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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Gliederung

Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der Erforschung des biologischen Verhaltens von
bereits etablierten, klonalen, mesenchymalen Stammzellreihen. Mesenchymale Stammzellen
zeigen ein hohes Maß an Plastizität in vitro und in vivo und beteiligen sich an physiologischen
sowie pathologischen Vorgängen in Säugetieren.

In unseren Experimenten versuchten wir sowohl neue Erkenntnisse zur Stammzellplastizi-
tät zu gewinnen und auch Stammzellen hinsichtlich eines therapeutischen Einsatzes in der
Tumortherapie zu evaluieren. Dieser Ansatz wurde schwerpunktmäßig an zwei verschiedenen
Themen behandelt:

1. Der Beitrag von mesenchymalen Stammzellen zur Bildung neuer Lymphgefäße (Lym-
phangiogenese) und ihr therapeutischer Einsatz in der regenerativen Lymphangiogenese.

2. Die Rolle der mesenchymalen Stammzellen in der tumorassoziierten Blutgefäßneubil-
dung (Angiogenese) des Pankreaskarzinoms und ihre Verwendung zur Überbringung
eines Suizidgens zur Therapie des Pankreaskarzinoms.

1.2 Mesenchymale Stammzellen

Ende des 19. Jahrhunderts studierte der deutsche Pathologe Julius Friedrich Conheim in
Tierversuchen die Wundheilung und beobachtete, dass nach intravenöser Farbinjektion die an
der distalen Wundheilung beteiligten Fibroblasten aus dem Knochenmark über das Blut zur
Wunde gelangten. Unbewusst benannte er damit das Knochenmark als das Hauptreservoir
der mesenchymalen Stammzellen, die der Bildung einer Reihe an Tochterzellen dienen, u.a.
auch der von Conheim beschriebenen Fibroblasten (Prockop, 1997).

Stammzellen sind gering- bis undifferenzierte Zellen, die unter bestimmten äußeren Ein-
flüssen in Tochterzellen verschiedener Gewebelinien mit unterschiedlichen Phänotypen und
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Kapitel 1 Einleitung

meist höherer Spezialisierung differenzieren können. Außerdem verfügen sie definitionsgemäß
(im Gegensatz zu Progenitorzellen) über die Fähigkeiten der Produktion eines identischen
Zellklons und damit zur Aufrechterhaltung der Stammzellpopulation (Horwitz, 2005). Die
Fähigkeit der Produktion sowohl eines identischen Zellklons und einer höher spezialisierten
Tochterzelle wird als asymmetrische Zellteilung bezeichnet. Mit jedem Differenzierungsschritt
verlieren die Zellen an Potenz, gewinnen jedoch an Spezialisierung.

Neben den embryonalen Stammzellen, von denen die Zygote als Ursprungszelle aller mensch-
lichen Zellen die potenteste (= totipotent) ist, sind Stammzellen mit hoher Potenz auch noch
im erwachsenen Organismus als so genannte adulte Stammzellen zu finden. Adulte Stammzel-
len können aus verschiedenen Geweben isoliert werden. Unter anderem wurden hämatopoe-
tische, neuronale, gastrointestinale, epidermale, hepatische und mesenchymale Stammzellen
beschrieben (Gage, 2000; Potten, 1998; Watt, 1998; Schmelzer et al., 2007; Pittenger et al.,
1999). Die lange geglaubte Beschränkung dieser gewebsstämmigen Stammzellen als reine Pro-
genitorzellen ihres angestammten Gewebes kann heute nicht mehr standhalten. So konnte z.B.
demonstriert werden, dass sich neurale Stammzellen in hämatopoetische, also in ein Gewebe
von unterschiedlichem embryonalen Keimblattursprung, transdifferenzieren können (Bjornson
et al., 1999).

Bei der Entdeckung der mesenchymalen Stammzellen (MSC) lieferten Versuche von Urist
et al. in der Mitte des 20. Jahrhunderts weitere Hinweise. Die Autoren berichteten, dass die
Transplantation von unfraktioniertem Knochenmark in heterotope Gewebe des Wirtstieres
eine Änderung des Phänotyps der transplantierten Zellen und die Formierung von Knochen-
und Knorpelgewebe bewirkt (Urist und McLean, 1952; Tavassoli und Crosby, 1968). Diese
Versuche gaben erste Hinweise auf die Heterogenität der knochenmarksstämmigen Zellen und
auf die Existenz von einer distinkten Stammzellpopulation die nicht zu den damals bereits
bekannten CD34+ hämatopoetischen Stammzellen gehört.

Die erstmalige, genauere Beschreibung der Zellpopulation, die heute als mesenchymale
Stammzellen bekannt ist, gelang Friedenstein und Petrakova in ihren Arbeiten der 1960er
und 1970er Jahre. Nach Ausstreuung von Knochenmarksaspiraten verschiedener Säugetie-
re in der Zellkultur bildeten sich adhärent wachsende, fibroblastenartige Zellen, welche als
„Fibroblastic colony forming cells (FCFC)“ und später als „Colony forming units-fibroblasts
(CFU-F)“ bezeichnet wurden. Alle restlichen Zellen, u.a. auch die hämatopoetischen Stamm-
zellen, wuchsen nicht adhärent und wurden somit durch Mediumwechsel verworfen. Die adhä-
rent wachsenden Zellen zeigten nach einigen Tagen eine hohe Teilungsrate und differenzierten
spontan zu morphologisch erkennbaren Knochen- und Knorpelgeweben, was in Tierversuchen
durch Reimplantation in ihren respektiven Wirt und konsekutiver Differenzierung zu Osteo-
blasten bestätigt werden konnte (Friedenstein et al., 1974, 1976, 1968, 1966). In vivo, im
Knochenmark, und in vitro, direkt nach ihrer Isolation, scheinen die Zellen mitotisch inaktiv
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zu sein, um erst nach ein paar Tagen in Kultur mitotisch aktiv zu werden (Castro-Malaspina
et al., 1980).

