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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Definition und physiologisches Vorkommen von

Stammzellen

1.1.1 Eigenschaften von Stammzellen

Mit dem Begriff der Stammzelle werden undifferenzierte Zellen bezeichnet, welche in
lebenden Organismen die Fahigkeit besitzen, sich einerseits selbst zu erneuern, und sich
andererseits in unterschiedliche differenzierte Zelltypen zu entwickeln. Es wird davon
ausgegangen, dass Selbsterneuerung und Differenzierung durch asymmetrische
Zellteilungen gewahrleistet werden. Dabei entstehen zwei Tochterzellen, von denen eine
Stammzellcharakteristika behéalt, wahrend die andere Tochterzelle in verschiedene
Gewebetypen ausdifferenzieren kann (Blau et al., 2001; Ho und Wagner, 2007). Durch die
Kontinuitat dieses Prozesses sind Stammzellen in der Lage, ganze Gewebe zu regenerieren.
Embryonale Stammzellen (ESC) kénnen wahrend der Embryonalentwicklung mesodermale
Gewebe wie Herz-, Skelett- und Glattmuskelzellen, ektodermale Gewebe wie die Epidermis
oder Neuronen des Gehirns und endodermale Gewebe wie die Zellen des
Verdauungstraktes oder der Lunge bilden. Es wurde demonstriert, dass bei einer in vitro
Kultivierung hamatopoetische koloniebildende Zellen aus humanen embryonalen
Stammzellen bei Kokultivierung mit als Feederzellen bezeichneten Zellen zur Unterstitzung
hervorgehen und h&matopoetische Oberflachenantigene exprimieren (Kaufman et al., 2001).
Aufgrund dieser uneingeschrankten Differenzierungsfahigkeit werden diese Zellen als
~pluripotent* bezeichnet (Silva und Smith, 2008). Adulte Stammzellen hingegen besitzen
zwar das gesamte Leben lang eine nahezu uneingeschrankte Fahigkeit zur
Selbsterneuerung und Differenzierung, allerdings ist ihr Schicksal pradestiniert, und sie
kénnen nur verschiedene Zelltypen bestimmter Zelllinien bilden. Bei den adulten
Stammzellen wird so beispielsweise zwischen hamatopoetischen, neuralen und epithelialen
Stamm- und Progenitorzellen unterschieden, welche in gleicher Reihenfolge alle Zelltypen
des Blutes, des Nervengewebes oder der Haut bilden kdnnen. Aus diesem Grund und der
Tatsache, dass diese Zellen innerhalb eines Kompartiments in verschiedene Zelllinien
differenzieren kdnnen, werden adulte Stammzellen als ,multipotent” bezeichnet (Adams und
Scadden, 2006).

In den letzten Jahren hat eine Reihe von Forschungsergebnissen eine Diskussion angeregt,
ob diese Prozesse nicht nur starr in einer Richtung ablaufen, und dass Stamm- und

Progenitorzellen einer gewissen Plastizitat unterliegen kénnten. So haben einige Autoren
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Einleitung

eine Transdifferenzierung transplantierter HPC von einem Keimblatt zum anderen in
Erwagung gezogen (Terada et al., 2002), jedoch wird dies von anderen Gruppen kritischer
betrachtet (Weissman, 2000; Hochedlinger et al., 2004). Vor einigen Jahren wurde
aul3erdem beschrieben, dass fir diese Reprogrammierung der Zellen auch Zellfusionen
verantwortlich sein kénnten. Wurden z.B. adulte Mauszellen aus Knochenmark oder Gehirn
mit ESC kokultiviert, so formten sich zeitweise Zellhybriden mit einem Phanotyp &hnlich der
ESC, die einen doppelten Chromosomensatz besal’en und daher genetisch instabil waren.
Solche Zellfusionen konnten ohne genaue genetische Analysen auch als eine

Transdifferenzierung missinterpretiert werden (Holden und Vogel, 2002; Terada et al., 2002).

Im Jahr 2006 konnten Takahashi und Yamanaka erstmals zeigen, dass sich
ausdifferenzierte Zellen, namlich embryonale und adulte Fibroblasten der Maus, durch
retrovirale Induktion der vier Gene Oct3/4, Sox2, c-Myc und Klf4 zu pluripotenten Zellen, den
induzierten pluripotenten Stammzellen (iPSC), redifferenzieren lassen. Die induzierten
Faktoren tragen in ESC zur Pluripotenz bei. iPSC besitzen gleiche Morphologie und
Wachstumseigenschaften von ESC und exprimieren ESC-Zellmarkergene. Nach subkutaner
Transplantation von iPSC wurde in Mausen verstarkt Tumorwachstum beobachtet, wobei die
Tumore aus Zellen aller drei Keimblatter bestanden (Takahashi und Yamanaka, 2006). Ein
Jahr spéter gelang der gleichen Forschergruppe die Generierung von iPSC aus adulten
humanen Fibroblasten durch retrovirale Induktion der gleichen vier Faktoren. Die humanen
iPSC &hneln humanen ESC z.B. in ihrem Proliferationsverhalten, der Expression von
Oberflachenantigenen, dem Genexpressionsmuster und der Telomeraseaktivitat (Takahashi
et al.,, 2007). Inzwischen wurde demonstriert, dass sich aus nahezu allen bisher
untersuchten somatischen Zelltypen iPSC generieren lassen (Jaenisch, 2009; Stadtfeld und
Hochedlinger, 2010).

Diese Forschungsergebnisse haben im Rahmen der regenerativen Medizin enorme
Hoffnungen geweckt. Aus somatischen Zellen von Patienten kdnnten iPSC generiert werden,
welche dann zu den jeweils notwendigen Geweben ausdifferenziert und dem Patienten
autolog transplantiert werden. Allerdings besteht nach einer solchen Transplantation eine
hohe Gefahr der Tumorbildung, weshalb Methoden gefunden werden missen, um in aus
iPSC differenzierten Geweben und Zellverbanden residuale pluripotente Zellen vollstandig zu
eliminieren. Dies kann einerseits im Fall von differenzierten Erythrozyten und Thrombozyten
mittels Zellbestrahlung geschehen, da diese keinen Nukleus besitzen. Bei allen anderen
Zelltypen missen alternative Methoden angewendet werden. Dazu zahlen beispielsweise
eine Miteinbringung von Suizidgenen in iPSC, welche verbleibende pluripotente Zellen zur

Apoptose zwingen, oder eine pharmakologische Inhibierung der Expression von spezifisch in
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pluripotenten Zellen vorhandenen Genen (Yamanaka, 2009; Stadtfeld und Hochedlinger,
2010; Gekas und Graf, 2010). Eine andere Mdoglichkeit, direkte virale Transfektionen und
damit die Entstehung einer genetisch sehr heterogenen Zellpopulation zu vermeiden, kénnte
in der Generierung homogener sekundarer somatischer Zellen liegen, welche die
Reprogammierungsfaktoren als z.B. Doxyzyklin-induzierbare Transgene beherbergen.
Werden mit Doxozyklin-induzierbaren Lentiviren Mausfibroblasten transfiziert,
reprogrammiert und aus entstandenen iPSC chimare Mause generiert, so kbénnen Zellen aus
diesen Mausen 25- bis 50-fach effizienter reprogrammiert werden, als dies bei direkt
transfizierten Zellen der Fall war (Wernig et al., 2008a). iPSC mit geringeren tumorgenen
Eigenschaften kdnnten auerdem durch Transfektion mit weniger als den vier erwahnten
Transkriptionsfaktoren erzeugt werden, wie Werning und Kollegen es fir Mausfibroblasten
bei retroviraler Transfektion nur von Oct4, Sox2 und Klf4 ohne c-Myc beschrieben haben
(Wernig et al., 2008b). Neben der Fragestellung, ob diese Ergebnisse auf das humane
System Ubertragbar sind, muss auch kritisch untersucht werden, ob aus iPSC generierte
Zell- und Gewebetypen die gleichen Eigenschaften wie die natirlicher Weise vorkommenden
Zellen und Gewebe besitzen. So wurde demonstriert, dass beispielsweise aus iPSC
generierte  murine Kardiomyozyten in vitro leicht veranderte morphologische und
physiologische Eigenschaften als ihre natirlichen Gegenstiicke besitzen (Kuzmenkin et al.,
2009). Eine weitere Mdglichkeit der Anwendung von iPSC kdnnte eine direkte Konvertierung
von Fibroblasten in HPC sein (Szabo et al., 2010).

1.1.2 Hamatopoetische Stammzellen

Hamatopoetische Stamm- und Progenitorzellen (HPC) sind derzeit die am langsten und
grandlichsten analysierte Stammzellpopulation. Die Forschung an HPC erlebte in den 60er
Jahren einen bedeutenden Aufschwung, nachdem Methoden zum Nachweis von HPC
entwickelt wurden. Durch Analyse der koloniebildenden Einheiten aus Milzzellen wurde
deren Fahigkeit zur Differenzierung in Erythrozyten, Granulozyten und Megakaryozyten
demonstriert (Siminovich et al., 1963). In Abbildung 1 ist der Verlauf der Hamatopoese

schematisch dargestellt.

Nabelschnurblut ist besonders reich an primitiven hamatopoetischen Stamm- und
Progenitorzellen und dient als HPC-Quelle bei Stammzelltransplantationen und fir die
Isolation von HPC im Rahmen von Forschungszwecken. Der Prozess der Hamatopoese wird
durch verschiedene Wachstumsfaktoren und Zytokine gesteuert. Beispielsweise wird die

Bildung von Erythrozyten durch Erythropoietin und die Bildung von Granulozyten und
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Makrophagen durch GM-CSF angeregt. Wie der Name ,koloniebildender Faktor” impliziert,
entstehen differenzierte Zellen einer gleichen Linie aus einer oder mehrerer Vorlauferzellen,
und liegen daher zun&chst in Form von Kolonien eines differenzierteren Zelltyps vor. Die
Entstehung solcher Kolonien wird auch in bestimmten Assays genutzt (siehe Abschnitt
1.3.2). Sie werden als CFU (von ,colony forming units”) bezeichnet (Alberts et al., 1994). In
einem Mausmodell konnte gezeigt werden, dass Zellen aus Knochenmark nach
Transplantation in letal bestrahlten Tieren die Hamatopoese rekonstituieren kénnen. Durch
die Beobachtung, dass diese Zellen ebenfalls rekonstituierendes Potential in sekundaren
letal bestrahlten Empféngertieren haben und verschiedene granulozytdre und erythroide
Kolonien formen, konnte nachgewiesen werden, dass transplantierte Zellen in den priméaren
Empfangertieren die Fahigkeit zur Selbsterneuerung behalten (Siminovich et al., 1963;
BECKER et al., 1963). Diese Untersuchungen trugen zu einem neuen Verstandnis einer
hamatopoetischen Stammzelle bei. Die HSC wurden als Zellen mit unbeschrankter Fahigkeit
zur Selbsterneuerung und Differenzierung definiert, welche ein Leben lang alle Blutzelllinien
bilden kdnnen, wahrend ausgereifte Blutzellen im adulten Organismus nur eine begrenzte

Lebensdauer besitzen (Ho und Punzel, 2003).
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CMP == = m e e e e e N/ - CLP
hd P e
b 4 4 ' vorbestimmter
7= 1 Pro-B Pro-T i
O MEP L) GMP | @ Progenitor
\ S Vv ik
: Pra-B v
v v Y VvV v \ v
Megak t y
egakaryozy “J .*‘}' v A : \ 4
O 1 ¥ e )
¥ Neutrophile Basophile |
+ . e noohite :B-Zelle T-Zelle NK-Zelle rsifa Zsllen
Erythrozyt Makrophage
Blutplattchen 4

Dendritische Zelle

Abbildung 1: Modell des Hamatopoeseverlaufs. MPP (multipotenter Progenitor), CMP (allgemeiner
myeloider Progenitor), CLP (allgemeiner lymphatischer Progenitor), MEP (Megakaryozyten /
Erythrozyten Progenitor), GMP (Granulozyten und Makrophagen Progenitor). Adaptiert aus Larsson
und Karlsson, 2005.
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HPC werden im Wesentlichen durch die Prasenz und Absenz von bestimmten
Oberflachenantigenen identifiziert, welche z.B. immunhistochemisch per Western Blot oder
durchflusszytometrisch via Fluorochrom-gekoppelten Antikérpern bestimmt werden kénnen.
Primitive humane HPC exprimieren gewdéhnlich die Oberflachenantigene CD34 und CD133
auf ihrer Oberflache, und sind durch fehlende Expression von CD38 gekennzeichnet. Bereits
seit Uber 20 Jahren findet CD34 als Oberflachenmarker fur HPC Verwendung (Civin et al.,
1984; Berenson et al., 1991). CD34 ist ein Glykoprotein der Zelloberflache und ein wichtiger
Faktor fur die Adhasion von HPC an die ECM des Knochenmarks und an die zellulare
Mikroumgebung der Nische, weshalb es vermutlich von primitiven undifferenzierten Zellen
exprimiert wird (Healy et al., 1995). Das Oberflachenantigen CD133 wird auch als Prominin-1
bezeichnet. Es zahlt ebenfalls zu den Glykoproteinen und ist durch das Cholesterin der
Plasmamembran verankert. Es ist vor allem in Zellauslaufern und hervorstehenden
Zellmembranteilen lokalisiert, und wird unter anderem von HPC, endothelialen Vorlaufern
und neuronalen Stammzellen exprimiert (Bauer et al., 2008). CD38 ist ein Glykoprotein,
welches auf der Oberflache von weiter differenzierten HPC und vielen Immunzelltypen
vorhanden ist. Aul3erdem zeigt eine neuere Studie, dass CD38 auch im Nukleus von HPC
exprimiert ist. Es kann zyklische ADP-Ribose synthetisieren und hydrolysieren und besitzt

Funktionen in der Zelladh&sion und Signaltransduktion (Orciani et al., 2008).

1.1.3 Asymmetrische Zellteilung

Wahrend einer HPC Kultur kann beobachtet werden, dass sich bestimmte Zellpopulationen
von HPC deutlich langsamer als die anderen Zellen teilen. Auf Genexpressions- und
Immunphanotypebene ist nachgewiesen worden, dass die langsamteilende Zellfraktion
Stammzelleigenschaften behélt und die schnellteilende Zellfraktion eher Merkmale
differenzierter Zellen besitzt (Wagner et al., 2004; Walenda et al., 2010). Diese
Beobachtungen korrelieren mit dem Modell der asymmetrischen Zellteilung, in dem eine
Tochterzelle Stammzelleigenschaften behalt und quieszent verbleibt, wahrend die andere
Tochterzelle proliferiert und ausdifferenziert. Bereits vor Gber 25 Jahren wurden Hinweise auf
asymmetrische Zellteilungen bei h&matopoetischen Zellen durch mikroskopische
Beobachtung einzelner Zellen aus hamatopoetischen Kolonien gewonnen (Leary et al.,

1984; Leary et al.,, 1985). Die Theorie der asymmetrischen Zellteilung bei Stammzellen
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manifestierte sich weiter, als Forschungsergebnisse mit dem Modellorganismus Drosophila
melanogaster publiziert wurden. So konnten Lin und Schagat anhand der
Teilungssymmetrien von Neuroblastenzellen, welche fiir die groRe Zelldiversitat in Neuronen
und Ganglien von Drosophila verantwortlich sind, die Theorie asymmetrischer Zellteilungen
neu aufgreifen und ausarbeiten (Lin und Schagat, 1997). Gegenwartige Untersuchungen
belegen, dass asymmetrische Zellteilungen in Keimbahnzellen von Drosophila unter
anderem von einer E-Cadherin vermittelten Orientierung des Spindelapparates und der
Zentrosomen (Inaba et al., 2010) sowie einer Umorientierung des Spindelapparates in der
Anaphase (Cheng et al., 2011) ermdglicht werden. Obwohl die Zentrosomen in Drosophila-
Keimbahnzellen einer asymmetrischen Umorientierung unterliegen, ist dies bei den

Chromosomen selbst nicht der Fall (Yadlapalli et al., 2011).

Nachdem Experimente an Drosophila die Forschung zu asymmetrischen Zellteilungen in
Gang gebracht hatten, wurden in der Folgezeit weitere Hinweise im Bezug zu
asymmetrischen Teilungen von humanen hamatopoetischen Zellen gesammelt, indem
Differenzierung und Koloniebildungsféahigkeit verschiedener Tochterzellen miteinander
verglichen wurden (Brummendorf et al., 1998; Ho, 2005; Punzel et al., 2002; Giebel et al.,
2006). Die Gesamtheit der Experimente belegen, dass gepaarte Tochterzellen individueller
HPC nicht funktionell aquivalent sind und sich zu Nachkommenschaft mit unterschiedlichem
Potential entwickeln konnen (Punzel et al., 2003; Congdon und Reya, 2008). Das
Vorhandensein einer Asymmetrie wurde unter anderem durch die Entdeckung von
asymmetrischen Proteinverteilungen in Tochterzellen einer HPC belegt. So wurde
beispielsweise bei vier Proteinen (CD53, CD62L/L-Selektin, CD63/lamp-3 und
CD71/Transferrin Rezeptor) demonstriert, dass diese in 20 % der Tochterzellen sich
teilender HPC asymmetrisch aufgeteilt werden (Beckmann et al., 2007). Zusammengefasst
stimmen diese Beobachtungen mit dem Modell der asymmetrischen Zellteilungen bei
hamatopoetischen Stammzellen sowie mit der Regulation von Selbsterneuerung und
Differenzierung der Zellen auf diesem Wege Uberein (Brummendorf et al., 1999; Punzel et
al., 2002), wenngleich ein definitiver Beweis flr asymmetrische Zellteilungen noch erbracht

werden muss.

1.1.4 Hamatopoetische Stammzellnische im Knochenmar  k

Die groBe Mehrheit der adulten Stammzellen befindet sich geschitzt in speziellen
Mikroumgebungen. Die umgebenden Zellen sezernieren und organisieren eine Vielfalt von

extrazellularer Matrix und anderen Faktoren, welche zum Stammzellerhalt beitragen. Diese
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Mikroumgebung wird als Stammzellnische bezeichnet. Das Konzept einer Nische wurde
erstmals von Schofield im Jahre 1978 postuliert (Schofield, 1978). Innerhalb einer
Stammzellnische wird durch verschiedene zellintrinsische und zellextrinsische Mechanismen
das Gleichgewicht zwischen Selbsterneuerung und Differenzierung der Stammzellen
gesteuert. Durch Zellen der Stammzellnische werden die Stammzellen auf diese Weise z.B.
vor differenzierenden und apoptoseinduzierenden Stimuli abgeschirmt, und gleichzeitig eine
UbermaRige Stammzellproliferation, welche zur Krebsentstehung beitragen kann, verhindert
(Moore und Lemischka, 2006). Im Bezug auf die Verhinderung unkontrollierter Proliferation
von Stammzellen wurde die Bedeutung einer zelltyp- und wirtsspezifischen Nische durch
Experimente untermauert, in denen humane Stammzellen aus Blastozysten, welche
wahrend einer in vitro Kultivierung ohne Feederzellen ihr pluripotentes Potential behielten
(Thomson et al., 1998), nach subkutaner Transplantation im Mausmodell differenzierten und
zur Bildung von Teratomen fiihrten (Odorico et al., 2001). Im Kérper des Menschen befinden
sich Nischen fur Stammzellen beispielsweise in den Zotten des Diunndarms, wo die Zellen
des Epithels laufend erneuert werden und im Haarfollikel, wo Zellen des Haarschaftes und
der Umgebung gebildet werden. Die bedeutendste Stammzellnische des blutbildenden
Systems ist das Knochenmark. Die dort befindlichen hamatopoetischen Stammzellen werden
als die bisher am besten charakterisierte Stammzellpopulation betrachtet (Moore und
Lemischka, 2006).

Wahrend der Embryogenese bleibt der Entstehungsort der Blutzellen nicht konstant. Beim
menschlichen Embryo erfolgt die Blutbildung zunachst im Mesenchym des Dottersacks. Die
Blutbildung geht dann auf die fotale Leber und anschliel3end auch auf die fétale Milz und den
Thymus Uber. In der weiteren fétalen Entwicklung dbernimmt letztendlich wie im adulten
Organismus hauptsachlich das Knochenmark die Aufgabe der Blutbildung (Mikkola und
Orkin, 2006). In Abbildung 2 ist eine schematische Abbildung der Knochenmarknische
gezeigt. Aus der Literatur geht hervor, dass die Knochenmarknische der HPC in zwei
Komponenten unterteilt werden kann. Zum einen in eine osteoblastische Nische, in welcher
HPC zusammen mit Osteoblasten an der inneren Oberflache zwischen Knochenmark und
Knochenhohle lokalisiert sind (Calvi et al., 2003; Zhang et al., 2003; Arai und Suda, 2007;
Xie et al., 2009), und zum anderen in eine vaskulare Nische, welche durch Endothelzellen in
den Sinusoiden des Knochenmarks gebildet wird (Kiel et al., 2005). Versuche belegen, dass
HPC in der osteoblastischen Nische Uber einen langeren Zeitraum quieszent verbleiben,
wohingegen die vaskulare Nische die Expansion und Differenzierung der HPC unterstitzt
(Zhang und Li, 2008).
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Die Knochenmarknische beinhaltet somit Osteoblasten, Endothelzellen, Fibroblasten und
Adipozyten, die alle aus MSC hervorgehen (Taichman, 2005). Die Regulation der
Hamatopoese in der Knochenmarknische wird durch Zytokine und intrazellulare Signalwege
gewabhrleistet, welche bei adhasiven Interaktionen von HPC mit MSC aktiviert werden
(Shiozawa et al., 2008).

| endosteale Nische

- vaskulédre Nische

Mobilisi€run

Quieszenz

o
Cé}) ® cemn

Differenzierung

Quiesze| Hlor:mg zellassoziiertf
Uberleb N’,"sfyﬁ Faigren
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HPC

Abbildung 2: Modell der hAmatopoetischen Stammzelln ische im Knochenmark. Eine Darstellung
der Lokalisation der Stammzellnische (A, B). Osteoblasten und Endothelzellen tragen essentiell zur
Bildung der Nische bei (C). Darstellung der Interaktionen zwischen Aufrechterhaltung, Mobilisierung
und Homing von HPC (D). Die Hamatopoese wird von sezernierten Faktoren beeinflusst (E). Adaptiert
aus Shiozawa et al., 2008.

Die enorme Bedeutung der Interaktionen von HPC mit MSC der Nische wurde anhand
verschiedener Experimente verdeutlicht. Wurden beispielsweise in subletal bestrahlte
NOD/SCID Méause humane CD34" CD38 HPC injiziert, waren die humanen HPC nach
kurzer Zeit in der murinen Knochenmarknische prasent. Die humanen HPC trugen
vollstandig zu einer Langzeit-Hamatopoese mit humanen Zellen bei, wobei auch die

Steuerung der Repopulationsdynamik initial von humanen CD34" CD38 HPC ausging. HPC
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in der Nische kontrollierten die Homdostase und erzeugten einen hierarchisch organisierten
Stammzellpool, welcher zu primarer und sekundérer Rekonstitution in M&usen fahig war.
Diese und andere Untersuchungen zeigen, dass humane HPC in der Knochenmarknische
fur eine hierarchische Organisation der Hamatopoese verantwortlich sind (Yahata et al.,
2008).

Die Bedeutung der MSC wurde in Experimenten verdeutlicht, indem z.B. humane MSC
subkutan in subletal bestrahlte Empfangermause transplantiert wurden. Die transplantierten
humanen MSC waren in der Lage, die murine Hamatopoese neu zu stimulieren. Diese
murinen hamatopoetischen Zellen wiesen typische Oberflachenmarker auf, und waren zu
einer kompletten sekundéaren Rekonstitution in letal bestrahlten Tieren in der Lage (Tolar et
al., 2010). Als essentiell fir die Formation einer humanen MSC-Knochenmarknische in den
Empfangertieren konnte eine Stimulierung durch den PDGF-Signalweg identifiziert werden,
der Uber eine Hochregulation von B-Catenin wirkt (Miura et al., 2006). Neben PDGF ist von
einer Vielzahl von anderen Zytokinen und Wachstumsfaktoren ein regulierender Einfluss auf
die Hamatopoese beschrieben worden. So wurde auch von TGF-3 Uber Smad-Signalweg
Molekiile ein regulativer Effekt auf die Blutbildung und die Stammzellnische berichtet
(Larsson und Karlsson, 2005). Neben diesen besitzen noch einige andere Signalwege,
Wachstumsfaktoren und  Zytokine  sowie  bestimmte  Adhé&sionsproteine  und
Adhasionsrezeptoren eine wichtige Rolle in der Regulation der Zell-Zell Interaktion und
Modulation der Knochenmarknische (Simmons et al., 1997; Moore und Lemischka, 2006).
Hamatopoetische Wachstumsfaktoren und Zytokine werden sowohl systemisch wie auch von
den MSC, den HPC und anderen Zellen der Nische sezerniert, und kénnen in der Nische

entweder an die Zellen oder an die ECM gebunden sein sowie in Idslicher Form vorliegen.

Hamatopoetische Stamm- und Progenitorzellen exprimieren Adhasionsrezeptoren, welche
spezifische Zell-Zell und Zell-ECM Interaktionen ermdglichen (Yoder und Williams, 1995).
Die Adhasionsmolekiile der Nische werden aufgrund ihrer Struktur und Funktion unter
anderem in Integrine, Cadherine und Selektine unterteilt (Prosper und Verfaillie, 2001).
Neben der Aufgabe, die HPC in der Nische zu verankern, dienen adhasive Interaktionen
dazu, wachstumsfaktorabhéngige Signalkaskaden zu modellieren. Fir BM-MSC st
dokumentiert worden, dass sie eine Vielzahl von Integrintypen auf ihrer Oberflache
exprimieren (Docheva et al., 2007). AuRerdem konnte gezeigt werden, dass unter normalen
physiologischen Zytokinkonzentrationen Integrin-betal bei CD34" HPC den Eintritt in die S-
Phase des Zellzyklus verhindert (Jiang et al., 2000), was mit der Feststellung korrespondiert,
dass langsamteilende HPC mit hoherer Selbsterneuerungskapazitat und langerem Erhalt

von Stammzellcharakteristika (LTC-IC Rate) signifikant besser an humanen BM-MSC in
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einem in vitro Kokultursystem adhérieren (Wagner et al., 2007c). AufRerdem wurde
demonstriert, dass primitivere, langsamteilende CD34® CD38 HPC mit hoherer
Selbsterneuerungsfahigkeit in einem in vitro Kokultursystem signifikant starker an MSC aus
Knochenmark adhéarieren. Als Vergleich dienten MSC aus Fettgewebe, eine HSG68-
Fibroblastenzelllinie und eine murine immortalisierte AFT024-Zelllinie. Dabei férdert CD34
die adhéasiven Eigenschaften der HPC zu den MSC (Healy et al, 1995). Auf
Genexpressionsebene ist zusatzlich nachgewiesen worden, dass fur Adhasionsproteine oder
ECM kodierende Gene in der adharenten HPC Fraktion signifikant héher exprimiert werden
(Wagner et al., 2007a). Umgekehrt werden adhasive Interaktionen in der
Knochenmarknische ebenfalls durch bestimmte Faktoren reguliert, womit sich eine weitere
Regulationsebene der Hamatopoese im Knochenmark ergibt. Dies wurde z.B. fur die
Wirkung der Wachstumsfaktoren GM-CSF und IL-3 auf die Aktivitat von Integrinen bereits
1995 von Lévesque und Kollegen beschrieben (Levesque et al., 1995). Cadherine vermitteln
kalziumabhéangige Zell-Zell Adhéasion durch homophile Bindung zweier Cadherine
benachbarter Zellen, und sind jeweils im Zytoplasma durch o-Catenin und B-Catenin mit dem
Aktinzytoskelett verbunden. AuRerdem ist das Zusammenspiel von Cadherinen mit B-Catenin
indirekt mit Signalkaskaden wie dem Wnt-Signalweg verknipft (Suda und Arai, 2008;
Fleming et al., 2008). In der Knochenmarknische spielt neuronales Cadherin (N-Cadherin)
aufgrund dieser Verknupfungen eine zentrale Rolle (Arai und Suda, 2007). Als essentielle
Bestandteile der Nische werden spezielle spindelférmige N-Cadherin exprimierende
Osteoblasten diskutiert (Zhang et al., 2003), und es wird vermutet, dass Herunterregulation
von N-Cadherin essentiell fir die Bereitstellung von Zellen aus dem Stammzellpool ist
(Wilson et al., 2004; Niu et al., 2009). Von einigen Autoren wurde keine N-Cadherin-
Genexpression und auf Proteinebene kein N-Cadherin in murinen HPC oder in der Gesamt-
Knochenmarkzellpopulation nachgewiesen (Kiel et al., 2007; Kiel et al., 2009), jedoch ist
dieses fur humane HPC demonstriert worden (Wein et al.,, 2010). Aulerdem ist
nachgewiesen worden, dass Cadherin-11 von Osteoblasten exprimiert und wahrend ihrer
Differenzierung hochreguliert wird (Okazaki et al., 1994). Neben diesen Adhasionsproteinen
ist auBerdem die ECM, verschiedene Metabolite und Wachstumsfaktoren sowie der
Sauerstoffpartialdruck an dem komplexen Zusammenspiel zwischen HPC und Nische
beteiligt (Wilson und Trumpp, 2006; Wagner et al., 2008b).

1.1.5 Mobilisation und Homing

Wenn eine hdmatopoetische Stammzelle in eine bestimmte Blutzelle ausdifferenziert, so wird
sie aus der Stammzellnische entlassen. Dieses geschieht, indem die Zelle allmahlich den

Kontakt zu den Nischenzellen verliert und in ein BlutgefaR wandert, was als Mobilisation
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bezeichnet wird. Umgekehrt kénnen adulte Stammzellen wieder in ihre physiologische
Nische wandern, was als ,Heimfindung* bzw. ,Homing“ bezeichnet wird (Fruehauf und
Seggewiss, 2003). Hamatopoetischen Zellen wandern innerhalb eines Zeitraums von
hdchstens ein bis zwei Tagen vom Peripherblut zurtick in das Knochenmark und stehen dort
fur die Blutbildung zur Verfigung. Dazu wird die endotheliale Barriere vom Blut zum
Knochenmark tiberwunden und die Adhasion durch Aktivierung von Adhasionsrezeptoren im
Knochenmark ermdglicht, wobei auch ein reversibler Zell-Zell Kontakt wichtig ist (Lapidot et
al., 2005).

