 24 25,9 7,4 1
d21 | 60,9 76 100 300 113 130 38,9 |3
d28 | 870 320 106 3000 400 939 474 | 2
d35 | 617 1000 120 8670 550 2190 1453 | 8
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0
3
5 1000 -
E 100 T
;
E 10
N
8
1
a7 d14 d21 d2s d35
Kulturtag

Abbildung 13: Logarithmische Darstellung der Zunahme der Zellzahl pro Woche bezogen
auf die Ausgangszellzahl (+/- Standardfehler; n=5). Die mittlere Zellzahlzunahme verlief in 5

Wochen Expansionskultur exponentiell.
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5.4 PHANOTYPISCHE ANALYSE VON EX-VIVO EXPANDIERTEN STAMMZELLEN:

DURCHFLUSSZYTOMETRIE

Die ex-vivo expandierten CD133" Stammzellen wurden tber einen Kulturzeitraum
von insgesamt 7 Wochen mit Hilfe der Durchflusszytometrie analysiert. Es wurde
die  Zelloberflachenexpression der Stammzellmarker CD133, CD34, CD90,
CD117 und CD7, der Endothelmarker vVWF, VE-Cadherin (CD144), CD105 und
CD31, der Endothel- und Monozytenmarker CD14 sowie des Panleukozyten-
markers CD45 wurde gemessen. Die Zellen wurden in den ersten 2 Wochen alle 3
Tage untersucht, um den Anfang der Proliferationsphase genauer zu analysieren.
AnschlieRend wurden die proliferierenden Stammzellen Uber weitere 5 Wochen
wochentlich auf die Expression der oben genannten Zelloberflachenmarker
gepruft.

So sollte festgestellt werden, ob die proliferierenden Zellen wahrend der ex-vivo
Expansion Stammzell- und Endothelantigene exprimierten.

Aulerdem wurde unter Einbeziehung des Proliferationsfaktors festgestellt, ob die
den jeweiligen Marker exprimierenden Zellen unter den entwickelten
Kulturbedingungen proliferierten.

Die Tabelle 11 zeigt das zusammenfassende Ergebnis der FACS-Analysen in den
Expansionskulturen wahrend der ersten 14 Tage und die Tabelle 12 wahrend
weiterer 35 Tage.

Fast alle proliferierenden Zellen exprimierten am Isolationstag der CD133"
Stammzellen und wahrend der ex-vivo Expansion den gemeinsamen hamatopoe-

tischen Marker CD31 und den Panleukozytenmarker CD45.



Ergebnisse

72

Tabelle 11: Zusammenfassung der FACS-Analysen von proliferierenden CD133" Stamm-

zellen in den ersten 2 Wochen Expansionskultur (+/- Standardfehler; d0, n=9; d3-12, n=3;

d14, n=8).

do[%] | d3[%] d6 [%] d9 [%] d12 [%] d14 [%]
CD133 | 98,3+0,5 | 81,1+4,1 | 58,6+20,9 |37,6+26,9 |8,1+15 13,5+3,8
CD34 |97,8+0,6 |91,1#25 |37,2+52 |11,5+52 |4,4+19 4,8+0,7
CD90 | 15,8+3,8 |253+244 |2,3+1,0 32,7422,2 | 24,4+16,1 | 18,8+5,8
CD117 |82+30 |24,8+81 |435+139 |150+7,7 |2,2%0,7 10,5+2,7
CD7 58+1,6 |3,9+0,7 5,5+1,3 5,2+0,5 0,6+0,3 2,7+0,9
CD105 |4.2+18 |8,7+6,9 39,9225 |21,5+15,9 |36,2+31,1 | 53,1+10,7
CD31 | 99,4+0,2 |99,1+0,8 |99,1+0,7 |98,0+0,7 |97,1+1,9 |96,1+1,3
CD144 | 0,5+0,1 | 0,5+0,1 1,8+0,6 3,2+1,6 1,6+0,2 3,4+0,8
VWF | 12+0,4 |2,4+1,0 3,6+2,4 3,8+1,5 6,0+0,7 45+15
CD14 | 15+06 |2,1+1,2 31,6499 | 48,9+46 |40,2+44 |459+36
CD45 |99,7+0,1 |98,4+12 |995+0,2 |98,0+0,7 |97,6+0,5 |96,4+1,0

Tabelle 12: Zusammenfassung der FACS-Analysen von proliferierenden CD133" Stamm-
zellen von Woche 3 bis Woche 5 der Expansionskultur (+/- Standardfehler; d21, n=8; d28,
n=11; d35, n=10; d42, n=11; d49, n=5).

d21 [%] d28 [%] d35 [%] d42 [%] d49 [%]
CD133 14,8+4.9 5,6+1,9 11,7+4 1 8,1+2,8 5,5+2,5
CD34 1,3+0,5 0,8+0,2 1,7+0,6 0,8+0,4 0,5+0,2
CD90 17,133 26,5+4,2 16,9+2,4 14,9+2.8 8,1+2,3
CD117 7,242,0 1,940,4 8,4+2.8 2,1+0,6 1,140,5
CD7 0,3+0,1 0,3+0,2 0,9+0,6 0,5+0,4 0,2+0,1
CD105 44 5+52 53,8+6,3 46,2450 42,7457 35,1+6,1
CD31 92,8+2,1 96,2+0,9 95,4+1,2 92,4+2,2 89,1+3,3
CD144 2,9+0,5 2,5+1,2 3,4+1,1 1,2+0,4 1,0+0,6
VWF 3,7+0,9 5,5+1,8 6,2+1,5 5,8+2,2 5,3+2,5
CD14 50,6+3,4 36,1+3,5 35,2+3,5 36,5+5,6 435+53
CD45 95,8+1,2 97,6+0,5 96,9+0,8 94,8+2,3 93,1+1,1
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5.4.1 DURCHFLUSSZYTOMETRIE VON EX-VIVO EXPANDIERTEN STAMMZELLEN: ANALYSE
DER STAMMZELLMARKER CD133, CD34, CD90, CD117 uND CD7

Betrachtet man zunachst die Expression von CD133 wahrend des
Kulturzeitraumes von 7 Wochen in der Gesamtpopulation der expandierten Zellen,
so erkennt man, dass der Prozentsatz der positiven Zellen von Tag 0 (98,3%) bis
Tag 12 (8,1%) deutlich abnahm. Da in der Population der CD133" Zellen viele
linienkommitierte Progenitoren enthalten waren, differenzierten diese Zellen z.B. in
Monozyten aus. Im weiteren Verlauf der ex-vivo Expansion blieben jedoch im
Mittel 5,5-14,8% CD133" Zellen erhalten.

Wahrend der gesamten Kulturperiode waren also proliferierende Zellen
vorhanden, die das CD133 Antigen exprimierten.

Bei der Betrachtung des Stammzellmarkers CD34 wahrend der analysierten
Kulturperiode zeigte sich eine kontinuierliche Abnahme der Population der CD34"
Zellen in den Expansionskulturen von im Mittel 97,8% am Tag 0 auf 0,5% am Tag
49,

Der Prozentsatz der CD7 exprimierenden Zellen betrug am lIsolationstag der
CD133" Zellen 5,8%. Auch diese Zellpopulation nahm rasch innerhalb von 14
Kulturtagen auf Werte von unter 1% ab.

Abbildung 14 zeigt die grafische Darstellung der CD133, CD34 und CD7
Expression in den Expansionskulturen.

Betrachtet man nun das Verhaltnis der die Stammzellmarker CD133, CD34 und
CD7 exprimierenden Zellen bezogen auf die am Tag 0 eingesetzte
Ausgangszellzahl und multipliziert diesen Wert mit dem Proliferationsfaktor der
Zellen (s. Tabelle 10), so ergibt sich die absolute Zahl der den entsprechenden
Marker am jeweiligen Kulturtag exprimierenden Zellen. Wegen der starken
Proliferation der Stammzellen in den ex-vivo Kulturen zeigten alle betrachteten
Populationen eine exponentielle Zunahme.

Dieses Ergebnis fur den Kulturzeitraum von 5 Wochen ist in Abbildung 15 (s. S.
75) gezeigt. Die CD133" Stammzellen wurden um den Faktor 262 und die CD7"
Zellen um den Faktor 340 expandiert. Die schwachste Proliferation (38-fach)
zeigten die CD34" Zellen.
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Expression der Stammzellmarker CD133, CD34 und CD7
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Abbildung 14: Relative Expression von CD133, CD34 und CD7 in der Gesamtpopulation der
expandierten Stammazellen iber einen Kulturzeitraum von 7 Wochen. Die Population der
CD133" Zellen zeigte bis Tag 12 eine rasche Abnahme. Im weiteren Verlauf der ex-vivo Expansion
blieben jedoch im Mittel 5,5-14,8% CD133" Zellen erhalten. Die CD7" Zellen nahmen schnell auf
Werte von unter 1% ab. Die relative CD34 Expression nahm ebenfalls schnell auf ca. 1% ab. (+/-
Standardfehler; n s. Tabelle 11 und Tabelle 12, S. 72)

Die CD133" Stammzellen eines Spenders wurden (ber 70 Tage ex-vivo
expandiert und ab Tag 14 jede Woche auf die Expression der Stammzellmarker
CD133, CD34 und CD7 analysiert. Dabei zeigte sich, dass ein Teil der Zellen auch
nach Uber 7 Wochen in den Expansionskulturen noch CD133 exprimierte. Daraus
kann man schliel3en, dass in den Expansionskulturen auch nach einer Kulturdauer
von 10 Wochen unreife Stammzellen vorhanden waren. Dieses Ergebnis ist in

Abbildung 16 gezeigt.
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Ex-vivo Expansion der CD133, CD34 und CD7 positiven Zellen
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Abbildung 15: Ex-vivo Expansion von CD133", CD34" und CD7" Zellen relativ zur am Tag 0
eingesetzten Zellzahl. Die Population der CD133" Zellen nahm in 5 Kulturwochen ca. um den
Faktor 260 zu, die CD7" Zellen nahmen um den Faktor 340 und die CD34" Zellen um den Faktor
38 zu (n s.Tabelle 11 und Tabelle 12, S. 72).

Expression der Stammzellmarker CD133, CD34 und CD7 uber 70 Tage

16,0

14,0

12,0

10,0

CD34
8,0

s —a—CD133
\ / CD7

6,0

2,0

N

d14 d21 d28 d35 da2 d49 d56 de3 d70

Expression [%]

0,0

Kulturtag

Abbildung 16: Expression der Stammzellmarker CD133, CD34 und CD7 in den Expansions-
kulturen eines Spenders von Tag 14 bis Tag 70. Nach 10 Wochen ex-vivo Expansion blieben in
den Kulturen ca. 14% unreife CD133" Stammzellen erhalten. Der Anteil der CD34" und der CD7"
Zellen betrug dagegen nur weniger als 2%.
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Bei der Betrachtung des Zelloberflachenmarkers CD90 ergab sich im Verlauf der
ex-vivo Expansion eine relativ starke Zunahme der Expression von initial 15,8%
auf 2,3-32,7% (s. Tabelle 11 und Tabelle 12, S. 72). Die Population der CD90"
Zellen wurde nach insgesamt 5 Kulturwochen um den Faktor 2435 expandiert.

Der relative Anteil der CD117 exprimierenden Zellen betrug am Isolationstag der
Stammzellen 8,2% und wahrend der ex-vivo Kulturen 1,1-43,5%. Die absolute
Zahl der CD117 positiven Zellen nahm in 35 Kulturtagen um den Faktor 2244 zu.
Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass unter den im Rahmen der
vorliegenden Arbeit entwickelten Kulturbedingungen mit den Zytokinen VEGF,
SCGF und FLT3L eine erfolgreiche Expansion von unreifen humanen

Stammzellen moglich war.

5.4.2 DURCHFLUSSZYTOMETRIE VON EX-=VIVO EXPANDIERTEN STAMMZELLEN: ANALYSE

DER ENDOTHELMARKER CD144 (VE-CADHERIN) UND VON WILLEBRAND FAKTOR

Das endothelspezifische Zelloberflachenmolekul VE-Cadherin (CD144) zeigte
wahrend der ex-vivo Expansion der Stammzellen ein ahnliches Verhalten wie der
Marker VWF. CD144 und vVWF werden sowohl von Endothelvorlduferzellen als
auch von reifen Endothelzellen exprimiert.

Der Anteil der VE-Cadherin positiven Zellen betrug am Isolationstag der
Stammzellen 0,5%. Er erreichte wahrend der Kulturperiode maximal 3,4% (d14
und d35) und zeigte damit einen leichten Anstieg. Die grafische Darstellung der
VE-Cadherin Expression ist in Abbildung 17 gezeigt.

Die Expression des Endothelmarkers von Willebrand Faktor stieg unter den
Expansionsbedingungen von 1,2% am Tag 0 auf maximal 6,2% am Tag 35 an.
Der prozentuale Anteil der von Willebrand Faktor positiven Zellen blieb damit
wahrend des betrachteten Kulturzeitraumes auf niedrigem Niveau. Abbildung 17
veranschaulicht dieses Ergebnis.

Betrachtet man die absoluten Zahlen der endothelmarkerexprimierenden Zellen,
so zeigte sich eine Zunahme der CD144 positiven Zellen um den Faktor 14898
und der vWF positiven Zellen um den Faktor 11319 nach 5 Wochen
Expansionskultur.