In ihrer weiteren Erforschung stellte sich heraus, dass die mesenchymalen Stammzellen
die Vorläuferzellen für die verschiedensten Bindegewebszellen darstellen, zu denen neben den
Osteoblasten unter anderem Adipozyten, Chondrozyten, Tenozyten, glatte Myozyten und
eben die von Conheim beschriebenen Fibroblasten gehören. MSC mit ähnlichen biologischen
Eigenschaften lassen sich neben dem Knochenmark auch aus verschiedenen anderen Geweben
isolieren. Hierzu gehören unter anderem:

• Fettgewebe (Gronthos et al., 2001)

• Blut (Zvaifler et al., 2000)

• Lunge (in ’t Anker et al., 2003)

• Fetales Lebergewebe (Campagnoli et al., 2001).

Pittenger gelang 1999 die Isolation einer einzelnen, pluripotenten, mesenchymalen Stamm-
zelle, die zur Differenzierung in die verschiedenen Bindegewebszelllinien befähigt ist, und
beantwortete damit die Frage, ob es sich bei den mesenchymalen Stammzellen lediglich um
eine Mischkultur unterschiedlicher, bereits auf eine Zelllinie beschränkter, Progenitorzellen
handelt, oder ob eine einzige, zur Differenzierung in alle Zellreihen fähige, adulte Stammzel-
le existiert. Die Häufigkeit der pluripotenten mesenchymalen Stammzellen im Knochenmark
gab Pittenger in seinen Arbeiten mit 0,001-0,01% aller zellkerntragenden Zellen an (Pittenger
et al., 1999).

Die typischerweise CD34+ mesenchymalen Stammzellen machen einen Teil des unterstüt-
zenden Stromas der CD34+ hämatopoetischen Stammzellen aus, jedoch ist ihre Interaktion
mit diesen nicht vollständig verstanden. Klar ist, dass beide Zellen aus einer gemeinsamen
CD34+ CD38− fetalen Vorläuferpopulation ausgehen, die sich weiter in CD50− mesenchymale
Vorläufer und CD50+ hämatopoetischen Vorläufer unterteilen lässt (Waller et al., 1995). In-
teressanterweise gelang es Lange et al. zu zeigen, dass eine CD34− Stammzelle aus dem pe-
ripheren Blut einer Maus in vitro in eine CD34+ Stammzelle transdifferenzieren kann und in
vivo zur vollständigen Hämatopoese befähigt ist (Lange et al., 1999). Außerdem konnten Huss
et al. in einem ähnlichen Versuch mit einer aus dem peripheren Blut eines Hundes isolierten,
monoklonalen CD34− Stammzelle darlegen, dass diese nicht nur zur vollständigen hämatopoe-
tischen Rekonstitution befähigt ist, sondern zudem über mesenchymale Eigenschaften verfügt
(Huss et al., 2000).
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1.2.1 Biologie mesenchymaler Stammzellen

1.2.1.1 Oberflächenmarker

Zur Identifikation und Unterscheidung von verschiedenen Zelltypen dienen die exprimierten
bzw. nicht exprimierten Oberflächenmarker (CD=cluster of differentiation). So zeigen kno-
chenmarksstämmige MSC typischerweise eine Expression von CD29+ (Integrinβ1), CD44+

(„Knochenmark-Homing-Faktor“), CD73+ (SH3/SH4), CD90+ (Thy-1), CD105+ (SH2, En-
doglin), CD106+ (VCAM-1), CD117+ (C-Kit), CD120a+, CD124+, CD166+ (ALCAM),
MHC-I+, STRO-1+ und Sca-1+ (Baddoo et al., 2003; Boiret et al., 2005; Conget und Min-
guell, 1999; Dennis et al., 2002; Gronthos et al., 2003; Pittenger et al., 1999) Wichtig für
eine korrekte Identifikation ist auch, welche Marker durch MSC nicht exprimiert werden.
Hier werden vor allem die hämatopoetischen Marker CD34− (Hauptmarker der hämatopoe-
tischen Stammzellen), CD45− („Pan-Leukozytenmarker“), CD33− (myelomonozytäre Zellen),
CD14− und CD11b− (Makrophagenmarker) und die endothelialen Marker CD31− (PECAM-
1), CD133− (Marker für HSC und Endotheliale Progenitorzellen) zu Hilfe gezogen (Pittenger
et al., 1999).