Ein gut untersuchter Faktor, welcher Mobilisation und Homing reguliert, ist das
Zusammenspiel des Chemokins SDF-1 mit seinem Rezeptor CXCR4 (Fruehauf und
Seggewiss, 2003; Dar et al., 2005; Faber et al., 2007). Bei Uberexpression von SDF-1 in
Mausserum konnte eine induzierte Mobilisierung von primitiven HPC im Mausmodell
beobachtet werden (Hattori et al., 2001). SDF-1 existiert in zwei Formen, SDF-1a und SDF-
1B, welche beide durch ein einziges Gen kodiert werden und durch alternatives Splei3en
entstehen (Shirozu et al., 1995). Als eine mogliche Erklarung fur die funktionelle Diversitat
wurde in Betracht gezogen, dass beide Formen unterschiedlich prozessiert werden und so
andere Eigenschaften erhalten (De La Luz et al., 2004). SDF-1 reguliert die primitive
Hamatopoese durch Suppression der Apoptose und Stimulation eines Zellzyklusiibergangs
von Gy nach G; in CD34" Zellen (Lataillade et al., 2002), und stimuliert die Proliferation
zirkulierender CD34" Zellen zusammen mit anderen Zytokinen (Lataillade et al., 2000). Das
Homing wird durch endotheliale Zellen, Osteoblasten und Stromazellen im Knochenmark
ermdglicht, welche Zytokine wie SDF-1 sezernieren, um durch Bindung dieser Lockstoffe an
spezifische Rezeptoren die Zellen zur physiologischen Nische zu fuhren (Imai et al., 1999;
Kortesidis et al.,, 2005). Seit Bekanntwerden der Mechanismen werden diese klinisch
beispielsweise bei der Leukapherese genutzt, bei welcher vorab durch G-CSF mobilisierte
HPC aus peripherem Blut fir autologe oder allogene Stammezelltransplantationen
angereichert werden. Neben G-CSF stimuliert auch der CXCR4 Antagonist AMD3100
(Handelsname: Plerixafor) die Mobilisation von HPC in das Peripherblut, wobei aus einigen
Studien hervorging, dass AMD3100 eine primitivere HPC Population als G-CSF mobilisiert
(Fruehauf et al., 2006; Faber et al., 2007; Kessans et al., 2010).
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1.2 Kultivierung und Analyse von hamatopoetischen

Stammzellen in vitro

1.2.1 Isolation von hdmatopoetischen Progenitorzell  en

Fir eine in vitro Kultivierung kénnen HPC auf verschiedene Weisen isoliert werden, wobei
die Zellausbeute je nach Methode variiert. Wichtig sind hierbei flr zuverlassige
Forschungsergebnisse insbesondere Isolationsmethoden, die leicht und effizient
durchfuihrbar sowie standardisierbar sind. Zu den beschriebenen Isolationsmethoden z&hlen
unter anderem verschiedene Kombinationen von Ficoll- und / oder Hydroxy-Ethylstarke-
Dichtegradientenzentrifugationen mit und ohne Ammoniumchloridlyse der Erythrozyten
(Singh et al., 2009). Im Anschluss an solche Vorabisolationen werden die Zellen anhand
ihres Oberflichenmarkers CD34 per antikdrperbeschichteten Magnetbeads aufgereinigt
(MACS). In dieser Arbeit werden die HPC zunachst per Dichtegradientenzentrifugation
(Newton et al., 1993) mit folgender CD34-MACS Aufreinigung isoliert, was den Vorteil bietet,

dass diese Prozeduren in der Arbeitsgruppe bestens etabliert sind.

Fir eine weiterreichende Separation der Stamm- und Progenitorzellen wird sich zu Nutze
gemacht, dass bestimmte Zelltypen definierte Zelloberflachenmarker prasentieren, welche in
das Differenzierungscluster (,Cluster of Differentiation“, CD) numerisch eingeteilt sind. Diese
Einteilung wurde im Jahre 1982 auf der Konferenz zu humanen Leukozyten
Differenzierungsantigene (HLDA) beschlossen, um Klarheit und Struktur in die Vielzahl von
identifizierten Oberflachenantigenen zu bringen (Fiebig et al., 1984). In der Zwischenzeit
wurden immer weitere Oberflachenantigene gefunden, welche diese Liste auf derzeit Uber
350 Cluster erweitert haben. Mittels gekoppelter Antikdrper-Antigenbindung wird so eine
magnetische oder durchflusszytometrische Zellanreicherung mdglich. Als Marker fir
hamatopoetische Stamm- und Progenitorzellen dienen z.B. in erster Linie CD34 und CD133,
da CD38 in primitiven nicht ausdifferenzierten Zellen kaum exprimiert wird (s. Abschnitt
1.1.3), wobei expandierende HPC CD133 schneller als CD34 verlieren (Singh et al., 2009;
Walenda et al., 2010).

1.2.2 Mesenchymale Stromazellen

Mesenchymale Stromalzellen (MSC) enthalten eine Subfraktion multipotenter Vorlaufer
somatischer Zellen mesodermalen Ursprungs, aus diesem Grund werden sie alternativ auch
als mesenchymale Stammzellen bezeichnet (Horwitz et al., 2005). MSC kénnen aus

Knochenmarkaspiraten und anderen Geweben wie Fettgewebe isoliert und aufgrund ihrer
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Plastikadharenz unter verschiedenen Kulturbedingungen zu sehr hohen Zellzahlen in vitro
expandiert werden. MSC werden neben ihrer adhasiven Eigenschaften auch durch eine
Reihe von Oberflachenmarkern wie CD44, CD73, CD90 und CD105 definiert. Auf3erdem
sind MSC unter entsprechenden Kulturbedingungen in der Lage, in unterschiedliche
mesodermale Zelllinien einschlieRlich Adipozyten, Osteozyten und Chondrozyten zu
differenzieren (Baksh et al., 2004; Wagner et al., 2005b; Dominici et al., 2006; Horn et al.,
2008; Augello et al., 2010). Uberdies existieren Hinweise, dass MSC auch in Myozyten und
Kardiomyozyten sowie in Zellen nicht mesodermalen Ursprungs wie Hepatozyten und
Neuronen differenzieren kénnen, was jedoch kontrovers diskutiert wird (Petersen et al.,
1999; Reyes et al., 2001; Jiang et al., 2002; Schwartz et al., 2002). Allerdings stellen MSC
eben auch eine sehr heterogene Zellpopulation dar, welche nur eine Subpopulation von
Stammzellen enthalt (Horwitz und Keating, 2000). Die Heterogenitat von MSC-Praparationen
zeigt sich zum einen auf molekularer Ebene, indem analysierte Genexpressionsmuster und
Proteomics von MSC in hohem Maf3e von den Kulturbedingungen abhangig sind (Wagner et
al.,, 2006). Zum anderen konnte auch demonstriert werden, dass sich verschiedene
Populationen von MSC, retinalen perivaskularen Zellen, Endothelzellen und Fibroblasten
hinsichtlich ihrer Zellmorphologie und ihres Immunphé&notyps kaum unterscheiden. Einzig in
ihrer Differenzierungsfahigkeit in osteogene, adipogene und chondrogene Linien kdnnen
leichte Unterschiede beobachtet werden. Aus MSC entstandene fibroblastoide Kolonien
weisen beispielsweise eine grol3e Heterogenitat untereinander auf, was durch Analyse der
Proliferation und des Differenzierungspotentials einzelner Kolonien nachgewiesen werden
kann. Globale Genexpressionsanalysen verdeutlichten Ahnlichkeiten zwischen MSC,
retinalen perivaskularen Zellen und hepatischen Sternzellen, allerdings wurden auf diese
Weise auch einige Unterschiede in angiogeneseassoziierten Genen gefunden, welche in
MSCs aus verschiedenen Ursprungsgeweben sowie in Fibroblasten heterogen exprimiert
wurden (Covas et al., 2008). Aufgrund dieser beobachteten Heterogenitat der MSCs werden
zuverlassige Marker fir eine pure Population von mesenchymalen Stammzellen diskutiert
(Wagner und Ho, 2007; Ho et al., 2008). Die Isolation von MSC aus Knochenmaterial oder
Knochenmarkaspiraten kann dabei Uber eine Dichtegradientenzentrifugation oder Lyse der

Erythrozyten mittels Ammoniumchlorid erfolgen (Horn et al., 2008).

Isolation und Expansion von MSC werden derzeit hauptsachlich in Medium mit FCS
durchgefuhrt. FCS wird aus agglutiniertem Blut ungeborener boviner Foten gewonnen und ist
reich an Wachstumsfaktoren. Jedoch missen in der klinischen Anwendung alle Produkte
unter der ,good manufacturing practice* (GMP) generiert werden. Aus diesem Grund muss
FCS vor Applikation auf Erreger getestet und bestrahlt oder sterilfiltriert werden. Trotzdem

verbleibt das Risiko xenogener Kontaminationen wie z.B. anti-FCS Antikodrper (Heiskanen et
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al., 2007; Sundin et al., 2007; Horn et al., 2010). Da aul3erdem eine hohe Variabilitat in der
FCS-Beschaffenheit von Charge zu Charge Forschungsergebnisse aus Zellkultur
beeinflussen kann, sind humane Komponenten wie z.B. humanes Serum als Mediumszusatz
vorgeschlagen worden (Kuznetsov et al., 2000; Stute et al., 2004). Allerdings zeigte sich,
dass humanes Serum nicht per se die Proliferation von MSC férdert (Bieback et al., 2009;
Perez-llzarbe et al., 2009). Daher wurden humane Zusatze wie Plattchen, Plattchenlysat
(HPL) und von Plattchen sezernierte Faktoren als Mediumszusatz vorgeschlagen, welche
viele Wachstumsfaktoren wie PDGF beinhalten und die Proliferation von MSC unterstitzen
(Muller et al., 2006; Kocaoemer et al., 2007; Ng et al., 2008). In der Zwischenzeit ist eine
Vielzahl von Studien erschienen, welche zeigen, dass HPL in hohem MalR3 die Proliferation
von MSC unterstitzt, und es wurden Protokolle fir die therapeutische Anwendung erarbeitet
(Schallmoser et al., 2007; Schallmoser et al., 2008; Avanzini et al., 2009; Bieback et al.,
2009; Blande et al., 2009). Um donorspezifische Variationen zu minimieren, werden gepoolte
Plattcheneinheiten bis zu 50 Spendern benutzt. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass der
Einsatz von individuellen Plattchenlysaten einzelner Spender zu nicht nennenswerten
Variationen in Proliferation und Differenzierungsverhalten von MSC fihrte, und alle
individuellen HPL Einheiten dem Einsatz von FCS uberlegen waren (Horn et al., 2010).

Daher werden die MSC in dieser Arbeit in Medium mit gepooltem HPL expandiert.

Des Weiteren wird die Gabe von MSC fir klinische Applikationen getestet. Derzeit sind kaum
Studien vorhanden, welche Uber Nebenwirkungen der klinischen Anwendung von MSC
berichten. Durch die unkomplizierte Isolation und in vitro Expansion zu hohen Zellzahlen,
immunmodulatorische Eigenschaften und Differenzierungsfahigkeit sowie das Fehlen der
Beobachtung von bedeutenden Nebenwirkungen in klinischen Studien konnten MSC in
einigen therapeutischen Anwendungen transplantiert werden (Nesselmann et al., 2008;
Satija et al., 2009; Sensebe et al., 2009). AuRerdem fallen bisherige Studien zur Anwendung
von MSC z.B. bei dilatativer Kardiomyopatie im Tiermodell (Nagaya et al., 2005) oder bei
,Graft versus Host Disease“ (GvHD) (Le Blanc et al.,, 2004; Le Blanc et al., 2008)
vielversprechend aus. Die Bandbreite derzeitiger klinischer Studien zur therapeutischen
Anwendung von MSC umfasst beispielsweise die Behandlung von Osteogenesis Imperfecta,
Herzfehlern, Morbus Crohn, Osteoarthritis, Multipler Sklerose und Schlaganfallen
(www.clinicaltrials.com, abgerufen im Marz 2011). Wenn einige dieser klinischen Studien
positiv ausfallen und somit Verbesserungen und Therapieerfolge erzielt werden kdnnen,

wuirde dieses den Weg zu einer gezielten therapeutischen Nutzung von MSC ebnen.
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1.2.3 Die Stromale Funktion von MSC

Da MSCs in vivo die hamatopoetische Knochenmarknische auskleiden und an der
Regulation von Selbsterneuerung und Differenzierung der HPC beteiligt sind (s. Abschnitt
1.1.4), Uben sie wahrend der in vitro Kultivierung ebenfalls unterstitzenden Einfluss
(stromale Aktivitat) auf bestimmte Zelltypen wie HPC aus. Daher wird eine Kokultivierung
von HPC mit MSC als ein gewisser in vitro Ersatz fur die in vivo Nische angesehen, weil
durch zellulare Unterstutzung von MSC die Expansion von HPC in vitro gesteigert werden
kann (Huang et al.,, 2007; Mendez-Ferrer et al., 2010; Walenda et al., 2010). Um die
Bedeutung der Regulation der Selbsterneuerung von HPC auf mathematischem Weg
beschreiben zu kénnen, wurde ein theoretisches Modell der Zellteilung entwickelt, aus
welchem hervorgeht, dass neben intrinsischen Faktoren insbesondere die extrinsische
Regulation der Selbsterneuerungsrate der HPC ausschlaggebend fir die Hamatopoese ist
(Marciniak-Czochra et al., 2009). Bereits in den 1970er Jahren wurde von Dexter und
Kollegen die essentielle Rolle von MSC Feederlayern auf den Erhalt von multipotenten HPC
beschrieben (Dexter et al., 1977; Dexter, 1979). Seitdem hat dies eine Vielzahl von Studien
bestétigt. AuRerdem wurde demonstriert, dass verschiedene stromale Zellen einschlie3lich
MSC fur den Erhalt des primitiven Phanotyps verantwortlich sind (Kadereit et al., 2002;
Yamaguchi et al., 2002; Punzel et al., 2003; Jang et al., 2006; Robinson et al., 2006; Wagner
et al., 2007a; Wagner et al., 2007c). So ist z.B. mit der murinen stromalen Zelllinie AFT024
als Modell und CD34" CD38 HPC demonstriert worden, dass der direkte Zell-Zell Kontakt
und zellulare Komponenten der Mikroumgebung entscheidend fir die Kontrolle der HPC
Zellteilungen sind. Humane CD34" hamatopoetische Zellen wurden mit AFT024 Zellen
kokultiviert und die Zellmigration per Zeitraffermikroskopie sowie die Zell-Zell-Adh&sion
untersucht. Humane HPC zeigten eine aktive Migration zu den Stromazellen. AnschlieRend
wiesen 30 % der HPC eine feste Adhdrenz an den Stromazellen auf. Mittels
Antikorperfarbungen wurde demonstriert, dass CD44 und CD34 an der Kontaktstelle
kolokalisiert waren. Aul3erdem konnte durch Genexpressionsanalysen verdeutlicht werden,
dass in HPC eine aktive Umorganisation des Zytoskeletts und eine Stabilisierung der DNA
fur die Interaktion nétig sind (Wagner et al., 2005a). Einhergehend mit Zellproliferation
wahrend in vitro Kokultivierungen von HPC mit Stromazellen verlieren die HPC die
Expression von CD133 und CD34 und werden positiv fir CD38, bis die Zellen schlief3lich
negativ fir CD34 und CD38 werden und parallel andere Differenzierungsmarker exprimieren
(Ruzicka et al., 2004; Walenda et al., 2010; Walenda et al., 2011a; Walenda et al., 2011b).
Unter bestimmten Voraussetzungen wie Transplantation in immundefiziente Mause ist der
Verlust an CD34 Expression in rekonstituierenden HPC jedoch reversibel. Es konnte
demonstriert werden, dass aus CD34" CD38 humanen HPC in einem Langzeit-

Transplantationsmodell in immundefizienten Mausen CD45" CD38 Zellen entstehen, welche
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wiederum in sekundaren Empfangern erneut CD34" Nachkommen generieren (Dao et al.,
2003). Da Stammzellen in der Maus generell CD34 sind, verdeutlichen diese Ergebnisse,
dass sich humane HPC an die Bedingungen in der Maus anpassen und die Hamatopoese

rekonstituieren kénnen.

Es existieren ebenfalls Hinweise darauf, dass HPC aktiv an der Regulation und
Aufrechterhaltung der Stammzellnische beteiligt sind, in welcher sie sich befinden. So konnte
in einem murinen in vitro Modell demonstriert werden, dass eine geringe Anzahl an HPC
zusammen mit Dexamethason eine osteogene Differenzierung kokultivierter MSC
beschleunigt (Liao et al., 2011). Neben solchen zweidimensionalen Kokulturen wurde auch
ein dreidimensionales Kokultursystem beschrieben, welches im direkten Vergleich zu
signifikant erhohter Expansion von CD34" Zellen und erhohter Koloniebildungsfrequenz
fuhrte (Zhang et al., 2006b). Dies impliziert, dass die Position von HPC auf bzw. in dem MSC
Feederlayer wichtig ist. Es konnte gezeigt werden, dass adharente CD34" Zellen in
zweidimensionaler Kokultur mehr CXCR4 exprimieren und in ihrer Differenzierung inhibiert
werden. Aul3erdem konnen den adharenten HPC aufgrund ihrer Position tber dem MSC
Feederlayer oder unter der Zellschicht zwischen MSCs und Zellkulturplastikboden
unterschiedliche Eigenschaften zugeordnet werden. So sind die HPC unter dem MSC
Feeder quieszenter und weisen einen primitiveren Phanotyp auf, wahrend die HPC auf dem
MSC Feeder eine hohe Zellteilungsrate aufweisen. CD34" CD38 HPC migrieren rasch unter
die MSC, und diese Migration kann durch Inhibierung von Integrin-f1 oder CXCR4 gestoppt
werden (Alakel et al., 2009; Jing et al., 2010). Uberdies konnte berichtet werden, dass die
Kokultivierung von HPC mit MSC die CD34" Zellen vor induzierter Apoptose schiitzt (Koh et
al., 2005). Einen schematischen Uberblick tiber die MSC-HPC-Interaktion und die daran

moglicherweise beteiligten Faktoren bietet die Abbildung 3.

Eine ex vivo Expansion von HPC, auch unter Kokulturbedingungen mit MSC, wuirde
bedeutende Vorteile fur die klinische Anwendung mit sich bringen. Nach weitgehendem
Verstandnis der zu Grunde liegenden Mechanismen kdnnten die zu expandierenden HPC
gezielt stimuliert werden, um ein optimales Anwachsen und bestmégliche Therapieerfolge zu
erzielen. So konnten autolog HPC von Patienten oder allogen aus Nabelschnurblut
gewonnen werden und nach ex vivo Expansion wieder zuriick transplantiert werden. Zum
derzeitigen Stand der Forschung ist es jedoch noch nicht mdglich, samtliche Komponenten
und Interaktionen der physiologischen HPC Nische im Knochenmark nachzuahmen, so dass
die HPC Uber langere Zeit quieszent mit CD34" CD38  Phanotyp verbleiben (Hofmeister et
al.,, 2007; Walenda et al., 2010; Walenda et al., 2011la; Walenda et al., 2011b). Einen

wesentlichen Einfluss auf eine in vitro Expansion von HPC hat ebenfalls das
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Kultivierungsmedium. So haben vor mehr als zwei Jahren Zhang und Kollegen ein Medium
fur die Kultur von HPC beschrieben, welches neben dem Basalmedium mit einer
Kombination aus funf verschiedenen Wachstumsfaktoren (SCF, TPO, FGF, ANGPTL5,
IGFBP2) versetzt wurde, um eine optimale Expansion von primitiven HPC zu erzielen (Zhang
et al., 2008).

Wachstumsfaktoren Metabolite und O, Druck

Extrazelluldre
Matrix

Zell-Zell Interaktion

Mesenchymale Stromalzelle

Abbildung 3: Schematische Darstellung einer in vitro Kokultivierung von HPC mit MSC.
Dargestellt sind Faktoren wie Zytokine und Wachstumsfaktoren, Metabolite und der
Sauerstoffpartialdruck, die extrazellulare Matrix und verschiedene Zell-Zell-Adhasionsproteine, welche
an der Interaktion von HPC mit MSC beteiligt sind. Eine optimale Nachahmung der natirlichen
Umgebung der Nische in vitro kénnte zu einer optimierten Expansion von primitiven HPC flhren.
Adaptiert aus Wagner et al., 2008b.

1.2.4 In vitro Assays zur Analyse des Stammzellpotentials

Um das verbleibende Stammzellpotential nach einer in vitro Kultivierung zu untersuchen,
stehen eine Reihe von Assays zur Verfigung. Ein koloniebildender (CFU-) Assay misst die
Entstehung von verschiedenen Kolonien von differenzierten Blutzellen. Es wird dabei
beispielsweise  zwischen  erythroiden  (CFU-E), granulozytaren (CFU-G) und
makrophgenartigen Kolonien (CFU-M) sowie verschiedenen Mischformen (z.B. CFU-GM,
CFU-GEMM) unterschieden. Wahrend diese Methode den Vorteil der Reproduzierbarkeit
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bietet, bleibt es unklar, ob die gemessenen Zellen tatsichlich zur Hamatopoese beitragen.
Des Weiteren sind ,Long-Term-Culture Initiating Cell* Assays (LTC-IC) und ,Cobblestone-
Area-forming-Cell* Assays (CAFC-Assay) etabliert (Sutherland et al., 1989; Zhang et al.,
2002). Der LTC-IC-Assay ist in der Lage, nach einem Zeitraum von finf Wochen primitiv
erhaltene HPC in Kultur nachzuweisen, wahrend im CAFC-Assay das Entstehen von
charakteristischen kopfsteinpflasterartigen Zellverbanden mit Stammzellpotential untersucht
wird. Nachteile dieser Methoden sind, dass kein Langzeitanwachsen gemessen wird und die
Komplexitat und Dauer der Versuche eine Reproduzierbarkeit erschweren (Hofmeister et al.,
2007). AuRerdem wurde demonstriert, dass Fraktionen aus mononukledren
Nabelschnurblutzellen eine héhere CAFC Frequenz als LTC-IC-Frequenz aufweisen, und
dass mehr als 60 % der CAFC nach funf Wochen keine LTC-IC-Funktion nachweisbar ist.
Jedoch sind beide Assays in ihrer Aussage vergleichbar, wenn wie in dieser Arbeit CD34"
angereicherte Zellen verwendet werden (Denning-Kendall et al., 2003). Als in vivo Assays
stehen z.B. NOD/SCID Repopulationsassays zur Verfigung, mit welchem das Anwachsen
von humanen Blutzellen in subletal oder letal bestrahlten Mausen untersucht werden kann.
Mit Hilfe dieses Assays wurde erstmalig das repopulierende Potential von humanen HPC
beschrieben (Siminovich et al., 1963; Siminovich et al., 1964). Obwohl dieser Assay gut
etabliert und anerkannt ist, wird das Anwachsen von humanen Zellen in der Mikroumgebung
der Maus untersucht, welche nicht 1:1 die humane Stammzellnische darstellt und somit
eventuell nicht mit dem Homing in das humane Knochenmark vergleichbar ist (Hofmeister et
al., 2007).

1.2.5 Zellalterung in vitro und in vivo

Alle Zellen des menschlichen Kaérpers sind einem Alterungsprozess unterworfen. Dabei wird
die Hamatopoese ebenfalls beeinflusst, und Seneszenzeinflisse von MSC auf deren
stromale Funktion stellen auch wahrend in vitro Kokultivierungen mit HPC einen nicht
unentscheidenden Faktor dar. Das regenerative Potential der Gewebe nimmt im Verlauf der
Alterung ab. Im Rahmen von in vitro Kultivierung ist die Seneszenz von humanen
somatischen Zellen Uber die Anzahl an Passagen definiert, es wird auch von replikativer
Seneszenz gesprochen (Ho et al., 2005). Das Altern der Zellen ist dabei von der Anzahl der
Zellteilungen abhéangig (von Zglinicki und Martin-Ruiz, 2005). Beispielsweise werden MSC
nach etwa 20 bis 50 Populationsverdopplungen groRer und granulérer, wobei die Anzahl an
moglichen Zellteilungen von den Kulturbedingungen abhéngig ist. Die Aktivitat der B-
Galaktosidase sowie die Apoptoserate ist in seneszenten MSC signifikant erhdht (Zhou et
al., 2008). Im Gegensatz zu humanen MSC konnen beispielsweise murine MSC tber mehr

als hundert Populationsverdoppelungen kultiviert werden (Fehrer und Lepperdinger, 2005).
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Werden humane MSCs aus einem einzelnen Zellklon in niedriger Zelldichte mit
regelmafligem Passagieren kultiviert, so sind bis zu 50 Populationsverdoppelungen moglich,
wohingegen diese MSC ihre Proliferation unter hoher Zelldichte bereits nach 15
Populationsverdoppelungen einstellen (Colter et al., 2000). Trotzdem verbleiben seneszente
Zellen weiterhin metabolisch aktiv, und kénnen in diesem Stadium Uber Jahre am Leben
erhalten werden. Dieses Phanomen wurde bereits vor tber 40 Jahren von Leonard Hayflick
beschrieben und die Zellteilungsgrenze seitdem als ,Hayflick-Limit* bezeichnet (Hayflick L.
und Moorhead P.S., 1961; Hayflick , 1965). Es wird seither diskutiert, ob das Hayflick-Limit
auch den Alterungsprozess in vivo widerspiegelt. So haben einige Studien gezeigt, dass
Langzeitkultur von MSC Auswirkungen auf das Differenzierungspotential hat (Stenderup et
al., 2003; Fehrer und Lepperdinger, 2005; Bonab et al., 2006). AuRerdem ist die Alterung
von MSC ein kontinuierlicher Prozess, welcher mit der ersten Zellpassage beginnt.
Abbildung 4 zeigt typische Wachstumskurven von MSC unterschiedlich alter Spender.
Verschiedene Gene werden im Verlauf von replikativer Seneszenz differentiell exprimiert.
Diese Anderungen der Genexpression sind zwischen verschiedenen Spendern sehr konstant
und korrelieren ebenso mit den Anderungen in der Genexpression von Zellen alter und
junger Spender. Es konnte zudem beobachtet werden, dass die Telomerlange von MSC
nicht zwangslaufig mit dem Spenderalter korreliert. Jedoch existieren Hinweise, dass mit
zunehmenden Spenderalter die Variationen in der Telomerlange zunehmen. Somit scheint
bei MSC ein Zusammenhang zwischen dem Prozess der replikativen Seneszenz und der
Zellalterung in vivo zu bestehen (Parsch et al., 2004; Wagner et al., 2008a; Wagner et al.,
2009).

25 -

junges Alter
MSC-BM 21yrs
MSC-BM 24yrs-a
~MSC-BM 24yrs-b
MSC-BM 25yrs
mittleres Alter
--@--- MSC-BM 44yrs
---m--- MSC-BM 50yrs
-A--- MSC-HIP 53yrs
---%--- MSC-BM 55yrs
hohes Alter
—=e— MSC-HIP 80yrs
—@— MSC-HIP 85yrs-a
—&—— MSC-HIP 85yrs-b
—>— MSC-HIP 92yrs

20 4

15 4

10 4

kumulative PD

40 60 80 100
Kultivierungstage

Abbildung 4: Wachstumskurven von MSC in Langzeitkul turen von Spendern unterschiedlicher
Altersklassen. Nach einer bestimmten Zahl an Populationsverdoppelungen erreichen die MSC das
Hayflick-Limit, stoppen die Proliferation und verbleiben in einem seneszenten und quieszenten Status.
Bei in vitro Kulturen kann nur ein sehr geringer und nicht signifikanter Einfluss des Spenderalters auf
das Wachstumsverhalten verzeichnet werden. Adaptiert aus Wagner et al., 2009.
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Auch hamatopoetische Stammzellen werden durch Alterungsprozesse beeinflusst. So
konnte demonstriert werden, dass die Differenzierungsfahigkeit in lymphoiden Zellen mit
zunehmendem Alter sowohl in Mausen als auch im Menschen abnimmt (Sudo et al., 2000;
Linton und Dorshkind, 2004). Im Gegensatz dazu ist das myeloide Potential mit
zunehmendem Alter nicht beeinflusst. Dieser Unterschied wurde in Mausexperimenten selbst
mit sehr kleinen transplantierten Zellmengen auf der Ebene von oligopotenten myeloiden und
lymphatischen Vorlaufern deutlich, was ein Hinweis auf altersabhangige unterschiedliche
Differenzierungsentscheidungen von HPC ist (Rossi et al.,, 2005; Gazit et al.,, 2008). Im
Zusammenhang damit kénnte auch die Beobachtung stehen, dass hamatologische
Erkrankungen, welche mit zunehmendem Alter auftreten, eher myeloiden Ursprungs sind,
wahrend Erkrankungen bei Kindern sich eher im lymphatischen Kompartiment manifestieren
(Signer et al., 2007). Jedoch ist tber die genauen Mechanismen, welche zur Alterung in HPC
beitragen, bisher wenig bekannt. In globalen Genexpressionsprofilen in murinen HPC wurde
eine Reihe von zelllinienspezifischen Genen identifiziert, die im Rahmen der Alterung
differentiell reguliert werden (Rossi et al., 2005; Prall et al., 2007). Zusammengefasst wird
verdeutlicht, dass Seneszenz und Zellalterung sehr komplexe Prozesse sind, an denen viele

Faktoren beteiligt sind.

1.3 Klinische Relevanz und therapeutisches Potentia |

1.3.1 Erkrankungen des blutbildenden Systems mit Be ~ zug zu dieser
Arbeit

Im Verlauf von hdmatologischen Erkrankungen wie Leukamien beginnen meistens ein oder
mehrere Zellklone mit einer unkontrollierten Proliferation, was zu einer Verdrangung der
Ubrigen Blutzelltypen fuhrt. So z&hlt das multiple Myelom (MM) zu den
Plasmazellerkrankungen mit unkontrollierter Proliferation dieses Zelltyps in der
Knochenmarkmikroumgebung. Es wird zusatzlich anhand verschiedener
Organfehlfunktionen charakterisiert (Palumbo und Anderson, 2011). Ein multiples Myelom
entsteht aus einer asymptomatischen pramalignen Proliferation monoklonaler Plasmazellen
aus B-Zellen, indem eine Vielzahl von genetischen Veranderungen und Abnormalitaten in
der Mikroumgebung zu einer Transformation und schlief3lich zu einem malignem Neoplasma
fuhrt (Kuehl und Bergsagel, 2002). Entscheidend ist, dass durch diese genetischen
Veranderungen auch die Expression von Adhasionsproteinen auf Myelomzellen sowie die

Reaktionen auf Wachstumsreize beeinflusst werden. Interaktionen zwischen den

20



Einleitung

Myelomzellen und den Zellen der Knochenmarknische sowie den Proteinen der ECM,
welche Uber Zelloberflachenrezeptoren wie Integrine, Cadherine, Selektine und andere
Zelladhasionsmolekdule binden, fihren zu einem verstarkten Tumorwachstum und erhéhen in
der malignen Zellfraktion die Uberlebensrate, Migration und Resistenzen gegen

Therapeutika (Palumbo und Anderson, 2011).