Die grafische Darstellung der ex-vivo Expansion der CD144 und vWF positiven

Zellen ist in Abbildung 18 gezeigt.
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Expression der Endothelmarker CD144 und vWF
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Abbildung 17: Relative CD144 und vWF Expression in der Gesamtpopulation der expan-
dierten Stammzellen iiber einen Kulturzeitraum von 7 Wochen. Die CD144" und VWF* Zellen

zeigten einen leichten Anstieg. (+/- Standardfehler; n s. Tabelle 11 und Tabelle 12, S. 72)
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Abbildung 18: Ex-vivo Expansion von CD144" und vVWF" Zellen relativ zur am Tag 0 einge-
setzten Zellzahl. Nach 5 Wochen Expansionskultur nahmen die CD144" Zellen ca. um den Faktor
15000 und die VWF™ Zellen ca. um den Faktor 11000 zu. Dieses Ergebnis zeigt eine Proliferation

von endothelialen Zellen in den Kulturen (n s. Tabelle 11 und Tabelle 12, S. 72).
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Die durchflusszytometrische Analyse von CD144 und vWF ergab, dass Endothel-
und/oder Endothelprogenitorzellen unter den im Rahmen der vorliegenden Arbeit

entwickelten Kulturbedingungen stark proliferieren konnten.

5.4.3 DURCHFLUSSZYTOMETRIE VON EX-VIVO EXPANDIERTEN STAMMZELLEN: ANALYSE

DER ENDOTHEL- UND MONOZYTENMARKER CD14 uND CD105

Der Prozentsatz der Zellen, die am Isolationstag CD14 exprimierten, betrug 1,5%.
Dieser Anteil stieg wahrend der Expansionskultur auf den relativ hohen Wert von
31,6-50,6% an.

Die Expression von CD105 verhielt sich ahnlich. Am Tag 0 waren nur 4,2% der
Zellen CD105 positiv, im weiteren Kulturverlauf erreichte der relative Anteil der
CD105" Zellen ein Plateau von 21,5-53,8%. Der Verlauf der CD14 und CD105
Expression ist in Abbildung 19 gezeigt.

Die absoluten Zahlen der CD14 und CD 105 positiven Zellen nahmen wahrend 5

Wochen Expansionskultur um den Faktor 51411 bzw. 24099 zu.
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Abbildung 19: Relative CD14 und CD105 Expression in der Gesamtpopulation der
expandierten Stammzellen wahrend eines Kulturzeitraums von 7 Wochen. Die Expression der
Endothel- und Monozytenmarker CD14 und CD105 nahm in den Expansionskulturen von Werten
um 1% am Isolationstag der Zellen auf Werte um 40% nach Tag 12 zu. Das zeigt eine starke
Proliferation von endothelialen und/oder monozytaren Zellen in den Expansionskulturen (+/-
Standardfehler; n s. Tabelle 11 und Tabelle 12, S. 72).
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Insgesamt zeigte sich ein relativ hoher Anteil von CD14 und CD105 positiven
Zellen in den Expansionskulturen. Bei einem Teil dieser Zellen kdnnte es sich aber
auch um Endothelzellen handeln, da CD14 und CD105 auch von endothelialen

Zellen exprimiert werden.

5.4.4 BESTIMMUNG DES KOLONIEBILDENDEN POTENZIALS DER EX-VIVO EXPANDIERTEN

STAMMZELLEN: ANALYSE VON HAMATOPOETISCHEN UND ENDOTHELIALEN

KOLONIEN (COLONY ASSAYS)

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war, das koloniebildende Potenzial der ex-vivo
expandierten Stammzellen zu untersuchen. Dabei sollte sowohl der Anteil der
hamatopoetischen als auch der endothelialen Progenitoren ermittelt werden. Zwei

hamatopoetische Kolonietypen sind exemplarisch in Abbildung 20 gezeigt.

Abbildung 20: CFU-GEMM Kolonie (A, VergroBerung 100x) und CFU-M Kolonie (B, Vergro6-
Rerung 200x) (CFU-GEMM, Colony Forming Unit-Granulocyte Erythrocyte Monocyte Megakaryo-
cyte; CFU-M, Colony Forming Unit Monocyte).

Die relativen Anteile der Progenitorzellen an der Gesamtpopulation der
proliferierenden Zellen, welche die verschiedenen untersuchten Kolonietypen
bildeten, sind in Tabelle 13 gezeigt.

Analysiert man die Anteile der verschiedenen unreifen Progenitorzellen an der
Gesamtzellpopulation, so war der Anteil der erythrozytdren Progenitoren am
Isolationstag der CD133" Zellen mit 1,1% am groRten. Der Anteil der
erythrozytaren Progenitoren halbierte sich innerhalb der ersten beiden ex-vivo
Kulturwochen. Im weiteren Verlauf der ex-vivo Kultur reduzierte sich der Anteil

dieser unreifen Progenitoren auf Werte zwischen 0,01% und 0,07%.
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Tabelle 13: Zusammenfassung der relativen Anteile der Progenitoren mit koloniebildendem
Potenzial bezogen auf die Gesamtpopulation der CD133" Zellen am Isolationstag sowie nach
bis zu 7 Wochen ex-vivo Expansion (CFU-E, Colony Forming Unit-Erythrocyte; CFU-GEMM,
Colony Forming Unit-Granulocyte Erythrocyte Monocyte Megakaryocyte; CFU-GM, Colony
Forming Unit-Granulocyte Monocyte; CFU-G, Colony Forming Unit-Granulocyte; CFU-M, Colony
Forming Unit Monocyte; CFU-EC, Colony Forming Unit Endothelial Cell).

Kulturtag | CFU-E CFU-GEMM | CFU-GM | CFU-G [%] | CFU-M [%] | CFU-EC
[%] [%] [%] [%]
do(n=6) |11+03 |05+04 37+08 |13+05 04+02 |03+0,1
d14 (n=5) | 06+05 |002+001 |10+04 |03+0,1 0,3+0,1 0,6+0,1
d21 (n=2) | 0,01 0,01 | 0 02+01 |025+0,01 |04+002 |1,3+03
d28 (n=3) | 0,07 + 0,04 | 0,02 + 0,02 0,2+0,1 0,3+0,2 0,5+0,2 0,6+04
d35 (n=2) | 0,03 +0,01 | 0,01 +0,01 0,1+0,04 0,06 + 0,01 0,3+0 0,2+0,1
d42 (n=3) | 0,03+ 0,02 | 0,01 +0,01 |008+0,06 |01+006 |03+02 |1+03
d49 (n=2) [ 0,01+0,01 |0 0,02+0,01 | 0,01+0,01 |0,3+0,1 1+04

Der Anteil der CFU-GEMM bildenden Progenitoren betrug am Isolationstag 0,5%
der eingesetzten Zellen. Nach 14 Tagen in Expansionskultur lag der Anteil dieser
Progenitorzellen nur noch bei 0,02%. Abgesehen von den Kulturtagen 21 und 49,
an denen diese sehr unreifen Progenitorzellen gar nicht nachweisbar waren, blieb
ihr Anteil in diesem niedrigen Bereich.

Die CFU-GM Progenitorzellen machten am Isolationstag 3,7% der eingesetzten
Zellen aus. Im Verlauf der Kultur nahm ihr Anteil kontinuierlich ab und betrug am
Tag 14 noch 0,5% und am Tag 49 nur noch 0,02%.

Der Anteil der CFU-G Progenitoren nahm von 1,3% am Tag 0 auf 0,02% am Tag
49 ab. Betrachtet man den Anteil der CFU-M Progenitorzellen, stellt man fest,
dass ihr Anteil relativ konstant blieb und zwischen Werten von 0,3% und 0,5%
schwankte.

Die endothelialen Progenitorzellen zeigten in den Expansionskulturen ein anderes
Verhalten als die hamatopoetischen Zellen. |hr prozentualer Anteil war nur an Tag
35 etwas geringer als an Tag 0 (0,3% bzw. 0,2%), an den anderen Kulturtagen
hatte sich ihr Anteil mindestens verdoppelt und maximal verdreifacht.

Bezieht man nun die Zellproliferation in den Expansionskulturen mit in die Analyse
des koloniebildenden Potenzials der Stammzellen ein, so zeigt sich eine starke

Zunahme der absoluten Koloniezahlen. Abbildung 21 zeigt die absolute Zunahme
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der verschiedenen hamatopoetischen und endothelialen Progenitorzellen mit

koloniebildendem Potenzial.

Analyse des koloniebildenden Potenzials der ex-vivo expandierten
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Abbildung 21: Zunahme von koloniebildenden Progenitoren in den Expansionskulturen.
Logarithmische Darstellung der absoluten Zunahme von Progenitoren mit erytrozytarer (CFU-E),
granulozytarer-erythrozytarer-megakaryozytarer-monozytarer (CFU-GEMM), granulozytarer-
monozytarer (CFU-GM), granulozytarer (CFU-G), monozytarer (CFU-M) und endothelialer (CFU-
EC) koloniebildender Potenz in der Population der ex-vivo expandierten CD133" Stammzellen,

verglichen mit frisch isolierten CD133" Zellen.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die im Rahmen der vorliegenden
Arbeit entwickelten ex-vivo Expansionsbedingungen eine Proliferation unreifer
hamatopoetischer und endothelialer Progenitorzellen induzierten.

In den ex-vivo Kulturen expandierten die erythroiden Progenitoren um einen
Faktor von maximal 68,9 am Kulturtag 28. Die Vorlauferzellen mit granulozytarer,
erythrozytarer, monozytarer und megakaryozytarer Potenz nahmen um einen

Faktor von maximal 47,7 am Tag 35 zu. Bei den granulozytar-monozytaren
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Progenitorzellen betrug der Zunahmefaktor maximal 58,6, jeweils verglichen mit
ihrer Zahl in der Population der frisch isolierten Stammzellen. Die granulozytaren
Vorlauferzellen nahmen um einen Faktor von maximal 235,9 (d28) und die
monozytaren Vorlauferzellen von maximal 1355,7 (d35) zu.

Die Anzahl der Vorlauferzellen mit der Potenz, endotheliale Kolonien zu bilden,
nahm unter den etablierten Kulturbedingungen am starksten zu, namlich um den
Faktor 1923,8 am Tag 28.

Die Analyse des koloniebildenden Potenzials der ex-vivo expandierten
Stammzellen bestatigte, dass die ex-vivo Expansionsbedingungen die Proliferation
hamatopoetischer Stammzellen und endothelialer Progenitorzellen induzieren
konnten. Die Proliferation der endothelialen und monozytaren Vorlauferzellen war
in diesem funktionellen Assaysystem am starksten, was die durchflusszyto-

metrischen Daten bestatigt.

5.5 ANALYSE DES ENGRAFTMENTS TRANSPLANTIERTER EXPANDIERTER CD133

POSITIVER STAMMZELLEN IN NOD-SCID MAUSEN

Zur in-vivo Analyse der Multipotenz der ex-vivo expandierten Stammzellen wurden
Repopulierungsanalysen in NOD-SCID Mausen durchgefiihrt. Da das
Knochenmark der Mause erst nach 3 Monaten auf humane Zellen untersucht
wurde, konnten die langzeitrepopulierenden Eigenschaften der kultivierten Zellen
analysiert werden.

Dazu wurden die Mause mit Zellen transplantiert, die 7 Tage, 14 Tage, 21 Tage
und 32 Tage in den Expansionskulturen proliferiert hatten. In Tabelle 14 und
Tabelle 15 wird ein Uberblick Uber die Anzahl der transplantierten Tiere und die
Anzahl der Stammzellen, die zu den verschiedenen Zeitpunkten transplantiert
wurden, gezeigt. Aullerdem ist der prozentuale Anteil der Tiere dargestellt, die
uberlebten und bei denen nach der Transplantation humane Zellen nachweisbar
waren, was als Engraftment bezeichnet wird.

Betrachtet man das Uberleben der Mause und das Anwachsen humaner Zellen,
so fallt auf, dass bei allen Uberlebenden Mausen humanes Engraftment

nachweisbar war.
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Tabelle 14: Zusammenfassende Darstellung von Uberleben und Engraftment der mit 7 und

14 Tage expandierten Stammzellen transplantierten Mause.

Kulturtag d7 d14
Transplantierte Zellzahl [x10°] 055 5
Transplantierte Mause 6 |9 4
Uberlebende Mause 0 |5 4
Uberlebende Mause mit Engraftment humaner Zellen |0 | 5 4
Uberleben und Engraftment [%] 0 |556|100

Tabelle 15: Zusammenfassende Darstellung von Uberleben und Engraftment der mit 21 und

32 Tage expandierten Stammzellen transplantierten Mause.

Kulturtag d21 d32
Transplantierte Zellzahl [x10°] 5 105 10 |50
Transplantierte Mause 11 4 |3 3 3
Uberlebende Mause 7 0 [3 1 2
Uberlebende Miuse mit Engraftment humaner Zellen | 7 0 |3 1 2
Uberleben und Engraftment [%)] 63,6 |0 [ 100 | 33375

Bezlglich der transplantierten Zellzahlen lasst sich feststellen, dass bei den am
kiirzesten ex-vivo expandierten Stammzellen von den mit 5 x 10° Zellen
transplantierten Tiere ca. 60% Uberlebten, wahrend alle mit einer Zehnerpotenz
weniger Zellen behandelten Tiere starben.

Von den mit 5 x 10° 14 Tage expandierten Stammzellen transplantierten Tieren
uberlebten alle.

Am Kulturtag 21 wurden Mause mit 5 x 10° und 1 x 10’ Zellen transplantiert. Von
den mit der niedrigeren Zellzahl transplantierten Tieren Uberlebten ca. 64%, und
von denen mit der hoheren Zellzahl transplantierten Uberlebte kein Tier. Von den
Mausen, die mit 5 x 10° vier Wochen ex-vivo expandierten Zellen transplantiert
wurden, Uberlebten alle, von den mit 1 x 10" Zellen transplantierten Tieren nur
33%. Von den mit 5 x 10" Zellen transplantierten Tieren (iberlebten 75%.
Abbildung 22 veranschaulicht den Prozentsatz von zu den verschiedenen
Zeitpunkten mit 5 x 10° Zellen transplantierten Méausen, die Uberlebten und

humanes Engraftment zeigten.
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Engraftment transplantierter, ex vivo expandierter CD133" Stammzellen in
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Abbildung 22: Analyse des Engraftments von je 5 x 10° ex-vivo expandierten Stammzellen in
myeloabladierten NOD-SCID Mausen. Darstellung des Prozentsatzes der mit ex-vivo expan-
dierten Stammzellen transplantierten Mause, die Uberlebten und in deren Knochenmark humane
Zellen nachweisbar waren (d7, n=9; d14, n=4; d21, n=11; d32, n=3).