Da es sich aber, wie bereits erwähnt, bei den mesenchymalen Stammzellen um eine he-
terogene Population handelt, zusammengesetzt aus Stammzellen, die zwar von der gleichen
pluripotenten Vorläuferzelle ausgehen, jedoch durch unterschiedlich stark ausgeprägte linien-
spezifische Differenzierung geprägt sind, besteht bezüglich der Oberflächenmarker eine hohe
Variabilität und es bestehen verschiedene Postulate über die optimale Auswahl der verwende-
ten Marker zur Detektierung der frühen, pluripotenten Zellen. Ferner exprimieren MSC, die
nicht aus dem Knochenmark isoliert werden, leicht unterschiedliche Oberflächenmarker, wei-
sen aber teilweise eine ähnliche Plastizität auf (Zuk et al., 2002). Leider ist zudem noch kein
Marker gefunden worden, der exklusiv auf MSC vertreten ist und somit eine positive Selektion
dieser Zellen erlauben würde. Verschiedene Autoren postulieren verschiedene Kombinationen
der genannten Marker als Arbeitsgrundlage zur Identifikation der frühen, hochpotenten MSC.
Die von Pittenger 1999 verwendete Kombination von CD105+ und CD73+ scheint in seinen
Experimenten ausreichend gewesen zu sein, um die pluripotenten Stammzellen zu beschrei-
ben. Große Hoffnungen wurden in den Antikörper Stro-1, dessen Substrat nicht bekannt ist,
als Mittel zur Detektion multipotenter MSC gesetzt (Dennis et al., 2002). Da eine sich schnell
teilende und ebenfalls multipotente Subpopulation der MSC negativ für STRO-1 ist, gibt es
hierzu jedoch konträre Meinungen (Colter et al., 2001).

1.2.2 Differenzierungspotential mesenchymaler Stammzellen

Das Potential adulter MSC in höher spezialisierte Zellen zu differenzieren, kann sowohl in
vitro, als auch in vivo untersucht werden. In beiden Fällen sind es die Umgebungseinflüsse, in
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der so genannten „Stammzellnische“, die eine mesenchymale Stammzelle zur Differenzierung
anregen. In vitro kann dies artifiziell unter Zugabe oder Weglassen verschiedener Mediator-
stoffe erreicht werden, wie z.B. durch Zugabe von Dexamethason und Insulin die Adipogenese
angeregt wird (Pittenger et al., 1999). Anscheinend haben aber auch interzellulare Kontakte
und die zellumgebende Matrix einen großen Einfluss auf die Zelldifferenzierung. So formen
z.B. konfluent gewachsene MSC-Kulturen besonders leicht Osteoblasten.

Die Differenzierung der Zellen wird durch die geändert Zellmorphologie in Richtung der
spezialisierten Zelle, mit Nachweis der für sie typischen Expressionsmuster von Genen, be-
stätigt. So ist z.B. die Expression von Glykosaminoglykanen und Kollagen II bezeichnend für
eine chondrogene Differenzierung (Pittenger et al., 1999).

Zu Beginn dieses Jahrhunderts gelang Wissenschaftlern eine Reihe von Erfolgen in der
Beschreibung der Differenzierungsfähigkeit von mesenchymalen Stammzellen. So konnte die
Arbeitsgruppe um Catherine Verfaillie adulte mesenchymale Stammzellen isolieren, die sich
neben den mesenchymalen Zelltypen auch in Zellen ektodermalen, entodermalen und visze-
romesodermalen Ursprungs differenzieren ließen. Diese CD34− , CD44− , CD45− , c-Kit− ,
MHC I− /II− , Flk-1+, Sca-1+, Thy-1+, CD13+ und stage-specific antigen I+ (SSEA-I+) Zel-
len wurden daher als multipotente adulte Progenitorzellen (MAPC) bezeichnet (Jiang et al.,
2002). Ob es sich bei den MAPC um Vorläuferzellen der mesenchymalen Stammzelle oder
eine Subpopulation dieser handelt, ist bis heute nicht klar.

Mesenchymale Stammzellen konnten in weiteren Experimenten zudem in kontrahierende
Myozyten und Kardiomyozyten, Hepatozyten und sogar Neurone und verschiedene Gliazellen
differenziert werden (Makino et al., 1999; Ott et al., 2005; Jackson et al., 2001; Ferrari et al.,
1998; Petersen et al., 1999; Sanchez-Ramos et al., 2000; Azizi et al., 1998; Hermann et al.,
2004).

Im Kreis der Forscher, die sich mit der Thematik von Stammzellplastizität beschäftigen,
herrscht jedoch Uneinigkeit über einige der Ergebnisse, besonders bezüglich der neuronalen
Differenzierungsfähigkeit. So konnte z.B. gezeigt werden, dass ein Teil der Phänotypänderun-
gen der MSC in den in vitro Experimenten zur neuronalen Differenzierung auf der Toxizität
der verwendeten Medien basiert und ein funktioneller elektrophysiologischer Phänotyp im Sin-
ne schneller Natriumkanäle ausbleibt. Auch besteht Kritik an manchen der Versuche in vivo,
bei denen die Kritiker eine Fusion von MSC mit differenzierten Parenchymzellen als Fehlin-
terpretation von echter Differenzierung sehen (Weimann et al., 2003; Alvarez-Dolado et al.,
2003). Daraufhin durchgeführte Studien an Stammzellmodellen lieferten jedoch Ergebnisse,
die eine Zellfusion als alleinigen Grund der Morphologieänderung ausschließen konnten (Ianus
et al., 2003; Brittan et al., 2005). Vielmehr konnte echte Differenzierung der MSC durch Gen-
suppression und Genaktivierung gezeigt werden (Egusa et al., 2005). Auch erhielt die Theorie

5



Kapitel 1 Einleitung

der multipotenten MSC im Gegensatz zur heterogenen Population von linienbeschränkter
Progenitorzellen in den genannten Experimenten viel Unterstützung.