Im Gegensatz dazu werden alle malignen Erkrankungen des lymphatischen Systems unter
dem Sammelbegriff der ,Non-Hodgkin-Lymphome* (NHL) zusammengefasst, aulRer wenn
es sich um das Morbus Hodgkin handelt. Unter dem Morbus Hodgkin wird ein bdsartiger
Tumor der Lymphknoten verstanden, welcher sich unter anderem durch charakteristische
Symptome wie Schwellungen der Lymphknoten und das Vorhandensein von sogenannten
Reed-Sternberg-Zellen, welche fusionierte Zellen aus B-Lymphozyten darstellen,
auszeichnet (Brauninger et al., 2006). Es wurde erstmals 1832 von dem britischen Arzt
Thomas Hodgkin beschrieben (Hodgkin, 1832). Unter den NHL wurden bis 2001 wenigstens
20 Subtypen definiert, welche sich alle in histopathologischer, immunologischer und
klinischer Hinsicht unterscheiden (Harris et al., 1999). Inzwischen werden 43 Formen des
Lymphoms in vier Gruppen durch die Weltgesundheitsorganisation (WHO) definiert (Turner
et al., 2004; Clarke et al., 2004).

Eine weitere Gruppe der hamatologischen Erkrankungen ist die Gruppe der
myeloproliferativen Neoplasien (MPN). Dabei handelt es sich um eine monoklonale
Erkrankung einer myeloischen Stammzelle mit exzessiver autonomer Proliferation in eine
oder mehrere Zelllinien. Dem entsprechend wird die Erkrankung in chronische myeloische
Leukdmien (CML), Polycythaemia veria (PV), essentielle Thrombozythdmie (ET) und priméare
Myelofibrose (PMF) unterteilt. Das Durchschnittsalter der Diagnosestellung liegt zwischen 55
und 65 Jahren. Als Mitverursacher der Erkrankung wird in vielen Fallen die Mutation V617F
der intrazytoplasmatisch lokalisierten rezeptorassoziierten Januskinase 2 (JAK2 V617F-
Mutation) in den klonalen Zellen nachgewiesen. Auerdem wurden Mutationen im TET2 Gen
beobachtet, welches ebenfalls eine wichtige Rolle in der Myelopoese und in
Methylierungsschritten spielt. Jedoch sind diese Mutationen nicht immer nachweisbar. Aus
diesem Grund ist derzeit unklar, welche Mechanismen zur Unterdrickung der normalen
Hamatopoese beitragen (Wickenhauser, 2002; Benesch und Deeg, 2003; Jost et al., 2007;
Orazi und Germing, 2008; Delhommeau et al., 2009).
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1.3.2 Transplantation von HPC bei hdmatopoetischen Erkrankungen
und hamatopoetische Rekonstitution

In den vergangenen Jahren hat sich die Transplantation von hamatopoetischen Stammzellen
(HSCT) bei malignen hamatologischen Erkrankungen von einer sehr experimentellen
Prozedur zu einer Standardtherapie entwickelt (Gratwohl et al., 2009). Bereits vor Uber 50
Jahren wurde von Thomas und Kollegen Pionierarbeit geleistet und Knochenmarkaspirat
intraven0ds Patienten nach Bestrahlung und Chemotherapie verabreicht (Thomas et al.,
1957). Seit dieser Zeit wurden autologe und allogene HSCT in der Klinik gut etabliert und
werden derzeit standardmaRig fur die Rekonstitution des blutbildenden Systems nach
erfolgter Hochdosis-Chemotherapie angewendet (Ljungman et al., 2010). Die
hamatopoetische Rekonstitution nach HSCT wird gewdhnlich innerhalb von Wochen
beobachtet, doch es ist bis heute unklar, welche Mechanismen das enorme regenerative
Potential und die Aktivierung der HPC bestimmen (Spiegel et al., 2008). Traditionell werden
HPC fur die Transplantation aus Knochenmarkaspiraten oder mobilisiertem Peripherblut per
Leukapherese isoliert. Zusatzlich wurde in den letzten 20 Jahren das Nabelschnurblut (CB)
als attraktive und alternative Quelle fir HPC entdeckt (Broxmeyer et al., 1989; Gluckman et
al., 1989). Derzeit sind tGber 600.000 CB Einheiten in 6ffentlichen Nabelschnurblutbanken
eingefroren (Sullivan, 2008; Stanevsky et al., 2011). Eine HSCT mit CB-HPC bringt den
Vorteil signifikant niedrigerer Raten von ,Graft-vs-Host Disease” (GvHD) mit sich, und
ermdglicht aufgrund einer breiteren HLA Verteilung eine optimierte Auswahl an passenden
Transplantaten fir den Empfanger (Gluckman et al., 1997; Rocha et al., 2004). Allerdings ist
die Anzahl an HPC pro CB-Einheit sehr begrenzt, weshalb eine in vitro Expansion von HPC,
beispielsweise durch Kokultivierung mit MSC wie unter Punkt 1.2.3 beschrieben, neue

Perspektiven fir HPC Transplantationen 6ffnen wirde.

1.4 Ziele dieser Arbeit

Die Zahl an HPC pro CB-Einheit ist fur die Transplantation bei hamatologischen
Erkrankungen sehr begrenzt. Im Rahmen von allogenen und autologen HSCT wéare es daher
von bedeutendem Vorteil, wenn HPC nach Isolation zunachst in einem geeigneten in vitro
Kultursystem expandiert werden kdnnten, ohne dass die Zellen ihre Stammzelleigenschaften
verlieren. Im Anschluss an eine solche in vitro Expansion stiinden erheblich groRere Mengen

an HPC pro Transplantat zur Verfigung, was das Anwachsen der Zellen verbessern wirde.

Das Ziel dieser Arbeit ist es, die Bedingungen fir eine optimale in vitro Expansion von HPC
zu untersuchen. Dazu wird ein Hauptaugenmerk zuné&chst darauf gerichtet, Faktoren zu

identifizieren und analysieren, welche an der Expansion von HPC wéhrend in vitro
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Kultivierungen beteiligt sind. Dazu zahlt der Vergleich des Einflusses einer in vitro Expansion
von humanen CD34" HPC ohne und mit MSC Kokultur durch durchflusszytometrische
Analyse der Stammzellmarker CD34, CD38 und CD133 sowie verschiedene
Differenzierungsmarker wie CD13, CD45 und CD56. Da die HPC mit dem Farbstoff CFSE
gefarbt werden, erlaubt dieses nach Expansion eine parallele durchflusszytometrische

Analyse der Zellteilungen.

Ein Parameter, der untersucht werden soll, ist der Einfluss von Adhasionsproteinen und das
zellulare Altern von MSC auf deren stromale Funktion fir den Erhalt der HPC. Um gezielter
zu analysieren, welche Proteine an der Zell-Zell-Interaktion und der Aufrechterhaltung des
Stammzellpotentials beteiligt sind, werden mit bereits etablierten siRNA Systemen bestimmte
Proteine wie die Adhasionsproteine N-Cadherin, Cadherin-11, CD44 und ITGB1 in den MSC-
Feederzellen herunter reguliert und Zellteilungen und Immunphanotyp der HPC nach
Expansion untersucht. Um die Aufrechterhaltung des Stammzellpotentials genauer
bestimmen zu konnen, werden koloniebildende Assays wie ein LTC-IC-Assays mit auf
siRNA-transfizierten MSC kultivierten HPC durchgefihrt. Diese Versuche dienen dazu,
Modifikationsmdglichkeiten zu identifizieren, welche helfen kdnnten, die Expansion von HPC

zu optimieren.

Im Anschluss soll der Einfluss von Wachstumsfaktoren unter Kokulturbedingungen von HPC
und MSC getestet werden. Es werden HPC ohne und mit MSC expandiert und dem
Kultivierungsmedium verschiedene Kombinationen der Zytokine SCF, TPO, FGF, ANGPTL5
und IGFBP2 zugesetzt. Nach Expansion werden die Aufrechterhaltung der
Stammzellcharakteristika und Zellteilungen durchflusszytometrisch und mittels CFU-Assays
untersucht. Um ein repopulierendes Potential in vivo nachzuweisen, kommt ein NOD/SCID
Mausmodell zum Einsatz. Dabei werden subletal bestrahlten Tieren ohne und mit MSC und
jeweils allen funf Zytokinen praexpandierte HPC transplantiert und nach sieben Wochen das

Anwachsen analysiert.

Uberdies soll weitergehenden klinisch relevanten Fragestellungen nachgegangen werden,
wie die Hamatopoese im menschlichen Kérper reguliert und nach einer Chemotherapie
regeneriert wird. Dazu wird aus Peripherblut von Patienten, welches zu verschiedenen
Zeitpunkten vor und nach Chemotherapie abgenommen wird, Serum isoliert. Es wird der
Einfluss des Zusatzes dieser Serumproben im Kulturmedium mit und ohne
Kokulturbedingungen auf den Erhalt der Stammzelleigenschaften getestet. Diese

Untersuchungen sollen neben einem genaueren Verstandnis der zugrundeliegenden
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Einleitung

Mechanismen dazu beitragen, neue Wege fir eine klinisch relevante Expansion von HPC im

rahmen autologer Stammzelltransplantationen mit patienteneigenem Material zu ebnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1

anti-Cadherin-11
anti-N-Cadherin
anti-ERK2
anti-Integrin beta 1
anti-CD44
anti-p-Aktin

Primarantikorper

Klon 5B2H5, Zymed Laboratories, San Francisco, USA

Klon 32, Beckton Dickinson [BD], Heidelberg

BD; 610030

Klon 4B4LDC9LDHS8, Beckman Coulter, Fullerton, USA
Klon DF1485, 03-16080, Gentaur, Brissel, Belgien

Klon sc-47778, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA

(alles monoklonale Antikdrper aus der Maus)

2.1.2

Sekundarantikorper

Ziege-anti-Maus Antikérper Klon sc-2005, Santa Cruz Biotechnology

2.1.3 FACS-Antikorper

CD3-APC Klon HIT3a, BD, San Jose, USA

CD3-PE Klon SK3, BD

CD13-APC und -PE Klon WM15, BD

CD19-APC Klon HIB19, BD

CD19-PE Klon 4G7, BD

CD20-APC Klon L27, BD

CD33-PE Klon D3HL60.251, Beckman Coulter, Krefeld
CD34-APC Klon 8G12, BD

CD38-PE Klon HB-7, BD

CD45-APC Klon HI30, BD

CD45-V500 Klon HI30, BD

CD56-PE Klon MY31 und B159, BD

CD133-PE Klon AC141, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
2.1.4 Chemikalien

CASYCLEAN Schéarfe System, Reutlingen
CASYTON Schérfe System

CFSE Sigma Aldrich, Steinheim
Chloroform Roth, Karlsruhe
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DMSO

EDTA

Ethanol reinst

Isopropanol
Magermilchpulver

Methanol

PBS

PD098059

Propidiumiodid Farbeldsung
Triton-X-100

Tween-20

2.1.5

2’-Amino-3’-Methoxyflavon
CD34-Micro-Bead Kit
Chemilumineszenz ECL Losung
Gelladepuffer

High Capacity cDNA RT Kit

Page Ruler pre-stained protein ladder
Polyvinylidendifluorid Membran
RayBio Human Cytokine Antibody Array
RNA GroéfRRenstandard RNA 6000
RNAI Starter Kit

RNA 6000 Pico LabChip kit
Transferpuffer 25x

Tris-Glycin-SDS Laufpuffer 10x

4-12 % TRIS-Glycin Gradientengele
TRIzol Reagenz

Trypsin EDTA 0,25 %

2.1.6

Material und Methoden

Roth

Sigma

Merck, Darmstadt

Roth

Merck

Roth

PAA, Pasching, Osterreich
Promega, Madison, WI, USA
BD, Heidelberg

Sigma

Roth

Molekularbiologische Chemikalien und Kits

PD098059, Promega, Madison, USA
Miltenyi Biotec

Amersham Biosciences, UK

Fermentas GmbH, St. Leon Rot

Applied Biosystems, Darmstadt

SMO0671, Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Millipore, Billerica, USA

RayBiotech, Norcross, GA, USA

Ambion Inc., Austin, TX, USA

301799, Qiagen, Hilden

Agilent, Waldbronn

Anamed Elektrophorese GmbH; Darmstadt
Anamed

Anamed

Invitrogen, Paisley, UK

Sigma

siRNA Konstrukte und Primer

Alle verwendeten siRNA-Konstrukte wurden von der Firma Qiagen bezogen und sind in

Tabelle 1 dargestellt. Alle verwendeten Primer wurden von der Firma Biospring in Frankfurt

am Main synthetisiert. Die Sequenzen der Primer sind in Tabelle 2 dargestellt.
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Tabelle 1: In dieser Arbeit verwendete siRNA Konstr  ukte
Ziel - mRNA Abkulrzung Nummer
Integrin-beta-1 ITGB1 S100034370
N-Cadherin N-CDH S100028441
Cadherin-11 CDH11 S100028511
Jagged-1 Jagged-1 S102780134
vaskulares Zelladhasionsmolekdl-1 VCAM-1 S100021630
mitogenaktivierte Protein Kinase-1 MAPK-1 S11022564
Tabelle 2: In dieser Arbeit verwendete Primersystem e
Name Abkurzung Sequenz
Integrin-beta-1 ITGB1-F 5-CGTAGCAAAG GAACAGCAGA -3
ITGB1-R 5-GCTTAGCTGT TGTGCTA-3’
vaskulares VCAM-1-F 5-TACCCATTTG ACAGGCTGGA-3’
Zelladhasionsmolekil-1 VCAM-1-R 5-TGGAACAGGT ATGGTCACA-3’
Jagged-1 Jagged-1-F 5-CTTCCAACGA ACACCTGAA-3’
Jagged-1-R 5"-GTTGACACCAT CGATGCAAG-3’
Glycerinaldehyd-3- GAPDH-F 5-TTCGTCATGG TGTGAACCA-3’
Phosphat-Dehydrogenase GAPDH-R 5-CTGTGGTCAT AGTCCTTCCA-3

2.1.7 PCR-Programme und Mastermixe

Reverse Transkription

Die reverse Transkription isolierter RNA wird mit dem ,High-Capacity cDNA Reverse

Transcription Kit* von Applied Biosystems an einem Eppendorf Mastercycler durchgefihrt.
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Tabelle 3: Pipettierschema flr eine reverse Transkr

Material und Methoden

iption isolierter RNA

Reagenz Konzentration 1x Vol.
H,O 4,20 pL
Reverse Transcription Puffer 10x 2,00 pL
Random Primer 10x 2,00 puL
dNTPs 25x 0,80 uL
Multiscribe Rev. Transkriptase 50 U/puL 1,00 pL
Template RNA in H,O 5 ng/pL 10,00 pL
Summe 20,00 pL
Tabelle 4: Temperaturprogramm einer reversen Transk  ription

Primerbindung Reverse Transkription  Denaturierung P rogrammende
1x25 <, 10 min 1 x 37 C, 120 min 1x85%C,5s 1x4<

Quantitative Realtime-PCR
Realtime-PCR werden mit dem Farbstoff SYBR-Green am “ABI PRISM 7700HT Sequence

Detection System Instrument” (Applied Biosystems) durchgefuhrt.

Tabelle 5: Pipettierschema fir eine Realtime-PCR

Reagenz Konzentration 1x Vol.

H,O 6,00 pL

Power SYBR Green PCR Master Mix 2X 10,00 pL
Forward Primer 10 uM 1,00 pL
Reverse Primer 10 uM 1,00 pL
Template cDNA in H,O 5 ng/pL 2,00 pL
Summe 20,00 pL
Tabelle 6: Temperaturprogramm einer Realtime-PCR

Denaturierung Denaturierung Ann&herung und Elongati on | Programmende
1x95 T, 10 min 40x95TC, 15s 40x60 C,60s 1x4<

28




2.1.8 Zellkulturmedien und Puffer

Medium 7

58 % DMEM-LG

40 % MCDB201

2% FCS

2 mM L-Glutamin

100 U/mL Pen/Strep
1%ITS

1 % Linolenséure BSA

10 nM Dexametason

0.1 mM L-Ascorbinsdure-2-Phosphat

10 ng/mL PDGF-bb
10 ng/mL EGF

HPL-Medium
DMEM-LG

2 mM L-Glutamin
100 U/mL Pen/Strep
10 % pHPL

2 U/mL Heparin

Einfriermedium
80 % FCS
20 % DMSO

LTBMC-Medium

IMDM

12.5 % FCS

12.5 % Pferdeserum

2 mM L-Glutamin

1000 U/mL Penicillin
100 U/mL Streptomycin
1 uM Hydrocortison

Material und Methoden

PAA, Pasching, Osterreich
Sigma, Deisenhofen
HyClone, Bonn

Sigma

Lonza, Basel, Schweiz
Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Peprotech, Hamburg
Peprotech

PAA

Sigma

Lonza

diese Arbeit

Roche GmbH, Mannheim

HyClone
Roth

Gibco, Carlsbad, CA, USA

HyClone

Terry Fox Laboratories, Vancouver, Canada
Sigma

Gibco

Gibco

Sigma
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StemSpan Medium komplett
StemSpan SFEM

500 ng/mL ANGPTL5

10 ng/mL FGF

10 pg/mL Heparin

100 ng/ml IGFBP2

10 ng/mL SCF

20 ng/mL TPO

StemSpan Medium mit Peripherblutserum

StemSpan SFEM

10 % Serum aus Peripherblut

Material und Methoden

Stem Cell Technologies, Grenoble, Frankreich
Abnova GmbH, Heidelberg

PeproTech

Roche GmbH

R&D Systems, Wiesbaden

PeproTech

PeproTech

Stem Cell Technologies
diese Arbeit

Methylzellulose Medium fir CFU- und LTC-IC-Assays

HSC-CFU light with EPO

Zelllyse-Puffer

50 mM Tris HCl pH 7.5
150 mM NacCl

5 mM EDTA

1 % Triton-X-100

1 % Protease Inhibitor Cocktail

MACS-Puffer
PBS

1% FCS

2 mM EDTA

MTT-Solvent Losung
4 mM HCI
0,1 % Nonidet-P-40

Isopropanol

Miltenyi Biotec

Roth
Merck
Roth
Sigma
Sigma

PAA
HyClone
Sigma

Roth
Sigma
Roth
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RBC-Lysepuffer

150 mM Ammoniumchlorid (NH4CI)
10 mM Kaliumbikarbonat (KHCO3)
0,1 mM EDTA

2.1.9 Zellen

Mesenchymale Stromalzellen

Hamatopoetische Stammzellen

2.1.10 Gerate

ABI PRISM® 7700HT
Agilent 2100 Bioanalyzer
Autoklav

Auto MACS System

Bestrahlungsgerat

Eismaschine

FACS CANTO Il

FACS SCAN

FACS Vantage SE Zellsorter
Gefrierschrank -20 C
Gefrierschrank -80 C

Heizblock

Hyperfilm (Western Blot Detektion)
Hyperprocessor 110/120 V
Inkubator 37 C

Kihlschranke

Laborwaage
Plattenfluoreszenzlesegerat
Linearbeschleuniger Precise

Magnetrihrer

Nano Drop ND-1000 Spektralphotometer

Reinstwasseranlage

Schuttelinkubator

Material und Methoden

Merck
Merck
Roth

Primarkulturen aus humanem Knochenmark

frische Isolate aus humanem Nabelschnurblut

Applied Biosystems, Darmstadt

Agilent Technologies GmbH, Waldbronn
Zentracert, Typ 5169, Lautenschlager, Kéln
Miltenyi Biotec

IBL-437, Cis Bio International, Bagnols,
Frankreich

Scotsman Frimont AF80, Pogliano, Italien

BD

BD

BD

Liebherr GmbH, Ochsenhausen

Platinum 340, Angelatoni Ind ustrie SpA, Massa
Martana, Italien

Thermomixer compact, Eppendorf, Hamburg
AmershamBiosciences Europe GmbH, Freiburg
GE Healthcare, Freiburg

Hera Cell 240, Thermoscientific, Langenselbold
Liebherr, Bulle, Schweiz

TE313S, Sartorius GmbH, Géttingen

LAS-3000, Fuijifilm Europe, Dusseldorf

Elekta GmbH, Hamburg

VMS-C7, VWR International GmbH, Darmstadt
Peqglab Biotechnology, Erlangen

EDI 40-System, membraPure GmbH, Bodenheim

HT Minitron, Infors AG, Bottmingen, Schweiz
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Sequence Detection System Instrument
Spannungserzeuger

Spullmaschine

Sterilbanke

Tecan Infinite 200 Platten Lesegerat
Tischzentrifuge

Trima Accel Collection System
Wasserbad

Warmeschrank

Western Blot Kammern

Vortexer

Zentrifugen

Material und Methoden

Applied Biosystems

VWR International GmbH, Darmstadt
Riebesam Prof. 26-03, Seland GmbH, Essen
Thermoscientific, Karlsruhe

Tecan Trading, Mannedorf, Schweiz
Centrifuge 5418, Eppendorf
CaridianBCT, Garching

PD Industriegesellschaft mbH, Dresden
Binder GmbH, Tuttlingen

Bio-Rad Laboratories, Minchen
Scientific Industries, Bohemia, NY, USA
Rotanta 460, Hettich, Tuttlingen

2.1.11 Verbrauchsmaterial und Glaswaren

2 mL Reaktionsgefalle

1,5 mL Reaktionsgefal3e

0.2 um GD/X PVDF Filter

2 mL Kryordhrchen

5 mL Kunststoff-Einwegpipetten

10 mL Kunststoff-Einwegpipetten

25 mL Kunststoff-Einwegpipetten
Einfrierdose fur Zellen (Mr. Frosty)
Fotoplatten zur Western Blot Detektion
Magnetrihrstdbchen versch. GréRen
Mini-MACS Zellseparationsrohrchen
Nabelschnurblut-Entnahmesets
Neubauerzéhlkammer
Pasteur-Pipetten

24-Well Platten

96-Well Platten

Pipetten versch. GroRen
Pipettenspitzen versch. GréRen

15 mL R6hrchen

50 mL Réhrchen
5 mL Roéhrchen

Sarstedt

Sarstedt

Whatman, Dassel

Nunc, Roskilde, Dadnemark
Corning Inc., New York, USA
Corning

Corning

Nalgene, Roskilde, Danemark
Fujifilm Europe, Dusseldorf
VWR

Miltenyi Biotec

Vita 34 AG, Leipzig

Brand, Wertheim

Brand

Nunc

Nunc

Eppendorf

Star Lab, Ahrensburg

BD Falcon, Heidelberg und Greiner Bio One
GmbH, Frickenhausen

BD Falcon

BD Falcon
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Schottflaschen verschiedener Grol3en
Sonstige Glaswaren

75 cm? Zellkulturflaschen

25 cm? Zellkulturflaschen

Zellsiebe verschiedene GrofRen

2.1.12 Software

Adobe Photoshop
FACS-Diva, Version 4.1
FACS CellQuest Pro
FlowJo, Version 5.7.2
L-Calc

Leica application suite
Multi Gauge

TIGR MeV Version 4.4
WinMDI 2.8

Material und Methoden

Schott GmbH, Mainz
Schott

Nunc

Nunc

BD

Adobe Systems, San Jose, CA, USA

BD

BD

Tree Star, Ashland, OR, USA

Stem Cell Technologies

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

Fujifilm Europe

Dana-Farber Cancer Institute, Boston, MA, USA
The Scripps Institute, San Diego, CA, USA
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2.2 Methoden

2.2.1 Isolation und Separation der MSC

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgt die Isolation von MSC aus humanem Knochenmark. Es
werden zum einen Knochenmarkaspirationen von gesunden allogenen Spendern bezogen,
welche nach umfassender Aufklarung durch den behandelnden Arzt und schriftichem
Einverstandnis des Patienten aus Filtersets von Knochenmarkaspiratbeuteln in
Ubereinstimmung mit der Ethikkommission der Universitat Heidelberg mit Bezug zur
Verwendung von humanem Material isoliert werden. Die Beutel enthalten nach
Knochenmarktransplantationen Restmengen an MSC. Diese Filtersets werden unter sterilen
Bedingungen geéffnet und mit PBS gespilt. Zum anderen werden MSC aus bei
Routineeingriffen anfallenden Knochenfragmenten und Huftkdpfen in Zusammenarbeit mit
Herrn PD Dr. med. Wolf Drescher aus der Abteilung fur Orthopadie und Unfallchirurgie nach
ausfuhrlicher Aufklarung und schriftichem Einverstdandnis des Patienten isoliert. Dazu
werden die Knochenstiicke unter sterilen Bedingungen mechanisch zerkleinert und mehrfach
mit PBS gespllt. Um grof3ere Knochenstuckchen auszuschlieBen, wird die Zellsuspension

durch ein Zellsieb mit 100 pm Porengrdol3e passiert.

Zur Separation der mononuklearen Zellen werden Ficoll-Hypaque
Dichtegradientenzentrifugationen durchgefiihrt. Eine Dichtegradientenzentrifugation beruht
auf der Tatsache, dass mononukleare Zellen wie Lymphozyten und Monozyten eine
geringere Dichte als Erythrozyten und Granulozyten haben. Aus diesem Grund
sedimentieren Erythrozyten und Granulozyten, koagglutiniert durch das Polysaccharid Ficoll
(Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer), wahrend die mononuklearen Zellen ihrer
geringeren Dichte entsprechend einen gut sichtbaren weil3en Interphasering bilden. Die
grolRere Dichte wird durch die Kombination von Ficoll mit Hypaque (auch Metrizoat, ein
Rontgenkontrastmittel) erzielt. Zur Separation der MSC aus den Zellsuspensionen werden
50 mL Roéhrchen mit 18 mL Ficoll-Hypaque Losung befillt und vorsichtig mit 27 mL
Zellsuspension ohne Durchmischung tberschichtet. AnschlieRend werden die Proben bei
950 x g fiur 25 min ohne Bremse zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wird der Ring aus
mononuklearen Zellen mdglichst vollstandig abgenommen und in ein weiteres Ro6hrchen
Uberfuhrt. Nach einmaligem Waschen mit PBS wird das Zellpellet in ca. 5 mL Medium in eine
25 cm? Zellkulturflasche gegeben und bis zum Erreichen der gewiinschten Konfluenz bei 37
T und 5% CO , im Inkubator kultiviert.
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2.2.2  Kultivierung der MSC

MSC zeichnen sich durch ihre Plastikadharenz aus. Bei Aussaat nach erfolgter
Dichtegradientenzentrifugation werden diese Zellen ausschlieRlich durch diese Eigenschaft
von den anderen h&matopoetischen Zellen separiert. In dieser Arbeit werden MSC in drei
verschieden Medien kultiviert: Medium 7 (Reyes et al., 2001), DMEM-LG mit 10 % FCS und
DMEM-LG mit 10 % pHPL (Horn et al., 2010).

2.2.3 Passagieren und Kryokonservierung der MSC

Zur Expansion von MSC eines Spenders werden diese so lange kultiviert, bis sie 80 % bis 95
% des ZellkulturgefaRes bedecken. Die MSC werden passagiert, indem das Medium
abgenommen und der Zellrasen zwei Mal mit PBS gewaschen wird. AnschlieRend werden
ca. 13 puL/cm? Trypsin / EDTA 0,25 % hinzugegeben und die Zellen bis zum Ablésen des
Zellrasens (2 bis 5 min) bei 37 T inkubiert. Die T rypsinreaktion wird durch Zugabe von etwa
80 pL/cm? Medium oder PBS jeweils mit 10 % FCS abgestoppt. Nach einem
Zentrifugationsschritt bei 350 x g und Suspendieren des Zellpellets in 1 mL Medium wird ein
Aliquot zum Ausschluss toter Zellen mit Trypanblau-Losung gefarbt und die Zellzahl mittels
einer Neubauerzahlkammer bestimmt. Bei einer erneuten Aussaat werden die MSC in einer

Dichte von ca. 13.000 / cm? ausgesét.

Um fir eine spatere Verwendung gentigend Zellmaterial eines Spenders und verschiedener
Passagenzahl zur Verfigung zu haben, werden MSC fir maximal ein halbes Jahr bei -80 C
oder fur langere Zeit in flissigem Stickstoff bei -196 T eingelagert. Dafir werden in der
Regel 10° MSC in 500 uL Medium mit einem gleichen Teil Einfriermedium pro Kryoréhrchen
in einer Einfrierdose mit Isopropanol eingefroren. Bedingt durch die Abkihlrate des
Isopropanols von 1 T/min ist gewahrleistet, dass die Bildung von fir die Zelle schadlichen
Eiskristallen verhindert wird. Im Gegensatz zum Einfrieren erfolgt das Wiederauftauen der
MSC schnell. Die MSC-Suspension wird direkt in Medium in einer Dichte von 13.000 / cm?
ausgesat. Nach ein bis zwei Tagen Kultur kann ein Mediumwechsel erfolgen, um restliches
DMSO zu entfernen.

2.2.4 Isolation und Separation der HPC

Die Isolation der HPC erfolgt nach ausfihrlicher Aufklarung durch den behandelnden Arzt
und schriftlichem Einverstéandnis der Patientin aus humanem CB. Nach erfolgter Abnabelung
wird entweder die Nabelschnur unter Zuhilfenahme eines speziellen Blutbeutel-

Entnahmesets punktiert und maximal 100 mL gesammelt, oder das Blut wird direkt aus den
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Nabelschniiren in vorbereitete 50 mL Ré&hrchen, welche mit 2000 U Heparin als
Antikoagulans versetzt sind, ausgestrichen. Die Blutkollektion erfolgt durch die
behandelnden Arzte oder Hebammen. Im Anschluss wird die Blutprobe bei 4 T gelagert und
innerhalb von 24 h weiter verarbeitet. Zur weiteren Aufbereitung wird die CB-Probe mit ein
bis zwei Teilen PBS verdiinnt. Dann erfolgt eine Dichtegradientenzentrifugation mittels Ficoll-
Hypaque wie unter Punkt 2.2.1 beschrieben. Nach Abnahme und Uberfiihrung des weiRen
Interphaserings aus mononukledren Zellen wird die Zellsuspension zur Vorbereitung auf eine
magnetische Zellseparation zwei Mal mit MACS-Puffer gewaschen und die Zellzahl per

Neubauerzahlkammer bestimmt.

Die magnetische Zellseparation beruht auf der spezifischen Bindung eines Antikérpers an
das entsprechende Antigen auf der Zelloberflache, wobei die Antikérper wiederum an
Eisenpartikel gekoppelt sind. Nach Inkubation der Zellen werden diese Uber eine in einem
Magnetfeld gelagerte Saule gegeben, wobei die Zellen mit gebundenem Antikdrper-
Eisenpartikel-Komplex im Magnetfeld hangen bleiben. Wird die Séaule aus dem Magnetfeld

genommen, kénnen die so angereicherten Zellen herausgespilt werden.