Bei den oben beschriebenen Effekten der transplantierten Zellzahl auf das
Uberleben der M&use handelte es sich wahrscheinlich um zufallsbedingte
Schwankungen. Fur eine statistisch signifikante Aussage war die Anzahl der mit
der jeweiligen Zellzahl transplantierten Mause zu gering.

Das entscheidende Ergebnis aber ist, dass Mause, die mit Uber 4 Wochen
expandierten Stammzellen transplantiert wurden, Uberlebten und ein Angehen von
humanen Zellen zeigten.

In die weiteren Analysen wurden nur die Mause mit einbezogen, die mit 5 x 10°
Zellen transplantiert wurden, um die Daten vergleichen zu kdnnen.

Bei den mit je 5 x 10° ex-vivo expandierten Stammzellen transplantierten Mausen
wurde die Expression der folgenden Linienmarker im Knochenmark
durchflusszytometrisch bestimmt: CD45 (Panleukozytenmarker), CD3 (T-Zellen),
CD19 (B-Zellen), CD14 (Monozyten), CD33 (Granulozyten) und CD34
(Stammzellen). Bei einigen Tieren wurde aufl’erdem der erythrozytare Marker
CD235 (Glycophorin A) bestimmt.
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Das Ergebnis nach Abzug der unspezifischen Fluoreszenz (Isotypkontrollen) und
der geringgradigen unspezifischen Bindung der humanspezifischen monoklonalen
Antikorper an murine Blutzellen aus nicht-transplantierten Kontrollmausen ist in
Tabelle 16 gezeigt.

Der Prozentsatz der humanen Zellen im Knochenmark der Mause zeigte eine
grole Varianz und betrug von 0,2% bis 31,8%. Der hochste Wert wurde mit
humanen Stammzellen erreicht, die 7 Tage expandiert worden waren. Der mittlere
Anteil humaner Zellen am Knochenmark der Mause betrug mit 7 Tage ex-vivo
expandierten Zellen 11,1% (0,7-31,8%), mit 14 Tage expandierten Stammzellen
3,3% (1,9-6,5%), mit 21 Tage kultivierten Zellen 3,5% (0,2-5,1%) und mit 32 Tage
expandierten Zellen 1,9% (0,2-2,7%).

Damit zeigte sich die Tendenz eines hdheren Anteils humaner Zellen am
Knochenmark der Mause, die mit den am kirzesten ex-vivo expandierten

Stammzellen transplantiert worden waren.
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Tabelle 16: Humanes Multilineage Engraftment (T-Zellen, B-Zellen, Monozyten, Stammzellen,
Granulozyten und Erythrozyten) nach Transplantation von expandierten Stammzellen als
Prozentsatz der anti-human CD45 positiven Zellen in NOD-SCID Mausen. Es wurden je 5 x 10°

fir 7, 14, 21 und 32 Tage expandierte Stammzellen transplantiert (n.b., nicht bestimmt).

Kulturtag CD45" | CD3" CD19" CD14" CD34" CD33" GlyA"
und Mause | [%] [% von | [% von [% von [Y% von [% von [% von
CD45] CD45] CD45] CD45] CD45] CD45]
d7
M1 0,7 25,9 0 55,4 18,7 0 n.b.
M2 9 8,6 20,2 11,1 20,4 39,7 n.b.
M3 31,8 4 9,1 6,2 7,9 59,5 13,3
M4 7,5 14,8 8,3 22,7 17,8 6 30,4
M5 6,4 19,8 5,1 22,2 27,8 0,9 241
Mittelwert | 11,1 14,6 8,5 235 18,5 21,2 221
d14
M1 1,9 42,22 0 0 0 0 57,8
M2 2,7 0 0 0 100 0 0
M3 6,5 29,2 0 6,3 49,4 12,5 2,6
M4 2,2 31,5 0 0 0 0 68,5
Mittelwert | 3,3 25,7 0 1,6 37,4 3,1 32,2
d21
M1 1,5 0 0 0 100 0 n.b.
M2 1,24 19,4 7,9 8,9 57 6,8 n.b.
M3 4,2 13,9 3,9 0 36,2 0 46
M4 5,1 20,8 31,8 1,8 11,6 0 34,1
M5 4 0 1,9 0 28,8 3,1 66,1
Mé 0,2 0 0 0 0 0 100
M7 4,1 0 0 0 75,4 0 24,6
Mittelwert | 2,9 7,7 6,5 1,5 441 1,4 54,2
d32
M1 0,2 224 19,9 23,5 22,1 12,2 n.b.
M2 2,71 36,2 18,2 18 23,4 3,7 n.b.
M3 1,2 70,4 24,6 0 5 0 n.b.
Mittelwert | 1,4 43 21 13,8 16,8 5,3 n.b.




Ergebnisse 87

Bei der qualitativen Betrachtung des Engraftments zeigte sich, dass alle
betrachteten leukozytaren Linienmarker bei 80% der mit 7 Tage ex-vivo
expandierten Stammzellen transplantierten Tiere nachgewiesen wurden. Lediglich
eins von funf Tieren hatte keine humanen B-Zellen und Granulozyten in seinem
Knochenmark.

Abbildung 23 veranschaulicht dieses Ergebnis. Bei drei der finf Mause wurde
auch der erythrozytare Marker CD235 analysiert und alle Tiere zeigten humane

erythrozytare Vorlauferzellen in ihrem Knochenmark.

Multilineage-Engraftment transplantierter, 7 Tage ex vivo expandierter
CD133" Stammzellen in NOD-SCID Miausen
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Abbildung 23: Multilineage-Engraftment transplantierter, 7 Tage ex-vivo expandierter
CD133" Stammzellen in NOD-SCID Miusen. Darstellung des Prozentsatzes der Mause, in deren
Knochenmark die humanen Zellen der jeweiligen Blutzelllinie nachweisbar waren (je 5 x 10° Zellen
transplantiert; n=5).

Von den mit 14 Tage expandierten Stammzellen transplantierten Mausen zeigte
sich bei keinem von insgesamt vier Tieren eine Expression aller humanen
leukozytaren Linienmarker im Knochenmark. Bei keinem der Tiere waren
menschliche B-Zellen nachweisbar. 75% der Tiere hatten humane T-Zellen in

ihrem Knochenmark, 50% Stammzellen und 25% Monozyten. Bei 75% der Tiere
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wurde Glykophorin A nachgewiesen. Das Transplantationsergebnis fir die

Leukozytenmarker ist in Abbildung 24 gezeigt.

Multilineage-Engraftment transplantierter, 14 Tage ex vivo expandierter
CD133" Stammzellen in NOD-SCID Miusen
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Abbildung 24: Multilineage-Engraftment transplantierter, 14 Tage ex-vivo expandierter
CD133" Stammzellen in NOD-SCID Miusen. Darstellung des Prozentsatzes der Mause, in deren
Knochenmark die humanen Zellen der jeweiligen Blutzelllinie nachweisbar waren (je 5 x 10° Zellen

transplantiert; n=4).

Betrachtet man die mit 3 Wochen expandierten Stammzellen behandelten Mause,
so zeigt sich, dass bei einem von insgesamt 7 Tieren das Anwachsen aller
Leukozyten-Linien nachweisbar war. 86% der Tiere zeigten humanes Stammzell-
Engraftment, 57% zeigten humane T-Zellen, 29% zeigten humane Granulozyten
und Monozyten. 4 von 4 auf humanes Glykophorin A untersuchte Tiere zeigten
menschliche Zellen mit diesem Marker.

In der Abbildung 25 ist das Anwachsen humaner Zellen der verschiedenen Reihen
des weilden Blutbildes bei mit 21 Tagen expandierten Stammzellen transplan-

tierten Mausen grafisch dargestelit.
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Abbildung 25: Multilineage-Engraftment transplantierter, 21 Tage ex-vivo expandierter
CD133" Stammzellen in NOD-SCID Miusen. Darstellung des Prozentsatzes der Mause, in deren
Knochenmark die humanen Zellen der jeweiligen Blutzelllinie nachweisbar waren (je 5 x 10° Zellen

transplantiert; n=7).

Die Mause, die mit den uber vier Wochen in Zellkultur vermehrten Stammzellen
transplantiert wurden, zeigten zu 75% ein Anwachsen von menschlichen T-Zellen,
B-Zellen, Stammzellen, Monozyten und Granulozyten. Bei allen untersuchten
Tieren waren humane B-Zellen, T-Zellen und Stammzellen nachweisbar. Eines
von drei behandelten Tieren zeigte keine menschlichen Monozyten und keine
Granulozyten in seinem Knochenmark. Dieses Ergebnis ist in Abbildung 26
dargestellt.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Repopulationskompetenz der
transplantierten Stammzellen nach einer Woche und nach 4 Wochen ex-vivo
Kultur am grof3ten war.

Das entscheidende Ergebnis der Transplantationsversuche war, dass es mit den
im Rahmen der vorliegenden Arbeit entwickelten Kulturbedingungen gelang,
multipotente, repopulationskompetente Stammzellen Uber einen Zeitraum von

mehr als 4 Wochen ex-vivo zu kultivieren.
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Multilineage-Engraftment transplantierter, 32 Tage ex vivo expandierter
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Abbildung 26: Multilineage-Engraftment transplantierter, 32 Tage ex-vivo expandierter
CD133" Stammzellen in NOD-SCID Miusen. Darstellung des Prozentsatzes der Mause, in deren
Knochenmark die humanen Zellen der jeweiligen Blutzelllinie nachweisbar waren (je 5 x 10° Zellen
transplantiert; n=3)

Nachdem die phanotypischen und funktionellen Endothel- und Stammzell-
eigenschaften der ex-vivo expandierten Zellen untersucht worden waren, sollte
festgestellt werden, ob diese Zellen die Transkriptionsfaktoren SCL und GATA-2
exprimierten. Mit Hilfe der quantitativen PCR sollte au3erdem festgestellt werden,
ob und wie sich die Expressionsstarke dieser Gene in den ex-vivo Kulturen

veranderte.



Ergebnisse 91

5.6 REAL-TIME PCR-ANALYSE DER TRANSKRIPTIONSFAKTOREN SCL UND GATA-2IN

EX-VIVO EXPANDIERTEN STAMMZELLEN

Die von Hamangioblasten exprimierten Transkriptionsfaktoren SCL und GATA-2
wurden mit der Real-Time PCR und einer relativen, SYBR-Green basierten
Quantifizierungsmethode untersucht. Die dargestellten relativen Mengen von
GATA-2 und SCL beziehen sich auf die Expression dieser mRNA in HUVECs und
wurden mit Hilfe der publizierten AACT-Methode, die im Material und Methoden
Teil der vorliegenden Arbeit beschrieben wurde (s. 4.13, S. 52 ff.), berechnet
(Livak und Schmittgen, 2001). Alle relativen cDNA-Mengen wurden auf die
Expression des Haushaltsgens GAPDH normalisiert.

Die Expression von SCL und GATA-2 wurde an frisch isolierten CD133" Zellen
von 6 Spendern, an 14 Tage ex-vivo kultivierten Zellen von 5 Spendern und an 28
und 33 Tage kultivierten Zellen von 2 Spendern untersucht.

Abbildung 27 zeigt exemplarisch ein Agarosegel einer quantitativen GAPDH-PCR.
Abbildung 28 und Abbildung 29 zeigen eine Schmelzpunktanalyse und Abbildung
30 eine Quantifizierung der Proben. Da die Proben nach 40 Zyklen PCR-Reaktion
auf das Gel geladen wurden, das in Abbildung 27 dargestellt ist, reprasentieren sie
die Plateauphase der PCR. Die DNA-Menge war deshalb bei allen Proben
ungefahr gleich grol}.

Im Unterschied dazu wurde bei der quantitativen PCR, deren Ergebnis in
Abbildung 30 dargestellt ist, der Beginn der linearen Amplifikationsphase der PCR
erfasst. Deshalb war bei der quantitativen PCR ein Rulckschluss auf die
Templatemenge moglich. Auf der Abbildung 31 und in Tabelle 17 ist die relative
Expression von SCL und GATA-2 in den frisch isolierten und ex-vivo expandierten

Stammzellen dargestellt.
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Abbildung 27: 2% Agarose-Gel einer quantitativen GAPDH PCR (Spur 1, Marker; Spur 2,
Wasserkontrolle; Spur 3, HUVECS; Spur 4-5, CD133" dO; Spur 6-11, Stammzellen nach 14 Tagen

ex-vivo Expansion).
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Abbildung 28: Schmelzkurve der quantitativen GAPDH-PCR mit HUVECs, Stammzellen (d0
und d14 Expansion) und Wasserkontrollen. Die Fluoreszenz F1 ist Uber der Temperatur

aufgetragen. Die PCR-Amplifikate denaturierten bei einer spezifischen Temperatur, was zu einem

Fluoreszenzabfall fihrte, da SYBR-Green nur an doppelstrangige DNA bindet.
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Abbildung 29: Schmelzpunkte der quantitativen GAPDH-PCR-Produkte mit HUVECs,

Stammzellen (d0 und d14 Expansion) und Wasserkontrollen. Der Schmelzpunkt der PCR-

Produkte betrug ca. 90°C und es waren keine unspezifischen Amplifikate vorhanden. Durch

Vergleich mit dem Agarose-Gel zeigte sich, dass dieser Schmelzpunkt der FragmentgroRe des

GAPDH-Amplifikates entsprach.
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Abbildung 30: Grafische Darstellung der Fluoreszenz der einzelnen PCR-Reaktionen
(GAPDH-PCR mit HUVECs, Stammzellen (d0 und d14 Expansion) sowie Wasserkontrollen)

tiber der Zykluszahl. Der fir die Quantifizierung entscheidende Crossing-Point ist der Zyklus,

nach dem die gemessene Fluoreszenz ber das Hintergrundrauschen ansteigt.
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Tabelle 17: Relative Quantifizierung von SCL und GATA-2 in frisch isolierten, 14, 28 und 33
Tage ex-vivo expandierten CD133" Stammzellen (Expression in HUVECs = 1000)

Kulturtag Mittlere Expression SCL Mittlere Expression GATA-2
+ Standardfehler + Standardfehler
do (n=6) 879 + 429 18055 + 8930
d14 (n=5) 353 + 269 1878 + 1122
d28 (n=2) 1+0,8 4+26
d33 (n=2) 7+21 4+ 0,04
Mittlere Relative Expression von SCL und GATA-2 in ex-vivo
expandierten Stammzellen
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Abbildung 31: Logarithmische Darstellung der relativen Quantifizierung von SCL und GATA-

2 in frisch isolierten, 14, 28 und 32 Tage ex-vivo expandierten CD133" Stammzellen. Die

relative Expression beider Gene nahm bis Tag 33 stark ab (Expression in HUVECs=1000; d0, n=6;

d14, n=5; d28, n

=2; d33, n=2; + Standardfehler).
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Bei der quantitativen Analyse der Expression von SCL und GATA-2 zeigte sich,
dass die Expression beider Transkriptionsfaktoren in den frisch isolierten CD133"
Zellen am starksten war. Nach 33 Tagen in Expansionskultur waren im Mittel nur
noch ca. 10% der expandierten Zellen CD133 positiv. Die SCL-Expression
verringerte sich in diesem Zeitraum um den Faktor 126 und die Expression von
GATA-2 um den Faktor 4514. Der Anteil der CD133 exprimierenden Zellen wurde
nur um den Faktor 10 geringer.