Mesenchymale Stammzellen und Gefäße

Huss et al. untersuchten die mesenchymale Stammzelllinie RM26, die aus dem peripheren
Blut von Mäusen isoliert wurde, auf ihr angiogenetisches Potential. Die Autoren fanden bei
dieser Stammzelllinie, neben der Expression verschiedener Transkriptionsfaktoren, die typisch
für mesodermale und myeloische Stammzellen sind, auch die Expression von verschiedenen
endothelialen Markern. Zu den Markern, die diese Zellen in vitro exprimierten, gehörten CD31
(PECAM-1), Tie-1 und VEGFR-1. Des weiteren war in dieser Zelllinie SCL, der Hauptregu-
lator von Hämangioblasten, den Vorläuferzellen der Endothelzellen, exprimiert. Die Zellen
waren in der Lage, innerhalb von kürzester Zeit röhrenartige Strukturen in einem Matrigel-
Assay zu formen und sie änderten ihre Morphologie hin zu der von Endothelzellen. In vivo
sahen Huss et al. eine Integration der Stammzellen in der Ausbildung von Kollateralen in ei-
nem Mausmodell zur peripheren arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK). Hier beteiligten sich
die Zellen wahrscheinlich jedoch nicht direkt als Endothelzellen sondern eher als Perizyten an
der Arteriogenese. Sie steigerten den kollateralen Blutfluss und integrierten sich zudem in die
geschädigte Muskulatur (Huss et al., 2004).

Verschiedene andere Arbeitsgruppen konnten ebenfalls in den von ihnen untersuchten me-
senchymalen Stammzelllinien eine Differenzierung zu Endothelzellen durch entsprechende in
vitro Kultivierung beobachten (Oswald et al., 2004; Silva et al., 2005). Viel häufiger als die
Differenzierung zu Endothelzellen wird jedoch die Differenzierung zu Perizyten beobachtet.
Als solche beteiligen sich mesenchymale Stammzellen auch fördernd an der Tumorangioge-
nese und exprimieren den Hauptwachstumsfaktor der Angiogenese: den Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF) (Beckermann et al., 2008).

Abbildung 1.1 auf der nächsten Seite zeigt eine Auswahl der möglichen Zelllinien, zu denen
eine Differenzierung mesenchymaler Stammzellen nachgewiesen werden konnte.
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Abbildung 1.1: Plastizität mesenchymaler Stammzellen (unvollständig)
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1.2.3 Mesenchymale Stammzellen in der therapeutischen Medizin

Die relative Einfachheit, mit der sich MSC aus adulten Organismen isolieren lassen, sowie ihr
hohes Differenzierungspotential, haben die Hoffnung einer möglichen Applikation von MSC
in der regenerativen Medizin geschürt. So wurden MSC in einer Reihe von Tierexperimenten
auf ihr therapeutisches Potential in verletzten und kranken Geweben untersucht. Mehrere
Arbeitsgruppen konnten durch intravenöse oder intraventrikuläre Infusion, intramyokardiale
Injektion oder zytokinvermittelte Mobilisation von MSC aus dem Knochenmark ischämisches
Myokardium regenerieren und dadurch das Überleben und die Herzfunktion der Tiere ver-
bessern (Jackson et al., 2001; Orlic et al., 2001). Hierbei konnten MSC durch Differenzierung
in funktionelle Kardiomyozyten, als auch Endothelzellen und Perizyten zur Verbesserung der
Blutversorgung beitragen. Sie waren in bedeutend höherem Maße in verletztem Gewebe gegen-
über gesundem Myokardgewebe zu finden, was für die chemotaktische Wirkung der Zytokine
aus dem Infarktgebiet spricht.

Wie bereits im vorigen Kapitel erwähnt, konnten Huss et al. zeigen, dass die intravenöse
Gabe von MSC im Tierversuch zu einer Besserung der Kollateralenausbildung mit gesteiger-
tem Blutfluss und gleichzeitig verbesserter Muskelfunktion in einem pAVK-Modell führt. Eine
therapeutische Anwendung von MSC scheint auch hier viel versprechend.

In der neurologischen Forschung konnten Hofstetter et al. eine Verbesserung der Heilung von
verletztem Rückenmark durch Applikation von MSC in Versuchen an Ratten erzielen (Hofs-
tetter et al., 2002). Es gilt jedoch hervorzuheben, dass die aus den MSC entstandenen neu-
ronartigen Zellen nicht über die gleichen elektrophysiologischen Eigenschaften wie Neuronen
verfügen und daher nicht als funktionelle Neuronen anzusehen sind. Die Erholung der Tiere
wurde nichtsdestotrotz durch die Stammzellapplikation beschleunigt, was darauf hindeutet,
dass MSC nicht ausschließlich durch die Versorgung mit Progenitorzellen von Parenchymzel-
len zur Geweberegeneration beitragen, sondern dies möglicherweise auch unter Schaffung eines
proliferationsfördernden Mikromilieus durch Sekretion von Zytokinen und der Bereitstellung
von Stromazellen bewerkstelligen. Auch ihre immunsuppressive Wirkung und Funktion als
Leitstruktur sind denkbare heilungsfördernde Faktoren.

Die tierexperimentellen Erfolge führten zu ersten klinischen Studien mit MSC als therapeu-
tischem Mittel. Horwitz konnte mit der Transplantation von unfraktioniertem Knochenmark
am Menschen erste klinische Erfolge bei der Behandlung von Osteogenesis imperfecta, einer
Erbkrankheit, die von Osteopenie durch einen Defekt des von Osteoblasten produzierten Kol-
lagen I geprägt ist, erzielen (Horwitz et al., 1999). Hier siedelten sich die transplantierten
MSC im Knochenmark der Empfänger an und bildeten intakten Knochen.