Die Isolation von CD34" HPC erfolgt mit dem CD34-Micro-Bead Kit gemaR den
Herstellerangaben. Dazu wurde das Zellpellet nach dem Waschen in insgesamt 300 pL
MACS-Puffer resuspendiert. Pro 10° Zellen werden 100 pL Blocking-Puffer und 100 pL
Microbead-Suspension dazugegeben und fur 30 min bei 4 T inkubiert. Anschliel3end
werden die Zellen ein Mal mit MACS-Puffer gewaschen und in 1 pL MACS-Puffer
resuspendiert. Die magnetische Aufreinigung erfolgt entweder per AutoMACS System nach
Herstellerangaben oder tdber Mini-MACS Séaulen. Zur Aufreinigung uber eine Mini-MACS
Saule wird diese im Stander platziert und mit 500 uL MACS-Puffer equibriliert. Im Anschluss
wird die Zellsuspension auf die Saule gegeben und nach Durchlauf der Probe drei Mal mit
500 pL MACS-Puffer gewaschen. Die CD34" Zellen werden vom Magnetfeld in der Saule
zurlckgehalten. Nach den Waschschritten wird die Saule in einem 15 mL Rdéhrchen platziert,
mit 1 mL MACS-Puffer befllt und die CD34" Zellen mit dem zur Saule gehérenden Stempel

herausgedrtickt.

2.2.5 Durchflusszytometrie und Zellsortierung

Bei der Durchflusszytometrie handelt es sich um die Messung zellularer Eigenschaften in
einem Flussigkeitsstrom, welcher fest installierte Detektoren passiert. Die Zellen emittieren
als Einzelpartikel charakteristische optische Muster, wenn sie in einer Kapillare nach dem

Prinzip der hydrodynamischen Fokussierung einen oder mehrere Laserstrahlen mit
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verschiedenen Emissionswellenlangen passieren. Bei Kontakt mit dem Laserlicht werden die
Lichtphotonen von den Zellen gestreut und emittiert. Die Zelle emittiert dabei Streulicht und
Autofluoreszenzimpulse, im Falle einer Konjugation mit einem fluorochrommarkierten
Antikorper spezifische Fluoreszenzimpulse. Das so gestreute Licht wird durch eine Reihe
von verschiedenen Spiegeln und Filtern in die konstituierenden Wellenlangen aufgespalten,
und fallt auf spezielle Detektoren, welche proportional zur detektierten Lichtmenge
elektrische Impulse auslésen. Somit findet eine Konvertierung vom Analog- zum Digitalsignal
statt, welches computergestiitzt dargestellt und analysiert werden kann. Bei einem
Zellsortiergerat kommt weitere Technik zum Einsatz, bei der Subpopulationen von Zellen
oder Partikeln von der Hauptpopulation aufgrund ihrer Eigenschaften getrennt werden
kénnen. Dazu zahlen das Vorwartsstreulicht (FSC; forward scatter) als relatives Maf3 fur die
PartikelgroRe, das Seitwartsstreulicht (SSC; side scatter) als relatives MalR fir die
Granularitat von Partikeln sowie spezifisch emittierte Fluoreszenz von konjugierten
Antikdrpern (Fruehauf et al., 2000).

Zur Anreicherung von CD34" Zellen werden diese nach der unter Punkt 2.2.4 beschrieben
MACS Aufreinigung mit einem direkt konjugierten CD34 Antikorper fur 30 min bei 4 T
inkubiert. Zur Anreicherung von CD34" und CD38 HPC werden diese zuséatzlich mit einem
direkt konjugierten CD38 Antikdrper mit anderem Fluoreszenzfarbstoff als der CD34
Antikorper inkubiert. Zellsortierungen wurden von Dr. Volker Eckstein und Frau Kerstin
Wadrner mit einem FACS Vantage SE Cellsorter durchgefiihrt (Keeney et al., 2004; Horn et
al., 2008; Walenda et al., 2010; Wein et al., 2010; Tarnok et al., 2010).

2.2.6 Ko-/ Kultivierung der HPC

In Abhangigkeit vom Versuchsaufbau werden die CD34" HPC in unterschiedlichen Medien
aufgenommen. Im Rahmen dieser Arbeit werden das LTBMC Medium sowie das StemSpan
SFEM Medium (beide siehe Punkt 2.1.7) mit humanem Serum oder verschiedenen
Zytokinzusatzen, wie im Ergebnisteil beschrieben, verwendet. Fur Kultivierungsexperimente
mit anschlieBender durchflusszytometrischer Untersuchung des Immunphanotyps werden
CD34" Zellen in einer Dichte von etwa 8.000 Zellen / cm? Wachstumsflache ausgesét. Bei
einer Kokultivierung mit MSC werden diese entsprechend mindestens einen Tag vor Aussaat
der HPC in einer Dichte von 15.000 / cm? Wachstumsflache in MSC Medium als Feederlayer
ausgesat. Die CD34" HPC werden dann nach Abnahme des MSC Mediums in der
entsprechenden Dichte im HPC Medium direkt auf die Zellen gegeben. Werden die frisch
isolierten HPC aufgrund der Versuchsplanung erst am Folgetag verwendet, so werden sie

Uber Nacht bei 37 T in einem 15 mL R6hrchen im Bru tschrank gelagert.
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2.2.7 Bestrahlung von MSC

Um eine Proliferation der MSC in Langzeitkulturen fur LTC-IC-, CFU- und
Proliferationsassays zu verhindern, wurden bei diesen Experimenten die Feederzellen mit
Gammastrahlung in einer Intensitdt von 20 Gy bestrahlt. Dazu wurde ein IBL-437
Bestrahlungsgerét der Blutbank verwendet. Durch die Gammastrahlung werden Proteine und
Nukleinsduren der Zellen beschadigt, was in den meisten Fallen einen Stopp der
Proliferation bewirkt. 24 h nach der Bestrahlung wird das MSC Medium durch frisches
Medium oder CD34" Zellen in Medium ausgetauscht, da die MSC unmittelbar nach

Bestrahlung toxische Substanzen sezernieren (Punzel et al., 1999).

2.2.8 Durchflusszytometrische Untersuchungen

Nach Kultivierung der HPC ohne und mit MSC Kokultur wird der Immunphanotyp von
verschiedenen Oberflachenantigenen durchflusszytometrisch untersucht. Fir eine FACS-
Messung werden neben den Untersuchungsproben auch Autofluoreszenz- und
Einzelfluorochromproben zur Kompensation der verschiedenen Fluoreszenzkandle
verwendet. Hierzu zahlen eine ganzlich ungefarbte Probe zur Messung der Zell-
Autofluoreszenz und Proben, welche jeweils nur mit einem einzigen Farbstoff konjugiert sind.
Das Prinzip der Kompensation beruht auf der Messung des Fluoreszenzlichtes, das in
andere Kandle als den jeweils spezifischen Kanal streut, da sich die Emissionswellenlangen
verschiedener Farbstoffe wie z.B. PE, Pl und FITC, welche mit dem gleichen Laser angeregt
werden, zum Teil Uberlappen. Es wird der jeweilige Streulichtanteil vom zu kompensierenden

Kanal elektronisch subtrahiert (Fruehauf et al., 2000).

Zur FACS-Messung werden die Zellen durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren abgeerntet,
die Zellkulturschale mit 1 mL PBS gespdult, bis sich alle Zellen vom Boden abgeltst haben
und diese in 5 mL Rohrchen gegeben. Die Rohrchen werden bei 400 x g fir 7 min
zentrifugiert und der Uberstand bis auf etwa 200 pL abgenommen. AnschlieRend wird das
Zellpellet resuspendiert und in die entsprechenden Réhrchen direkt konjugierter Antikérper in
einer Endverdiinnung von 1:200 in die Zellsuspension gegeben. Die Réhrchen werden fur 30
min bei 4 T inkubiert. Nach der Antikérperinkubati on werden die Réhrchen mit 2 mL PBS
aufgefillt und fiir 7 min bei 400 x g zentrifugiert. Im Anschluss wird der Uberstand bis auf ca.
200 pL Restvolumen abgenommen. Um bei der Messung tote Zellen auszuschlieRRen,
werden die Untersuchungsproben jeweils mit 2 uL Pl Féarbelésung versetzt. Das Pl kann

nicht mehr intakte Zellmembranen toter Zellen passieren und interkaliert &hnlich dem
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Ethidiumbromid in die DNA (Walenda et al., 2010; Wein et al., 2010). Weitere
durchflusszytometrische Anwendungen des PI sind z.B. die Messung von DNA-Gehalt und
Zellzyklusanalysen (Moore et al., 1998; Lecoeur, 2002). Bis zur FACS-Messung werden die

Proben auf Eis gelagert.

2.2.9 CFSE-Farbung

Carboxyfluorescein Diacetat N-Succinimidyl Ester (CFSE) ist ein kleines lipophiles Molekdl,
welches leicht durch die Zellmembran in das Zytoplasma diffundiert. Dort entfernt eine
Esterase die Azetylgruppen, wodurch die fluoreszierenden Eigenschaften des CFSE-
Molekils aktiviert werden. Die Succinimidyl-Ester Gruppe bindet kovalent an Aminogruppen
intrazellularer Proteine und verankert auf diese Weise den Farbstoff im Zytoplasma (Lyons
und Parish, 1994; Wang et al.,, 2005). Der CFSE-Farbstoff besitzt in den Zellen eine
Halbwertszeit von 72 + 4 h. Bei Zellteilungen wird der Farbstoff gleichmaiig auf die
Tochterzellen verteilt und somit in der Fluoreszenzintensitat halbiert. Auf diese Weise lasst
sich die Anzahl an Zellteilungen innerhalb eines begrenzten Kultivierungszeitrahmens von
etwa einer Woche bei CD34" HPC (Walenda et al., 2010) durchflusszytometrisch bestimmen,
da aufgrund der sukzessiven Halbierung der Fluoreszenzintensitat ein charakteristisches
Bandenmuster in der grafischen Darstellung des FITC-Kanals detektiert werden kann
(Lyons, 1999; Hasbold et al., 1999; Wallace et al., 2008). Dabei entspricht eine Bande einer
Zellpopulation mit gleicher Anzahl an unternommenen Zellteilungen. Da bei jedem
Farbungsvorgang die CFSE-Konzentrationen und die Zellmengen leicht variieren, muss eine
durchflusszytometrische Messung der initialen Fluoreszenzintensitat durchgefihrt werden,
um die Ausgangsintensitat und somit Zellteilung null zu bestimmen. Diese Messung sollte
idealer Weise etwa 24 h nach der Farbung durchgefiihrt werden, da die Zellen unmittelbar
nach der Farbung noch etwas an CFSE-Fluoreszenzintensitéat verlieren (Ko et al., 2007).

Um CD34" HPC zu farben, werden die Zellen mit PBS gewaschen, fiir 7 min bei 400 x g
zentrifugiert und das Zellpellet in PBS mit 0,1 % FCS resuspendiert. Es wird 2,5 uM CFSE in
PBS dazugegeben und die Zellen fir 10 min bei 37 € im Brutschrank inkubiert. Im
Anschluss werden 6 mL RPMI mit 10 % FCS hinzugegeben und die Zellen fir 5 min auf Eis
gestellt. Die Zellen werden zwei Mal mit PBS gewaschen, im entsprechenden HPC-Medium
resuspendiert und entsprechend dem Versuchsaufbau ausgesat (Faber et al.,, 2007;
Walenda et al., 2010).
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2.2.10 PKH-26-Farbung

Im Gegensatz zur CFSE-Farbung wird bei der PKH-Farbung die Zellmembran angefarbt,
indem der Farbstoff Uber aliphatische Reportermolekile in der Membran verankert wird.
Diese Farbung wird mit einem Kit der Firma Sigma Aldrich durchgefihrt. Es wird zwischen
PKH-2 und PKH-26 unterschieden, wovon PKH-2 Licht im griinen und PKH-26 Licht im roten
Wellenlangenbereich emittiert (Horan und Slezak, 1989). Im Rahmen dieser Arbeit wird
PKH-26 zur Farbung benutzt. Um die Zellen zu farben, werden diese in 500 pL Diluent C, ein
Bestandteil des Kits, suspendiert. Zeitgleich wird 1,6 pL PKH-26 Farbelésung in 500 pL
Diluent C vorverdinnt, diese Ldsung in die Zellsuspension gegeben und 2 bis 3 min bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wird die Farbereaktion mit 5 mL Medium mit 10 %
FCS abgestoppt, die Zellen werden ein Mal mit PBS gewaschen und analog zum

Versuchsaufbau in Zellkulturschalen ausgesat.

2.2.11 MTT-Proliferationsassay

Der MTT-Proliferationsassay zahlt zu den kolorimetrischen Tests, mit dessen Hilfe die
Vitalitat von Zellen bestimmt werden kann. Dabei wird die Aktivitat von Enzymen in den
Mitochondrien der Zellen gemessen, welche den wasserloslichen Farbstoff 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) in ein wasserunldsliches, blau-
violettes Formazan reduzieren. Die Menge des umgesetzten Farbstoffs entspricht der
Glykolyserate der Zellen, da die Umsetzung von NADH und NADPH abhangig ist und durch
Succinat-Dehydrogenasen gesteuert wird (Mosmann, 1983; Cory et al., 1991; Bernas und
Dobrucki, 2002).

Da der MTT-Assay im Rahmen dieser Arbeit mit zum Teil nicht adharenten HPC erfolgte,
wurde der Assay leicht modifiziert. Fir eine Messung werden alle Zellen einer Bedingung
durch kraftiges Auf- und Abpipettieren aus der Kulturschale abgeerntet, in je einen 5 mL
Roéhrchen pro Bedingung tberfihrt und die Zellkulturschalen mit 1 mL PBS gespiilt. Nach
Zentrifugation bei 500 x g fiir 10 min wird der Uberstand abgenommen und das Zellpellet in
240 pl/cm? MTT-Lésung mit einer Konzentration von 5 mg/mL MTT in PBS resuspendiert.
AnschlieRend werden die Zellen in den Réhrchen tber Nacht bei 37 € im Brutschrank
inkubiert. Am nachsten Tag werden die Zellen bei 2330 x g fur 7 min zentrifugiert, um die
gebildeten Formazankristalle zu pellettieren. Der Uberstand wird moglichst vollstandig
abgenommen, die Kristalle werden in 150 puL MTT-Solvent geldst und in je ein 96-Well einer
Zellkulturplatte 0berfihrt. AnschlieBend wird die Absorption bei 590 nm mit einem
ReferenZzfilter bei 620 nm mit einem Tecan Infinite 200 Platten Lesegerat bestimmt. Um eine

Beeinflussung der Ergebnisse durch proliferierende MSC in kokultivierten HPC Proben zu
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vermeiden, werden die MSC vor HPC Aussaat mit einer Dosis von 20 Gy wie unter Punkt
2.2.7 beschrieben bestrahlt. Bestrahlte MSC ohne HPC dienen bei der Messung als
Hintergrundkontrolle. Die gemessene Absorption wird mit den Hintergrundkontrollen
verrechnet und als Mal} des Vorhandenseins vitaler Zellen dargestellt, was letztlich der

Zellproliferation entspricht.

2.2.12 Zellzahlbestimmungen mit dem Casy-Zellzahler

Um die Zellzahl innerhalb eines gewdahlten ZellgréRenfensters zuverldssig bestimmen zu
kénnen, wurde anstatt einer Neubauerzéahlkammer ein Casy-Zellzéhlgerat eingesetzt. Vor
Beginn der Messung wird die Zellsuspension mit isotoner Elektrolytlésung (CASYTON)
verdinnt, um zu hohe Zellzahlen zu vermeiden. Die Zellzahl wird elektronisch bestimmit,
indem der Casy-Zellzéhler den elektrischen Widerstand der Zellen misst, wenn diese durch
eine Kapillare von definiertem Durchmesser gezogen werden und zwei Elektroden mit
angelegter Spannung passieren. Aulerdem verdrangen die Zellen entsprechend ihres
Volumens Elektrolytlosung, was eine Anderung des Widerstandes bewirkt. Somit werden von
den Zellen ausgehende Impulse auch nach Zellgréf3e sortiert, was einer Kombination des
Widerstandsmessprinzips mit der Pulsflachenanalyse bedeutet. Uberdies kénnen mit dieser
Methode auch vitale von toten Zellen abgegrenzt werden, weil tote Zellen mit einer nicht
mehr intakten Membran einen anderen Widerstand besitzen und kleiner als lebende HPC
dargestellt werden (Scharfe System,

http://www.ninolab.dk/fileadmin/Ninolab/pdf/innovatis/casy_tt_eng.pdf).

In dieser Arbeit wird eine Kapillare von 60 pum Durchmesser und eine Verdinnung der
Zellsuspension von 1:200 benutzt, was 35 pL Zellsuspension in 6.965 puL CASYTON
entspricht. Der Messbecher wird unter der Messkapilare platziert und der Messvorgang
gestartet. Fir die Bestimmung der Anzahl an HPC in Suspension wird der
MessgrofRenbereich zwischen 7 und 20 pm und der Verdinnungsfaktor auf 1:200 eingestellt.
Die ermittelten Zellzahlen pro Messvorgang und pro Milliliter Ausgangszellsuspension

werden abgelesen.

2.2.13 Colony-Forming-Unit und Cobblestone Area-for  ming Cell Assays

Ein Colony-Forming-Unit (CFU) -Assay ist ahnlich zu einem LTC-IC-Assay eine
Untersuchungsmethode, bei welcher hamatopoetische Stamm- und Vorlauferzellen
identifiziert und quantifiziert werden kénnen. Allerdings werden bei einem CFU-Assay nicht

nur Erkenntnisse Uber die Frequenz der Koloniebildung gewonnen, sondern auch die klonale
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Nachkommenschaft einzelner Progenitorzellen identifiziert. Es werden somit Aussagen uber
die Art der gebildeten Kolonien getroffen. Aus diesem Grund wird bei CFU- und auch LTC-
IC-Assays viskoses Methylzellulosemedium verwendet, da in dieser semisoliden Umgebung
die gebildeten Kolonien nicht zerfallen und mikroskopisch identifiziert und ausgezahlt werden
kénnen. Der CAFC-Assay ist ein Test, bei welchem gezielt primitive Progenitorzellen
unterstutzt werden. Die Zellen werden udber 5 Wochen kultiviert und bilden dann
kopfsteinpflasterartige Zellakkumulationen aus, welche ausgezahlt werden (Ploemacher et
al., 1989; Olesen et al., 2001; Zhang et al., 2002).

CFU-Assays in dieser Arbeit werden in 24-Well Zellkulturplatten durchgefiihrt. Frisch isolierte
HPC aus Nabelschnurblut werden unter verschiedenen Zytokin- oder Mediumbedingungen
sowie ohne und mit MSC Kokultur fir 7 Tage bei 37 °C im Zellkulturinkubator in einer
initialen Dichte von ca. 5.000 HPC/cm? Plattenboden kultiviert. AnschlieRend werden alle
Zellen pro Well durch kraftiges Auf- und Abpipettieren abgeerntet und in 1,5 mL
Reaktionsgefalle Uberfluhrt. Die Zellen werden jeweils 1:10, 1:100 und 1:1000 mit
Methylzellulosemedium verdinnt und in eine weitere Zellkulturplatte neu ausgeséat. Nach 10
bis 14 Tagen werden die Platten mikroskopisch systematisch durchgesehen und in einer
auszahlbaren Verdiunnungsstufe die Anzahl und Art der Kolonien bestimmt. Die Anzahl der
Kolonien pro Typ wird in CFU pro 100 initial zu Beginn der Kultur ausgesate HPC
angegeben. Zur Bestimmung der initialen Koloniezahl werden frisch isolierte Zellen direkt in

Methylzellulose gegeben und nach 10 bis 14 Tagen die gebildeten Kolonien gezahilt.

Um die Ergebnisse der CFU-Assays zu validieren, werden CAFC-Assays in 96-Well
Zellkulturplatten durchgefiihrt. Dazu werden MSC in Suspension mit einer Dosis von 20 Gy
bestrahlt und anschlieBend in einer Dichte von 20.000 MSC/cm? in jedes Well der
Zellkulturplatte ausgesat. Nach Anwachsen der MSC werden frisch isolierte HPC aus CB in
Konzentrationen von 10, 100 und 1.000 Zellen pro Well in 160 puL Medium mit
unterschiedlichen Bedingungen ausgesat und Uber einen Zeitraum von 5 Wochen kultiviert.
Das Medium wird wochentlich zu 2/3 durch frisches Medium ersetzt und die Anzahl der
CAFC nach 5 Wochen bestimmt. Die Anzahl der kopfsteinpflasterartigen Zellakkumulationen

wird in CAFC pro 100 urspringlich ausgesate HPC angegeben.

2.2.14 Long-Term-Culture Initiating Cell-Assay

Der LTC-IC-Assay wurde von Sutherland und Kollegen entwickelt, um die primitiven Zellen
des menschlichen Knochenmarks quantifizieren zu koénnen, welche auch nach einer

funfwochigen Langzeitkultur in vitro noch in der Lage sind, nach Stimulierung durch
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spezifische Zytokine myeloische Kolonien zu bilden (Sutherland et al.,, 1989). Die
Aufrechterhaltung von LTC-IC Uber eine Langzeitkulturperiode ist von der Prasenz
geeigneter Feederlayer wie MSC abhéngig. Die LTC-IC-Frequenz ist dabei als Mal3 fur die
Aufrechterhaltung von primitiven Vorlauferzellen zu verstehen, sie steht in einer linearen
Beziehung zu der initial eingesetzten Zellzahl und der Zahl an klonogenen Progenitorzellen
(Sutherland et al., 1990). So konnte z.B. gezeigt werden, dass die Expansion von CD34"
CD38" Nabelschnurblutzellen auf MSC eine signifikant héhere LTC-IC-Ausbeute und einen
signifikant hoheren Anteil an CD34" Zellen lieferte, als dies im Vergleich zu nur mittels

Zytokinen expandierten Nabelschnurblutzellen der Fall war (Kadereit et al., 2002).

Im Rahmen dieser Arbeit werden die LTC-IC-Assays in 96-Well Zellkulturplatten
durchgefuhrt. Es werden in jeweils 88 Wells einer Platte 5.000 MSC pro Well in 150 pL
Medium 7 ausgesat. An einer Seite der Platte wird eine Spalte frei gelassen, diese wird
spater mit sterilem H,O beflllt und dient der Befeuchtung der Mikroatmosphére. Nach dem
Anwachsen der MSC werden diese in der Platte mit einer Dosis von 20 Gy bestrahlt und
nach 24 h das Medium ausgetauscht oder direkt HPC in LTBMC Medium auf die
Feederzellen gegeben. Zur spateren Bestimmung der LTC-IC-Frequenz nach Sutherland
werden frisch isolierte CD34" HPC aus CB in einer Verdiinnungsreihe auf die Platte
gegeben. Es werden in jeweils zwei Zeilen (22 Wells) 150, 52, 18 und 6 HPC pro Well
ausgesat und fir 5 Wochen bei 37 € im Brutschrank inkubiert. Das LTBMC-Medium wird
wochentlich zu 2/3 ausgetauscht, bis nach der 5. Woche das Medium komplett abgenommen
und durch 150 pL / Well HSC-CFU light mit EPO (Methylzellulosemedium) ersetzt wird.
Dieses enthalt verschiedene Zytokine und Wachstumsfaktoren, welche die bis zu diesem
Zeitpunkt primitiv verbliebenen Zellen zur Zellteilung und Ausdifferenzierung anregen.
Bedingt durch die hohe Viskositat der Methylzellulose zerfallen entstehende Kolonien nicht
und kénnen ausgezahlt werden. Nach Uberschichtung mit Methylzellulosemedium wird die
Platte weiter bei 37 T je nach Dichte der entstehe nden Kolonien fir 10 bis 14 Tage inkubiert
und anschliel3end die Kolonien ausgezahlt. Dabei werden beim LTC-IC-Assay im Gegensatz
zum CFU-Assay (siehe Punkt 2.2.14) nicht die Kolonietypen, sondern nur das Entstehen von
Kolonien jeglicher Art beurteilt. Wells mit einer oder mehreren Kolonien werden als positiv,
Wells ohne Kolonien als negativ betrachtet. Die Berechnung der LTC-IC-Frequenz geschieht
mit Hilfe der L-Calc-Software Uber die Bestimmung der Poissonverteilung. Die Signifikanz
wird Uber einen gepaarten T-Test zwischen den Ergebnissen von verschiedenen

biologischen Replika abgeschatzt (Sutherland et al., 1989).
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2.2.15 siRNA Transfektion von adharenten MSC

Die sequenzspezifische posttranskriptionale Herunterregulation von Genen durch RNA-
Interferenz ist ein evolutionar konservierter Prozess, bei welchem doppelstrdngige RNA
durch das Enzym ,Dicer® in kleine RNAs gespalten und anschlieRend in einzelstréngige
SsiRNA entwunden wird. Der sogenannte ,Passenger” Strang wird abgebaut, nur der ,Guide®
Strang der siRNA wird in den ,RNA-induced silencing complex” (RISC) eingebaut.
Bestandteil des RISC Komplexes ist das Protein ,Argonaute2“, welches die katalytische
Komponente zur Degradation der Ziel-mRNA darstellt (Hutvagner und Zamore, 2002;
Matranga et al., 2005). ,Small interfering RNAs" (siRNAs) sind kleine, maximal 30 bp lange,
kunstlich synthetisierte RNAs, welche spezifisch die Translation ihrer Zielproteine hemmen.
Sie werden bei vielen experimentellen und therapeutischen Zwecken eingesetzt (Persengiev
et al., 2004).

Adharente MSC werden mit dem HiPerFect Transfektionskit von Qiagen mit verschiedenen
siRNA in 24-Well Zellkulturplatten transfiziert. Die in dieser Arbeit benutzten siRNAs wurden
mittels des ,HiPerformance siRNA Design Algorithmus® (http://www.giagen.com/) modelliert
und die lyophilisierten RNAs mit sterilem PBS zu einer Konzentration von 20 pM
rekonstituiert (Tabelle 1). Zu einer Transfektion in einer 24-Well Platte werden 30.000 MSC
pro Well in Medium 7 ausgesat. Nach 24 h werden die MSC mit einer Dosis von 20 Gy
bestrahlt. Am Folgetag wird das Medium abgenommen und durch 400 pL frisches Medium
ersetzt. Anschlielend werden die MSC mit 5 nM siRNA in 3 pL HiPerFect Reagenz und 97
pL serumfreiem Medium 7 pro Well transfiziert, indem 100 pL der fertig gemischten
Transfektionslésung auf die Zellen getropft wird (Wein et al., 2010; Walenda et al., 2010).
Alternativ wird die Aktivitdt der MAPK1 durch Zugabe von 25 pM PD098059 in DMSO

inhibiert.

2.2.16 RNA Isolation und Integritatskontrolle

Fur den Nachweis der siRNA Wirksamkeit in MSC wird die Gesamt-RNA mittels Trizol
Reagens gemald den Angaben des Herstellers isoliert. Dazu werden MSC in einer Dichte
von 15.000 / cm? in 24-Well Zellkulturplatten ausgesdt und wie unter Punkt 2.2.15
beschrieben mit verschiedenen siRNA transfiziert. An Tag 1 und Tag 7 nach der Transfektion
erfolgt die RNA-Isolation. Dazu werden pro cm? Flache 400 pL Trizol-Reagens in die Wells
gegeben und dann mit den lysierten Zellen je in ein 1,5 mL Reaktionsgefal? Gberflhrt. Es
werden 200 pL Chloroform pro mL Trizol dazugegeben, 15 s kraftig geschuttelt und fir 2 min
bei RT inkubiert. AnschlieRend werden die Proben fir 15 min bei 12.000 x g und 2 —= 8 C

zentrifugiert. Die obere wassrige Phase wird abgenommen, in je ein neues 1,5 mL

44



Material und Methoden

Reaktionsgefal? Gberfiihrt und 500 pL Isopropanol pro mL Trizol dazugegeben. Nach 10 min
Inkubation bei RT wird die RNA fiur 10 min bei 12.000 x g und 2 — 8 T pelletiert. Nach
Verwerfen des Uberstandes wird das Pellet ein Mal mit 75 % unvergalltem Ethanol
gewaschen und fur 5 min bei 7.500 x g und 2 — 8 T zentrifugiert. Nach Abnehmen des
Uberstandes wird das Pellet an der Luft antrocknen gelassen und in 50 uL RNAse-freiem
H,O gel6st. Nach 10 min Inkubation bei 55 — 60 T im Heizblock zur Eliminierung von RNA-
Sekundarstrukturen wird die RNA bei -80 T gelagert. Zur Kontrolle der RNA-Integritat wird
das RNA 6000 Pico LabChip Kit und der Agilent 2100 Bioanalyzer oder ein Nano Drop ND-
1000 Spektralphotometer benutzt. Die Technik eines Pico LabChip beruht auf der
Kapillarelektrophorese, die RNA wird ahnlich wie in einem Agarosegel ihrer Stranglénge
nach aufgetrennt. Die RNA wandert in Mikrokanalen aus den Probenkammern des Chips
und wird in einen Trennkanal injiziert. AuBerdem kommt ein RNA-GrolRenstandard zum
Einsatz, anhand dessen die Lange an Basen der gemessenen RNA abgeleitet werden kann.
Durch einen in der Polymermatrix eingelagerten Fluoreszenzfarbstoff werden die RNA-
Fragmente durch den Bioanalyzer detektiert und anschlieRend in einem Elektropherogramm
dargestellt. Die RNA wird gemal3 der Angaben des Herstellers auf die Chips gegeben.
Anhand der beiden 18s und 28s Spitzen lassen sich Ruckschlisse auf die Qualitat und
Reinheit der RNA ziehen.

2.2.17 cDNA-Generierung und qRT-PCR

Bei einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR) werden spezifische DNA-Sequenzen
vervielfaltigt. Dies kann mit Hilfe einer DNA-Polymerase, z.B. der Tag-Polymerase,
geschehen, welche aus dem Bakterium Thermus aquaticus stammt und ein
Temperaturoptimum bei 72 T besitzt. Auch wahrend d er Denaturierungsphasen einer PCR
bei 95 € nimmt das Enzym keinen Schaden. AuRRerdem sind bei einer PCR zwei kurze
Oligonukleotide, die Primer, essentiell, welche in ihrer Basensequenz komplementar zum
Beginn und Ende des zu amplifizierenden DNA Abschnitts sind und diesen flankieren. Die
Tag-Polymerase bindet an die Primer und beginnt an diesen mit der DNA-
Doppelstrangsynthese. Zusatzlich werden dNTPs als Bausteine fiur die Polymerase, ein
PCR-Puffer, H,O und die Template-DNA als Matrize bendtigt. Amplifizierte DNA-Sequenzen
kénnen sichtbar gemacht werden, indem das PCR-Produkt auf ein Agarosegel aufgetragen
und durch einen angelegten Strom im Gel aufgetrennt wird. Das Gel wird mit DNA-
interkalierenden und unter UV-Licht fluoreszierenden Substanzen wie z.B. Ethidiumbromid

gefarbt und ein Bandenmuster im UV-Licht sichtbar.
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Um die Herunterregulation von mRNA durch siRNAs zu Uberprifen, wird nach Isolation und
Integritatskontrolle die zellulare RNA mittels des ,High Capacity cDNA Reverse
Transcriptase Kit“ und des unter Punkt 2.1.7 aufgelisteten PCR-Programms am Mastercycler
in die komplementdre cDNA umgeschrieben, indem jeweils 500 ng RNA pro Reaktion
eingesetzt werden. Nach Generierung der cDNA wird diese in einer qRT-PCR eingesetzt.
Die PCR wird mit dem SYBR Green PCR Master Mix am ABI PRISM 7700HT Sequence
Detection System Instrument durchgefihrt und die differentielle Genexpression mit der

Expression der GAPDH verrechnet.