Nach Uber vier Wochen ex-vivo Expansion exprimierte somit nur noch ein kleiner
Teil der Zellen die Transkriptionsfaktoren SCL und GATA-2 oder die Expression
wurde herunterreguliert. Bei den SCL- und GATA-2 exprimierenden Zellen kénnte
es sich entweder um Hamangioblasten oder um multipotente Stammzellen
handeln.

Zusammenfassend lasst sich fur den ersten Teil der vorliegenden Arbeit
feststellen, dass es mit den entwickelten experimentellen Bedingungen maoglich
war, humane CD133" Stammzellen in hoher Reinheit zu isolieren und ex-vivo zu
expandieren. Die phanotypische Charakterisierung dieser Zellen ergab eine starke
Proliferation Stammzell-, Endothelzell- und Monozytenmarker exprimierender
Zellen.

Die funktionelle Charakterisierung ergab multipotente Stammzell- und Endothel-
progenitoreigenschaften fur tber 4 Wochen kultivierte Zellen. Aullerdem waren die
expandierten Zellen positiv fir die von Hamangioblasten und multipotenten
Stammzellen exprimierten Transkriptionsfaktoren SCL und GATA-2.

Im folgenden Teil der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob die ex-vivo
expandierten Zellen mit phanotypischen und funktionellen Stammzell- und
Endothelprogenitorzelleigenschaften sich in reife Endothelzellen differenzieren
konnen. Wegen des starken Proliferationsindexes der Zellen in den ex-vivo
Kulturen stunden dann ausreichend viele Endothelzellen, die individuell fur

Patienten erzeugt werden konnten, zur Verfugung.

5.7 ENDOTHELIALE DIFFERENZIERUNG VON EXPANDIERTEN CD133 POSITIVEN ZELLEN

Nachdem die CD133" Stammzellen 28 Tage mit Hilfe von SCGF, VEGF und
FLT3L expandiert wurden, erfolgte die Induktion der endothelialen Differenzierung

uber 14 Tage mit Hilfe von VEGF. Im Verlauf der Differenzierungsphase anderte
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sich die Morphologie der Zellen. Sie wurden adharent, flachten sich ab und
proliferierten nicht mehr. In den Kulturschalen zeigten sich zwei Populationen von
Zellen: grolde, flache und adharente Zellen mit typischer endothelialer Morphologie

sowie kleinere, runde, nicht adharente Zellen. Die Abbildung 32 zeigt die

Morphologie der endothelialen Zellen.

Abbildung 32: Morphologie der aus den expandierten CD133" Zellen generierten
Endothelzellen (VergréRerung 320x)

5.8 IN-VITRO ANALYSEN VON EXPANDIERTEN UND ENDOTHELIAL DIFFERENZIERTEN

STAMMZELLEN

5.8.1 IMMUNFLUORESZENZANALYSEN

Die Expression der endothelialen Marker vWF, VE-Cadherin (CD144), Ulex-
Rezeptor und CD31 wurde an frisch isolierten, an Uber 14 Tagen expandierten
und an 14 Tage expandierten und danach fir 14 Tage differenzierten Zellen
untersucht. Der auf hamatopoetischen und endothelialen Zellen sowie auf
Hamangioblasten exprimierte Rezeptor KDR wurde wahrend der Expansionskultur
an Tag 6 und Tag 14 untersucht und wahrend der Differenzierungskultur an Tag 3,
Tag 9 und Tag 14. Immunfluoreszenzanalysen von isolierten, expandierten und
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endothelial differenzierten Stammzellen wurden in drei unabhangigen

Experimenten durchgefuhrt.

Tabelle 18: Immunfluoreszenzanalysen von isolierten, expandierten und endothelial diffe-
renzierten Stammzellen zu verschiedenen Kulturzeitpunkten. Dargestellt sind die Prozentsatze
der die endothelialen Zelloberflachenmarker CD31, vWF, CD144, Ulex Rezeptor und KDR

exprimierenden Zellen (n=3; + Standardabweichung).

Kulturtag CD31[%] | VWF [%] | CD144[%] | Ulex[%] | KDR [%]

0 >99 0 0 0 <1

6 Expansion <1

14 Expansion >99 5+0,8 0 0 11,3+6,4
3 Differenzierung 50,5 + 13,5
9 Differenzierung 82,5+15
14 Differenzierung | >99 >909 >99 >99 87,0+34

Man sieht in der Tabelle oben, dass uber 99% der frisch isolierten Stammzellen
den von endothelialen und hamatopoetischen Zellen exprimierten Marker CD31
auf ihrer Oberflache trugen. Weniger als 1% der Zellen waren positiv fir den von
Endothelzellen, multipotenten Stammzellen und Hamangioblasten exprimierten
Rezeptor KDR. Die frisch isolierten Zellen waren negativ fur die endothelialen
Marker VWF, VE-Cadherin und Ulex-Rezeptor. Im Verlauf der Expansionskultur
stieg der Anteil der KDR-positiven Zellen auf durchschnittlich 11,3% an. CD31
wurde weiterhin von Uber 99% der Zellen exprimiert. 5% der Zellen trugen VWF
am Expansionstag 14 auf ihrer Oberflache. Die proliferierenden Zellen waren
weiterhin negativ fur Ulex-Rezeptor und VE-Cadherin.

Wahrend der anschlieBenden Differenzierungskultur stieg der Anteil der KDR-
positiven Zellen weiter auf durchschnittlich 87% an. Am 14. Tag der endothelialen
Differenzierung waren schliel3lich Gber 99% der Zellen positiv fur vWF, VE-
Cadherin und Ulex-Rezeptor. Die als Negativkontrollen benutzten mononuklearen
Zellen gesunder Spender farbten sich mit keinem der benutzten Antikorper an.
Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass es mit Hilfe des im Rahmen der
vorliegenden Arbeit entwickelten Kultursystem moglich war, aus adulten humanen
CD133" Stammzellen durch Expansionskultur und anschlieRende Differenzierung

autologe Endothelzellen in groRer Zahl herzustellen. Diese Zellen besalien die
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morphologischen und immunphanotypischen Eigenschaften von reifen
Endothelzellen. Die Abbildung 33 zeigt Photos der Immunfluoreszenzanalysen.
Durch die Experimente konnte gezeigt werden, dass die ex-vivo expandierten
Zellen sich in morphologisch und phanotypisch charakterisierte Endothelzellen
differenzieren liel3en.

Die Zunahme der Expression von KDR zeigte zusatzlich, dass moglicherweise
Stammzellen mit der Differenzierungskapazitat in hamatopoetische und endotheli-
ale Zellen in der Population der proliferierenden Zellen vorhanden waren. Deshalb
wurde im folgenden dritten Teil der vorliegenden Arbeit die Differenzierung dieser

Zellen auf Einzelzellebene untersucht.
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Abbildung 33: Immunfluoreszenzfarbung von frisch isolierten (A, D, G, J, M), 14 Tage
expandierten CD133" Stammazellen (B, E, H, K, N) sowie von im Anschluss an die Expansion
fur 14 Tage differenzierten Endothelzellen (C, F, |, L, O); (A-C, Maus anti-human CD144; D-F,
Maus anti-human CD31; G-I, Maus anti-human Ulex; J-L, Maus anti-human KDR; alle mit Ziege

anti-Maus-FITC als sekundarem Antikorper gefarbt; n=3; VergréRerung 100x).
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5.9 RETROVIRALE TRANSDUKTION VON CD133 POSITIVEN ZELLEN

Zur Untersuchung der Differenzierungskapazitat der ex-vivo expandierten Zellen
auf Einzelzellebene sollten diese Zellen zuerst stabil retroviral mit dem grin
fluoreszierenden Markergen transduziert werden.

Die proliferierenden Stammzellen wurden unter den im Rahmen der vorliegenden
Arbeit entwickelten und unter 4.16 (s. S. 57 ff.) beschriebenen Bedingungen mit
Hilfe von Herrn PD Dr. B. Fehse retroviral transduziert. Der Beginn der Infektionen
erfolgte am Kulturtag 4. Fur die in-vitro Analysen auf Einzelzellebene wurden 2
Transduktionszyklen durchgefuhrt, um moglichst vitale Zellen zu erhalten. 5
Transduktionszyklen erfolgten, um zu untersuchen, wie hoch die maximale
Transduktionseffizienz im Hinblick auf mdgliche zuklnftige Gentransferstudien

war. Tabelle 19 zeigt die Ergebnisse der retroviralen Transduktionen.

Tabelle 19: Transduktionseffizienzen der proliferierenden Stammzellen. Die CD133"
Stammzellen wurden am 4. Tag der ex-vivo Kultur mit dem retroviralen Vektor SF11aEGFP

transduziert. Die Transduktionseffizienz wurde anschlieRend durchflusszytometrisch bestimmt.

Spender 2 Transduktionszyklen 5 Transduktionszyklen
GFP-positive Zellen [%)] GFP-positive Zellen [%)]

S1 22,7 35

S1 9,7 -

S3 221 67,8

S4 16,4 62,3

S5 37,9 73,4

S6 21,8 56,7

S7 18,6 -

S8 30,8 -

S9 8 -

S10 4 -

S11 1,5 -

S12 20 -

S13 42 -

S14 10,1 -

Mittelwert 19 59
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Die mittlere Transduktionseffizienz betrug bei zwei Infektionszyklen 19% mit einem
minimalen Wert von 1,5% und einem Maximalwert von 42%. Bei finf
Infektionszyklen lag die mittlere Transduktionseffizienz bei 59% mit einem
Minimum von 35% und einem Maximum von 73,4%.

Die retrovirale Transduktion der proliferierenden Zellen fiihrte zu keiner Anderung
der Zellmorphologie. Abbildung 34 zeigt die proliferierenden und stabil mit GFP
transduzierten Stammzellen. Die grine GFP-Fluoreszenz wurde auch
durchflusszytometrisch nachgewiesen und diente gleichzeitig als Markierung far
das FACS-basierte Sortieren von einzelnen, grinen Zellen in die Mikrotiterplatten.
Abbildung 35 zeigt eine exemplarische, durchflusszytometrische Analyse von
transduzierten Stammzellen als Histogramm und Dot Plot dargestellt. Beim
Sortieren wurden einzelne Zellen der Region R2 in die Vertiefungen einer
Mikrotiterplatte sortiert. Die erfolgreiche Transduktion mit dem grin
fluoreszierenden Markergen GFP machte die Analyse der
Differenzierungskapazitat einer einzelnen Stammzelle in die endotheliale und

hamatopoetische Richtung moglich.

Abbildung 34: Morphologie der proliferierenden, mit eGFP stabil transduzierten
Stammzellen (A: Durchlicht, B: UV-Licht; VergroBerung 320x).
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Abbildung 35: Durchflusszytometrische Analyse von eGFP-transduzierten Stammzellen als
Histogramm und Dot Plot. Einzelne Zellen der Region R2 wurden in die Vertiefungen einer

Mikrotiterplatte sortiert.

5.10 ANALYSE DER DIFFERENZIERUNGSKAPAZITAT VON STAMMZELLEN AUF

EINZELZELLEBENE: NACHWEIS DES POSTNATALEN HAMANGIOBLASTEN

Zur Untersuchung der Fragestellung, ob im adulten humanen Organismus
Stammzellen vorkommen, wurden proliferierende CD133" Zellen retroviral mit dem
grun fluoreszierenden Markergen GFP transduziert. Damit wurde es moglich, die
Nachkommen einer einzelnen Zelle unter hamatopoetischen und endothelialen
Differenzierungsbedingungen zu verfolgen. Mit Hilfe von blauen (DAPI) und roten
(Texas Red) Fluoreszenzfarbstoffen konnten dann die DNA des Zellkerns sowie
endotheliale bzw. hamatopoetische Marker auf der Oberflache der griinen Zellen
gegengefarbt werden.