Es folgten Studien zur stammzellbasierten Therapie des Myokardinfarkts durch verschiedene
Arbeitsgruppen. In einer Studie von Wollert et al. konnte beispielsweise durch die intrakoro-
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nare Infusion der Knochenmarkszellen nach Herzkatheter eine signifikante Verbesserung der
linksventrikulären Pumpfunktion erreicht werden (Wollert et al., 2004). Interessanterweise
scheint die Infusion von unfraktionierten Knochenmarkszellen der Gabe von G-CSF, das vor
allem die hämatopoetischen Stammzellen aus dem Knochenmark ins Blut mobilisiert, überle-
gen zu sein (Zohlnhofer et al., 2006). So zeigten Untersuchungen von Ripa et al. im Rahmen
der STEMMI-Studie eine inverse Korrelation zwischen der Anzahl der zirkulierenden mesen-
chymalen Stammzellen und der Ejektionsfraktion nach intravenöser G-CSF Gabe nach einem
akuten Herzinfarkt. Die Autoren hypothetisierten, dass die niedrige Anzahl zirkulierender
MSC für eine hohes Maß an „Stammzellhoming“ spricht und dadurch die Ejektionsfraktion
gesteigert wird (Ripa et al., 2007).

1.2.4 Stammzellen und Krebs und der Begriff der „Krebsstammzelle“

Mesenchymale Stammzellen zeigen ein gerichtetes Migrationsverhalten zu malignen Tumoren,
wobei das Mikromilieu des Tumors einen ähnlich chemotaktischen Reiz auf die Stammzellen
ausübt wie eine heilende Wunde dies tut (Dvorak, 1986). Hierbei spielen besonders die in-
flammatorischen Zytokine, Chemokine, Adhäsionsmoleküle und Integrine eine Rolle, die der
Tumor im Zuge seines ständigen Wachstums exprimiert und die seiner Gewebsinvasion, Mo-
tilität und Interaktion mit der extrazellulären Matrix dienen. Diese Faktoren sind für die
Invasion von Immunzellen in das inflammatorische „Mikroenvironment“ des Tumors verant-
wortlich und damit wahrscheinlich auch für die Anziehung der mesenchymalen Stammzellen.
Besonders der, durch Gewebehypoxie innerhalb des Tumors hochregulierte, Transkriptions-
faktor HIF-α aktiviert viele Gene von pro-angiogenetischen, chemotaktischen Substanzen,
wie u.a. VEGF, TNF-α, „Macrophage Migration Inhibitory Factor“ und verschiedene weitere
Faktoren, die zur Anregung des NF κB führen. Dieser wiederum regt u.a. die Expression der
Substanzen RANTES (CCL5), MIP-2 (CXCL2), MIP-1α (CCL3), MCP-1 (CCL2) und Il-8
(CXCL8) an, die einen erwiesenen migratorischen Anreiz auf Leukozyten haben und deren
Rezeptoren auch auf den mesenchymalen Stammzellen nachgewiesen werden können (Ubogu
et al., 2006; Montecucco et al., 2006; Gregory et al., 2006; Lehman et al., 2006)

Das Migrationsverhalten von mesenchymalen Stammzellen im Tumormikromilieu ist jedoch
nicht gleichermaßen intensiv erforscht worden wie das Migrationsverhalten der Immunzel-
len. Menon et al. konnten zeigen, dass mesenchymale Stammzellen in vitro ein gerichtetes,
cytokinvermitteltes Migrationsverhalten durch Induktion mit Tumorzellmedium ausführen.
Insbesondere heben die Autoren die Wichtigkeit des „Stroma derived factor -1 (SDF-1)“ im
Migrationsverhalten der Stammzellen hervor. Dies spricht für die Wichtigkeit des Tumorstro-
mas in der Rekrutierung von knochenmarkstämmigen MSC (Menon et al., 2007). Weitere
Informationen zum Tumormikromileu erfolgen in Kapitel „Tumormikroenvironment und des-
moplastische Reaktion“(Kapitel 1.5.4 auf Seite 30).
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Basierend auf den Forschungsergebnissen zum Migrationsverhalten von Leukozyten und
hämatopoetischen Stammzellen lassen sich zudem Vermutungen über weitere beteiligte
Liganden-Rezeptorenpaare anstellen. So spricht vieles für eine wichtige Rolle der Il-8 Re-
zeptoren CXCR1 und CXCR2, die beide auf MSC vertreten sind und in vitro durch Stimula-
tion dieser Rezeptoren mit Il-8 eine Migrationssteigerung zeigen (Ringe et al., 2007). Zudem
scheint CD97, der Rezeptor von epidermalen Wachstumsfaktoren, dessen Expression mit ge-
steigerter Angiogenese von Tumoren und erhöhter Leukozyteninvasion in Verbindung gebracht
wurde, ebenfalls bei der Migration von MSC beteiligt zu sein, da dessen Ligand CD55 auf
MSC exprimiert wird (Leemans et al., 2004; Galle et al., 2006). Neben den Cytokinrezeptoren
scheinen auch Adhäsionsmoleküle in ihrer Interaktion mit den „Chemoattractants“ der extra-
zellulären Matrix eine wichtige Rolle im Mirationsverhalten der MSC im Tumor zu spielen.
Besonders hervorzuheben gilt hier das Adhäsionsmolekül CD44, dessen Ligand Hyaluronsäure
in der Tumorangiogenese eine zentrale Rolle einnimmt und welcher ebenfalls auf den MSC
präsent ist (Simpson et al., 2002; Herrera et al., 2007). VEGF-A, ein wichtiges Molekül der
Tumorangiogenese, hat ebenfalls, über dessen Signalwirkung auf den PDGF-Rezeptor, eine
chemotaktische Wirkung auf MSC (Ball et al., 2007).