Im Gegensatz zu einer herkdbmmlichen PCR bietet eine Realtime-PCR den Vorteil, dass die
Entstehung des PCR-Produktes in Echtzeit verfolgt werden kann. In die PCR-Reaktion
gegebene fluorochrommarkierte Sonden oder Farbstoffe wie SYBR-Green zeigen durch
einen Anstieg ihres spezifischen Fluoreszenzsignals, welcher z.B. durch Abbau einer Sonde
durch die Polymerase oder durch Interkalation in das entstandene PCR-Produkt wie im Falle
von SYBR-Green entsteht, die genaue Zyklenzahl des Anstiegs Uber einen Schwellenwert.
Dieser Punkt, auch ,CT-Wert" genannt, erlaubt Rickschlisse Uber die initial eingesetzte
Menge an Template-DNA, und ermdglicht es, diese CT-Werte mit denen des Kontrollgens in

Bezug zu setzen.

2.2.18 Proteinisolation und Western-Blot

Bei der Technik des Western-Blots werden Proteinproben zellularen Ausgangsmaterials in
einem Polyacrylamidgel durch ein gelelektrophoretisches Verfahren bei angelegter
Spannung der GroBe nach aufgetrennt. Im Anschluss werden die aufgetrennten
Proteinproben mittels eines Blottingverfahrens auf eine spezielle Tragermembran
Ubertragen. Auf dieser Membran konnen spezifisch Proteine durch Antikdrperfarbung
nachgewiesen werden. Diese Technik wurde von Renart und Kollegen im Jahre 1979

erstmals beschrieben (Renart et al., 1979).

Vor Auftrennung der Proben in einem Gel muissen die Proteine aus zellularem
Ausgangsmaterial isoliert werden. Dieses geschieht, indem in den Zellkulturschalen das
Medium abgenommen und verworfen wird. Die Schalen werden ein Mal vorsichtig ohne
Ablésen der adharenten Zellen mit PBS gespult und dabei fir 10 min auf Eis gestellt. Dann
werden pro 10° Zellen 100 pL Zelllyse-Puffer auf die Zellen gegeben, welcher die
Zellmembranen aufbricht und eine Autolyse der Proteine durch zelleigene Proteasen
verhindert. Mit einem Spatel werden die adharenten Zellen vom Boden gelost, die

entstandene Zellsuspension vollstandig in ein 1,5 mL Reaktionsgefald dberfihrt und fur 15
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min auf Eis inkubiert. Es wird eine Probe von 2 pL zur Proteinkonzentrationsbestimmung am
Nanodrop Spektralphotometer entnommen, und die Proteinproben werden bis zur weiteren

Verwendung bei -20 T gelagert.

Zur Proteinauftrennung in einem 4 — 12 % TRIS-Glyzin PAA-Gradienten Gel wird die
gewiinschte Proteinkonzentration der zu trennenden Proben mit PBS eingestellt. Das Gel
wird in die Gelkammer eingespannt und die obere und untere Elektrodenkammer jeweils mit
Laufpuffer beflllt. 25 pL des Lysats werden mit 5 pL SDS-haltigem Ladungspuffer versetzt
und die Proben fur 5 min bei 95 T im Heizblock den aturiert. Das SDS ummantelt die
denaturierten Proteine, verandert die Konformation der Proteine stdbchenférmig und versieht
sie zugleich mit einer negativen Ladung. Die Proben werden vollstandig in je eine Geltasche
gegeben. Als GroéRenmarker werden in die entsprechende Tasche 5 pL PageRuler
Proteinleiter gegeben. Im Anschluss wird fir ca. 60 min eine Spannung von 140 V angelegt,
wodurch die negativ geladenen Proteine in Richtung der positiv geladenen Elektrode zum
unteren Gelrand wandern. Hat der Laufpuffer etwa den unteren Gelrand erreicht, wird die
Auftrennung beendet. AnschlieRend wird die PVDF-Membran 15 s in Methanol und dann 2
min in Aqua-Bidest aktiviert, so dass hydrophobe Wechselwirkungen moglich werden und
Proteine an der Oberflache haften kdnnen. Zum anschlieBenden Proteintransfer auf eine
PVDF-Membran wird das Gel zusammen mit der Membran in einem sandwichartigen Aufbau
aus mehreren mit Transferpuffer equibrilierten Filterpapieren so in der Transferkammer
platziert, dass das Gel zur negativ geladenen Elektrode zeigt und die Proteine der Ladung
entsprechend auf die Membran wandern. Der Transfer geschieht bei einer Stromstéarke von
370 mA fur 3 h. Die PVDF-Membran wird nach dem Transfer in Milchpulverlésung geblockt,
um bisher freie Stellen der Membran mit Protein zu versehen. Nach drei Waschschritten in
PBS-Tween erfolgt die Antikdrperinkubation Gber Nacht bei 4 T. Am Folgetag erfolgt nach
drei Waschschritten in PBS-Tween die Inkubation mit dem sekundaren Antikérper, welcher
mit HRP gekoppelt ist. Durch Gabe von ECL-Reagenz direkt auf die Membran wird die HRP-
katalysierte Substratumsetzung in dessen oxidierte Form gestartet, wobei eine Lumineszenz
per Fotofilm detektiert wird (Walenda et al., 2010; Wein et al., 2010).

2.2.19 Gewinnung von humanem Plattchenlysat

In einigen Studien wurde humanes Plattchenlysat als Ersatz fir tierische Komponenten wie
FCS im Zellkulturmedium vorgeschlagen (Kocaoemer et al., 2007; Bieback et al., 2009), um
xenogene Reaktionen zu verhindern. Im Rahmen dieser Arbeit wird HPL aus
Thrombozytenkonzentraten gewonnen, welche im Institut fir Transfusionsmedizin des

Universitatsklinikums Aachen aus gesunden Spendern durch Apharese mit dem Trima Accel
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Collection System gewonnen werden. Funf Tage nach Apharese werden die
Thrombozytenkonzentrate zu 45 mL in 50 mL Ro6hrchen uberfuhrt, drei Mal bei -80 T
eingefroren und im Wasserbad bei 37 € wieder aufgetaut, um die Plattchenstruktur
aufzubrechen und wichtige Wachstumsfaktoren wie PDGF zu l6ésen. Zur Pellettierung von
Membrantrimmern werden die Rohrchen bei 2.600 x g fur 30 min zentrifugiert und der
Uberstand durch 0,2 uM GD/X PVDF Membranen gefiltert. Im Anschluss werden funf bis
sechs HPL-Proben von unterschiedlichen Spendern zur Herstellung von pHPL gemischt und
bis zur Zugabe zum Kulturmedium bei -80 T gelagert. Nach Zugabe von 10 % HPL zum
Medium werden 2 U/mL Heparin zugesetzt, um ein Gelatinieren des Mediums zu verhindern
(Horn et al., 2010; Walenda et al., 2011b).

2.2.20 Gewinnung von humanem Serum aus Peripherblut

Um den Einfluss von Sera von Patienten mit multiplem Myelom oder non-Hodgkin Lymphom
auf Proliferation und Differenzierung von hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen zu
testen, wird Serum aus Peripherblut einen Tag vor Beginn der Chemotherapie und an
verschiedenen Tagen nach Stammzelltransplantation isoliert. Dazu werden 10 pL
Peripherblut von diesen Patienten nach ausfuhrlicher Aufklarung und schriftlichem
Einverstandnis in der Klinik fir Hamatologie und Onkologie entnommen. Die Blutproben
werden in 15 mL Ro6hrchen Uberfihrt und horizontal bei 37 € fir 1 h zur Koagulation
geschuttelt. AnschlieBend werden die Proben fir 15 min bei 840 x g zentrifugiert, der
Serumuberstand in mehrere 1,5 mL Rdéhrchen aliquotiert und bis zur Zugabe zum Medium
bei -80 T gelagert (Kurita et al., 2008; Walenda et al., 2011a).

2.2.21 Analyse der Zytokinzusammensetzung mittels R ay Biotech
Membranen

Um die Zusammensetzung der Seren mit Zytokinen und Wachstumsfaktoren zu analysieren
und daraus Rickschliisse auf die Mechanismen der Regulation der Hamatopoese ziehen zu
kénnen, werden die Serumproben mit ,RayBio Human Cytokine Antibody Array* Membranen
untersucht. Diese Technik basiert darauf, dass die Membran in punktartigen Feldern mit
spezifischen Antikdrpern gegen bestimmte Zytokine und Wachstumsfaktoren beschichtet ist
sowie mehrere Feldern flr positive und negative Kontrollen besitzt. Bei Inkubation mit einer
Probe binden die Antigene an ihre spezifischen Antikérper auf der Membran. Dann werden
die Membranen mit einem Cocktail aus biotinylierten Antikérpern und im Anschluss mit HRP-

gekoppeltem  Streptavidin  inkubiert. Nach einer ECL-Reaktion werden die
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Lumineszenzsignale detektiert, wobei die Intensitat der Lumineszenz proportional zu der

Menge an gebundenem Antigen ist.

Die zytokindetektion erfolgt nach den Angaben des Herstellers. Die Membranen werden in
einer speziellen Schale (im Kit enthalten) platziert und mit je 2 mL Blocking Puffer fir 30 min
inkubiert und dann verworfen. 600 puL der Serumproben werden jeweils mit 600 pL Blocking
Puffer verdiinnt und jeweils auf die Membranen gegeben. Nach 1 bis 2 h Inkubation bei RT
erfolgen 3 Waschschritte fir 5 min bei 80 rpm auf dem Schiittler mit 1x Waschpuffer |1 und 2
X 5 min mit 1x Waschpuffer Il. Pro 2 Membranen werden 100 pL Blocking Puffer in ein
Roéhrchen mit biotinyliertem Antikdrper gegeben und der komplette Inhalt zu 2 mL Blocking
Puffer gegeben. Jede Membran wird mit 1 mL biotinyliertem Antikérper bei 4 <€ Uber Nacht
inkubiert. Nach den oben beschriebenen Waschschritten wird jede Membran mit 2 mL von
1:1000 in Blocking Puffer verdiinnten HRP-gekoppelten Streptavidin fir 2 h bei RT inkubiert.
Nach erneuten Waschschritten werden am LAS-Reader pro Membran 250 pL
Detektionspuffer C mit 250 puL Detektionspuffer D gemischt, auf die Membranen gegeben
und far 2 min inkubiert. AnschlieRend werden die Membranen im LAS-Reader platziert, die
Lumineszenz detektiert und mit Multi Gauge Software ausgewertet. Die Zytokinprofile
werden im Anschluss mit dem Microarray Analyseprogramm TIGR MeV v4.4 ausgewertet.
Eine Identifikation signifikanter Konzentrationsanderungen von Zytokinen erfolgt mit einem

gepaarten zweiseitigen T-Test.

2.2.22 Zelltransplantation in NOD/SCID Méause

Um das Anwachsen von frisch isolierten sowie ohne und mit MSC-Kokultur préexpandierten
HPC im in vivo Mausmodell zu untersuchen, werden Transplantationsexperimente an
NOD.Cg-Prkdc™ lirg™""/SzJ (NOD/SCID) M&usen durchgefiihrt. Alle Tierversuche werden
lokal nach ihrer Ubereinstimmung mit dem deutschen Tierschutzgesetz von den zustandigen
Behdrden begutachtet und erlaubt (Tierversuchsantragsnummer 87-51.04.2010.A040;
LANUV Recklinghausen). Die Mause wurden bei Charles River Laboratories (Sulzfeld,
Deutschland) erworben und im ZEMM der Universitat Wuirzburg weiter gezlichtet.
Mindestens 7 Tage vor Transplantation wurden die Tiere zum Universitatsklinikum Aachen
transportiert. Die Tiere werden unter speziellen pathogenfreien Bedingungen gehalten. 8 bis
12 Wochen alte Mause werden mit einer Dosis von 2,5 Gy subletal mit einem 6 MeV
Linearbeschleuniger bestrahlt. 12 h nach Bestrahlung werden die Mause mit 50.000 frisch
isolierten CD34+ HPC in einem Volumen von 200 pL in PBS per Injektion in die
Schwanzvene transplantiert. Zusatzlich wird die ganze Nachkommenschaft von 50.000 mit

und ohne MSC-Kokultur praexpandierten HPC in 200 pL PBS jeweils in bestrahlte
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NOD/SCID Mause transplantiert. Die Transplantationsexperimente erfolgen im Triplikat pro
Bedingung. 7 bis 8 Wochen nach Transplantation werden die M&ause per zervikaler
Dislokation getdtet und Milz, Thymus, Knochenmark und Blut zur Analyse entnommen (Gan
et al., 1997; Shultz et al., 2005; Zhang et al.,, 2008; Walenda et al., 2011b). Die

Zelltransplantationen in NOD/SCID M&ause wurden von Frau Gudrun Walenda durchgefuhrt.

2.2.23 Gewebeanalyse der NOD/SCID Mause

Zum Nachweis von humanen Zellen werden Milz, Thymus, Knochenmark und Blut Mausen 7
bis 8 Wochen nach Transplantation entnommen und durchflusszytometrisch auf das
Vorhandensein von Zellen untersucht, welche humane Oberflachenantigene préasentieren.
Der Prozentsatz an Zellen mit humanen Markerproteinen ist dabei ein MaR fur die Fahigkeit

der transplantierten Zellen, im Tier anzuwachsen.

Zur Blutanalyse werden den Mausen 500 pL Blut durch Punktierung des Herzen entnommen
und direkt in 3 Teile RCB-Lysepuffer Gberfihrt und fir 10 min bei RT inkubiert. Im Anschluss
wird 2 Mal mit MACS-Puffer gewaschen und die Probe bis zur Verwendung auf Eis gelagert.
Zur Analyse von Proben der Milz werden die Zellen in einer Petrischale mit MACS-Puffer
durch Zerreil3en des Gewebes isoliert. AnschlieRend wird die Zellsuspension durch ein 40
pm Zellsieb in ein 50 mL Rohrchen gegeben und bis zur Verwendung auf Eis gelagert. Um
Uberschiissige Erythrozyten zu entfernen, wird optional nach Bedarf eine Erythrozytenlyse
durchgefihrt. Zur Analyse von Knochenmark wird dieses aus den Femurknochen mit MACS-
Puffer gespult und resuspendiert. AnschlieBend wird die Zellsuspension in ein 50 mL
Roéhrchen Uberfiihrt und bis zur Verwendung auf Eis gelagert. Die Gewebeanalysen wurden

von Frau Gudrun Walenda durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Kokultur mit MSC erhoht die Proliferation und d en Erhalt des
Stammzellcharakters von HPC

In einer Vielzahl von Studien ist demonstriert worden, dass sich eine in vitro Kokultivierung
von HPC mit MSC positiv auf die Zellproliferation und den Erhalt primitiver Marker der HPC
auswirkt (Breems et al., 1998; Huang et al., 2007; Mendez-Ferrer et al., 2010). Eine
Kokultivierung von HPC mit humanen MSC bietet zudem den Vorteil eines rein humanen
Systems, in welchem die Gefahr xenogener Reaktionen minimiert ist. Daher ist denkbar,
dass solche Expansionsstrategien in der Klinik Verwendung finden (Hofmeister et al., 2007,
Wagner et al., 2008b). Aus diesen Grinden wurde in dieser Arbeit zunachst untersucht, wie
sich eine Kokultivierung mit humanen MSC auf die Proliferation und den Immunphéanotyp von
HPC wahrend einer in vitro Expansion auswirkt. Des Weiteren wurden der Einfluss
replikativer Seneszenz in MSC auf HPC in der Kokultur und bestimmte Proteine der
Stammzellnische untersucht, welche an der HPC-Nischen Interaktion beteiligt sein konnten.
Nach Identifizierung von Komponenten und physiologischen Bedingungen der
Stammzellnische sollten neue Ansatzpunkte helfen, die in vitro Expansion von CD34" HPC

weiter zu verbessern.

3.1.1 MSC unterstitzen die Proliferation primitiver HPC

Es wurde der Einfluss einer Kokultivierung mit MSC auf die Proliferation von HPC getestet.
Dazu wurden HPC aus CB mit dem Fluoreszenzfarbstoff CFSE gefarbt und mit und ohne
MSC Feeder kultiviert. Bei jeder Zellteilung der HPC wurde der Farbstoff gleichmafig auf
beide Tochterzellen verteilt, so dass die Fluoreszenz aller folgenden Tochterzellen sukzessiv
um die Halfte niedriger war als bei der initialen Zelle. Zur Abschéatzung der urspriinglichen
CFSE-Intensitat wurde nach 24 h ein gefarbtes Zellaliquot analysiert. Nach einer
Kultivierungszeit von sieben Tagen konnte jeder CFSE-Peak einer Zellteilungsnummer
zugeordnet werden. Es zeigte sich, dass unter Kokulturbedingungen die Anzahlen an HPC-
Zellteilungen im Vergleich zu den Kontrollbedingungen ohne MSC signifikant erhdht wurden
(Abbildung 5). Mit MSC wurden in der primitiveren CD34" CD38 HPC-Fraktion zwischen 3
und 11 Zellteilungen detektiert, wohingegen ohne Kokultur kaum Zellteilungen in dieser
Zellfraktion beobachtet werden konnten (Abbildung 6A).
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3.1.2 Kokultivierung mit MSC resultiert in schnellt  eilenden Zellen mit
elongierter Morphologie

In einer Population von HPC ist die Zellmorphologie sehr heterogen. Sie besitzen entweder
eine runde kugelartige Gestalt, oder weisen einen elongierten Phanotyp mit verschiedenen
Arten von Podien und Membranausstilpungen auf (Giebel et al., 2004; Freund et al., 2006).
Nach 7 Tagen Kultivierung mit und ohne MSC wurden die CFSE-markierten HPC anhand
ihres Fluoreszenzsignals in eine schnellteilende (CFSE’, SDF) und eine langsamteilende
(CFSE", FDF) Zellfraktion sortiert (Huang et al., 1999). SDF und FDF enthielten dabei jeweils
10 % der Zellen mit schnellster oder langsamster Proliferationsrate. Um ein Absetzen der
HPC am Boden zu ermdglichen, wurden die HPC fir 12 h im Medium ohne MSC kultiviert
und die Zellmorphologie dann mittels Phasenkontrastmikroskopie untersucht. Dabei wurde
beobachtet, dass HPC, welche ohne MSC kultiviert wurden, signifikant mehr einen
elongierten Phanotyp statt eines runden Phéanotyps aufwiesen, wobei dieses Verhaltnis nach
Kokultur mit MSC invertiert war (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Kokultur mit MSC unterstitzte die Prol iferation von HPC. Die Mehrzahl der HPC
war unter Kokulturbedingungen mit MSC elongiert (A). CD34" Zellen wurden mit CFSE geféarbt und fiir
7 Tage ohne MSC (B) oder mit MSC-Kokultur (C, schwarze Linie reprasentiert die initiale
Fluoreszenzintensitat von sich noch nicht geteilten Zellen nach 24 h). Die Anzahl der Zellteilungen ist
fir jeden Peak angegeben. Die Zellen wurden in eine schnellteilende (FDF, CFSE) und eine
langsamteilende (SDF, CFSE") Zellfraktion untereilt. Ohne stromale Unterstiitzung war die Fraktion an
elongierten Zellen signifikant héher in der SDF. Dieser Effekt wurde unter Kokultur mit MSC invertiert
(D, E; Vergrolierung 400x, Skalierungsbalken 10 um; * p < 0,05; *** p < 0,001; n = 7) (Walenda et al.,
2010).
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Simultane Analyse der Zellteilungen und des |

mmunphanotyps

Ergebnisse

Zur parallelen Analyse der Zellteilungen und des Immunphanotyps wurden CFSE-geférbte

und initial CD34" sortierte HPC nach 7 Tagen mit fluorochromgekoppelten Antikérpern

inkubiert und dann durchflusszytometrisch untersucht. Dabei zeigte sich, dass die CD34-

Expression in der langsamteilenden Zellfraktion in hohem Maf3 erhalten blieb, wohingegen

die schneller teilenden Zellen stetig negativer fir CD34 wurden. Interessanterweise verblieb

die CD34-Expression zwischen 4 und 7 Zellteilungen nach Kokultur hoher als nach der

gleichen Zahl an Zellteilungen ohne MSC (Abbildung 6). Analog dazu verringerte sich die

CD133-Expression in der schnellteilenden Zellfraktion.
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Abbildung 6: Darstellung der CD34 und CD38 Expressi on im Verhaltnis zu der Anzahl an
Zellteilungen. CD34" Zellen (linke Spalten) oder CD34" CD38" Zellen (rechte Spalten) wurden mit
CFSE gefarbt und fiir 7 Tage mit oder ohne MSC Kkultiviert. Fur jeden Peak ist die Zellteilungszahl
angegeben (A). Die CD34 Expression wurde in den CFSE" Zellen beibehalten und verringerte sich mit
zunehmenden Zellteilungszahlen (B). Die CD38-Expression wurde voribergehend nach einigen
Zellteilungen heraufreguliert und verringerte sich dann in der FDF (C). Unter MSC-Kokultur war der
Prozentsatz an CD34" CD38 Zellen niedriger, wohingegen die Gesamtzahl an Events anstieg (D)
(Walenda et al., 2010).

Diese Herunterregulation war durch Kokultur mit MSC zu einer hoheren Zahl an Zellteilungen
verschoben (Abbildung 7 B). Der Vergleich mit einem analogen Versuchsaufbau und initial
CD34" CD38 sortierten Zellen ergab, dass die Expression von CD38 mit steigender Anzahl
an Zellteilungen hochreguliert wurde und dann in der FDF wieder abnahm. Hoch- und
Herunterregulation von CD38 wurde ebenfalls durch Kokultur mit MSC zu einer hoheren
Anzahl an Zellteilungen verschoben (Abbildung 6C, 7B). Obwohl die prozentualen Anteile an
primitiven CD34" CD38" HPC nach einer in vitro Expansion mit MSC im Vergleich zu ohne
Kokultivierung generell niedriger waren, wurde die absolute Zellzahl durch Kokultur erhéht

(Abbildung 6D). Dieses deutet auf eine Expansion von HPC mit Stammzellcharakter hin.
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Abbildung 7: Kokultivierung verschob eine Differenz ierung zu hoéheren Zellteilungszahlen.
CD34+ Zellen wurden CFSE gefarbt und mit MSC (schwarze Punkte) oder ohne (graue Punkte) 7d
kultiviert. Jeder CFSE-Peak (0 — 12 Teilungen) wurde einzeln analysiert. Die Kokultur erhéhte die
HPC-Zellteilungszahl (A). Verringerungen in CD34, CD133 und CD38 Expressionen wurden durch
Kokultur zu héheren Zellteilungen verschoben. Die Hochregulation von Differenzierungsmarkern
CD13, CD45 und CD56 verschob sich ebenfalls zu héheren Zellteilungen (B). Zur Analyse wurden
Daten aus 3 unabhangigen Experimenten zur entsprechenden Autofluoreszenz normalisiert (rote
Linie) und Mittelwert + SD angegeben (Walenda et al., 2010).

Die Expression von Differenzierungsmarkern wie CD45 als allgemeines Lymphozyten
Antigen, CD13 als myeloider Marker und CD56 als Marker flr NK-Zellen wurde durch
Kokultur mit MSC zu einer héheren HPC-Zellteilungszahl verschoben (Abbildung 7B). Die
Expression von weiteren verschiedenen lymphatischen Markern wie CD3, CD19 und CD20
konnte auf HPC nach 7 und 14 Tagen Kultur mit und ohne MSC nicht nachgewiesen werden.
Zusammengefasst belegen diese Ergebnisse, dass MSC nicht nur die Proliferation von HPC
steigern, sondern auch zum Erhalt und zur Expansion von HPC mit primitivem CD34"
CD133" Immunphanotyp beitragen. Der primitive HPC-Immunphanotyp wird dabei tiber mehr
Populationsverdopplungen aufrecht erhalten, was verdeutlicht, dass durch solche

Kokultursysteme eine effizientere in vitro Expansion von HPC stattfinden kann.

3.1.4 Replikative Seneszenz von MSC beeinflusst ihr e stromale

Funktion

Die Langzeitkultivierung von MSC und die damit einhergehende replikative Seneszenz
beeinflussen das Differenzierungspotential und das globale Genexpressionsmuster (Wagner
et al.,, 2008a). Aufgrund dieser Beobachtungen wurde analysiert, ob replikative Seneszenz
von MSC einen Einfluss auf deren stromale und supportive Eigenschaften im
hamatopoetischen System hat. Dazu wurden MSC von jeweils 5 gleichen Spendern, aber
verschiedener Passagen, zunachst der normalen Kultivierung entnommen und
Kryokonserviert. Diese MSC wurden dann zu einem identischen Zeitpunkt simultan in Kultur
gegeben, um ein direktes Vergleichen des supportiven Potentials zu ermdglichen. CD34+
HPC wurden mit CFSE gefarbt und fir 7 Tage mit den MSC-Feedern unterschiedlicher
Passagenzahl kokultiviert. Dabei stellte sich heraus, dass MSC spaterer Passagenzahlen
starker die Proliferation von kokultivierten HPC unterstitzen als MSC niedrigerer Passagen
(Abbildung 8A). Allerdings exprimierten HPC, welche mit MSC niedrigerer Passagenzahl
kokultiviert wurden, auf einem hoheren Level CD34 Uber eine grof3ere Anzahl an
Zellteilungen (Abbildung 8B). Es konnte kein Einfluss replikativer MSC-Seneszenz auf die
Expression von CD38 beobachtet werden. Die Beobachtungen lassen den Schluss zu, dass
MSC hoherer Passagenzahlen eher die Proliferation von HPC anregen, und dass MSC einer

Passagenzahl von 6 oder weniger eher einen primitiven CD34" Immunphéanotyp tber eine
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hohere Anzahl an HPC-Zellteilungen aufrecht erhalten. Daher scheinen MSC fruherer
Passagen in HPC das Verhaltnis der Selbsterneuerung gegenuber der Differenzierung zu

erhohen, und aus diesem Grund sind sie besser fiir eine in vitro Expansion von CD34" HPC

geeignet.
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Abbildung 8: Replikative Seneszenz beeinflusst die die Hamatopoese unterstitzende Funktion
von MSC. MSC héherer Passagen verstarken die Proliferation von HPC (Linien in Blauténen, 9-12
Populationsverdopplungen) im Vergleich zu MSC jiingerer Passagen (Linien in Rotténen, 5-10
Populationsverdopplungen) (A). Die HPC verblieben fiir mehr Zellteilungen CD34", wenn sie mit MSC
jungerer Passagen kokultiviert werden (B). Exemplarische Daten von insgesamt 5 unabhéngigen
Experimenten sind dargestellt (Walenda et al., 2010).