Es wurden 283 durch Limiting Dilution erzeugte Stammzellklone in sieben
unabhangigen Experimenten untersucht. 1440 einzelne Zellen von flnf
verschiedenen Spendern wurden mit Hilfe des fluoreszenzaktivierten Zell-Sortings
erzeugt. Von den durch Limiting Dilution vereinzelten Stammzellen verdoppelten
sich 6,7% mindestens funfmal und erreichten die fur die Analysierbarkeit kritische

Grenze von 30 Zellen. In den durch FACS-Sorting gewonnenen Einzelzellkulturen
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proliferierten keine Zellen ausreichend. Die schonendere Methode der Limiting
Dilution zeigte sich somit in der vorliegenden Arbeit dem FACS-Sorting deutlich
uberlegen.

Von den 19 aus den 283 entstandenen proliferierenden Klonen differenzierten 5
Klone in die hamatopoetische und in die endotheliale Richtung. Das bedeutet,
dass 1,77% der einzelnen untersuchten Zellen hamangioblastische Potenz hatten.
Tabelle 20 gibt einen Uberblick tber die proliferative und hamangioblastische

Potenz der untersuchten Stammzellen der 7 Spender.

Tabelle 20: Proliferative und hamangioblastische Potenz der auf Einzelzellebene

untersuchten Stammazellen (n=7).

Spender Zahl der Einzelzellkulturen Einzelzellkulturen mit
untersuchten mit proliferativer hamangioblastischer
Einzelzellkulturen Potenz von liber 5 | Potenz

Verdopplungen

S1 51 2 0

S4 27 3 2

S6 20 5 2

S7 32 3 1

S9 65 4 0

S$10 41 2 0

S11 47 0 0

gesamt 283 19 (6,7%) 5(1,77%)

Die Abbildung 36 zeigt GFP-positive segmentkernige Granulozyten und eine
GFP- und VE-Cadherin-positive Endothelzelle. Diese Zellen haben sich aus einer
einzelnen GFP-transduzierten Ursprungszelle, einem Hamangioblasten, differen-
ziert. Der nur in Granulozyten vorkommende trommelschlegelférmige Kern ist auf
der Abbildung 36 D-F deutlich zu erkennen.

Die Spezifitdat der Immunfluoreszenzfarbung wird auf der Abbildung 36 A-C
deutlich, in der zusatzlich zu der GFP- und VE-Cadherin-positiven Zelle noch eine
GFP-negative VE-Cadherin-positive und eine GFP-negative VE-Cadherin-negative
Zelle dargestellt sind. Da VE-Cadherin der einzige bekannte endothelspezifische

Marker ist, werden die positiven Zellen eindeutig als Endothelzellen klassifiziert.
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Abbildung 36: Aus einem Klon einer mit GFP transduzierten Einzelzelle (S7) differenzierte

Endothelzelle (A-C) und Granulozyten mit typischem segmentierten Kern (D-F). A-C, eGFP-
transduzierte Zelle mit Maus anti-human VE-Cadherin und anti-Maus Texas Red gefarbt; A,
Grunfilter; B, Rotfilter; C, Uberlagerung der Filter; D-F, mit eGFP transduzierte Granulozyten;
VergréRerung 1000x.
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Um die aus einer gemeinsamen Ursprungszelle unter hamatopoetischen und
endothelialen Differenzierungsbedingungen entstandenen Granulozyten und
Endothelzellen noch weiter zu charakterisieren, wurden die Marker CD13 und
Ulex-Rezeptor immunzytochemisch analysiert. CD13 wird von Granulozyten
exprimiert und Ulex-Rezeptor von Endothelzellen und Monozyten.

Die Abbildung 37 zeigt die aus einer Zelle differenzierten CD13-positiven
Granulozyten und die fur den Ulex europaeus-Rezeptor positiven Endothelzellen.
Auch in dieser Abbildung zeigt sich die Spezifitdt der Immunfluoreszenzfarbung an
den abgebildeten Ulex-Rezeptor positiven GFP-negativen und Ulex-Rezeptor-
negativen GFP-negativen Zellen sowie an den CD13-positiven GFP-negativen
Granulozyten. Diese Zellen haben sich aus den nicht mit GFP transduzierten
Fltterzellen differenziert.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass im dritten Teil der vorliegenden
Arbeit die Existenz von postnatalen Hamangioblasten in der ex-vivo expandierten

Zellpopulation nachgewiesen wurde.
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Abbildung 37: Aus einem Klon einer mit GFP transduzierten Einzelzelle (S4) differenzierte

Endothelzellen (A-D) und Granulozyten mit typischem segmentiertem Kern (E-F). A-D, GFP-
transduzierte Zelle und untransduzierte Flutterzellen mit Maus anti-human Ulex europaeus-
Rhodamin gefarbt; A und C, Grunfilter; B und D, Roffilter; E und F, GFP-transduzierte Zelle und
untransduzierte Ftterzellen mit Maus anti-human CD13 und Ziege anti-Maus Texas Red gefarbt;

VergroRerung A-D, 100x; VergréRerung E und F, 1000x.
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6  DISKUSSION

Die ex-vivo Expansion von humanen hamatopoetischen Stammzellen hat groe
klinische Relevanz, da in vielen Situationen nicht genigend Stammzellen fur die
Patienten zur Verfigung stehen. Zum Beispiel werden autologe Stammzellen von
Krebspatienten vor einer intensiven knochenmarktoxischen Chemotherapie
isoliert, um sie nach der myeloablativen Chemotherapie dem Patienten zu
reinfundieren. Zur Gewinnung der Stammzellen wird das Blut der Patienten mittels
einer Durchlaufzentrifuge prozessiert. Damit werden die Stammzellen aus ca. 7
Litern Blut aufgereinigt. Durch das groRRe Blutvolumen besteht ein hohes
Kontaminationsrisiko durch Tumorzellen. Deshalb ware es gunstig, durch eine
Expansion von Stammzellen das zu prozessierende Volumen drastisch zu
verringern. Aul3erdem liel3en sich durch die Expansion genugend Stammzellen flr
mehrere Transplantationen gewinnen.

Bis zum heutigen Zeitpunkt besteht ein groles klinisches Problem darin, humane
hamatopoetische Stammzellen in-vitro zu kultivieren, ohne dass es zum Verlust
des Stammzellpotenzials kommt. So fuhrte in einer prominent publizierten Arbeit
die Reinfusion ex-vivo expandierter Stammzellen zu einer raschen Regeneration
der Hamatopoese. Nach drei Monaten war diese Hamatopoese jedoch erschopft
und die Patienten mussten mit kryokonserviertem Reserveknochenmark behandelt
werden (Brugger et al., 1995).

Das zugrunde liegende Problem der ex-vivo Expansion bestand darin, dass die
Stammzellen in Zellkultur irreversibel in Progenitorzellen ausdifferenzierten und
ihre Stammzelleigenschaften verloren. Deshalb lag ein Schwerpunkt der
vorliegenden Arbeit in der Entwicklung von Kulturbedingungen zur ex-vivo
Expansion von multipotenten CD133 positiven Stammzellen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten zunachst CD133" Stammzellen aus
Leukaphereseprodukten in hoher Reinheit isoliert werden. Diese Zellen sollten
anschlieBend ex-vivo expandiert werden und dann bezuglich ihrer Differen-
zierungskapazitat in die endotheliale und hamatopoetische Richtung untersucht
werden. Ein Ziel bestand darin, Endothelzellen in groRer Zahl flr eine mogliche

therapeutische Anwendung zu generieren. Weiterhin sollte auf Einzelzellebene
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untersucht werden, ob in der adulten Zellpopulation der ex-vivo expandierten
CD133" Zellen Hamangioblasten vorhanden waren.

Humane CD133" Stammzellen wurden als Ausgangspopulation gewahlt, weil es
Hinweise darauf gab, dass CD133" Zellen weniger linienkommitierte
Progenitorzellen enthalten als CD34" Zellen (Gallacher et al., 2000). CD133 wird
von embryonalen Stammzellen und  Stammzellen nicht hamatopoetischer
Gewebe ohne Koexpression von CD34 exprimiert (Jiang et al., 2002; Kaufman et
al., 2001; Uchida et al., 2000). Von unserer Gruppe wurde gezeigt, dass CD133"
Zellen sich in-vitro und in-vivo in funktionale Endothelzellen differenzieren konnten
(Gehling et al., 2000). CD133" Zellen besitzen folglich ein groRes Differen-
zierungspotenzial und deshalb moglicherweise auch ein groRRes therapeutisches
Potenzial.

Ein weiterer Grund fiir die Verwendung von CD133" Zellen als Ausgangspopu-
lation war, dass bei adulten Mausen bereits Hamangioblasten in der Population
der CD133"KDR" Zellen nachgewiesen wurden (Choi et al., 1998). Deshalb sollte
im Rahmen der vorliegenden Arbeit im humanen System untersucht werden, ob
vergleichbare Zellen nachgewiesen werden konnten.

Es wurden CD133" Zellen von insgesamt 27 Spendern verwendet. Sie wurden zu
hoher Reinheit von im Mittel 98% aufgereinigt (94,1-99,9%). Die Reinheit der
isolierten Zellen war damit groRer als in den vorher von unserer und anderen
Gruppen publizierten Daten.

Unsere Gruppe erzielte bei der Aufreinigung von CD133" Zellen bisher eine
72%ige Anreicherung dieser Zellen, wahrend Vavrova et al. Uber eine Reinheit
von 85% der mit Hilfe von paramagnetischen Partikeln isolierten CD133" Zellen
berichteten (Gehling et al., 2000; Vavrova et al., 1999).

Die von uns erreichte Verbesserung der Aufreinigung auf Werte zwischen 94,1
und 99,9% konnte darauf zurickzufuhren sein, dass eine hochspezifische,
automatisierte Selektionsstrategie mit Hilfe des Auto-MACS etabliert wurde, bei
der die markierten Zellen zweimal magnetisch selektioniert wurden.

In einer neueren Verodffentlichung wurden mit einer vergleichbaren, automati-
sierten Methode &hnliche Ergebnisse bei der Isolation von CD133" Zellen erzielt
(mittlere Reinheit von 94%) (Gordon et al., 2003).
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In den folgenden Experimenten der vorliegenden Arbeit wurden Kulturbe-
dingungen zur ex-vivo Expansion der isolierten CD133" Zellen entwickelt. Dazu
wurde ein bereits in der Arbeitsgruppe zur Stammzellkultur etabliertes
Grundmedium mit Pferdeserum, FKS und Hydrokortison in IMDM benutzt. Diesem
Grundmedium wurden die humanen Zytokine SCGF, VEGF und FLT3L zugesetzt.
Nach 3 Kulturtagen zeigte sich eine deutlich sichtbare Zellproliferation.

Die folgende Analyse der Proliferationskinetik ergab eine sehr starke
Zellzahlzunahme in den Expansionskulturen. Der Faktor fir den mittleren Anstieg
der absoluten Zellzahl betrug in der ersten Woche ca. 2, in der 2. Woche 26, in der
3. Woche 130, in der 4. Woche 939 und in der 5. Woche 2190.

FUr die drei im Rahmen der vorliegenden Arbeit als optimal fur die Proliferation
von CD133" Stammzellen ermittelten Zytokine SCGF, VEGF und FLT3L belegen
Literaturdaten, dass sie jeweils alleine eingesetzt die Proliferation und das
Uberleben von hamatopoetischen Stammzellen fordern. Die Kombination dieser
drei Faktoren zur ex-vivo Expansion von multipotenten Stammzellen wurde in der
vorliegenden Arbeit erstmalig beschrieben.

Leary et al. zeigten, dass die Inkubation mit SCF den Eintritt von CD34" Stamm-
zellen in den Zellzyklus beschleunigte (Leary et al.,, 1992). SCF allein konnte
aullerdem die langzeitrepopulierende Aktivitat von unreifen murinen Stammzellen
aufrechterhalten, induzierte aber nicht die Proliferation dieser Zellen (Li und
Johnson, 1994).

Neuere Daten zeigen, dass VEGF und sein Rezeptor KDR eine entscheidende
Rolle fiir das Uberleben nicht nur von endothelialen Zellen und Hamangioblasten,
sondern auch von hamatopoetischen Stammzellen spielen (Gerber et al., 2002;
Larrivee et al., 2003).

Kabrun et al. beschrieben, dass KDR von einer Untergruppe hamatopoetischer
Progenitorzellen exprimiert wurde. Konditioniertes Knock-out beider VEGF-Allele
in murinen hamatopoetischen Stammzellen zerstorte deren Fahigkeit, NOD-SCID
Mause zu repopulieren und verschiedene hamatopoetische Kolonien in
semisoliden Medien zu bilden. Wurde nur ein VEGF-Allel ausgeschaltet, konnten
diese Stammzellen die Hamatopoese in den myeloabladierten Tieren rekonsti-

tuieren und multipotente, hamatopoetische Kolonien bilden (Kabrun et al., 1997).
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Die Aktivierung von KDR flihrte sogar in Abwesenheit von Zytokinen zum
Uberleben von multipotenten hamatopoetischen Progenitoren (Larrivee et al.,
2003).

Von unserer Arbeitsgruppe wurde die Proliferation von CD133" Zellen unter dem
Einfluss von SCGF und VEGF untersucht. Die maximale Zellzahlzunahme war 8-
fach nach 14 Tagen (Gehling et al., 2000).

Daraus lasst sich ableiten, dass die Zugabe des Zytokins FLT3L im Rahmen der
vorliegenden Arbeit eine mehr als dreifach starkere Proliferation der CD133"
Zellen induzieren konnte als SCGF und VEGF allein.

In der vorliegenden Literatur wurde beschrieben, dass humane Multilineage-
repopulierende hamatopoetische Stammzellen den Rezeptor fur FLT3L exprimier-
ten und dass FLT3L das Uberleben und die Proliferation dieser Zellen forderte
(Petzer et al., 1996; Rappold et al., 1997; Small et al., 1994). AuRerdem konnte
gezeigt werden, dass FLT3L im humanen System ein deutlich effizienterer
Proliferationsfaktor fur langzeitrepopulierende Stammzellen war als der SCGF
ahnliche Wachstumsfaktor SCF (Sitnicka et al., 2003). FLT3L supprimierte
aufRerdem Apoptose von humanen CD34" Zellen und induzierte die Proliferation
von unreifen hamatopoetischen Stammzellen (Murray et al., 1999).