Es gibt eine Reihe an Hinweisen, die darauf hindeuten, dass die mesenchymalen Stammzellen
im Tumor eine Reihe an Funktionen übernehmen, die den Tumor in seinem Wachstum fördern
(Zhu et al., 2006). Zudem steigern MSC beispielsweise bei Brustkrebs über den CC-Ligand 5
die Metastasierungsrate (Karnoub et al., 2007). Des Weiteren ist eine Tie2+ Population von
mesenchymalen Stammzellen an der Bildung von Perizyten der Tumorgefäße beteiligt und
fördert dadurch die Tumorangiogenese (De Palma et al., 2005).

Maligne Tumore haben mit adulten Stammzellen viele Charakteristika gemein. Der da-
durch entstandene Begriff der „Krebsstammzelle“ soll an dieser Stelle kurz erläutert werden.
Tumorzellen verfügen ebenso wie Stammzellen durch Umgehung der entsprechenden zelleige-
nen Kontrollmechanismen über ungehinderte Zellteilung. Im Fall der Stammzelle ermöglicht
ihnen u.a. die Verwendung von microRNA den G1/S-Phasen Checkpoint des Zellzyklus zu um-
gehen und sie erreichen somit nahezu ungehinderte Selbsterneuerung (Hatfield et al., 2005).
Die Frage nach dem Ursprung von Tumorzellen birgt nun zwei mögliche Theorien: entweder
akquirieren differenzierte somatische Zellen durch Dedifferenzierung Stammzelleigenschaften,
oder die malignen Zellen gehen direkt aus Stammzellen hervor (Passegue, 2006). Da Stamm-
zellen im Vergleich zu den differenzierten Gewebszellen eine weitaus längere Überlebenszeit
aufweisen, erhöht sich dadurch auch die Wahrscheinlichkeit der Akquirierung und Anhäufung
von genetischen Defekten, die bestimmte Krebsarten im Rahmen der „Mehrschrittkarzinoge-
nese“ ausmachen (Lee et al., 2008). Die Arbeiten von Bonnet et al. lieferten im Jahre 1997
erste Hinweise, die zur Hypothese der Krebsstammzelle führten und diese unterstützten. Die
Autoren konnten eine CD34++ CD38− Stammzelle isolieren und charakterisieren, die im Tier-
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modell zur Entwicklung einer AML befähigt war (Bonnet und Dick, 1997).

Der Begriff der Krebsstammzelle besagt nun im Genauen, dass die heterogene Population
der Zellen, die einen Tumor ausmachen, von einer kleinen Subpopulation an Zellen ausgeht und
unterhalten wird. Des weiteren ist diese Subpopulation zur Selbsterneuerung befähigt und für
die Aufrechterhaltung des Tumorwachstums, ähnlich wie Stammzellen in der Organogenese,
durch Produktion der heterogenen Zelllinien eines Tumors verantwortlich (Clarke et al., 2006).

Mit dem Nachweis von CD44+ CD24−/low Lineage− Krebszellen, die Stammzellcharakte-
ristika zeigten, gelang erstmals der Nachweis von Krebsstammzellen aus soliden Tumoren, in
diesem Fall aus humanen Mammakarzinomen (Al-Hajj et al., 2003). Neben weiteren soliden
Tumoren gelang schließlich auch die Isolation einer möglichen Krebsstammzelllinie bei Pan-
kreaskarzinomen (Li et al., 2007). In dieser Arbeit wurden diese Zellen als CD44+ CD24+

ESA+ charakterisiert. Der Arbeitsgruppe von Heeschen gelang die Isolation einer weiteren,
distinkten Krebsstammzelllinie, positiv für CD133, isoliert ebenfalls aus Pankreaskarzinomen
(Hermann et al., 2007). Die Charakterisierung der spezifischen Oberflächenmarker ermöglich-
te die Unterscheidung dieser Zellen von den „normalen“ Tumorzellen. Transplantationen von
sehr wenigen (Hunderten) dieser Krebsstammzellen, die positiv für diese Oberflächenmarker
waren, führten im Tiermodell zur Formierung eines soliden Tumors mit all seinen Zelltypen,
wohingegen die Transplantationen sehr vieler (mehrerer Zehntausend) Tumorzellen desselben
Tumors, die negativ für diese Oberflächenmarker waren, zu keiner Formierung eines soliden
Tumors im Tiermodell führten.

Ein weiteres, hypothetisiertes Merkmal der Krebsstammzellen ist ihre Resistenz gegen Che-
motherapeutika (Donnenberg und Donnenberg, 2005). Chemotherapeutika wirken zwar auf
die hochproliferativen aber vergleichsweise differenzierten Tumorzellen, nicht jedoch auf die
Krebsstammzellen. Darin sehen viele Wissenschaftler die Ursache der häufig beobachteten
Tumorrezidive nach Chemotherapie, da diese von der überlebenden, tumorigenen Stammzell-
population ausgehen (Lee et al., 2008).