3.1.5 Der MAPK1-Signalweg ist in der Proliferation = und Differenzierung
von HPC beteiligt

Es ist gezeigt worden, dass die mitogenaktivierte Proteinkinase 1 (MAPK1) eine
entscheidende Rolle sowohl fiir die Zellproliferation als auch fir die Differenzierungsfahigkeit
in granulozytare und makrophagenartige Zelllinien spielt (Hsu et al., 2007). In dieser Arbeit
wurde der Einfluss der MAPK1 auf das HPC-MSC Kokultursystem untersucht. Dazu wurde
die MAPK1 in MSC und HPC durch den Inhibitor PD098059 in ihrer Aktivitat gehemmt bzw.
durch Kleine interferierende RNAs (siRNA) nur in den MSC Feederzellen herunterreguliert
(Abbildung 9). Hemmung der MAPK1 durch den Inhibitor reduzierte deutlich die Proliferation
der HPC. Ein vergleichbarer, nicht so starker Effekt konnte beobachtet werden, als die
MAPK1 per siRNA nur in den MSC herunterreguliert wurde (Abbildung 10A, B). Allerdings
wurde dieser Effekt nochmals gedampft, als MSC nach siRNA Transfektion zur Kontrolle

mehrmals mit Kulturmedium gewaschen wurden, was darauf hindeutet, dass die siRNA auch
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revers HPC transfiziert hat. Aufgrund einer langsameren Proliferation wurde nach 7 Tagen
Kultur ein hoherer Anteil an CD34" und CD34" CD38 Zellen nachgewiesen. AuRRerdem
konnte durch simultane Analyse der Zellteilungen und des Immunph&notyps demonstriert
werden, dass Inhibition von MAPKZ1 die differenzierungsbedingte Heraufregulation von CD38
verminderte (Abbildung 10F). MAPKZ1-Inhibierung mit PD098059 in LTC-IC-Assays hatte
keinen Einfluss auf die Aufrechterhaltung von koloniebildenden Zellen (Abbildung 10G).
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass MAPK1 sowohl in der Proliferation als auch in der
Differenzierung von HPC eine aktive Rolle spielt, jedoch nicht in der Aufrechterhaltung von

Stammzelleigenschaften in quieszenten und langsamteilenden HPC.
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Abbildung 9: Spezifische Herunterregulation von Adh asionsproteinen durch siRNA.
Herunterregulation von N-Cadherin (N-CDH), Cadherin-11 (CDH11), Integrin beta 1 (ITGB1), CD44
und mitogenaktivieter Proteinkinase 1 (MAPK1) in MSC wurde nach 2 Tagen per Western Blot
Uberpruft (A). Herunterregulation von ITGB1, VCAM1 und Jaggedl wurde nach 2 Tagen per
guantitativer RT-PCR uberprift (B; ** p < 0,01; *** p < 0,001). Der voriibergehende siRNA-Effekt
dauerte mehr als 7 Tage an (C) (Walenda et al., 2010).
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3.1.6 Interaktion von HPC mit MSC wird durch bestim mte
Adhasionsproteine reguliert

Von einer Vielzahl von Adhasionsproteinen wie N-Cadherin (N-Cdh), Cadherin-11 (Cdh11),
Integrin beta 1 (ITGB1), CD44, VCAM1 und Jaggedl wurde postuliert, dass sie in der
Interaktion von HPC mit MSC in der Stammzellnische eine entscheidende Rolle spielen
(Prosper und Verfaillie, 2001; Arai und Suda, 2007; Wein et al., 2010). In dieser Arbeit wurde
der Beitrag dieser Adhéasionsrezeptoren im HPC-MSC-Kokultursystem untersucht, indem
diese in den MSCs mittels spezifischer siRNA-Konstrukte herunter reguliert wurden und
Proliferation und Immunphanotyp der HPC nach Kokultivierung analysiert wurden. Die
Effizienz der Herunterregulation wurde 3 Tage nach siRNA-Transfektion fir N-Cdh, Cdh11,
ITGB1 und CD44 per Western Blot oder per guantitativer Realtime RT-PCR fir ITGB1,
VCAM1 und Jaggedl analysiert. Es zeigte sich, dass die Herunterregulation sehr effizient
funktionierte und dieser Effekt Uber mehr als 7 Tage nachweisbar war (Abbildung 9). In 8
unabhangigen Experimenten wurden CD34" HPC entweder mit CFSE oder mit PKH26
gefarbt und simultan auf unbehandelten und siRNA-transfizierten MSC Feedern fir 7 Tage
kultiviert. Im Anschluss erfolgte die durchflusszytometrische Analyse von Zellteilungen und
des Immunphanotyps. Es wurde herausgefunden, dass die siRNA-Herunterregulation von N-
Cadherin und VCAML1 die Fraktion von langsamteilenden HPC leicht signifikant erhdht
(Abbildung 10A), was bedeutet, dass N-Cadherin und VCAM1 die Proliferation der HPC
anregen. Im Gegensatz dazu beeinflusste die Transfektion mit SIRNA gegen Cadherin-11,
ITGB1, CD44 und Jaggedl nicht die Proliferation der HPC. Allerdings resultierte die
Herunterregulation von CD44 und ITGB1 in einem signifikant héheren Anteil an HPC mit
einem primitiven CD34" und CD34" CD38  Immunphéanotyp (Abbildung 10C, E). Uberdies
wurde die maximale Hochregulation von CD38 durch siRNA gegen CD44 und ITGB1
erniedrigt (Abbildung 10F). Jedoch war die Aufrechterhaltung der LTC-IC-Frequenz nicht von
CD44 oder ITGB1 abhangig (Abbildung 10G), was impliziert, dass CD44 und ITGBL1 in der
Stammzellnische eher in der Differenzierung der HPC als in der Aufrechterhaltung eines

CD34" CD38" Immunphanotyps involviert sind.
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Abbildung 10: Die Bedeutung verschiedener Adhasions proteine fir die stromale Funktion.
CD34" HPC wurden nach siRNA-Herunterregulation von Proteinen in den MSC mit diesen kokultiviert.
Alternativ wurde die MAPK durch PD098059 inhibiert. Der Prozentsatz fiir langsamteilende Zellen per
PKH26-Farbung (A), CD34" Zellen (C) und CD34" CD38 Zellen (E) wurde nach 7 Tagen Kokultur
bestimmt. Mittelwerte + SD aus 8 unabhangigen Experimenten wurden im Verhaltnis zu
unbehandelten Feedern angegeben. AuRerdem wurden reprasentative Ergebnisse fiir die Proliferation
(B), CD34-Expression (D) und CD38-Expression (F) in Kombination mit CFSE-Zellteilungsanalyse
dargestellt. Ungeachtet der Erhéhungen der CD34" und CD34" CD38 Zellzahlen konnte kein
signifikanter Effekt auf die Aufrechterhaltung von LTC-IC nach Herunterregulation von ITGB1, CD44
oder MAPK1 festgestellt werden (G; * p < 0,05; ** p £ 0,01; *** p < 0,001) (Walenda et al., 2010).
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3.2 Expansion von HPC wird von einem komplexen
Zusammenspiel von Wachstumsfaktoren und MSC regulie rt

Nachdem der Einfluss einer Kokultivierung von MSC mit HPC untersucht und Komponenten
sowie physiologische Bedingungen der Stammzellnische identifiziert wurden, die an der
Aufrechterhaltung primitiver HPC beteiligt sind, sollten die Kultivierungsbedingungen durch
Optimierung der Wachstumsfaktorzusatze des Mediums weiter verbessert werden. Vor mehr
als zwei Jahren haben Zhang und Kollegen ein Medium fir die Kultur von HPC beschrieben,
welches neben dem Basalmedium mit einer Kombination aus finf verschiedenen
Wachstumsfaktoren (SCF, TPO, FGF, ANGPTL5, IGFBP2) versetzt wurde, um eine optimale
Expansion von primitiven HPC zu erzielen (Zhang et al., 2008). Ziel dieser Arbeit war es,
diese einzelnen Wachstumsfaktoren in verschiedenen Kombinationen in dem bereits
etablierten Kokultursystem auf ihren Einfluss zu testen. Besonderes Augenmerk lag bei der
Fragestellung, ob durch Kokultur mit MSC bestimmte Zytokine fiir eine erfolgreiche und

optimierte in vitro Expansion von HPC redundant sind.

3.2.1 Vergleich verschiedener Kulturbedingungen zur Verstarkung der
in vitro Expansion von HPC

Zum Vergleich verschiedener Kulturbedingungen wurden 20 verschiedene Kombinationen
der Wachstumsfaktoren SCF, TPO, FGF, ANGPTL5 und IGFBP2 entweder mit MSC oder
ohne Kokultur systematisch im Hinblick auf eine erfolgreiche in vitro Expansion von HPC
getestet. CD34" HPC wurden aus CB isoliert und zur Nachverfolgung der Zellteilungen mit
CFSE gefarbt. Anschlieend wurden sie unter den verschiedenen Bedingungen fir 7 Tage
expandiert. Der CFSE-Farbstoff wurde mit jeder Zellteilung auf beide Tochterzellen verteilt,
somit konnten klare Zellteilungspeaks erkannt werden (Abbildung 11A). Ohne
Wachstumsfaktorzusatze und ohne Feederzellen konnten keine HPC durchflusszytometrisch
detektiert werden. Zugabe von einzelnen Wachstumsfaktoren ergab, dass SCF oder TPO die
Proliferation und Aufrechterhaltung von HPC mit Stammzelleigenschaften forderten, jedoch
nicht Zugabe von FGF, ANGPTLS5 oder IGFBP2. Wurde ein Cocktail aus StemSpan
Basalmedium versetzt mit SCF, TPO und FGF (S.T.F. Medium) zur Kultivierung von HPC
benutzt, so flhrte dieses zu einer signifikant erhéhten HPC Proliferation. Zusétzliche Zugabe
von ANGPTLS5 und / oder IGFBP2 (S.T.F.A.l.-Medium) erhohte leicht aber nicht signifikant
die Proliferation der HPC. Im Gegensatz dazu fuhrte die Kokultivierung von HPC mit MSC
Feederzellen sogar ohne jeglichen Zytokinzusatz zu einer Verstarkung der Zellteilungen.
Dieser supportive Effekt wurde durch Zugabe von S.T.F.-Medium signifikant erhoht
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(Abbildung 11B). Weiterer Zusatz von ANGPTLS5 und / oder IGFBP2 fihrte zu keiner
signifikanten Verbesserung der HPC-Expansion. Um das zu verdeutlichen, wurden absolute
HPC-Zellzahlen in zwei unabhéngigen Experimenten nach 4, 8, 13 und 15 Tagen in Kultur
mit und ohne MSC bestimmt (Abbildung 11C). Zusammengefasst konnte demonstriert
werden, dass sich S.T.F.-Medium und MSC-Kokultur synergistisch auf die Proliferation von

HPC auswirken, wohingegen ANGPTL5 und IGFBP2 nur moderate Effekte darauf austiben.

3.2.2 Wachstumsfaktoren zusammen mit MSC Kokultur e rhalten HPC
mit primitivem Immunphéanotyp

Als nachster Schritt wurde die Aufrechterhaltung des primitiven Immunphénotyps nach 7
Tagen in vitro Expansion durchflusszytometrisch analysiert. Generell wurde der prozentuale
Anteil an CD34" Zellen durch verschiedene Zytokinkombinationen ohne MSC-Feeder nicht
signifikant beeinflusst (Abbildung 11D, E). Die kombinierten Analysen des CD34" CD38
Immunphanotyps und Zellteilungen mittels CFSE-Farbung ergaben, dass das S.T.F.-Medium
die CD34 Expression Uber mehr Zellteilungen aufrecht erhielt als Zugabe von SCF oder TPO
alleine (Abbildung 12). Der zuvor demonstrierte Verlust von CD38-Expression wurde mit
S.T.F.-Medium ebenfalls zu einer héheren Zellteilungszahl verschoben. Aus diesem Grund
lasst sich schlussfolgern, dass die S.T.F.-Kombination nicht nur die Proliferation erhoht,
sondern auch die Aufrechterhaltung eines primitiven Immunphanotyps fordert. Unter MSC-
Kokulturbedingungen konnte gezeigt werden, dass der Anteil an CD34" Zellen signifikant
erhdht wurde (Abbildung 11E). Dies wurde weiter signifikant mit S.T.F.-Medium gesteigert,
denn selbst nach mehr als 10 Zellteilungen verblieb eine groRe Zellpopulation CD34".
Extrapolation der sich erhéhenden Zellzahlen und der prozentualen Anteile an CD34" Zellen
ergab eine mehr als 35-fache Expansion an CD34" Zellen mit S.T.F.-Medium und MSC-
Feeder Unterstiitzung (Abbildung 11F).

Zur Anreicherung von primitiveren HPC aus Primarmaterialien wird oftmals die CD34" CD38
Zellpopulation benutzt. Wie zuvor beobachtet war der Anteil an primitiven HPC unter
Kokulturbedingungen stark erhdht (Abbildung 13A). Aul3erdem wird CD38 in den
schnellteilenden Zellen wieder herunter reguliert (Abbildung 12), was impliziert, dass diese
Kombination von Markern zur ldentifikation von primitiven HPC nach Expansion nicht
geeignet sein kénnte. Der Verlust an CD38-Expression wurde unter Kokulturbedingungen zu
einer héheren Zellteilungszahl verschoben, wobei Zugabe von ANGPTL5 und / oder IGFBP2
keinen signifikanten Einfluss auf den Anteil an CD34" und CD34" CD38 Zellen nach

Expansion hatte. Zusammengefasst bieten das S.T.F.-Medium zusammen mit MSC-Kokultur
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gute Moglichkeiten fur eine optimierte HPC-Expansion mit weitestgehendem Erhalt von

CD34-Expression.
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Abbildung 11: Proliferation und CD34-Expression nac h in vitro Expansion. CD34" HPC wurden
mit CFSE gefarbt und ohne oder mit MSC fiir 7 Tage kultiviert. StemSpan Medium wurde wie
angegeben mit verschiedenen Zytokinkombinationen versetzt. Eine exemplarische Uberlagerung der
CFSE-Histogramme von Proben nach Expansion mit S.T.F.-Medium ohne (grau) und mit MSC
(schwarze Linie) verdeutlicht eine schnellere Proliferation unter Kokulturbedingungen (A). Die mittlere
CFSE-Intensitat wurde zur statistischen Analyse benutzt (B; n = 6). Zusétzlich wurden die absoluten
Zellzahlen nach Expansion von initial 1.000 CD34" Zellen nach 4, 8, 13 und 15 Tagen Kultur bestimmt
(C; n = 2). Untersuchung der CD34-Expression nach 7 Tagen Expansion ergab, dass nur S.T.F.-
Medium (schwarze Linie) weniger CD34" Zellen erhielt als S.T.F.-Medium mit MSC (D; graues
Histogramm). Insbesondere die Kombination aus SCF, TPO und FGF verstarkte die Kokultureffekte
auf HPC positiv (E; n = 6; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; p-Werte im Verhaltnis zu S.T.F.-
Medium). Die Erhéhung der absoluten Zellzahlen und Prozentsédtze der CD34" Zellen wurde zur
Extrapolation der CD34+ HPC Expansion unter den benutzten Kulturbedingungen benutzt (F)
(Walenda et al., 2011b).
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Zellteilung Nummer 5. Die Zellen wurden fur 7 Tage entweder ohne MSC (linke Spalten) oder mit

MSC (rechte Spalten) kultiviert.

Es sind repréasentative Histogramme und Dichteplots von 6

unabhangigen Experimenten dargestellt (Walenda et al., 2011b).
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Um weitere Einblicke in die hamatopoetische Differenzierung wahrend der Kultivierungszeit
zu bekommen, wurden die Zellen nach Kultur mit fluorochromgekoppelten Antikbrpern gegen
linienspezifische Oberflachenmarker gefarbt und durchflusszytometrisch untersucht
(Abbildung 13B). Die HPC wurden dafur 7 Tage in S.T.F.-Medium mit oder ohne MSC
expandiert. Es konnte in keiner Kulturbedingung Expression von CD3, CD19 oder CD56
nachgewiesen werden. Die Expression des allgemeinen Leukozytenmarkers CD45 und des
myeloiden Markers CD13 wurde nur in schnellteilenden Zellen mit MSC-Kokultur
hochreguliert. Analog zur Expression von CD34 wurde auch die Expression von CD133 unter
Kokulturbedingungen Uber eine hohere Anzahl an Zellteilungen aufrecht erhalten. Es konnte
demonstriert werden, dass diese CD133" Zellen ebenfalls CD34" sind (Abbildung 13c).
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Abbildung 13: Linienspezifische Differenzierung der HPC. CD34" Zellen wurden fiir 7 Tage unter
verschiedenen Wachstumsbedingungen in vitro expandiert und die CD34 sowie CD38 Expression
untersucht (A). Zur Zellteilungsverfolgung wurden die HPC mit CFSE gefarbt, in S.T.F.-Medium ohne
und mit MSC fir 7 Tage kultiviert und anschlieend die Expression von CD3, CD13, CD19, CD45,
CD56 und CD133 untersucht (B). AuRBerdem wurde die CD34-Expression gegen die von CD133
dargestellt (C). Es sind reprasentative Dichteplots von 4 unabhdngigen Experimenten dargestellt
(Walenda et al., 2011b).
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3.2.3 Kokultivierung mit MSC unter Zytokinzusatz ex  pandiert CFU-

initiierende Zellen

Um weitergehende Informationen Uber das Stammzellpotential der expandierten HPC zu
gewinnen, wurden koloniebildende Assays durchgefuhrt und die CFU-Frequenz bestimmt.
CD34+ Zellen wurden zeitgleich unter den 20 zuvor beschriebenen verschiedenen
Kulturbedingungen fur 7 Tage expandiert und anschliel3end in verschiedenen Verdinnungen
in ein Methylzellulosemedium Uberfihrt. Nach weiteren 14 Tagen in Methylzellulose wurden
die Raten fur CFU-G, CFU-E und CFU-M bestimmt (Abbildung 14) und mit einer
Kontrollprobe aus frisch isolierten, nicht expandierten HPC verglichen. Es zeigte sich, dass
ohne MSC-Kokultur die Zytokine SCF, TPO, FGF-1 und ANGPTL5 die CFU-initierenden
Zellen ohne signifikante Expansion gegentber der Kontrollprobe aus unexpandierten Zellen
(initiale Kolonien) am Leben erhielten. Sogar unter S.T.F.-Bedingungen oder Zusatz von
allen funf Zytokinen konnte keine signifikante Expansion von CFU-initierenden Zellen
beobachtet werden, obwohl ein enormer Effekt auf die Proliferation dokumentiert wurde
(Abbildung 12). Durch Zugabe von ANGPTLS5 und / oder IGFBP2 stieg die CFU-Frequenz
nur moderat an. Nach einer Kokultur mit MSC stieg im Gegensatz dazu die CFU-Frequenz
etwa um das Funffache. Dieser Effekt wurde durch Zugabe von Zytokinen weiter verstarkt.
Beispielsweise erhohte S.T.F.-Medium zusammen mit MSC die Gesamtzahl der Kolonien im
Vergleich zu den initialen Kolonien 8,4-fach (p = 0,05) und 1,8-fach im Vergleich zur
Expansion mit MSC ohne Zytokinzugabe (p = 0,02). Weitere Zugabe von ANGPTL5 und /
oder IGFBP2 zum S.T.F.-Medium fuhrte zu einer kaum detektierbaren Verstarkung der CFU-
Frequenz. Zusammengefasst konnte beobachtet werden, dass Kultur nur mit Zytokinen
alleine keine CFU-initiierenden Zellen expandiert, wahrend Kombination der Zytokine mit

MSC-Kokultur zu einer signifikanten Expansion der CFU-initiierenden Zellen fihrt.
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Abbildung 14: Expansion von kolonieinitierenden Ze

Zytokinkombinationen wie angegeben kultiviert. AnschlieBend wurde die Nachkommenschaft in
limitierten Verdinnungen in Methylzellulosemedium ausgesat und nach 14 Tagen die CFU-G, CFU-M
und CFU-E ausgezahlt. Als Referenz dienten frisch isolierte, nicht expandierte CD34" HPC, welche
zur Bestimmung der initialen CFU-Frequenz direkt in Methylzellulosemedium gegeben wurden. Ohne
MSC erhielten einige Zytokine das CFU-Potential, verglichen mit der initialen CFU-Zahl konnte jedoch
keine signifikante Expansion festgestellt werden. Mit MSC war die CFU-Frequenz signifikant erhéht.
Diese Erhdéhung konnte durch Prakultivierung in S.T.F.-Medium weiter gesteigert werden (n = 4; *p <
0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; p-Werte im Verhdltnis zu S.T.F.-Medium) (Walenda et al., 2011b).

Spalte) oder mit MSC (rechte Spalte) fir 7 Tage
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3.2.4 Transplantation von HPC in NOD/SCID-Méause

Um die Funktionalitat der in vitro expandierten HPC weitergehend zu testen, ob sie in der
Lage sind, im hamatopoetischen System eines murinen Transplantationsmodells
anzuwachsen, wurden Repopulationsassays in NOD/SCID-Mausen durchgefihrt (Zhang et
al., 2008). Dazu wurden je 50.000 frisch isolierte CD34" HPC aus Nabelschnurblut oder
deren expandierte Nachkommenschaft in subletal bestrahlte Mause injiziert. Der
Versuchsaufbau bestand aus drei unabhangigen Experimenten mit insgesamt acht Mausen
pro Kulturbedingung. 7 bis 8 Wochen nach der Transplantation der HPC wurden die
Prozentsatze der Zellen, welche positiv fir humanes CD45 sind, human- und zellspezifisch
per Durchflusszytometrie bestimmt. Dazu wurde Zellen aus Blut, Knochenmark, Milz und
Thymus analysiert. Es konnten in allen transplantierten Tieren humane Zellen nachgewiesen
werden. Dabei erzeugten Zellen aus frisch isolierten HPC ohne in vitro Expansion im
Knochenmark der Mause einen durchschnittlichen humanen Chimerismus von 16,5 % £ 9 %
(Abbildung 15A). Allerdings erzeugte die Transplantation der Nachkommenschaft von in
S.T.F.A.l.-Medium expandierten HPC im Knochenmark eine niedrigere Chimerismusrate von
59 % = 53 %. Dieses war unerwartet, da in anderen Arbeiten mit &hnlichen
Kulturbedingungen ein signifikant verstarktes Anwachsen von pra-expandierten HPC im
Vergleich zu nicht expandierten Zellen beschrieben wurde (Zhang et al., 2008).
Transplantation der Nachkommenschaft von 50.000 HPC, welche in S.T.F.A.l.-Medium und
mit MSC Kokultur expandiert wurden, ergab eine Chimerismusrate von 19,4 % + 18,1 %.
Diese Chimerismusrate war signifikant hoher verglichen zu der Rate nach Expansion ohne
MSC (p = 0,024), jedoch wurde keine Signifikanz im Vergleich zu nicht expandierten Zellen
festgestellt (Abbildung 15B). In Proben der Milz wurden &hnliche Tendenzen beobachtet. Als
nachster Schritt wurde die Expression von humanem CD34 im Knochenmark nach den
verschiedenen  Pra-Expansionsbedingungen  untersucht  (Abbildung  15C). Die
Transplantation von unexpandierten HPC ergab ein Anwachsen von 5 % * 2,7 % CD34"
humaner Zellen. Nach erfolgter Pra-Expansion mit S.T.F.A.l.-Medium konnten 1,8 % + 1,3 %
CD34" Zellen detektiert werden. Analog zur Analyse der CD45" humanen Zellen ergab die
Analyse von humanem CD34 nach Transplantation von HPC, welche in S.T.F.A.l.-Medium
mit MSC expandiert wurden, einen signifikanten Anstieg dieser Population (p = 0,025;
Abbildung 15D). Jedoch wurde ebenfalls kein signifikanter Unterschied zu unexpandierten
Zellen festgestellt. Neben den bisher beschriebenen Geweben wurde das Anwachsen der
humanen HPC auch im Thymus und im peripheren Blut untersucht. Dort wurden humane
CD3" und CD13" Zellen nachgewiesen (Abbildung 15E). Aus diesen Ergebnissen kann die

Schlussfolgerung gezogen werden, dass eine in vitro Expansion von HPC fir 7 Tage die
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langzeitrepopulierenden Effekte aufrecht erhalt. Dabei scheinen MSCs und Zytokine in
synergistischer Weise auf die Expansion von HPC zu wirken, jedoch konnte anhand der
Daten dieser Arbeit keine signifikante Expansion von langzeitrepopulierenden Zellen
nachgewiesen werden.
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Abbildung 15: Das Anwachsen von in vitro expandierten HPC in einem murinen

Transplantationsmodell.  50.000 HPC wurden in S.T.F.A.l.-Medium ohne oder mit MSC expandiert,
und die gesamte Nachkommenschaft wurde in subletal bestrahlte NOD/SCID-M&use transplantiert. 7
bis 8 Wochen nach Transplantation wurde das Anwachsen von human CD45" Zellen in Knochenmark,
Milz und Peripherblut detektiert (A). Kokultur mit MSC erhohte signifikant die Niveaus der
Chimerismen im Vergleich zu ohne MSC praexpandierten HPC, jedoch wurde kein Unterschied
verglichen zu unexpandierten Zellen detektiert (B). Des Weiteren war die Zahl an humanen CD34"
Zellen im murinen Knochenmark nach Kokultur im Vergleich zu ohne MSC signifikant héher, obwohl
kein signifikanter Unterschied zu frischen Zellen gefunden wurde (C, D). Untersuchung des Thymus
zeigte eine Tendenz zu huCD3" huCD45" T-Zell Differenzierung (E). (Jedes schwarze Symbol
reprasentiert ein Tier aus drei unabhéngigen Experimenten; * p < 0,05) (Walenda et al., 2011b).
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3.3 Serum nach autologer Transplantation stimuliert die
Proliferation und Expansion von HPC

Nach der Analyse der Bedingungen, durch welche die Expansion von HPC in vitro weiter
optimiert werden kann, sollte untersucht werden, welche Faktoren bei der hamatopoetischen
Rekonstitution nach erfolgter Chemotherapie im Patienten wirken. Solche Kenntnisse haben
das Potential, neben einer Optimierung zukiinftiger Therapien auch eine in vitro Expansion
von HPC weiter zu steigern. Es wurde aus Peripherblut von Patienten, welches zu
verschiedenen Zeitpunkten vor und nach Chemotherapie gewonnen wurde, Serum isoliert.
Es wurde der Einfluss dieses Serums auf in vitro expandierte HPC getestet, indem das
Serum dem Zellkulturmedium zugesetzt wird. Auflerdem werden die Seren auf ihre
Zytokinzusammensetzung untersucht. Bis dato ist dazu nur wenig bekannt, und neue
Erkenntnisse auf diesem Gebiet konnten nicht nur zur Aufklarung der Mechanismen der
hamatopoetischen Rekonstitution beitragen, sondern auch zu einer speziell im Hinblick auf

klinische Applikationen gezielten und verfeinerten HPC Expansion in vitro beitragen.

3.3.1 Serum isoliert nach HSCT stimuliert die Proli feration von HPC

Um die Faktoren zu untersuchen, welche nach einer Chemotherapie und
Stammzelltransplantation (HSCT) zur hamatopoetischen Rekonstitution beitragen, wurden
insgesamt 51 Serumproben aus Peripherblut von 9 Patienten zu verschiedenen Zeitpunkten
vor und nach HSCT isoliert (Tabelle 7). Das Kultivierungsmedium wurde mit 10 % je einer
Serumprobe versetzt und der Einfluss auf die Proliferation, den Immunphénotyp und die
Aufrechterhaltung der Stammzellcharakteristika von HPC wahrend einer in vitro Expansion
analysiert. Die Proliferation der HPC wurde nach 7 Tagen Kultur ohne und mit MSC-Kokultur
mittels eines MTT-Assays bestimmt (Abbildung 16). Die Experimente wurden mit
Serumproben von 7 Patienten wiederholt. Das Medium, welches mit Serumproben von Tag 8
(d8) nach HSCT versetzt wurde, fuhrte zu einer signifikanten Steigerung der Proliferation der
HPC im Vergleich zu dem Serum, welches vor der Chemotherapie (BC) gewonnen wurde (p
= 0,03). Unter Kokulturbedingungen konnte dieser Effekt ebenfalls demonstriert werden (p =
0,0017). Eine direkte Z&hlung der Zellzahlen nach Expansion in Serumproben von insgesamt
4 Patienten ohne MSC ergab eine signifikant um 1,97-fach hohere Zellzahl nach Expansion
mit d8-Serum im Vergleich zu BC-Serum (p = 0,0081). Diese Ergebnisse belegen, dass
Serum, welches nach HSCT wéhrend einer hdmatopoetischen Stressphase isoliert wird, in

vitro signifikant die Proliferation von HPC anregt.
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Tabelle 7: Ubersicht Giber die Patienten und Serumpr

oben

Ergebnisse

Neutropenie,

Thrombopenie,

Patient Alter Ge- Diagnose  Therapie <300 pery < 30,000 per Serumproben
schlecht (Tage nach (Tage nach (Tage nach HSCT)
HSCT) HSCT)

#1 21 w NHL BEAM* 1-8 2-12 BC, -1, 4, 8, 14, 22
#2 60 m NHL BEAM* 1-7 3-10 BC, -1, 4, 8,14
#3 58 w MM Melphalan* 5-9 8-11 BC, 1,4, 8, 11, 14,18
#4 65 m MM Melphalan* 5-10 6-11 BC,1,4,8,11
#5 55 m MM Melphalan* 5-10 6-14 BC, 1,4,8,11
#6 32 m NHL BEAM* 2-9 4-9 BC,1,4,6,8,11
#7 64 w MM Melphalan* 5-9 7-9 BC, 1,4,8,11
#8 61 w MM Melphalan 6-15 7-13 BC, 1,4, 8,11, 14, 18
#9 61 M MM Melphalan 6-13 9-18 BC, 4, 8, 11, 14

MM = Multiples Myelom; NHL = non-Hodgkin Lymphom; Melphalan = 200 mg/m?® an d-2;
BEAM = Carmustin 300 mg/m? d-7, Etoposid 150 mg/m? d-7 bis -4, Cytosin Arabinosid 200
mg/m? d-7 bis -4 und Melphalan 140 mg/m? d-3; * = G-CSF Stimulation von d0 bis zum Ende

der Neutropenie; BC = vor Chemotherapie (Walenda et al., 2011a).
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Abbildung 16: Serum isoliert nach HSCT stimuliert d ie Proliferation von CD34 * HPC.
Serumproben wurden vor Chemotherapie und 8 Tage nach HSCT am Tiefpunkt der Leukozytenzahlen
isoliert. 10 % Serum wurden jeweils StemSpan Medium zugesetzt und CD34" HPC fiir 7 Tage ohne
oder mit MSC in vitro kultiviert. Die Zellzahlen der HPC nach Expansion wurden entweder per MTT-
Assay (A) oder mittels eines Casy-Zellzdhlers (B) bestimmt. Serum neutropener Patienten von d8
erhohte signifikant die HPC-Zahlen nach in vitro Expansion (* p < 0,05; ** p < 0,01; Fehlerbalken
reprasentieren SD) (Walenda et al., 2011a).

3.3.2 Serum isoliert nach HSCT wirkt dem Verlustvo n CD34
Expression entgegen

Fur eine simultane Analyse des Zellteilungsverhaltens und des Immunphanotyps wurde die
in dieser Arbeit etablierte Methode der Kombination aus CFSE-Markierung und
durchflusszytometrischer Analyse nach Expansion genutzt. HPC wurden fur 7 Tage unter
verschiedenen Serumbedingungen ohne oder mit MSC kokultiviert und anschlieend die
verbleibende CFSE-Intensitat zusammen mit verschiedenen Oberflachenantigenen detektiert
(Abbildung 17). Es zeigte sich, dass die Proliferation der HPC im Vergleich zu BC-Serum
immer betrachtlich verstarkt war, wenn die Expansion in Medium mit 10 % Serum von d4
oder d8 nach HSCT erfolgte. Im Gegensatz dazu konnte mit Serumproben von d18 oder d22
nach HSCT keine Verstarkung der HPC-Proliferation beobachtet werden. Unter
Kokulturbedingungen wurden das Uberleben und die Proliferation der HPC generell deutlich
gesteigert, es konnten aber gleiche Tendenzen des proliferationsférdernden Effektes von d4-

und d8-Serum beobachtet werden.

Die parallele Analyse des Immunphanotyps ergab, dass die Expression von
Oberflachenmarkern primitiver Zellen ebenso wie die Proliferation durch Kultivierung in

Medium mit 10 % Serum von d4 oder d8 Uber eine hdhere Anzahl an Zellteilungen
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aufrechterhalten wurde. Die Expression von CD34 war insgesamt hoher und wurde mit d4-

oder d8-Serum fir mehr als 5 Zellteilungen l&anger aufrecht erhalten. AuRerdem wurde die

Herauf- und Herunterregulation von CD38 ebenfalls zu einer hoheren Zellteilungszahl

verschoben. Diese Effekte auf die Expression von CD34 und CD38 waren in allen

Experimenten konsistent, daher kann die Schlussfolgerung getroffen werden, dass Serum,

welches im Zeitraum der Neutropenie gewonnen wird, signifikant die Proliferation und einen

CD34" Immunphéanotyp von HPC wahrend in vitro Expansion unterstitzt.
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Abbildung 17: Simultane Analyse der Proliferation u

CD34" HPC wurden mit CFSE gefarbt und in vitro fur 7

Tage ohne (A) oder mit MSC (B) kultiviert. StemSpan Kulturmedium wurde mit 10 % Serum

nach Expansion mit Serumproben.

versetzt, welches vor Chemotherapie (BC) oder zu verschiedenen Zeitpunkten nach HSCT

der CD34 und CD38 Expression durchflusszytometrisch analysiert. Die rote Linie markiert

(d4, d8, d11, d14 und d18) gewonnen wurde. Die Zellteilungen wurden in Kombination mit
die funfte Zellteilung. Es sind

reprasentative Histogramme und Dichteplots fir die

Untersuchung aller 9 Serumproben dargestellt (Walenda et al., 2011a).
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3.3.3 Serum isoliert nach HSCT verstarkt die CFU-Bi  Idung

Um die Expansion von HPC mit Stammzellcharakter zu untersuchen, wurde die Frequenz
der Koloniebildung bestimmt. CD34" Zellen wurden fur 7 Tage mit 10 % BC- oder d8-Serum
ohne und mit MSC expandiert und anschlieend fir 14 Tage in Methylzellulosemedium
kultiviert. Es zeigte sich, dass Serum von Tag 8 nach HSCT ohne MSC signifikant die
Frequenz der CFU-G (p = 0,001), CFU-M (p = 0,046) und CFU-E (p = 0,009) im Vergleich zu
BC-Serum erhodhte (Abbildung 18). Dabei konnte keine bestimmte Tendenz zu einer Linie
erkannt werden. Die Koloniezahl nach Kokulturbedingungen lag etwa 10-fach tber der ohne
MSC, wobei ebenfalls ein signifikanter Anstieg der CFUs mit d8-Serum verzeichnet werden
konnte (p = 0.039).