Piacibello et al. untersuchten die Proliferationskinetik von CD34" Zellen unter dem
Einfluss von FLT3L und TPO sowie von FLT3L, TPO und SCF. Ohne SCF wurde
nach 4 Wochen eine Zellzahlvermehrung um den Faktor 149 und nach 8 Wochen
um den Faktor 1990 erreicht, mit SCF war die Zunahme nach 4 Wochen 445-fach
und nach 8 Wochen 4550-fach (Piacibello et al., 1999). Die Proliferation der
Stammzellen war somit unter dem Einfluss von SCF deutlich starker.

Die Zunahme der Zellzahl unter den im Rahmen der vorliegenden Arbeit
entwickelten Kulturbedingungen war nach 4 Wochen doppelt so stark wie bei den
Daten von Piacibello et al. Nach 8 Wochen war die Proliferationsrate unter
unseren Kulturbedingungen mit dem Faktor 2590 aber deutlich geringer. Ein
Grund dafur kénnte sein, dass der proliferationsfordernde Effekt von TPO erst
relativ spat einsetzt. In einer Publikation von Yagi et al. wurde namlich gezeigt,
dass die TPO-vermittelte ex-vivo Expansion von multipotenten hamatopoetischen

Stammzellen erst nach 8 Wochen nachweisbar war (Yagi et al., 1999).
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Die oben beschriebenen Literaturdaten und unsere eigenen Ergebnisse flhrten zu
der Hypothese, dass die Kombination von VEGF, FLT3L und SCGF fir die
Vermehrung von unreifen hamatopoetischen Stammzellen besonders geeignet
sein kdonnte. Um diese Annahme zu bestatigen, wurden die stark proliferierenden
Expansionskulturen immunphanotypisch auf das Vorhandensein von multipoten-
ten Stammzellen untersucht.

Um die Stammzelleigenschaften der proliferierenden Zellen naher zu
charakterisieren, wurden durchflusszytometrische Analysen der Stammzellmarker
CD133, CD34, CD90, c-kit (CD117) und CD7 durchgefihrt. Mit Hilfe des zuvor
bestimmten Proliferationsfaktors  konnte dann die ex-vivo Expansion der
jeweiligen Zellpopulation berechnet werden. Die funktionellen Stammzelleigen-
schaften der proliferierenden Zellen wurden in-vitro mit Hilfe von Colony-Assays
und in-vivo mit NOD-SCID Repopulationsassays untersucht.

Die frisch isolierten hamatopoetischen Zellen zeigten eine starke Expression von
CD133 (98,3%) und CD34 (97,8%). 15,8% der Zellen exprimierten CD90, 8,2%
CD117 und 5,8% CD7. Im weiteren Verlauf der Kultur nahm die Expression von
CD133 zunachst rasch bis auf 8,1% am Tag 12 ab. Danach betrug der relative
Anteil der CD133 positiven Zellen 5,5% bis 14,8%. Die absolute Zellzahlzunahme
der CD133" Zellen war 260-fach nach 5 Kulturwochen.

Die CD34 Expression in den Expansionskulturen hingegen nahm kontinuierlich ab
und betrug am Tag 35 nur noch 1,7%. Die Population der CD34" Zellen wurde nur
um den Faktor 36 expandiert. Daraus folgt, dass die im Rahmen der vorliegenden
Arbeit etablierten Kulturbedingungen vor allem das Uberleben und das Wachstum
der CD133"CD34" Zellen unterstitzten.

Es gibt neuere Publikationen, die zeigen, dass CD34" Zellen existieren, die NOD-
SCID Mause langzeitrepopulieren kénnen (Bhatia et al., 1998; Osawa et al.,
1996). Bei diesen Experimenten war die Frequenz der repopulierenden
Stammzellen in der Fraktion der CD34" Zellen jedoch viel geringer als bei den
CD34" Zellen und entsprach damit der fiir die primitivsten Stammzellen erwarteten
niedrigen Frequenz (Bhatia et al., 1998). In darauf folgenden Analysen konnte die
langzeitrepopulierende Aktivitdt der CD34  Zellen den CD133'CD7  Zellen

zugeordnet werden (Gallacher et al., 2000).
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In unseren Analysen nahm der prozentuale Anteil der CD7 exprimierenden Zellen
von 5,8% am lIsolationstag auf unter 1% nach 14 Tagen in Expansionskultur ab
und stieg im weiteren Verlauf auch nicht wieder an. Daraus lasst sich schlielen,
dass unter unseren Kulturbedingungen der grof3te Anteil der proliferierenden
CD133 exprimierenden Zellen den unreifen CD133"CD34 CD7 Phéanotyp besa-
Ren.

Mehrere Arbeiten verschiedener Forschergruppen belegen, dass multipotente
Stammzellen aus nicht hamatopoetischen Geweben sowie embryonale
Stammzellen CD133 positiv und CD34 negativ sind (Jiang et al., 2002; Kaufman et
al., 2001; Uchida et al., 2000).

Ob die im Rahmen der vorliegenden Arbeit ex-vivo expandierten CD133"CD34
Stammzellen eine ahnlich groRe Differenzierungskapazitat wie diese Zellen
besitzen, muss in weiteren Experimenten geklart werden.

Die Population der CD90"* Zellen konnte mit Hilfe des im Rahmen der vorliegen-
den Arbeit entwickelten Kultursystems in 5 Wochen mit einem Faktor von Uber
2000 sehr stark expandiert werden.

Das Zelloberflachenmolekal CD90 wird auf unreifen hamatopoetischen Zellen
exprimiert (Baum et al., 1992; Craig et al., 1993). Neuere Publikationen zeigen,
dass CD90 auch auf aktivierten Endothelzellen nachweisbar ist und den Rezeptor
fur ein leukozytares Antigen darstellt, der Leukozytenadhasion und transendothe-
liale Migration bewirkt. Ruhende Endothelzellen zeigten dagegen keine
Expression von CD90 (Saalbach et al., 2002; Wetzel et al., 2004).

Damit koénnte es sich bei den proliferierenden CD90* Zellen in unseren
Expansionskulturen um hamatopoetische Stammzellen oder um endotheliale
Vorlauferzellen oder um beide Zelltypen handeln.

Neben den CD90" Zellen wurden auch die CD117" Zellen unter den im Rahmen
der vorliegenden Arbeit verwendeten Zellkulturbedingungen vermehrt. Der
relative Anteil der CD117" Zellen in den Expansionskulturen war jedoch deutlich
geringer als der der CD90™ Zellen.

Von anderen Gruppen konnte gezeigt werden, dass die Expression von CD117
auf hamatopoetischen Stammzellen von ihrem Differenzierungspotenzial abhangt.
Die unreifsten ruhenden Stammzellen, die NOD-SCID Mause repopulieren

konnten, bildeten bei diesen Experimenten wenig oder kein c-kit. Die in Zellteilung
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befindlichen reiferen Progenitoren exprimierten hingegen mehr c-kit (Kawashima
et al., 1996). Daraus ergibt sich die Moglichkeit, dass es sich bei den c-kit
negativen Zellen in den ex-vivo Kulturen der vorliegenden Arbeit um unreife
Stammzellen handeln konnte.

Zusammenfassend zeigten die immunphanotypischen Analysen, dass in den im
Rahmen der vorliegenden Arbeit entwickelten Expansionskulturen unreife hdmato-
poetische Stammzellen vorhanden waren.

Auch die parallel durchgefuhrten funktionellen Analysen des koloniebildenden
Potenzials bestatigten diese Annahme. Nach 5 Wochen Kultivierung waren
namlich mehr multipotente CFU-GEMM bildende Stammzellen in den Kulturen
vorhanden als am Isolationstag der Stammzellen. Das zeigt, dass diese unreifen
Stammzellen unter den von uns entwickelten Kulturbedingungen proliferierten.
Obwohl die relative koloniebildende Potenz der ex-vivo expandierten Stammzellen
geringer war als die der frisch isolierten, ergab sich durch die starke Proliferation
eine Zunahme der absoluten Progenitorzellzahlen.

Nach funf Wochen unter dem Einfluss von SCGF, VEGF und FLT3L war die Zahl
der unreifsten CFU-GEMM Kolonien um den Faktor 48, die Zahl der CFU-E
Kolonien um den Faktor 60, die Zahl der CFU-GM Kolonien um den Faktor 59
und die Zahl der CFU-G Kolonien um den Faktor 100 hoher. Die starkste
Expansion um den Faktor 1355 zeigten die Progenitoren mit monozytarer
koloniebildender Potenz.

In der Literatur belegen Daten die Zunahme der koloniebildenden Potenz von
Stammzellen, die unter dem Einfluss von TPO, SCF und FLT3L ex-vivo expandiert
wurden. Lam et al. fanden, dass die Zahl der CFU-GEMM Kolonien ca. 10-fach,
die der CFU-E Kolonien 50-fach und die der CFU-GM Kolonien ca. 200-fach
amplifiziert werden konnte (Lam et al., 2001).

Diese Expansion war deutlich ausgepragter als die im Rahmen der vorliegenden
Arbeit gemessene. Die von Lam et al. verwandte Zytokinkombination induzierte
somit eine schnellere Proliferation der koloniebildenden Progenitoren. Es ist
jedoch unklar, ob das koloniebildende Potenzial auch Uber einen langeren

Kulturzeitraum vorhanden bleibt.
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Es gibt in der zum gegenwartigen Zeitpunkt vorliegenden Literatur keine Arbeit
uber das klonogene Potenzial von 5 Wochen unter dem Einfluss von SCGF,
VEGF und FLT3L kultivierten CD133" Stammzellen.

Vor allem der Nachweis der Expansion der CFU-GEMM Kolonien bestatigten
unsere Annahme, dass unreife, multipotente Progenitoren unter den von uns
entwickelten Bedingungen proliferierten.

Um die im Rahmen der vorliegenden Arbeit ex-vivo expandierten Stammzellen in-
vivo zu analysieren, wurden sie in immuninkompetente NOD-SCID Mause trans-
plantiert.

Dieses Tiermodell stellte das gegenwartig beste Testsystem dar, um Multipotenz
und Selbsterneuerungsfahigkeit menschlicher Stammzellen zu evaluieren.

Die Proliferation adulter, humaner hamatopoetischer Stammzellen konnte mit
Kombinationen bestimmter Wachstumsfaktoren bis zum heutigen Zeitpunkt zwar
erfolgreich induziert werden. Die proliferierenden Zellen zeigten jedoch eine
Ausdifferenzierung, die mit dem Verlust der Stammzelleigenschaften einherging.
Diese differenzierten Zellen waren nicht mehr in der Lage, die Hamatopoese von
bestrahlten Tieren zu rekonstituieren (Dorrell et al., 2000; Williams, 1993).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden myeloabladierte NOD-SCID Mause
mit 7, 14, 21 und 32 Tage ex-vivo expandierten Stammzellen transplantiert. Nach
3 Monaten zeigte sich, dass in allen Uberlebenden Tieren menschliche Zellen
nachweisbar waren. Da das Knochenmark der Mause erst 3 Monate nach der
Transplantation untersucht wurde, muss davon ausgegangen werden, dass Zellen
mit Stammzellcharakter im Transplantat vorhanden waren. Die ebenfalls
ubertragenen, kommitierten Progenitorzellen hatten sich zu diesem Zeitpunkt
durch Ausdifferenzierung in reife Endzellen erschopft und waren nicht mehr
nachweisbar gewesen.

80% der Tiere mit den 7 Tage kultivierten Stammzellen zeigten vollstandiges
humanes Linienengraftment. Die 14 Tage expandierten Stammzellen differen-
zierten sich in den NOD-SCID Mausen nicht in alle Blutzellreihen. 14% der mit 3
Wochen kultivierten menschlichen Zellen behandelten Mause zeigten
vollstandiges Linienengraftment. Bei Mausen, die mit mehr als 4 Wochen
kultivierten Zellen transplantiert wurden, zeigte sich auch ein erfolgreiches

Anwachsen der humanen Zellen. Bei 75% der Tiere waren alle untersuchten
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hamatopoetischen Linien im Knochenmark nachweisbar. Die beobachteten
Unterschiede in der Etablierung der humanen Hamatopoese durch die
unterschiedlich lange ex-vivo expandierten Stammzellen waren vermutlich
Zufallsschwankungen. Fur eine statistische Aussage reichte die Anzahl der
transplantierten Tiere nicht aus.

Die genaue Frequenz der langzeitrepopulierenden Stammzellen in unseren ex-
vivo Kulturen muss noch durch Transplantation serieller Verdinnungen kultivierter
Zellen bestimmt werden.

Das wichtigste Ergebnis der im Rahmen der vorliegenden Arbeit entwickelten
Bedingungen zur ex-vivo Expansion ist jedoch, dass Stammzellen mit SCGF,
VEGF und FLT3L erfolgreich zur Proliferation angeregt werden konnten und nach
uber 4 Wochen in Zellkultur in der Lage waren, NOD-SCID Mause zu repopu-
lieren.

Bei den Analysen im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte keine Korrelation
des Multilinienengraftments mit der relativen Expression der gleichzeitig
immunphanotypisch untersuchten Stammzellmarker CD133, CD34, CD90, CD7
und CD117 gefunden werden. Alle Stammzellmarker wurden Uber den gesamten
Verlauf der Kulturen von einem Teil der proliferierenden Zellen exprimiert. Deshalb
kann keine Aussage daruber getroffen werden, welcher Zelloberflachenphanotyp
fur die gezeigte repopulierende Aktivitat verantwortlich ist.