Neben der Fähigkeit der Selbsterneuerung haben Stammzellen und Krebsstammzellen auch
die Fähigkeit der Gewebsmigration bzw., im Falle von Krebs, der Gewebsinvasion und Me-
tastasenbildung gemein. So scheinen im speziellen die Krebsstammzellen die Ausgangszellen
von Fernmetastasen des Primärtumors zu sein (Hermann et al., 2007). Im Speziellen sehen
die Autoren die Positivität der Zellen auf CXCR4+, einem Rezeptor von u.a. „stromal deri-
ved factor-1 (SDF1)“, als wichtigen Faktor der zur Metastasierungsfähigkeit der Stammzellen
führt. Einerseits konnten nur CXCR4+ Zellen metastasieren und andererseits konnte durch
Blockade von CXCR4 die Metastasierung unterdrückt werden.
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1.3 Lymphangiogenese

„Die Lymphgefäße, so unbeeindruckt sie mich ließen, als sie mir im Jahre 1909
erstmals unter dem Mikroskop aufgezeigt wurden, – jedoch, so sollte ich bald
erkennen, ebenso schwer zu erfassen oder rätselhaft erscheinen sie denen die sie
studiert haben – verloren über all die Jahre nichts von ihrer spannenden Art.“

Otto Frederic Kampmeier (1910-1981); in München promovierter und auf dem Gebiet der
Lymphgefäßerforschung tätiger, US-amerikanischer Anatom (Witte, 2001)

1.3.1 Historischer Überblick über die Lymphgefäßerforschung

Die ältesten überlieferten Beschreibungen von lymphatischen Strukturen stammen aus einer
Arbeit von Hippokrates aus dem 5. Jahrhundert v. Chr., in der er die Existenz von Lymph-
knoten mit dem Satz „Alle Menschen haben Drüsen, kleiner oder größer, in der Achselhöhle
und in vielen anderen Teilen des Körpers“ beschreibt (Jones, 1948). Die erste Beschreibung
der weitaus weniger auffallenden, da viel feineren Struktur der Lymphgefäße wird indes He-
rophilus, einem in Alexandria lebenden Anatomen des 3. Jahrhunderts n. Chr. zugeschrieben
(von Staden, 1989).

Erst im Mittelalter rückten Lymphgefäße als anatomische Forschungsobjekte wieder in das
Blickfeld der Wissenschaftler. Der italienische Arzt Gasparo Aselli (1581-1626) liefert in sei-
nem post mortem erschienenen Werk „De lactibus sive Lacteis venis“ eine genauere Beschrei-
bung von Lymphgefäßen (Asellius, 1627). In seinen Versuchen aus dem Jahre 1622 berichtete
er während Vivisektionen an kürzlich gefütterten Hunden von weißen, milchigen Adern („venae
albae et lacteae“), die er weiter beschreibt, als „...zahlreiche Stränge,...überaus dünn und be-
wundernswert weiß, über das gesamt Mesenterium und den Darm gestreut, von fast zahllosen
Anfängen ausgehend. [Wenn durchtrennt] strömt sogleich eine weiße, milch- oder kremeartige
Flüssigkeit hervor.“ (Ambrose, 2006).

Zu Beginn des 20. Jahrhunderts stand die Erforschung der embryologischen Entwicklung
des Lymphgefäßsystems im Mittelpunkt eines Disputs, der erst in der heutigen Zeit annä-
hernd als beendet anzusehen ist. Im Jahre 1902 formulierte die an der Johns Hopkins Medical
School tätige Wissenschaftlerin Florence R. Sabin die These, dass von den Endothelzellen
der embryonalen Venen die primitiven Lymphbläschen „aussprossen“ und somit den Ursprung
der Lymphgefäße, die im weiteren Verlauf aus den Lymphbläschen aussprossen, im Menschen
darstellen („zentrifugale Theorie“) (Sabin, 1904, 1902). Sie stellte ihre Theorie nach Versuchen
mit Tinte-Injektionen an Schweineembryos auf.

Kurz nach der Verfassung dieser Theorie waren es die beiden Wissenschaftler Huntington
und McClure, die eine Gegentheorie aufstellten. Ihren Versuchen an Katzen zufolge entwi-
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ckelten sich die primären Lymphgefäße, unabhängig von Blutgefäßen, peripher aus dem Me-
senchym und erlangen erst in ihrer weiteren Entwicklung Anschluss an das Blutgefäßsystem
(„zentripetale Theorie“) (Huntington und McClure, 1910). Die Uneinigkeit der Anhänger der
beiden Theorien hielt über viele Jahrzehnte bis heute an, wobei beide Theorien durch Er-
kenntnisse der letzten zehn Jahre Unterstützung gefunden haben.

Die Erforschung der Lymphgefäße litt über weite Strecken des 20. Jahrhunderts an einem
Mangel an identifizierten Faktoren, die ihre Unterscheidung von Blutgefäßen und damit eine
positiven Selektion ermöglichten. Es dauerte bis zur modernen Ära der Genforschung, die
durch die Entschlüsselung des menschlichen Genoms und durch ergänzende Tierversuche mit
knock-out Modellen neue Erkenntnisse für die Lymphgefäßerforschung bringen konnte.

Kaipainen et al. konnten 1995 mit ihrer Zuordnung des Vascular-Endothelial-Growth-
Factor-Receptor-3 (VEGFR-3), auch fms-like-tyrosinereceptor-4 (FLT4) genannt, zu entwi-
ckelten Lymphendothelien den ersten weitestgehend lymphspezifischen Marker beschreiben
(Kaipainen et al., 1995). Der Arbeitsgruppe von Jeltsch et al. gelang es 1997 schließlich, den
von Joukov et al. entdeckten Gefäßwachstumsfaktor „Vascular Growth Factor-C (VEGF-C)“
als den Hauptwachstumsfaktor der Lymphangiogenese und Liganden des VEGFR-3 zu iden-
tifizieren (Joukov et al., 1996; Jeltsch et al., 1997).