In Ergdnzung dazu wurde die Frequenz der kopfsteinpflasterartigen Zellkolonien
(,cobblestone area forming cell“, CAFC) an Tag 28 bestimmt, um die Zahl der primitiveren
HPC nach Expansion abzuschéatzen. Die CAFC-Zahl war nach Expansion mit d8-Serum uber
16-fach hoher als im Vergleich zu Expansion mit BC-Serum (p = 0,0358).
Zusammengenommen verdeutlichen diese Ergebnisse, dass Serum neutropener Patienten

Faktoren enthélt, welche die in vitro Expansion von HPC verstéarken.

C

>
vy

ohne MSC mit MSC

J

-]
1

CFU pro 100 HPC
CFU pro 100 HPC

'b\\QJ
O Serum vor Chemo (BC)
B Serum d8 nach HSCT

O
o
I
o
o
-
[e]
=
Q
F=
L
N
O
LL
<
o

73



Ergebnisse

Abbildung 18: Die CFU-Frequenz wird durch Serum apl  astischer Patienten erhéht. CD34" HPC
wurden entweder ohne (A) oder mit MSC (B) fur 7 Tage in StemSpan Medium in vitro kultiviert,
welches mit 10 % BC-Serum oder d8-Serum versetzt wurde. AnschlieBend wurden die Zellen in
Methylzellulosemedium dberfihrt und nach 14 Tagen die Zahlen der CFU-G, CFU-M und CFU-E
ausgezahlt. Die Koloniebildungsfrequenz wurde generell durch Kokultur mit MSC angeregt, was
zusatzlich mit d8-Serum weiter verstarkt wurde. AuBerdem wurde die Frequenz der
kopfsteinpflasterartigen Kolonien (CAFC) nach 4 Wochen Kokultur mit MSC bestimmt (C). Die CAFC-
Frequenz wurde stark durch Zugabe von d8-Serum stimuliert (D; n = 4; * p < 0,05; ** p < 0,01;
Fehlerbalken reprasentieren SEM; GréRenbalken = 100 pm) (Walenda et al., 2011a).

3.3.4 Hochregulation von Differenzierungsmarkern un  ter

verschiedenen Serumzusatzen

Die zuvor getesteten Kulturbedingungen mit verschiedenen Serumproben kdnnten HPC in
vitro stimulieren, sich in eine bestimmte Linie zu differenzieren. Um dieser Frage
nachzugehen, wurde die CFSE-Farbung mit der Analyse verschiedener
Differenzierungsmarker kombiniert (Abbildung 19). Wie zuvor proliferierten die HPC kaum
mit Zusatz von 10 % BC-Serum und zeigten kaum Expression von Differenzierungsmarkern.
Wurde dem Kulturmedium 10 % d8-Serum zugesetzt, so zeigten die HPC nach 7 Tagen
Kultur eine moderate Heraufregulation von CD3 und CD19 in der schnellteilenden CFSE-
niedrigen Zellpopulation, was ein Hinweis auf eine beginnende lymphatische Differenzierung
sein kann. Die beginnende lymphatische Differenzierung wurde insbesondere durch
Kokultivierung mit MSC unterdriickt, wohingegen mit MSC ein leichter Expressionsanstieg
der myeloiden Marker CD13 und CD33 in der Zellpopulation mit mehr als 8 Zellteilungen

nachgewiesen wurde.

Diese Beobachtung stimmt mit vorangegangenen Studien Uberein, die demonstrieren, dass
die Differenzierung von mit humanen MSC kokultivierten Zellen sich eher in die myeloide
Richtung verschiebt (da Silva et al., 2005; Goncalves et al.,, 2006). Das allgemeine
Leukozytenantigen CD45 war in Zellpopulationen mit mehr als 8 Zellteilungen immer
hochreguliert, wohingegen keine positiven Signale fur den NK-Zell Marker CD56 detektiert
werden konnten. Die Expression von CD133 nahm nach mehr als 6 Zellteilungen allmé&hlich
in Ubereinstimmung mit CD34 ab, jedoch wurde die Expression von CD133 unter
Kulturbedingungen mit d8-Serum uber mehr Zellteilungen aufrecht erhalten. Diese
Beobachtungen belegen erneut, dass Serum in neutropenen Patienten die Vermehrung der
HPC anregt und gleichzeitig einen primitiven Immunphanotyp Uber mehr Zellteilungen
aufrecht erhalt. Neueste Daten zeigen, dass CD133 mit zunehmender Differenzierung von

HPC exosomal aus den Zellen geschleust wird und diese exosomalen CD133 enthaltenden

74



Ergebnisse

Partikel von MSC aufgenommen werden, wo CD133 mdglicherweise eine Signalfunktion
besitzt (Corbeil et al., 2010).

A ohne MSC B mit MSC
BC - ds - BC - ds
9 s o], '
0| : Nl
o : o
(o) ™
- | -~
(@] o
(] ! (&
» [¢2]
- - |
o) ali
(&) (@]
al. i 9
alE b a
U S ¥ ?vt‘v‘ U
[Te] E [To)
< | i
all : a
(&) (&]
i
2 5 2
Q al
(&) (&]
] ; : 9
= ! -
o : (m]
o @)
CFSE CFSE

Abbildung 19: Analyse der Expression linienspezifis cher Marker. CD34" HPC wurden mit CFSE
gefarbt und fur 7 Tage entweder ohne Stroma (A) oder mit MSC (B) in StemSpan Medium Kkultiviert,
welches mit 10 % BC-Serum oder d8-Serum versetzt war. Dann wurde die Expression von CD3,
CD13, CD19, CD33, CD45, CD56 und CD133 durchflusszytometrisch analysiert. Reprasentative
Dichteplots von 4 je im Duplikat analysierten Patientenseren sind dargestellt (Walenda et al., 2011a).
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Abbildung 20: Quantitative Analyse von linienspezif ischen Markern. Der jeweils prozentuale
Anteil an positiven Zellen fur CD3, CD13, CD19, CD33, CD34, CD45, CD56 und CD133 wurde nach 7
Tagen Expansion ohne oder mit MSC in Medium mit 10 % BC- oder d8-Serum untersucht (Darstellung
von Mittelwert und SD von 6 jeweils doppelt analysierten Patientenserenproben; * p < 0,05; ** p <
0,01; *** p < 0,001) (Walenda et al., 2011a).

3.3.5 Chemokinprofile der Serumproben

Da fur die bisher beobachteten Effekte vermutlich Chemokine im Serum nach HSCT
verantwortlich sind, wurde zu deren ldentifikation die Zusammensetzung von 174 Zytokinen
in den Serumproben mittels humaner Zytokin-Antikorper-Arrays untersucht (Abbildung 21).
Es wurden die Chemokinprofile in Serumproben von 6 Patienten vor Beginn der
Chemotherapie und d8 nach HSCT verglichen (Abbildung 20). Unerwarteter Weise ergab ein
paarweiser Vergleich signifikante Herunterregulationen von 8 Proteinen in d8-Serum. Dazu
zahlten PDGF-AA (p = 0,009), PDGF-AB (p = 0,048), PDGF-BB (p = 0,023), Matrix
Metallopeptidase-9 (MMP-9; p = 0,036), Leukozyten Alkalische Phosphatase (LAP; p =
0,048), L-Selektin (p = 0,036), Leuk&mie Inhibierender Faktor (LIF; p = 0,009) und Chemokin
[C-X-C Motiv] Ligand 10 (CXCL10 oder IP-10; p = 0,006). Der einzige leichte Anstieg in der
Chemokinkonzentration in d8-Serum wurde fur das Monozyten-Chemotaktische Protein-1
(MCP-1; p = 0,048) detektiert. Zusatzlich wurden Proben eines Patienten zu zusatzlichen
Zeitpunkten analysiert. Dies war Patient Nr. 3: BC, d4, d8, d11, d14 und d21 nach HSCT. Die
Untersuchung einer solchen Kinetik ergab, dass die allgemeine Zytokinexpression in der
Phase der Neutropenie vermindert wird und 18 Tage nach HSCT wieder zurickkehrt
(Abbildung 22).
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Zytokindetektion (relative Intensitat)
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Abbildung 21: Heat Map von allen 174 humanen Protei  nen, welche mit dem Zytokin-Antikdrper-
Array detektiert wurden. Die detektierte Zytokinkonzentration wird Uber einen Farbwechsel von Rot
(hohe Konzentration) Uber Schwarz zu Grin (niedrige Konzentration) dargestellt (Walenda et al.,
2011a).
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Abbildung 22: Chemokinprofile von Serumproben im Ve rlauf der Therapie. 174 humane Proteine
wurden in Serumproben von 6 Patienten (#1 bis 6) vor Chemotherapie (BC) oder 8 Tage nach HSCT
(d8) untersucht. Die Detektionslevel von PDGF-AA, -AB und —BB, sowie MMP-9, LAP, L-Selektin, LIF
und IP-10 waren in den Serumproben von vor Chemotherapie signifikant erhéht, wohingegen nur
MCP-1 signifikant nach Chemotherapie erhoht war. Der zusétzliche Vergleich der Chemokinlevel
eines Patienten zu zusatzlichen Zeitpunkten (BC, d4, d8, d11, d14 und d18) ergab, dass diese
Veranderungen in der Zytokinkonzentration voriibergehend wéahrend der Aplasiephase auftreten und
sich nach hAmatopoetischer Rekonstitution normalisieren (Walenda et al., 2011a).

Die Herunterregulation von PDGF in d8-Serum koénnte mit geringeren Plattchenzahlen
verknlpft sein, was zu dem die Hamatopoese aktivierenden Feedbacksignal beitragen
kénnte. In dieser Arbeit wurde der Effekt von PDGF auf das HPC in vitro Kultursystem
untersucht, indem das Basismedium mit 20 ng/mL TPO, 10 ng/mL FGF, 20 ng/mL SCF und
jeweils verschiedenen Konzentrationen von PDGF (0, 1, 10 und 100 ng/mL) versetzt wurde.
Es zeigte sich, dass die Zugabe von PDGF in den verwendeten Konzentrationen keinen
Effekt auf die Proliferation von HPC ohne MSC-Kokultur hatte. Unter Kokultivierung mit MSC
fuhrte die Zugabe von 100 ng/mL PDGF zu einer leicht verlangsamten Proliferation der HPC.
Daher vergroRRerte sich die mittlere CFSE-Intensitat aus 7 Versuchen von 12,39 auf 21,44
signifikant (Abbildung 23; p = 0,03). PDGF hatte jedoch keinen Einfluss auf die CD34-
Expression und auf die Frequenz der koloniebildenden Einheiten.
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Abbildung 23: Effekte von PDGF auf die  in vitro Expansion von HPC. CD34" Zellen wurden mit
CFSE gefarbt und in S.T.F.-Medium ohne oder mit MSC und verschiedenen Konzentrationen von
PDGF fur 7 Tage kultiviert. Zugabe von PDGF beeinflusste in den getesteten Konzentrationen nicht
die Proliferation von HPC ohne MSC (A), wohingegen Zugabe von 100 ng/mL PDGF die Zellteilungen
der HPC unter Kokulturbedingungen verringerte (B; n = 4). Die CFU-Frequenz wurde in den
getesteten Konzentrationen nicht konsistent von PDGF beeinflusst (C, D; n = 4, Fehlerbalken
reprasentieren die SD) (Walenda et al., 2011a).
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Als nachstes wurde untersucht, ob die Heraufregulation von MCP-1 fur den stimulierenden
Effekt auf die HPC verantwortlich ist. Dazu wurden CD34" Zellen entweder in Medium mit 10
% BC-Serum oder mit den zuvor beschriebenen Konzentrationen TPO, FGF und FGF
kultiviert. Diese Medien wurden verschiedenen Konzentrationen von MCP-1 versetzt (0, 1,
10 und 100 ng/mL). Insgesamt zeigte sich jedoch, dass Zugabe von MCP-1 in den
getesteten Konzentrationen keinen Einfluss auf die Proliferation und CD34 Expression von
HPC mit oder ohne MSC-Kokultur hat (Abbildung 24).
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ohne MCP-1 1 ng/ml MCP-1 ohne MCP-1 1 ng/ml MCP-1
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Abbildung 24: Effekte von MCP-1 auf die  in vitro Expansion von HPC. CD34" Zellen wurden mit
CFSE gefarbt und fir 7 Tage ohne oder mit MSC in StemSpan Medium kultiviert, das entweder mit 10
% BC-Serum (A) oder mit SCF, TPO und FGF (B) in den zuvor beschriebenen Konzentrationen
versetzt wurde. Zusatzliche Zugabe von MCP-1 beeinflusste in den getesteten Konzentrationen nicht
die Proliferation oder die CD34-Expression von HPC (Walenda et al., 2011a).
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4 Diskussion

4.1 Analyse des Einflusses von Kokultur und bestimm ter
Proteine auf die in vitro Expansion von HPC

In dieser Arbeit wurde zunachst untersucht, welche Faktoren eine in vitro Expansion von
HPC ermdbglichen und ob die Expansion durch gezielte Manipulationen stimuliert werden
kann. Besseres Verstandnis der Aufrechterhaltung der Hamatopoese, die durch Faktoren
wie Zytokine und Zell-Zell Interaktionen in der Stammzellnische im Knochenmark reguliert
wird, ist fur eine Etablierung zuverlassiger und klinisch  applizierbarer
Nabelschnurblutexpansionsstrategien unerlasslich. Eine erfolgreiche Expansion von HPC ist
insbesondere wichtig, um die Zellzahlen fir autologe oder allogene Transplantate zu
erh6hen. Es ist jedoch notwendig, dass die Zellen durch die Expansion nicht ihre primitiven
Eigenschaften verlieren und sich das Potential der Multipotenz bewahren. Die Daten dieser
Arbeit belegen, dass Kokultur von HPC mit MSC-Feederzellen die Proliferation der HPC
aktiviert und gleichzeitig einen primitiven Immunphanotyp Uber eine hdhere Anzahl an
Zellteilungen aufrecht erhalt. Dies stellt einen wichtigen Schritt zur Bewahrung der
Multipotenz dar. Neben der Beteiligung bestimmter Proteine wie der MAPK1, N-Cadherin
und VCAML1 wird die Proliferation der HPC dabei besonders durch MSC héherer Passagen
angeregt. Im Gegensatz dazu unterstitzen MSC niedrigerer Passagen eher die
Aufrechterhaltung eines primitiveren HPC Immunphénotyps, was aul3erdem durch MAPK1,
ITGB1 und CD44 unterstitzt wird (Tabelle 8).

Eine Anreicherung von HPC mit elongiertem Phéanotyp in der langsamteilenden Zellfraktion
wurde bereits zuvor anhand der PKH26-Farbemethode beschrieben (Wagner et al., 2004). In
dieser Arbeit wurden die Ergebnisse mittels der CFSE-Farbemethode bestatigt. Dabei ist die
Beobachtung interessant, dass das Verhaltnis von elongierten Zellen in der schnellteilenden
im Vergleich zu der langsamteilenden Zellfraktion unter Kokulturbedingungen umgekehrt
war. Die Mehrzahl der HPC ist unter Kokulturbedingungen polarisiert. Wahrend das
Lamellipodium an der Zellfront lokalisiert ist, befindet sich der Uropod am hinteren Zellende
und ist fir die Zell-Zell-Adhasion wichtig (Wagner et al., 2005a; Freund et al., 2006; Wagner
et al.,, 2007a; Fonseca et al., 2010). Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen die Moglichkeit
offen, ob die morphologischen Veranderungen entweder durch Kokultur mit MSC verursacht
oder zellintrinsisch determiniert werden. Eine Induktion eines elongierten Ph&notyps durch
Kokultur sollte sowohl die schnellteilende als auch die langsamteilende Zellfraktion
beinhalten. Fur das Auftreten von mehr elongierten Zellen unter Kokulturbedingungen kdnnte

auch von MSC sezerniertes SDF-1a verantwortlich sein, da demonstriert wurde, dass SDF-
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la die Podienformation in leukamischen Zellen und HPC stimuliert (Fruehauf et al., 2002;
Tavor et al.,, 2005; Faber et al., 2007). Wenn angenommen wird, dass eine polarisiertere
Morphologie mit einhergehenden Zellteilungen auf die Tochterzellen vererbt wird und einen
Subtyp von primitiven HPC charakterisiert, zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass
elongierte HPC durch MSC bevorzugt in eine schnellteilende Zellfraktion rekrutiert werden.

Tabelle 8: Effekte von MSC und bestimmten Proteinen auf die in vitro Expansion von

HPC.
Prozentsatz an Differenzierung
Proliferation primitiven Zellen verschoben zu
(CD34"/ CD38) hoheren Zellteilungen
MSC fruher Passage - + +
MSC spater Passage + - -
MAPK?1 Inhibitor PD098059 - + -
MAPK1 — siRNA - + NA
ITGB1 — siRNA kein Effekt + +
CD44 — siRNA kein Effekt + +
N-CDH — siRNA - kein Effekt kein Effekt
CDH11 - siRNA kein Effekt kein Effekt kein Effekt
Jaggedl — siRNA kein Effekt + NA
VCAM1 — siRNA - kein Effekt NA

Die Auswirkungen der replikativen MSC-Seneszenz, Behandlung mit dem MAPK-Inhibitor
PD098059 oder Herunterregulation bestimmter Proteine durch siRNA in MSC wurden im
Hinblick auf ihr die Hamatopoese unterstitzendes Potential untersucht. Die beobachteten
Einflusse auf Proliferation, den Prozentsatz an CD34" und CD34" CD38 Zellen und die
Aufrechterhaltung des primitiven Immunphanotyps uber mehr Zellteilungen wurden
zusammengefasst (+ = positiver Effekt, - = negativer Effekt, NA = nicht analysiert) (Walenda
et al., 2010).

Als ein zentrales Element zur simultanen Analyse von Zellteilungen und Immunphanotyp der
HPC wurde in dieser Arbeit die CFSE-Farbungsmethode verwendet. Ein entscheidender
Vorteil dieser Farbemethode ist, dass CFSE intrazellular an Proteinreste bindet und so das
Zytoplasma sehr gleichméRig anfarbt. Bei jeder Zellteilung wird der Farbstoff zu gleichen
Teilen auf beide Tochterzellen verteilt, was die Fluoreszenzintensitat halbiert. So kénnen
mittels dieser Methode zwei Erfordernisse in Kombination untersucht werden, welche zur
Kulturexpansion von HPC benétigt werden. Zum einen ist dies eine Aktivierung der
Proliferation und zum anderen die Aufrechterhaltung primitiver Eigenschaften auch nach

einigen Zellteilungen. Dieses wurde oftmals als ein Widerspruch in sich betrachtet, da eine in
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vitro Expansion von HPC gewdhnlich mit einem Verlust der Stammzelleigenschaften
einhergeht ist (Lyons und Parish, 1994; Oostendorp et al., 2000; Gotze et al., 2007). Die
Ergebnisse dieser Arbeit tragen unter anderem dazu bei, eine in vitro Expansion von HPC

bei gleichzeitigem Erhalt der Stammzelleigenschaften gezielt zu optimieren.

Die Beobachtung, dass langsamteilende HPC einen primitiveren Immunphanotyp
beibehalten, stimmt mit dem allgemeinen Befund Uberein, dass in vitro Proliferation von HPC
gewdhnlich mit Differenzierung assoziiert ist. Dieser Verlust an CD34- und CD133-
Expression mit einhergehender Differenzierung wurde bereits von anderen Autoren
beschrieben (Ruzicka et al.,, 2004; Gotze et al., 2007; Ko et al., 2007). CD38 wird
vortibergehend mit einhergehender Proliferation hochreguliert. Unter Kokulturbedingungen
mit MSC behélt die HPC-Fraktion CD34- und CD133-Expression fur mehr Zellteilungen bei
und verzoégert die Heraufregulation von Differenzierungsmarkern wie CD13, CD38, CD45
und CD56. AulRerdem ergaben Untersuchungen der globalen Genexpressionsmuster der
LTC-IC, dass sich signifikant mehr langsamteilende HPC in der primitiveren Zellfraktion
finden (Wagner et al., 2004). Eine myeloide Differenzierung kokultivierter HPC ist bereits
zuvor beschrieben worden (da Silva et al., 2005), und die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen,

dass diese Differenzierung erst nach einigen Zellteilungen auftritt.

Hohere MSC-Passagen verstarken die Proliferation von HPC, wohingegen niedrigere
Passagen eher die Aufrechterhaltung eines primitiven HPC-Immunphanotyps fordern.
Letztere erhdhen die absolute Zellzahl und den Prozentsatz an selbsterneuernden HPC und
sind somit besser fiir die Expansion von HPC mit primitiven Eigenschaften geeignet. Diese
Beobachtungen kdénnen damit erklart werden, dass durch Langzeitkultivierung und damit
verbundener replikativer Seneszenz tiefgehende zellintrinsische Veranderungen wie Verlust
der Multipotenz, Expression von seneszenzassoziierter -Galactosidase oder Verkirzung
der Telomerlange stattfinden (Fehrer und Lepperdinger, 2005). Die stromale Funktion der
MSC wird neben replikativer Seneszenz auch durch die Isolationsmethoden beeinflusst
(Wagner et al., 2007a; Wagner et al., 2008b), durch Verwendung einer Methode wird dies
jedoch innerhalb dieser Arbeit vergleichbar. AuRerdem ist eine kontinuierliche Veranderung
des globalen Genexpressionsmusters und mikroRNA-Expression wéhrend replikativer
Seneszenz in MSC demonstriert worden (Wagner et al., 2008a). Ein Auftreten von
replikativer Seneszenz kann bei einer klinischen Nutzung von MSC nicht verhindert werden,
da zur Generierung ausreichender Zellzahlen fir MSC-Feeder die Zellen eine gewisse Zeit
kultiviert werden mussen. Effekte replikativer Seneszenz kénnen jedoch durch die

Verwendung maoglichst frisch isolierter MSC minimiert werden.
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Die mitogenaktivierte Proteinkinase (MAPK1) ist ein zentrales Signalmolekil und an einer
Vielzahl an Signalwegen beteiligt (Johnson und Lapadat, 2002). Sie spielt in der zellularen
Physiologie eine bedeutende Rolle und vermittelt in Prozessen einschliel3lich des Fortschritts
des Zellzyklus und der Differenzierung (Wilkinson und Millar, 2000; Platanias, 2003). So ist
die MAPK1 beispielsweise an neuronaler Transdifferenzierung von pigmentierten
Epithelzellen beteiligt (Galy et al., 2002). Im blutbildenden System konnte der MAPK1
ebenfalls eine Vielzahl von Funktionen nachgewiesen werden, so spielt sie eine wichtige
Rolle in myeloider (Hsu et al., 2007), megakaryozytarer (Racke et al., 1997) und erythroider
Differenzierung (Matsuzaki et al., 2000). Die MAPK1 ist wahrend der Proliferation und am
Beginn der Zellliniendifferenzierung von entscheidender Bedeutung. AufRerdem wird die
MAPK1 durch verschiedene Zytokine und Wachstumsfaktoren wie Erythropoietin, SCF,
Interleukin-3 und SDF-1a aktiviert (Sui et al., 1998; Fuhler et al., 2008). Kirzlich haben
Wang und Kollegen demonstriert, dass die Inhibition von p38-MAPK die Expansion von
murinen HSC in vitro fordert und Aktivitat der p38-MAPK in vitro die Selbsterneuerung von
HSC inhibiert (Wang et al., 2011). Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit die Rolle der
MAPK1 in dem etablierten Kokultursystem untersucht. Durch Herunterregulation oder
Inhibition der MAPK1 wurde die Proliferation der HPC vermindert. Die Verwendung des
synthetischen Inhibitors PD098059 fihrt dabei zu einer effizienten und spezifischen
Verminderung der MAPK-Aktivitat durch Inhibierung des die MAPK-aktivierenden Enzyms
MEK, ohne die Aktivitdten der homologen Kinasen JNK und p38 zu beeinflussen (Dudley et
al., 1995). Bugarski und Kollegen haben systematisch den Einfluss verschiedener Inhibitoren
auf die CFU-Frequenz getestet. |hre Ergebnisse belegen, dass Inhibierung von
verschiedenen Signalenzymen wie Tyrosinkinasen, Jak2/Jak3, Src-Kinasen, p38-MAPK,
JNK-MAPK und MAPK1 durch spezifische Inhibitoren konzentrationsabhédngig zu einer
Reduktion der CFU-Frequenz vor allem im Bezug auf erythroide Kolonien fuhrt (Bugarski et
al., 2007), was wiederum mit der Beobachtung Ubereinstimmt, dass fir die fortschreitende
Erythropoese eine synergistische Aktivierung der MAPK1 durch EPO und SCF erforderlich
ist (Sui et al., 1998). Diese Arbeiten zeigen deutlich, dass an der Differenzierung und auch
an der Aufrechterhaltung eines primitiven Immunphéanotyps viele Signalwege beteiligt sind.
Eine gezielte und reversible Modifikation der Signalwege kénnte das Potential bieten, die in
vitro Expansion von CD34" HPC weiter zu steigern. In dieser Arbeit wurde demonstriert, dass
die Verminderung der MAPK1-Aktivitdt einen Einfluss auf die Differenzierung der HPC hat,
da die CD34-Expression bei gleicher Anzahl an Zellteilungen im Vergleich zu einer Kontrolle
reduziert war und aufRerdem die Hochregulation von CD38 beeintrachtigt war. Ein ahnlicher
Effekt auf die Expression von CD38 wurde bereits in humanen Glattmuskelzellen
beschrieben (Tirumurugaan et al., 2007). Die simultane Analyse von Proliferation und

Immunphanotyp in dieser Arbeit bekraftigt, dass MAPK1 fir beides essentiell ist. Ob auf
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diese Weise expandierte HPC ein vollstdndiges repopulierenden Potential in vivo besitzen,

muss durch weitere Experimente Gberprift werden.

HPC sind unter anderem in der Knochenmarknische lokalisiert. Dorthin zeigen sie unter
bestimmten Voraussetzungen ein ,Homingverhalten, wenn sie sich im Blut zirkulierend
befinden. Von Proteinen wie N-Cadherin, CD44, VCAM1, Jaggedl und Integrinen ist
postuliert worden, dass sie an dieser stromalen Funktion der MSC beteiligt sind (Zhang et
al., 2003; Avigdor et al., 2004; Bonig et al., 2006; Priestley et al., 2007; Wein et al., 2010).
Genexpressionsanalysen an MSC aus Knochenmark, Nabelschnurblut und Fettgewebe im
Vergleich zu HS68-Zellen und einer murinen AFT024-Zelllinie verdeutlichten eine
Hochregulation von N-Cadherin, Cadherin-11, ITGB1 und VCAML1 insbesondere in MSC-
Praparationen aus Knochenmark, welche mit Aufrechterhaltung der Stammzellcharakteristika
von HPC assoziiert sind. Auflerdem wurde demonstriert, dass Knochenmark-MSC
hinsichtlich der Aufrechterhaltung primitiver HPC den anderen Zellpraparationen,
insbesondere MSC aus Fettgewebe, deutlich Uberlegen sind (Wagner et al., 2007a). Aus
diesem Grund wurde in dieser Arbeit die Fragestellung erdrtert, ob diese Adhasionsproteine
eine entscheidende Rolle bei der MSC-HPC-Interaktion spielen. Es ist vorgeschlagen
worden, dass N-Cadherin die Verankerung der HPC in der Nische vermittelt und gleichzeitig
die HPC in einem quieszenten Status halt (Arai und Suda, 2007; Haug et al., 2008). Die
Ergebnisse in dieser Arbeit belegen, dass N-Cadherin und VCAM1 eher die Proliferation der
HPC fordern. Von einigen Autoren ist kontrovers diskutiert worden, ob N-Cadherin Gberhaupt
wichtig fur die Zell-Zell-Interaktion in der Knochenmarknische ist oder nicht (Kiel et al., 2007;
Kiel et al., 2009). Diese Ergebnisse sind jedoch mit einem murinen Modell generiert worden,
weshalb sie vermutlich nicht direkt auf das humane System Ubertragbar sind. Fur diese
These spricht, dass unsere Arbeitsgruppe fir humane HPC demonstrieren konnte, dass N-
Cadherin an der Adhasion von HPC an MSC beteiligt ist und ein auf diese Weise vermittelter
Kontakt an MSC die Aufrechterhaltung von LTC-IC unterstitzt (Wein et al., 2010).

Unerwarteter Weise resultierte die Herunterregulation von ITGB1 und CD44 nach in vitro
Expansion in einer signifikant hoheren Fraktion an CD34" CD38 Zellen, aber es konnte kein
Einfluss auf die LTC-IC-Frequenz oder die Zellvermehrung festgestellt werden. Vor kurzem
hat eine Studie demonstriert, dass durch eine in vitro Kokultivierung von CD34" HPC mit
verschiedenen ECM-Proteinen zwar die Zellviabilitdt, aber keine Verbesserung in der
Expansion erzielt werden konnte. Durch Kokultur mit Fibronektin wurde die Erythropoese
inhibiert. AuRerdem fliihrte Kokultur mit MSC, wie auch in dieser Arbeit beobachtet, zu einer
Verstarkung der HPC-Viabilitdt und der Proliferation, auch wenn unter diesen Bedingungen

die myeloide Differenzierung beginstigt wurde (Lazar-Karsten et al., 2011). Dies
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verdeutlicht, dass die Proliferation und Expansion von HPC durch viele Faktoren koreguliert
werden und kleine Veranderungen in der Komposition der Stammzellnische weitreichende
Mechanismen wie das zukiinftige Zellschicksal beeinflussen. Ubereinstimnmend hat eine
Vielzahl von Studien verdeutlicht, dass an die ECM bindende Proteine wie ITGB1 und CD44
am Prozess des Homings beteiligt sind (Papayannopoulou und Nakamoto, 1993; Avigdor et
al., 2004; Wagner et al., 2007b; Gottschling et al., 2007). AuR3erdem ist CD44 fir das
Auftreten von lymphoiden und myeloiden Zellen im Knochenmark entscheidend (Miyake et
al., 1990; Khaldoyanidi et al., 1996; Rosel et al., 1999) und verstarkt durch Bindung an
Hyaluronsaure die Proliferation von CD34" HPC in vitro (Hamann et al., 1995). Fur ITGB1
wurde, besonders in Assoziation mit Integrin-alpha-4, analog dazu eine entscheidende
Beteiligung bei der hdmatopoetischen Differenzierung in vitro demonstriert (Miyake et al.,
1991; Eshghi et al., 2007), und es gibt Hinweise darauf, dass dieser Effekt durch die MAPK1
vermittelt wird (Kapur et al., 2001). ITGB1 vermittelter Kontakt von HPC mit MSC erhéht die
Selbsterneuerungsrate und die Aufrechterhaltung von LTC-IC (Gottschling et al., 2007), und
in dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Expression von ITGB1 und CD44 in

stromalen Zellen auch eine Rolle in der Differenzierung der HPC spielt.