Kuci et al. zeigten in einer neueren Publikation, dass adharente CD133"CD34
Zellen, die sich durch mehrwdchige ex-vivo Kultur mit FLT3L, IL-6 und SCF aus
initial CD133"CD34" Zellen differenziert hatten, repopulierende Aktivitat besalRen.
Die adharenten CD133"CD34" Zellen proliferierten jedoch im Unterschied zu
unseren nicht adharenten, ex-vivo vermehrten Stammzellen nicht (Kuci et al.,
2003).

Eine andere Gruppe konnte zeigen, dass mit der Kombination der Zytokine
Thrombopoietin, SCF, IL-6 und FLT3L humane CD34" Stammzellen aus
Nabelschnurblut Uber einen Kulturzeitraum von bis zu 12 Wochen ex-vivo
expandiert werden konnten. In diesem Kultursystem waren uber vier Wochen
kultivierte Zellen auch deutlich erfolgreicher in der Langzeitrepopulierung von
NOD-SCID Mausen als nicht ex-vivo expandierte Zellen (Piacibello et al., 1999). In

der oben erwahnten Studie wurden deutlich geringere Zellzahlen in der
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GroRenordnung von 10* Zellen transplantiert als in der vorliegenden Arbeit. Die
ex-vivo expandierten Zellen wurden aber mit mindestens 10° nicht-
teilungskompetenten bestrahlten CD34" Zellen koinjiziert. AuBerdem sind die im
fotalen Nabelschnurblut enthaltenen Stammzellen unreifer als die im Rahmen der
vorliegenden Arbeit kultivierten adulten CD133" Stammzellen, so dass man diese
Zellpopulationen nicht direkt vergleichen kann.

Shih et al. zeigten, dass fdtale humane, langzeitrepopulationskompetente
Knochenmarkzellen, die auf Maus-Stromazellen kultiviert wurden, mit Hilfe von
LIF, SCF, IL-3, IL-6 und GM-CSF in fiunf Wochen 150-fach ex-vivo expandiert
werden konnten (Shih et al., 1999).

Es gibt in der gegenwartig vorliegenden Literatur keine Arbeit, welche die
erfolgreiche ex-vivo Expansion von humanen, repopulationskompetenten, adulten
Stammzellen Uber einen Zeitraum von uber 4 Wochen beschreibt. Daraus folgt,
dass das im Rahmen der vorliegenden Arbeit beschriebene ex-vivo Kultursystem
mit SCGF, VEGF und FLT3L es erstmalig ermoglicht, Stammzellen Uber einen
langeren Zeitraum zu kultivieren und mdglicherweise sogar zu expandieren, ohne
dass sie ausdifferenzieren und ihr Stammzellpotenzial verlieren.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte zusatzlich zu den Stammzelleigen-
schaften analysiert werden, ob die proliferierenden Zellen Endothelprogenitor-
zellen enthielten und damit moglicherweise als ausreichend grolde
Ursprungspopulation fur Endothelzellen dienen kénnten.

Dazu wurden die proliferierenden Stammzellen mit Hilfe der Durchflusszytometrie
auf die Expression der endothelialen Zelloberflachenmolekile vWF, CD105, VE-
Cadherin (CD144), CD14 und CD31 untersucht.

CD105 und CD14 werden von Monozyten und Endothelzellen koexprimiert, CD31
von Endothelzellen und hamatopoetischen Zellen. VWF ist ein gemeinsames
Zelloberflachenmolekil von Megakaryozyten und Endothelzellen. VE-Cadherin ist
bis heute das einzige endothelspezifische Zelloberflachenmolekul (Rafii und
Lyden, 2003; Schmeisser und Strasser, 2002).

Die Zelloberflachenmarker vWF, CD144, CD31, KDR und der Rezeptor fir Ulex
wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit aulerdem mit Hilfe von Immunfluores-

zenzanalysen untersucht.
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KDR wird von Endothelzellen, hamatopoetischen Zellen und Hamangioblasten
exprimiert. Der Rezeptor flr das Ulex europaeus Lektin wird von hamatopoe-
tischen Zellen und von Endothelzellen koexprimiert (Rafii und Lyden, 2003).

Um die funktionelle Endothelprogenitorkapazitat der proliferierenden Zellen zu
untersuchen, wurden endotheliale Colony-Assays durchgefuhrt.

Bei diesen Analysen ergab sich fur das einzige endothelspezifische Molekil
CD144 nach der Isolation der Stammzellen und bis Kulturtag 6 eine niedrige
Expressionsrate von <1%. Im weiteren Verlauf der Expansionsphase stieg der
Anteil der VE-Cadherin® Zellen auf Werte zwischen 1% und 3,4% an. Bedingt
durch die starke Zellproliferation konnten die VE-Cadherin positiven Zellen um den
Faktor von fast 15000 expandiert werden. Da VE-Cadherin sowohl von reifen
Endothelzellen als auch von Endothelvorlauferzellen exprimiert wird, Iasst sich
vermuten, dass beide Zellpopulationen unter den von uns entwickelten
Kulturbedingungen erfolgreich vermehrt werden konnten (Rafii und Lyden, 2003).

Die durchgefuhrten Immunfluoreszenzanalysen ergaben jedoch bis zum 14.
Expansionstag keinen Nachweis von VE-Cadherin. Diese Diskrepanz mit den
FACS Untersuchungen kénnte auf unterschiedliche Sensitivitaten der Durchfluss-
zytometrie und der Immunfluoreszenz zurlckzufuhren sein.

Die Expression von vVWF zeigte in den Expansionskulturen einen &ahnlichen
Verlauf mit etwas hoheren relativen Anteilen der positiven Zellen von 1,2%-6%.
Die Zahl der vWF" Zellen stieg um den Faktor 11000 an. Die mittels FACS und
Immunfluoreszenzanalysen gemessene VvWF-Expression korrelierte mit einem
Prozentsatz von 5% nach 14 Expansionstagen gut mit dem Anteil der VE-
Cadherin® Zellen und legt nahe, dass dadurch endotheliale Zellen erfasst wurden.

Die Expression des Rezeptors fur Ulex europaeus war immunzytochemisch bis
Tag 14 nicht nachweisbar.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass wahrend der ex-vivo Expansion
der Stammzellen CD144", vWF" und CD31" Endothelprogenitorzellen proliferier-
ten.

Die Differenzierung zwischen hamatopoetischen und Endothel- bzw. Endothelvor-
lauferzellen wird jedoch durch starke phanotypische Uberschneidungen zwischen
diesen Zellpopulationen erschwert (Rafii und Lyden, 2003; Schmeisser und
Strasser, 2002).
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Neuere Arbeiten zeigen eine sehr enge Verwandtschaft zwischen endothelialen
und monozytaren Zellen. Verschiedene Zelloberflachenmarker wie CD14 und
CD105 kommen auf beiden Zelltypen vor. So wurde kurzlich nachgewiesen, dass
der als monozytenspezifisch geltenden Marker CD14 auch auf HUVEC-Zellen
gefunden werden konnte (Jersmann et al., 2001).

AuRerdem konnte gezeigt werden, dass aus dem peripheren Blut isolierte CD14"
Zellen, die die endothelialen Antigene vWF, VE-Cadherin oder Tie-2 nicht
exprimierten, sich unter dem Einfluss von VEGF in-vitro in Endothelzellen
transdifferenzierten (Fernandez Pujol et al., 2000). Diese Zellen zeigten eine
gemeinsame Expression von monozytaren und endothelialen Markern. So
konnten CD14" Monozyten, die initial keine Endothelmarker exprimierten,
erfolgreich zur Reendothelialisierung von durch Ballondilatation verletzten
GefalRwanden von Ratten eingesetzt werden (Fujiyama et al., 2003).

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die ex-vivo
expandierten Vorlauferzellen sich morphologisch und immunphanotypisch in reife
Endothelzellen differenzieren konnten.

Hierzu wurden 14 Tage expandierte Zellen nur noch unter dem Einfluss von VEGF
uber 14 Tage weiterkultiviert. Diese Kulturbedingungen induzierten dramatische
morphologische Veranderungen. Die Zellen wurden innerhalb weniger Tage
adharent, flachten sich ab und bekamen eine endotheliale Morphologie. Ein Teil
der Zellen blieb allerdings klein, rund und nicht-adharent. Aufl3erdem stellten alle
Zellen die Proliferation ein. Die unter diesen Kulturbedingungen entstandenen
Zellen wurden immunzytochemisch auf die Antigene VWF, CD144, CD31, KDR
und den Rezeptor flr Ulex untersucht.

Die relative Expression der Endothelmarker VE-Cadherin, Ulex-Rezeptor und vVWF
stieg auf 100% an. Die CD31-Expression blieb konstant hoch. Die Expression des
hamatopoetischen, endothelialen und Hamangioblastenmarkers KDR stieg von
11,3% auf 78% an.

Diese Veranderungen zeigten, dass sich alle ex-vivo expandierten Zellen in
adharente Endothelzellen und nicht-adharente Endothelvorlauferzellen differen-
zierten. Damit wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit ex-vivo
Expansionsbedingungen entwickelt, um Endothelvorlauferzellen in grolRer Zahl

herzustellen, die sich in einem zweiten Schritt in reife Endothelzellen differen-
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zieren liellen (26-fache Expansion der Progenitoren nach 14 Tagen, 940-fache
Expansion der Progenitoren nach 28 Tagen).

Quirici et al. kultivierten isolierte CD133" Zellen mit VEGF, bFGF und IGF. Nach
28 Tagen zeigte sich eine Zellzahlzunahme um den Faktor 2000. Die Zellen
besallen eine endotheliale Morphologie und exprimierten die endothelialen
Antigene VWF und Ulex-Rezeptor zu 50 bzw. 70%. Ca. 20% der Zellen
exprimierten CD14. Damit wurde von dieser Gruppe eine vergleichbare Expansion
von Endothelprogenitorzellen bei einer wie in der vorliegenden Arbeit
beschriebenen Koexpression von endothelialen und monozytaren Markern gezeigt
(Quirici et al., 2001).

Die Arbeitsgruppe von Kalka et al. expandierte Endothelprogenitorzellen aus dem
peripheren Blut unter dem Einfluss von VEGF, EGF, IGF und FGF 90-fach
innerhalb von 10 Tagen. Sie zeigten, dass diese Zellen erfolgreich die Revas-
kularisierung von ischamischen Mausbeinen férdern konnten. Die Ursprungszell-
population bei diesen Experimenten bestand aus den auf Fibronektin adharent
werdenden mononukleéren Zellen des peripheren Blutes. Uber 70% der Zellen
exprimierten nach der ex-vivo Expansion die endothelialen Marker VE-Cadherin,
KDR und CD31. Uber 90% der Zellen trugen CD14 auf ihrer Oberflache (Kalka et
al., 2000).

Der von Kalka et al. ermittelte Immunphanotyp bestatigt die Daten der
vorliegenden Arbeit, in der ebenfalls eine Koexpression von hamatopoetischen
und monozytaren Molekulen gefunden wurde. Die von uns erzeugten adharenten
und nicht adharenten Endothelzellen exprimierten das spezifische Zelladhasions-
molekul VE-Cadherin zu 100%, was im Vergleich zu den oben zitierten
Untersuchungen fir eine hohere Reinheit dieser Zellen spricht. Unsere
Endothelzellen proliferierten jedoch nicht ex-vivo unter dem Einfluss von VEGF.
Deshalb sollen in Zukunft Zellkulturbedingungen entwickelt werden, die eine
Vermehrung der adharenten Endothelzellen induzieren kdnnen.
Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass im Rahmen der vorliegenden Arbeit
die erfolgreiche ex-vivo Expansion einer Zellpopulation, die einerseits Stammzell-
marker und andererseits Endothel- bzw. Monozytenmarker exprimierte, etabliert
wurde. Die expandierten Zellen bildeten multipotente hamatopoetische und

endotheliale Kolonien und konnten bis zu 4,5 Wochen in Kultur NOD-SCID Mause
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repopulieren.  Aullerdem konnten sie sich in  morphologisch und
immunphanotypisch charakterisierte Endothelzellen differenzieren.

Deshalb wurde im letzten Teil der vorliegenden Arbeit auf Einzelzellebene
untersucht, ob die expandierte Zellpopulation Hadmangioblasten enthielt.

Von unserer und anderen Arbeitsgruppen wurde gezeigt, dass CD133" Zellen sich
in die hamatopoetische und endotheliale Richtung differenzieren konnten (de
Wynter et al., 1995; Gehling et al., 2000; Miraglia et al., 1997; Peichev et al., 2000;
Yin et al., 1997).

In den zugrunde liegenden Arbeiten konnte aber nicht unterschieden werden, ob
in der CD133" Population unterschiedliche Stammzellen fiir die hdmatopoetische
und endotheliale Zellreihe vorhanden waren oder ob eine gemeinsame
Stammzelle Nachkommen fur beide Differenzierungsrichtungen generieren
konnte.

Um zwischen beiden Mdglichkeiten zu unterscheiden, sollten die CD133" Zellen
stabil mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert werden.

Dazu wurden die proliferierenden Stammzellen retroviral mit dem durchflusszyto-
metrisch und immunzytochemisch nachweisbaren Markergen GFP transduziert.
Auf diese Weise war es mit Hilfe von Immunfluoreszenzanalysen und durch
Kernfarbungen mit roten und blauen Fluoreszenzfarbstoffen maoglich, das
Differenzierungspotenzial der Nachkommen einer grin fluoreszierenden
Ursprungszelle in die endotheliale und hamatopoetische Richtung zu analysieren.
Retrovirale Vektoren integrieren sich in das Genom ihrer Zielzellen, was zu einer
stabilen Expression des gewulnschten Transgens fuhrt. Diese Eigenschaften
machen diese Vektoren zu einem idealen Werkzeug fur die Transduktion
verschiedener Zellen mit gentherapeutischen und grundlagenwissenschaftlichen
Fragestellungen. Der Retrovirus-vermittelte Gentransfer in multipotente Stamm-
zellen wurde lange Zeit durch zu geringe Gentransfereffizienzen limitiert (Dunbar
et al., 1995). In neueren Arbeiten konnte jedoch gezeigt werden, dass die
retrovirale Transduktion durch Zentrifugation der Vektorpartikel auf die zu
transduzierenden Zellen oder auf die extrazellulare Matrixkomponente Fibronektin
zu einer hoheren Gentransfereffizienz fuhrte (Abonour et al., 2000; Hanenberg et

al., 1996). So konnte im Rahmen einer klinischen Studie eine mittlere
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Gentransfereffizienz von 14% in humane CD34" Zellen erreicht werden (Abonour
et al., 2000).

Mit Hilfe dieser Technik konnten auf3erdem humane T-Zellen bis zu einem Anteil
von 85% und mesenchymale Stammzellen bis zu einem Anteil von 90% mit dem
auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit benutzten S110EGFP Vektor
transduziert werden. Die retrovirale Transduktion von CD133" Stammzellen mit
S11aEGFP wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit etabliert (Kuhicke et al.,
2002).

Dabei wurden Experimente mit je zwei oder funf Transduktionszyklen durchge-
fuhrt. Es wurde eine mittlere Gentransfereffizienz von 19 bzw. 59% erreicht.
Dadurch lief3 sich eine Abhangigkeit der Gentransfereffizienz von der Anzahl der
Infektionszyklen zeigen. Diese Abhangigkeit wurde fur den Vektor S110EGFP
bereits von Wahlers et al. publiziert, deren Daten damit reproduziert werden
konnten (Wahlers et al., 2001).

Die retrovirale Transduktion fiihrte zu keiner Anderung der Zellmorphologie der ex-
vivo expandierten Zellen.

Um die Vitalitat der transduzierten Zellen zu gewahrleisten wurden nur zweimal
transduzierte Zellen fur die Experimente verwendet. Diese markierten Zellen
wurden mittels FACS-Sorting oder Limiting Dilution als Einzelzellen ausgesat.
AnschlieRend wurde ein Uberschuss an nicht-transduzierten Fltterzellen zuge-
setzt.

Bei diesen Experimenten stellte sich heraus, dass im Gegensatz zur Limiting
Dilution die durchflusszytometrisch sortierten Zellen nicht proliferierten. Deshalb
wurden die GFP-markierten Zellen fur die weiteren Untersuchungen per Limiting
Dilution gewonnen.

Nur ca. 7% der vereinzelten Stammzellen teilten sich innerhalb von 24 Tagen
mindestens funfmal und erreichten so die flr die weitere Analysierbarkeit
festgelegte Grenze von 30 GFP-markierten Zellen. Diese markierten Klone
wurden danach auf zwei Zellkulturgefal3e aufgeteilt. Die eine Halfte wurde mit G-
CSF zur Induktion der hamatopoetischen Differenzierung und die andere Halfte
mit VEGF zur Induktion der endothelialen Differenzierung inkubiert. Anschlie3end
wurden die unter den hamatopoetischen Kulturbedingungen entstandenen

markierten Zellen anhand ihrer Kernmorphologie und der Expression von CD13
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als Granulozyten identifiziert. Parallel dazu erfolgte die Untersuchung der Zellen
aus den endothelialen Kulturen auf gleichzeitige GFP-, VE-Cadherin- und Ulex-
Rezeptor-Expression.

So konnte gezeigt werden, dass 1,8% der Einzelzellen sowohl eine ausreichende
Proliferationskapazitat besalden als auch in der Lage waren, hamatopoetische und
endotheliale Zellen zu generieren. Damit konnte definitiv bewiesen werden, dass
1,8% der expandierten CD133" Zellen Hamangioblasten waren.

Neuere Publikationen zeigen, dass hamatopoetische Stammzellen aus dem
Knochenmark sich an der Blutgefal3neubildung in Tumoren beteiligen (Lyden et
al., 2001). Unsere Gruppe und andere ermittelten die CD133"KDR" Zellen als fiir
dieses Phanomen verantwortliche Zellpopulation (Gehling et al., 2000; Peichev et
al., 2000). Basierend auf diesen Ergebnissen stellten wir die Hypothese auf, dass
KDR ein Marker des humanen postnatalen Hamangioblasten sein kdnnte, wie es
fur die murine Embryonalentwicklung bereits von Choi et al. gezeigt wurde (Choi
et al., 1998).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte bei der immunphanotypischen Analyse
der proliferierenden Stammzellen gezeigt werden, dass die Population der KDR*
Zellen unter den etablierten Expansionsbedingungen zunahm und zum
Induktionszeitpunkt der endothelialen und hamatopoetischen Differenzierung ca.
6-15% der Zellen CD133" waren. AuRerdem waren die ex-vivo expandierten
Stammzellen positiv  fur die von embryonalen Hamangioblasten exprimierten
Transkriptionsfaktoren SCL und GATA-2.

Basierend auf diesen Daten vermuten wir, dass die im Rahmen der vorliegenden
Arbeit nachgewiesenen Zellen mit der hamangioblastischen Potenz den
CD133"KDR*SCL" GATA-2" Phanotyp besalien.

Bailey et al. wiesen in einer neueren Arbeit auf Einzelzellebene murine, adulte
Hamangioblasten in der Population der c-kit'Sca1’Lin” Zellen nach. Diese Zellen
besallen auch multipotente, hamatopoetische Stammzelleigenschaften (Bailey et
al.,, 2004). In der im Rahmen der vorliegenden Arbeit auf Hamangioblasten
untersuchten expandierten Population der CD133" Zellen waren zum
Analysezeitpunkt ca. 2-8% der Zellen positiv fur c-kit, so dass auch dieser

Zelloberflachenmarker zum beobachteten bipotenten Phanotyp beitragen konnte.
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Zum  Untersuchungszeitpunkt war auf ca. 50% der Zellen das
Zelloberflachenmolekil CD105 nachweisbar. Andere Gruppen konnten bereits
zeigen, dass CD105 auf hamatopoetischen Stammzellen, aktivierten Monozyten
und endothelialen Zellen koexprimiert wird (Mancuso et al., 2001; Pierelli et al.,
2000). In einer neueren Arbeit wurde ermittelt, dass CD105 wahrend der
Differenzierung von mesodermalen Vorlauferzellen aus embryonalen Stammzellen
mit KDR koexprimiert wird (Cho et al., 2001). Cho et al. beschrieben in dieser
Publikation, dass die Expression von CD105 die hamatopoetische Differenzierung
der KDR" Zellen anzeigte. Die Autoren stellten jedoch auRerdem die Hypothese
auf, dass die KDR*CD105" Zellen auch Hamangioblasten enthielten. Pierelli et al.
konnten bereits zeigen, dass in CD34°CD105'Zellen primitive, multipotente
hamatopoetische Stammzellen angereichert waren (Pierelli et al., 2000).

Hinweise auf eine wichtige Rolle von CD105 fur die Blutgefalibildung konnten
auch durch Studien mit Knock-out Mausen, die durch fehlende Reifung des ersten
primitiven Kapillarplexus und Herzfehler in-utero starben, gewonnen werden (Li et
al., 1999). Es ist bis heute aber nicht bekannt, ob CD105" Zellen Stammzellen mit
hamangioblastischer Potenz enthalten.

Andere Gruppen zeigten, dass auch CD90 von hamatopoetischen Stammzellen
und von Endothelzellen exprimiert wird (Danilov et al., 2001; Wetzel et al., 2004).
17-27% der im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten Zellen waren positiv
fur CD90. Eine mdgliche Erklarung daflr kdnnte sein, dass die Kulturbedingungen
optimal fir die Proliferation von hamatopoetischen Stammzellen waren, was auch
durch die NOD-SCID Daten und Colony-Assays bestatigt wurde. Eine andere
Moglichkeit bestiinde darin, dass die Proliferation von CD90" endothelialen
Progenitoren oder von Hamangioblasten angeregt wurde. Es ist auch maglich,
dass Hamangioblasten sowie endotheliale und hamatopoetische Vorlauferzellen
unter den Expansionsbedingungen der vorliegenden Arbeit nebeneinander
vorhanden waren.

Wahrend unserer Analyse der vierzehntagigen Expansionsphase stieg die Zahl
der CD14" Zellen am starksten. Ihr Anteil betrug zu diesem Zeitpunkt 35-50%. Die
CD14" Zellen entsprachen wahrscheinlich weitgehend Monozyten oder deren
Vorlauferzellen. Dies ist mit den anderen funktionellen Ergebnissen der

vorliegenden Arbeit vereinbar, denn die Anzahl der monozytaren-koloniebildenden
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Zellen stieg von allen koloniebildenden Zelltypen wahrend der ex-vivo Expansion
am meisten.

Neuere Arbeiten belegen aufl’erdem, dass CD14 nicht nur von Monozyten,
sondern auch von Endothelzellen exprimiert wird (Jersmann et al., 2001). Deshalb
ist es moglich, dass ein Teil der in unseren Expansionskulturen beobachteten
CD14" Zellen auch Endothelzellen entsprach. In den letzten Jahren wurde
aullerdem die Moglichkeit diskutiert, dass sich Monozyten in Endothelzellen
transdifferenzieren kénnten (Fernandez Pujol et al., 2000). Insofern ware es
méglich, dass der Ubergang zwischen diesen beiden Zelltypen flieRend ist.

In den letzten Jahren wurde Uber die Maoglichkeit berichtet, aus Knochenmark-
zellen andere Gewebetypen wie Hepatozyten, Herzmuskelzellen oder
Nervenzellen zu differenzieren. In der jungsten Literatur wird dieses Phanomen
zunehmend kritisch gesehen.

So konnte gezeigt werden, dass fiur beschriebene Differenzierungen von
Stammzellen in andere Gewebe, wie zum Beispiel in Hepatozyten, nicht
Plastizitat, sondern Zellfusion verantwortlich war (Lemischka, 2002a; Lemischka,
2002b; Wang et al., 2003; Ying et al., 2002). Diese Ergebnisse fuhrten zu der
Formulierung neuer Kriterien bei der Erfassung von Differenzierungsphanomenen,
wie der Forderung nach genetischer Markierung durch retrovirale Insertions-
sequenzen und dem Nachweis dieser Sequenzen in den putativen Nachkommen
und den Ursprungszellen (Goodell, 2003).

Deshalb muss auch die vorliegende Arbeit kritisch beleuchtet werden. Bei den
durchgefuhrten Experimenten zum Nachweis des postnatalen Hamangioblasten
auf Einzelzellebene waren Zellfusionen nicht auszuschlielen. Auch kann nicht
vollkommen ausgeschlossen werden, dass in den Einzelzellkulturen nicht doch
zwei Ursprungszellen vorhanden waren, obwohl dies durch die durchgefiihrte
intensive Inspektion jeder Vertiefung der Mikrotiterplatten sehr unwahrscheinlich
ist.

Deshalb mussten retrovirale Insertionssequenzen in den aus einer GFP-positiven
Zelle expandierten Ursprungszellen sowie in den anschlieBend differenzierten
hamatopoetischen und endothelialen Zellen sequenziert werden, um die Klonalitat

eindeutig nachzuweisen.
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Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass im Rahmen der vorliegenden Arbeit
ein Zellkultursystem entwickelt wurde, mit dem das Entwicklungspotenzial von
CD133" Stammzellen auf Einzelzellebene untersucht werden kann. Es konnte
weiterhin gezeigt werden, dass diese Population Hamangioblasten enthalt und
dass die CD133" Zellen effizient retroviral transduziert werden kénnen. AuRerdem
wurde nachgewiesen, dass die transduzierten Zellen ihre hamangioblastische
Potenz Uber einen Kulturzeitraum von 28 Tagen behalten. Dieses Kultursystem
konnte es ermdglichen, den Phanotyp der Hamangioblasten in Zukunft genauer zu

definieren.
6.1 AUSBLICK

In zuklnftigen Experimenten soll durch Transplantation von NOD-SCID Mausen
mit durchflusszytometrisch sortierten Zellen, die fast ausschliel3lich definierte
Zelloberflachenmolekile exprimieren, der Phanotyp der repopulierenden Zellen
analysiert werden. Mit Hilfe von seriellen Verdunnungen soll dann die Frequenz
der repopulierenden Zellen in den verschiedenen, sortierten Zellpopulationen
bestimmt werden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die ex-vivo expandierten
Zellen sich in-vitro in adharente und nicht-adharente Endothelzellen differenzieren
konnten. Diese Endothelzellen proliferierten jedoch nur wenig.

Fir potenzielle klinische Anwendungen ware jedoch eine starke Vermehrung der
Endothelzellen winschenswert, um klnstliche, thrombogene Oberflachen vor der
Implantation mit Endothelzellen in Form eines Monolayers zu bewachsen. Deshalb
soll in Zukunft versucht werden, die Proliferation der adharenten, differenzierten
Endothelzellen mit Hilfe zusatzlicher Zytokine wie z.B. EGF, HGF, IGF oder IL-8
zu induzieren.

AulRerdem soll untersucht werden, ob die nicht-adharenten Endothelzellen durch
die oben genannten Zytokine oder die Verwendung einer anderen Matrix adharent
werden konnen. Vor einer Anwendung am Menschen muissen die erzeugten
Endothelzellen noch in-vivo in Mausgefallen auf ihre Funktionalitat getestet

werden.
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SchlieBlich soll die Differenzierungskapazitat der expandierten Zellen in Zellen

anderer Gewebetypen wie z.B. Osteoblasten oder Chondroblasten untersucht

werden.
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Immunodeficiency

Phosphate buffered saline
Polymerasekettenreaktion
Phycoerythrin

paraaortalen Splanchnopleura
Ribonukleinsdure

Rounds per minute

Raumtemperatur

Stem Cell Growth Factor

Stem Cell Leukemia

Polythythemic Spleen Focus Forming Virus
Thrombopoietin

Ulex europaeus Rezeptor

Vascular Endothelial Cadherin
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VEGF Vascular Endothelial Growth Factor
VEGFR2 VEGF Rezeptor-2
vWF Von Willebrand Faktor
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