Zusammengenommen konnte dieses Wissen fur zuklnftige Expansionsstrategien nutzbar
gemacht werden, indem z.B. fur eine Expansion von HPC mit primitiven Eigenschaften
vorzugsweise MSC einer niedrigeren Passage als Feederzellen benutzt werden. Die
Beobachtung, dass der Immunphanotyp der HPC durch gezielte Modifikationen der
Feederzellen beeinflusst wird, konnte ein Schlussel zur Optimierung der Kulturbedingungen
sein. Bereits im Jahr 2006 berichteten Yue Zhang und Kollegen von einem
dreidimensionalen in vitro Kokultursystem, in welchem sich MSC in einem gewobenen
Fasernetz befanden und zusammen mit humanen HPC expandiert wurden. Diese
dreidimensionale Kokultur war einem zweidimensionalen herkdmmlichen Kokultursystem in
der Ausbeute an primitiven HPC Uberlegen (Zhang et al., 2006b). Diese Ergebnisse zeigen,
dass ein direkter und von allen Seiten stattfindender Kontakt von MSC zu HPC wichtig fur die
Expansion primitiver Zellen ist. In weiterfiUhrenden Forschungsvorhaben kdnnten die
Erkenntnisse dieser Arbeit in dreidimensionalen Kokultursystemen Uberpruft werden.
Wahrend einer zweidimensionalen Kokultur lasst bereits die Position der HPC Riickschliusse
auf deren Stammzellcharakteristika zu. Die HPC, welche unter die adhérenten MSC
migrieren, weisen auch die primitivsten Eigenschaften auf, was von der Arbeitsgruppe um
Rainer Ordemann demonstriert wurde (Alakel et al., 2009; Jing et al., 2010). Nach diesen
Ergebnissen konnte die Beobachtung, dass die Herunterregulation bestimmter
Adhasionsproteine in einer grof3eren primitiven Zellfraktion nach Expansion resultiert, auch

dahingegen interpretiert werden, dass durch das Fehlen eines Typs von Adhasionsproteinen
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eine Mdoglichkeit zu einem dichteren MSC-HPC-Kontakt gegeben wird. Aus diesem Grund
masste in zukinftigen Experimenten untersucht werden, ob beispielsweise eine parallele
Herunterregulation von zwei oder mehr Adhasionsproteinen in den MSC einen

verstarkenden oder gegenteiligen Effekt wie eine einzelne Herunterregulation hat.

4.2 Systematischer Einsatz verschiedener Wachstumsf  aktoren
und Optimierung der in vitro Expansionsbedingungen

In  dieser Arbeit wird ein systematischer Vergleich von 20 verschiedenen
Kultivierungsbedingungen beschrieben, um eine in vitro Expansion von HPC weitergehend
zu optimieren. Der unterstiitzende Einfluss auf die Aufrechterhaltung und Proliferation der
HPC von Zytokinen einschlie3lich SCF, TPO, FGF, ANGPTL5 und IGFBP2 einerseits (de
Haan G. et al., 2003; Levac et al., 2005; Robinson et al., 2005; Zhang et al., 2008; Andrade
et al., 2010) und MSC auf der anderen Seite (Li et al., 2007; Wagner et al., 2007a; Wagner
et al., 2007c; Battiwalla und Hematti, 2009; Weisel et al., 2009; Mendez-Ferrer et al., 2010;
Mishima et al., 2010) ist bisher gut beschrieben worden. Allerdings ist nur wenig bekannt,
wie spezifische Zytokine mit MSC interagieren. Von TPO ist beispielsweise bekannt, dass es
in der humanen Hamatopoese zwei wichtige Aufgaben erfillt. Zum einen ist dies die
Aufrechterhaltung primitiver HPC und zum anderen die Expansion von HPC in Zeiten
hamatopoetischen Stresses etwa nach Chemotherapie (de Graaf und Metcalf, 2011). Die
Daten dieser Arbeit zeigen, dass insbesondere die Kombination von SCF, TPO und FGF
zusammen mit MSC die Vermehrung, Aufrechterhaltung eines primitiven Immunphéanotyps
und Expansion von CFU-initierenden Zellen stimuliert. Das geht mit der Beobachtung
einher, dass eine Expansion von HPC eine komplexe Stimulation verschiedener
Signalkaskaden durch l6sliche Wachstumsfaktoren sowie Adhasionsproteinen bengétigt (Calvi
et al., 2003; Zhang et al., 2003; Wilson und Trumpp, 2006; Wein et al., 2010).

Generell muss fur eine in vitro Expansion von HPC bedacht werden, dass MSC heterogene
Zellpopulationen sind und verschiedene Subpopulationen von Zellen mit unterschiedlichem
Differenzierungspotential beherbergen, was auch unterschiedlichen Einfluss auf HPC haben
kann (Wagner und Ho, 2007; Ho et al., 2008). So konnte demonstriert werden, dass MSC
aus Knochenmark besser fur eine in vitro Expansion von HPC geeignet sind als MSC aus
Fettgewebe (Wagner et al., 2007a). Diese Ergebnisse zeigen, dass eine Kokultivierung von
HPC mit MSC aus Knochenmark prinzipiell ein wertvoller Ansatz zur HPC-Expansion ist. Da
in dieser Arbeit gezeigt wurde, dass eine lange Kultivierung die stromale Funktion der MSC

beeinflusst, wurden nur MSC von der dritten bis zur sechsten Passage zur Aussaat als
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Feeder benutzt (Wagner et al., 2010). Zur weiteren Optimierung einer in vitro Expansion von
HPC wird neben einer Kokultivierung mit MSC auch das Zellkulturmedium als ein
bedeutender Faktor mit grofiem Einfluss angesehen (Wagner et al., 2006). Dieses ist aber
auch fur die Praexpansion von MSC von Bedeutung, bevor sie als Feeder fir eine Kokultur
ausgesat werden. In diesem Teil der Arbeit wurden MSC benutzt, welche in 10 % humanem
Plattchenlysat anstatt FCS prakultiviert wurden. Dies bietet den Vorteil xenogenfreier
Zellkulturbedingungen (Schallmoser et al., 2007; Horn et al., 2010), und die gewonnenen
Daten belegen die Eignung von in HPL praexpandierten MSC als unterstitzende
Feederzellen. AuRerdem stehen die gewonnenen Daten in einer Reihe mit der Observation,
dass HPL-MSC in der Verstarkung der Proliferation von CD34" und CD34" CD38 HPC
gegeniuber FCS-MSC leicht Uberlegen sind (Reinisch et al., 2009).

Vor mehr als zwei Jahren haben Zhang und Kollegen ein Kulturmedium mit den flnf
Faktoren SCF, TPO, FGF, ANGPTL5 und IGFBP2 (S.T.F.A.l.-Medium) beschrieben, welches
ohne Kokultur eine annaherungsweise 20-fache Nettoexpansion von repopulierenden
humanen CB-HPC ermdglicht. Sie konnten jedoch keine signifikante Stimulation der
Proliferation von HPC in S.T.F.-Medium beobachten (Zhang et al., 2006a; Zhang et al.,
2008), was mit den Beobachtungen dieser Arbeit Ubereinstimmt. ANGPTL5 und IGFBP2
beeinflussten nicht die Aufrechterhaltung eines primitiven Immunphanotyps und zeigten nur
moderate Effekte auf die Expansion von CFU-initiierenden Zellen. Interessanterweise fiihrte
in dieser Arbeit die Expansion von CD34" Zellen in S.T.F.A.l.-Medium verglichen mit nicht
préaexpandierten HPC nicht zu einer erhéhten SCID-repopulierenden Aktivitdt. Dies war
unerwartet, weil hohere Niveaus von Chimerismen mit unter S.T.F.A.l.-Bedingungen
préaexpandierten HPC im Vergleich zu nicht expandierten Zellen bereits erzielt wurden
(Zhang et al., 2008). Vor kurzer Zeit ist ein weiterer Artikel publiziert worden, in dem eine 60-
fache Expansion von NOD/SCID-repopulierenden HPC nach Kokultivierung mit MSC erzielt
wurde, welche nach genetischer Modifikation ANGPTL5 sezernieren (Khoury et al., 2011). In
dieser Studie konnte die Konzentration an lentiviral exprimiertem ANGPTL5 Uber der
Konzentration liegen, welche in dieser Arbeit benutzt wurde. Zudem benutzten Khoury und
Kollegen ein anderes Transplantationssystem mit neugeborenen Mausen. Aus diesem
Grund konnten Diskrepanzen zwischen diesen Ergebnissen und den Resultaten aus dieser
Arbeit an Unterschieden in der Zellpraparation, der Aktivitat der Wachstumsfaktoren in
verschiedenen Chargen, den Mausstammen und dem Transplantationsaufbau liegen. Das
verdeutlicht die enorme Wichtigkeit einer sorgféaltigen Abwagung aller Parameter von
Zellkulturexpansionsstudien. In den NOD/SCID-Experimenten dieser Arbeit wurden initial
50.000 CD34" Zellen anstatt 15.000 Zellen transplantiert. Es ist vorstellbar, dass niedrigere

initiale Zellzahlen bei der Transplantation oder lAngere Préexpansionen wie 11 statt 7 Tage
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in einem besseren hamatopoetischen Anwachsen resultieren. Das NOD/SCID-
Transplantationsmodell kénnte ebenso fiir eine weiterreichende Analyse des multilinearen
Differenzierungspotentials einschlief3lich erythroider und megakaryozytarer Differenzierung
benutzt werden (Andre et al., 2010). Zudem existieren Hinweise, dass eine Kotransplantation
von HPC und MSC das hamatopoetische Anwachsen insbesondere der megakaryozytéaren
Linie fordert (Liu et al., 2011). Andererseits verstarkt eine HPC-Expansion auf MSC mit
Zugabe von Zytokinen im Vergleich zu ohne MSC préaexpandierten HPC signifikant den
Chimerismus, was die Hypothese starkt, dass Zytokine und MSC synergistisch agieren und
zusammen zum Erhalt von SCID-repopulierenden HPC in vitro beitragen. Es bleibt in diesen
Versuchen jedoch unklar, ob die langzeitrepopulierenden HPC auch das Potential besitzen,

in vivo in alle Blutzelltypen zu differenzieren.

Um die Sicherheit und Effizienz von in vitro Nabelschnurblutexpansionen zu untersuchen,
werden letztendlich klinische Studien bendétigt. Shpall und Kollegen haben bereits
beschrieben, dass eine in vitro Expansion von CD34" Zellen durchfiihrbar ist (Shpall et al.,
2002; Kelly et al., 2009). Kirzlich hat eine Studie demonstriert, dass immobilisierte Formen
des Notch-Liganden &-1 zusammen mit den Zytokinen SCF, TPO, Flt3-Ligand, IL-3 und IL-6
die in vitro Expansion von HPC stimuliert. Dazu verdeutlichte eine kleine klinische Studie,
dass in Patienten, welchen praexpandierte HPC transplantiert wurden, das Anwachsen im
Median nach 16 Tagen vollzogen war, wohingegen das Anwachsen nach Transplantation
von unmanipulierten HPC im Median erst nach 26 Tagen geschah (Delaney et al., 2010).
Diese Ergebnisse legen nahe, dass expandiertes Nabelschnurblut kurzzeitig repopulierende
HPC hervorbringt, welche eine schnellere Rekonstitution des hamatopoetischen Systems
nach Transplantation von einer doppelten Nabelschnurbluteinheit ermdglichen. Im Jahr 2007
startete eine klinische Studie am "M.D. Anderson Cancer Center” in Houston, USA, um zu
analysieren, ob eine kombinierte Applikation von einer mit Spender-MSC expandierten und
einer unmanipulierten  Nabelschnurbluteinheit  besseres  Anwachsen  ermdglicht
(www.ClinicalTials.gov: NCT00498316, M.D. Anderson Cancer Center, Houston, USA).
Andere Studien untersuchen Nabelschnurbluttransplantationen zusammen mit einer
Koinfusion von MSC, um das Anwachsen, die hdmatopoetische Rekonstitution und die
Uberlebensrate zu steigern. Diese Studien dauern derzeit noch an (NCT01092026,
NCT01045382 und NCT00823316).

89



Diskussion

4.3 Serum nach autologer Transplantation stimuliert die
Proliferation und Expansion von HPC wahrend In vitro
Kultivierung

Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse demonstrieren, dass systemisch sezernierte
Faktoren die Regenerationsprozesse nach durch  Chemotherapie induzierter
Myelosuppression vermitteln. Normalerweise sind HPC quieszent in der Stammzellnische
lokalisiert und werden erst durch hdmatopoetischen Stress rekrutiert und in die Proliferation
getrieben (Wilson et al., 2008). Im Fall einer HSCT ergibt die Nachkommenschaft von initial 2
x 10° CD34" Zellen eine Leukozytenzahl von etwa 3 x 10 im Peripherblut. Aus diesem
Grund muss binnen zwei Wochen ein mehr als hundertfacher Anstieg der Zellzahlen
bewerkstelligt werden (Marciniak-Czochra et al., 2009). Es existieren Hinweise darauf, dass
hohere Zahlen von CD34" Zellen im Transplantat die hamatopoetische Rekonstitution
verstarken, obwohl andererseits eine Stimulation der Stammzellfunktionen nach HSCT
wenigstens gleichberechtigt erscheint (Olivieri et al., 1998; Klaus et al., 2007; Wang et al.,
2007). Trotzdem erscheint es vor diesem Hintergrund sinnvoll, eine gezielte Optimierung der

in vitro Expansion von CD34" HPC fur Transplantate anzustreben.

In dieser Arbeit wurde demonstriert, dass der Verlust von CD34-Expression und die
maximale Hochregulation von CD38 mit d8-Serum zu einer hdheren Anzahl an Zellteilungen
verschoben waren. Uberdies verstarkten diese Serumproben von Tag 8 nach HSCT
signifikant die CFU- und die CAFC-Frequenz. Dabei ist anzumerken, dass sieben der neun
Patienten, von denen Serumproben bezogen wurden, G-CSF flr eine beschleunigte
hamatopoetische Rekonstitution nach HSCT erhalten haben, was die beobachteten
Ergebnisse beeinflusst haben kdnnte. Allerdings wurden die gleichen Effekte in dieser Arbeit
auch mit Serum beobachtet, welches aus zwei Patienten ohne G-CSF-Applikation oder aus
Patienten vor der ersten G-CSF-Applikation stammte. AuRerdem waren die Niveaus von G-
CSF in den Serumproben zum Zeitpunkt der Blutprobenentnahmen sehr niedrig, da sie nicht
durch die Zytokinanalysen per Antikérpermembranen detektiert wurden. Aus diesem Grund
kann der stimulatorische Effekt auf die Hamatopoese anderen aktivierenden Molekilen
zugeschrieben werden. Diese Ergebnisse zeigen eindrucksvoll, dass Prozesse stattfinden,
die zur hamatopoetischen Rekonstitution fihren. Bestimmte Faktoren, welche im Koérper
vermutlich gebildet und sezerniert werden, stimulieren gezielt die Hamatopoese. Dieses

Wissen kann auch zur Optimierung der Expansion von HPC verwendet werden.

Fur die Regulation der Hamatopoese in der aus verschiedenen Zelltypen bestehenden

Stammzellnische im Knochenmark wird angenommen, dass sie durch ein Zusammenspiel

90



Diskussion

von Wachstumsfaktoren, Proteinen der ECM, dem Sauerstoffpartialdruck und verschiedenen
Adhasionsproteinen reguliert wird (Prosper und Verfaillie, 2001; Wilson und Trumpp, 2006;
Ho und Wagner, 2007; Wagner et al., 2008b). Die Kokultivierungen von HPC mit MSC
ergaben, dass der direkte Zell-Zell-Kontakt mit den stromalen Zellen in hohem Mal3 die HPC-
Proliferation und Aufrechterhaltung von Markern, welche fir primitive Eigenschaften der HPC
stehen, verstarkte. Zudem wurde unter anderem in dieser Arbeit demonstriert, dass
verschiedene Adhdasionsproteine in diesem Prozess involviert sind (Zhang et al., 2003;
Wagner et al.,, 2007a; Mendez-Ferrer et al., 2010; Wein et al., 2010). Zusatzlich wurde in
einer Vielzahl an Studien die Wichtigkeit von Wachstumsfaktoren fir die in vitro Kultivierung
von HPC verdeutlicht (Zhang et al., 2008; Andrade et al., 2010). Letztes Jahr haben Himburg
und Kollegen gezeigt, dass systemische Applikation von Pleiotrophin zu einem deutlich
verbesserten Anwachsen von HPC in vivo nach radioaktiver Ganzkdrperbestrahlung von
Mausen fuhrt (Himburg et al., 2010). Aus diesem Grund kann eine bessere Aufklarung der
der Regeneration der Hamatopoese zugrunde liegenden Mechanismen dazu beitragen, dass

Methoden zur HPC-Expansion entwickelt werden, die bessere Anwachsraten ermdglichen.

Bis dato haben nur wenige Studien die Sekretion von Wachstumsfaktoren nach einer
erfolgten Chemotherapie untersucht. In zwei Studien wurde verdeutlicht, dass die Spiegel
von TPO im Serum bis zu einer Woche nach Hochdosis-Chemotherapie ansteigen und nach
drei Wochen abfallen, was impliziert, dass TPO eine kritische Rolle fiir die Rekonstitution der
Megakaryopoese und Plattchenproduktion nach HSCT spielt (Yoshimura et al., 2000; Hsu et
al., 2002). Andere Autoren demonstrierten, dass die Spiegel von TPO und IL-6 im Serum von
Patienten mit durch Chemotherapie induzierter Myelosuppression ansteigen (Chen et al.,
1996; Hsu et al., 2002). In dieser Arbeit wurde keine Hochregulation von TPO und nur ein
moderater Anstieg von IL-6 (p = 0,09) nach HSCT festgestellt. Unerwarteter Weise betrafen
signifikante  Veranderungen der Serumlevel wahrend chemotherapieinduzierter
Myelosuppression bis auf eine Ausnahme nur die Herunterregulation von
Wachstumsfaktoren. Chemokine wirken in einem funktionalen Gleichgewicht, daher ist es
vorstellbar, dass einige von ihnen als negative Regulatoren der Hamatopoese fungieren und
deren Herunterregulation zu einer Stimulation der Selbsterneuerungsrate der HPC fiihren
(Stier et al., 2005; Geissmann et al., 2010). Beispielsweise ist die Suppression der
Koloniebildung von HPC durch IP-10 dosisabhéangig (Sarris et al., 1993). Diese Beobachtung
stimmt mit den Erkenntnissen dieser Arbeit Uberein, da die IP-10-Spiegel 8 Tage nach HSCT
in den Serumproben vermindert waren. Die nach HSCT signifikant verringerten Niveaus
verschiedener PDGF-Isoformen kdnnten auf geringere Plattchenzahlen nach Chemotherapie
zurickzufihren sein. Andere Autoren haben postuliert, dass PDGF in der Expansion von

HPC involviert ist, jedoch ist die genaue Rolle des PDGF noch nicht ganz verstanden worden
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(Su et al., 2002). Vor Kurzem wurde demonstriert, dass PDGF die Expansion von CD133"
HPC unterdriickt (Aghideh A. et al., 2010). In der vorliegenden Arbeit konnte ein Effekt von
PDGF auf die Proliferation von HPC nur unter Kokulturbedingungen mit MSC nachgewiesen
werden. Dieser Effekt konnte ebenso indirekt durch die PDGF-vermittelte Aktivierung von
MSC verursacht sein. Aul3erdem ist es derzeit noch unklar, ob der beobachtete, die
Hamatopoese unterstitzende Effekt Zytokinen und Wachstumsfaktoren oder eher anderen
Molekilen wie bestimmten Metaboliten zugeschrieben werden kann (Weissinger et al.,
2009). Neben Metaboliten kénnten auch kleine Membranvesikel oder Hormone fir den
detektierten stimulatorischen Effekt der d8-Seren relevant sein. Zusammengefasst zeigen
diese Ergebnisse, dass die Hamatopoese nach Chemotherapie durch ein komplexes
Zusammenspiel verschiedener Faktoren reguliert wird. Genauere Kenntnis dieser
Mechanismen konnte neben einer gezielten Stimulation der in vitro Expansion von CD34"

HPC flr Transplantate auch das Potential bieten, neue Therapieansatze zu entwickeln.

4.4 Schlussfolgerung

Die simultane durchflusszytometrische Analyse der Zellteilungen und des Immunphéanotyps
stellt eine elegante Methode zur Untersuchung der Expansion von primitiven HPC dar. In
dieser Arbeit wurde durchgangig demonstriert, dass MSC aus Knochenmark generell die
Proliferation von HPC in einem in vitro Kultursystem verstarken. Aul3erdem behalten HPC
durch Kokultivierung mit MSC Uber mehr Zellteilungen einen primitiven Immunphanotyp
(CD34" CD38 oder CD133" CD38), was fir die Expansion primitiver HPC von Bedeutung
ist. Insbesondere MSC niedrigerer Passagen sind fir Kokulturexpansionen von HPC
geeignet, da sie die eine starkere Expansion der selbsterneuernden Zellfraktion ermdglichen.
Durch gezielte Manipulation wie siRNA-Herunterregulationen bestimmter Adhasionsproteine
lassen sich weitere Steigerungen der Expansion von primitiven HPC erzielen. Fir eine
klinische Anwendung misste jedoch geklart werden, welche genauen Mechanismen diesen
Effekten zu Grunde liegen. Die Expansion von HPC lasst sich weiter steigern, wenn
zusatzlich zu einer MSC-Kokultur bestimmte Zytokine, insbhesondere eine Kombination von
SCF, TPO und FGF, dem Kulturmedium zugesetzt werden. Durch eine Kokultivierung mit
MSC werden so auch HPC mit langzeitrepopulierendem Potential im Vergleich zu einer
Kultivierung ohne MSC expandiert, wie durch NOD/SCID-Transplantationsexperimente
herausgefunden wurde. Eine solche in vitro Expansion von HPC beherbergt grol3es
klinisches Potential, was in klinischen Studien weiter untersucht werden muss (Kelly et al.,
2009). Zusammengefasst bietet dieser Teil der Arbeit neue Einblicke, wie optimierte
Kulturbedingungen unter Verwendung von supportiven MSC und rekombinanten

Wachstumsfaktoren die Expansion von HPC weiter steigern kdnnen. Denn zuverlassige und
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standardisierbare Protokolle fir eine in vitro Expansion von HPC gelten als der ,Heilige Gral®
der hAmatopoetischen Stammzellforschung (Sauvageau und Humphries, 2010). Ein weiterer
effektiver Ansatzpunkt fir ein erfolgreiches Anwachsen und hamatopoetische Rekonstitution
konnte in der gezielten Aktivierung des Stammzellpools in vivo liegen. Die Ergebnisse dieser
Arbeit belegen, dass diese Aktivierung wenigstens zum Teil durch systemisch freigelassene
Faktoren vermittelt wird. Die Vermehrung, Aufrechterhaltung eines primitiven
Immunphanotyps und CFU-Frequenz von HPC waren signifikant erhoéht, wenn unter
hamatopoetischen Stressbedingungen nach HSCT isoliertes Serum dem Kulturmedium
zugesetzt wurde. Eine genaue Identifikation und Aufklarung der Mechanismen, welche HPC
zur Rekonstitution der Hamatopoese anregen, bietet die Moglichkeit, die Erholung nach
Chemotherapie zu verstarken. Die Resultate dieser Arbeit konnten auf diese Weise auch
dazu beitragen, neue Therapieansétze zu entwickeln. Mit der Identifizierung einiger
Faktoren, deren Level sich im Verlauf nach einer Chemotherapie und HSCT andern, wurde
eine wichtige Grundlage fur weiterfihrende Forschungen geschaffen. In diesen
weiterfihrenden Experimenten kénnten mehr beteiligte Faktoren mittels Metabolomanalysen
identifiziert und gezielt bestimmte Stoffe in Expansionsversuchen zugesetzt werden. Mit den
Ergebnissen dieser Arbeit wurde zusammengefasst ein wichtiger Beitrag zu einer

Optimierung der in vitro Expansion von humanen CD34" HPC geleistet.

93



Zusammenfassung

) Zusammenfassung

Blutstammzelltransplantationen konnten durch eine erfolgreiche in vitro Expansion von
hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen (HPC) auch mit kleinen Transplantaten
zuverlassig durchgefihrt werden. Bisher existieren keine zuverldssigen Protokolle, durch
welche die Selbsterneuerung und Differenzierung von HPC in vitro kontrolliert werden. In der
vorliegenden Arbeit wurde per Zellteilungs- und Immunphéanotypanalysen demonstriert, dass
durch Kokultivierung mit mesenchymalen Stromazellen (MSC) insbesondere die primitive
HPC Subfraktion (CD34" CD133" CD38) proliferiert und einen primitiven Immunphéanotyp
erhalt, wahrend die Zellen ohne Kokultur rasch ausreifen. Frihe MSC Passagen waren fir
die Kulturexpansion besonders geeignet. Mittels siRNA wurde die Expression von
spezifischen Adhasionsproteinen (N-Cadherin und VCAM1) und von Bindeproteinen an die
extrazellulare Matrix (CD44 und ITGB1) gezielt inhibiert, wodurch der Anteil an quieszenten
HPC gesteigert bzw. ein primitiver Phanotyp erhalten werden konnte. AnschlieRend wurde
systematisch die Auswirkung der Zugabe von 5 zuvor beschriebenen Zytokinen (SCF, TPO,
FGF, ANGPTL5 und IGFBP2) in insgesamt 20 verschiedenen Kombinationen mit und ohne
MSC-Kokultur auf Proliferation und Immunphanotyp von HPC untersucht. Zusatz von SCF,
TPO und FGF konnte die Expansion von HPC sowohl mit als auch ohne MSC-Kokultur
weiter steigern. Transplantationsexperimente an einem murinen Modell demonstrierten, dass
die MSC-Kokultur die hamatopoetische Rekonstitution mit humanen Zellen erhdht. Daraufhin
wurde untersucht, welche Faktoren die Regeneration der Hamatopoese nach
Chemotherapie regulieren und kontrollieren. Serum von Patienten vor und nach autologer
Stammezelltransplantation wurde gewonnen, jeweils 10 % dem Kulturmedium zugesetzt und
der Einfluss auf Proliferation und Immunphanotyp ko- / kultivierter HPC untersucht. Serum
von 4 bis 11 Tagen nach Transplantation verstarkte signifikant die Proliferation, den Erhalt
eines primitiven Immunphanotyps und das koloniebildende Potential. Dieser stimulatorische
Effekt war kaum mehr nachweisbar mit Serum, welches Uber 14 Tage nach Chemotherapie
gewonnen wurde. Mittels Chemokinarrays (174 verschiedene Chemokine) wurde
nachgewiesen, dass 8 Chemokine (darunter 3 PDGF-Isoformen) wahrend der
hamatopoetischen Stimulation an Tag 8 erniedrigt sind, wéahrend das Monozyten
Chemotaktische Protein (MCP1) erhdht war. Diese Ergebnisse belegen, dass eine Kokultur
mit MSC die Proliferation der HPC steigert und gleichzeitig den Erhalt der Stammzellfunktion
fordert. Dieser Effekt wird durch geeignete Chemokine weiter unterstiitzt. Dariiber hinaus
scheint die hamatopoetische Regeneration durch systemische Regulationsmechanismen
kontrolliert zu werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit tragen so zu einem besseren

Verstandnis der Regulationsmechanismen in der Stammzellnische bei.
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6 Abstract

A successful in vitro expansion of hematopoietic stem- and progenitor cells (HPC) is
important for reliable cord blood stem cell transplantations with low cell numbers. For in vitro
cultivation of HPC, there are no safe protocols existing which provide the ability to control
self-renewal and differentiation. In this study, analyses of cell divisions and
immunophenotype demonstrated that co-culture with mesenchymal stromal cells (MSC)
especially stimulates proliferation of the primitive HPC subset (CD34" CD133" CD38") and
also maintenance of a more primitive immunophenotype. Without co-culture, the cells rapidly
undergo maturation. In particular, early MSC passages were suitable for culture-expansion of
HPC. The expression of specific adhesion proteins (N-Cadherine and VCAM1) and
extracellular matrix binding-proteins (CD44 and ITGB1) was specifically inhibited by siRNA
knockdown resulting in a higher proportion of quiescent HPC as well as maintenance of
primitive immunophenotype. Subsequently, the effect of addition of 5 previously described
cytokines (SCF, TPO, FGF, ANGPTL5 and IGFBP2) on proliferation and immunophenotype
of HPC was analyzed in 20 different combinations with and without MSC-co-culture. Addition
of SCF, TPO and FGF enhanced expansion of HPC without and with MSC-co-culture.
Furthermore, transplantation experiments in a murine model showed an enhancement of
hematopoietic reconstitution with co-cultured HPC. As a next step, factors were investigated
that might regulate and control regeneration of hematopoiesis after chemotherapy. Serum
was obtained from patients before and at different time points after autologous stem cell
transplantation. 10 % of serum was added to culture medium to test its influence on
proliferation and immunophenotype of HPC cultured with and without MSC. Serum isolated 4
to 11 days after transplantation significantly enhanced proliferation, colony-stimulating
activity and maintenance of primitive immunophenotype. This stimulating effect was hardly
detectable with serum isolated more than 14 days after transplantation. Chemokine arrays
were used to analyze the chemokine composition of serum samples. Among 174
chemokines, 8 (including 3 PDGF isoforms) were significantly down-regulated during
hematopoietic stimulation on day 8, only concentration of monocyte-chemotactic protein 1
(MCP1) was increased. In conclusion, these results verify that co-culture with MSC enhances
HPC-proliferation together with maintenance of stem cell function. This effect is further
promoted by suitable chemokines. In addition, the hematopoietic reconstitution seems to be
controlled through systemic mechanisms of regulation. Therefore, the results of this study
further contribute to a better understanding of the regulative and controlling mechanisms in

the hematopoietic stem cell niche.
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