Es folgten die Entdeckung und Beschreibung einer Vielzahl weiterer Marker, die eine Un-
terscheidung von Lymph- und Blutendothelzellen zuließen und deren genaue Beschreibung in
dieser Einleitung gesondert dargelegt wird. Zusammengefasst gehören zu ihnen unter anderen:

• das Glykoprotein Podoplanin (Wetterwald et al., 1996; Breiteneder-Geleff et al., 1997)

• der Hyaluronsäurerezeptor LYVE-1 (Banerji et al., 1999)

• der Transkriptionsfaktor Prox-1 (Oliver et al., 1993; Wigle und Oliver, 1999)

• der CC Chemokinligand CCL21 (Gunn et al., 1998)

• das zytoplasmatische Protein Desmoplakin (Ebata et al., 2001)

• das Adhäsionsmolekül Integrin α9β1 (Huang et al., 2000)

Zudem konnten in den letzten Jahren, neben den oben erwähnten VEGFR-3 und VEGF-C,
etliche weitere Rezeptor-Ligandenpaare mit zugehörigen Signalkaskaden und Genen identifi-
ziert werden, die zwar nicht spezifisch für die Lymphangiogenese sind, aber für das korrekte
Wachstum und Überleben des Lymphgefäßsystems und der einzelnen Lymphendothelzellen
essentiell sind. Hierzu zählen unter anderem:

• Angiopoietin-1 und -2 mit ihrem Tyrosinkinaserezeptor Tie-2 (Gale et al., 2002)

• der Vascular Endothelial Growth Factor-D (VEGF-D) (Veikkola et al., 2001)

• das Adapterprotein SLP76 und der Tyrosinkinaserezeptor SYK (Abtahian et al., 2003)
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• das Gen Net (Ayadi et al., 2001)

• das Gen FOXC2 (Fang et al., 2000)

• und viele andere

Die erfolgreiche Isolation von Lymphendothelzellen aus humanen dermalen Mikrovaskulär-
zellen (HDMEC), einer Mischkultur von Lymph-und Blutendothelzellen, durch Kriehuber et
al. im Jahre 2001 und die dadurch verbundene Verfügbarkeit von reinen LEC-Zellkulturen
trug wesentlich zur Akquirierung einer solchen Flut an spezifischen Lymphmarkern und Re-
gulationsmechanismen bei (Kriehuber et al., 2001).

1.3.2 Entwicklung des Lymphgefäßsystems

Wie im vorangegangenen Abschnitt beschrieben, herrscht über den zellulären Ursprung des
Lymphsystems noch keine einhellige Meinung. Mit Hilfe der neu entdeckten lymphatischen
Marker konnte Sabins Theorie der aussprossenden venösen Endothelzellen in verschiedenen
Experimenten Unterstützung finden. So gilt Sabin’s Theorie zum Ursprung der primitiven
Lymphbläßchen aus Venen heute weitestgehend als gesichert (Makinen et al., 2007). Jedoch
die Schlussfolgerung, dass sich das gesamte Lymphsystem aus diesen aussprossenden Zellen
ableitet, ist damit nicht bewiesen. Im Gegenteil, Versuche von Wilting et al. haben die Exis-
tenz von so genannten Lymphangioblasten, direkten Vorläuferzellen der Lymphendothelzellen
mit mesodermalem Ursprung, in den Flügelanlagen von Vogelembryos gezeigt. Auffallend ist
auch die Tatsache, dass deren Auftreten dem der Formierung der Lymphbläßchen voraus-
geht (Schneider et al., 1999). So konnten die Autoren in weiteren Versuchen einen dualen
Ursprung des Lymphystems der untersuchten Vögel, sowohl aus Blutendothelzellen als auch
aus mesodermalen Lymphangioblasten finden (Wilting et al., 2006).

Kerjaschki et al. konnten zudem über die Existenz von lymphendothelialen Progenitorzellen
und deren Beteiligung an Lymphangiogenese bei ihrer Analyse von abgestoßenen menschli-
chen Nierentransplantaten berichten und damit die Frage nach dem zellulären Ursprung des
Lymphgefäßsystems beim Menschen neu entfachen (Kerjaschki et al., 2006).

Es gilt heute als gesichert, dass das Lymphsystem des Menschen seine Entwicklung zum
Ende der 6. Embryonalwoche beginnt (Moore und Persaud, 2003). Aus Versuchen an Mau-
sembryos ist bekannt, dass LYVE-1 der erste lymphendotheliale Marker ist, der von einigen
venösen Endothelzellen der vorderen Kardinalvene an Embryonaltag 9.0 - 9.5 exprimiert wird
(Wigle et al., 2002). Dies kann als erstes Zeichen der Kompetenz von Blutendothelzellen zur
Differenzierung zu Lymphendothelzellen und als eine Quelle dieser gedeutet werden. Der lym-
phendotheliale Marker LYVE-1 wird in Kapitel 1.3.5.4 auf Seite 25 näher erläutert.

Wenige Stunden später kommt es in einer distinkten, an einer Seite der vorderen Kardinal-
vene gelegenen, Endothelzellgruppe zur Expression des lymphspezifischen Transkriptionsfak-
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tors Prox1 (siehe Kapitel 1.3.5.2 auf Seite 22). Die Wichtigkeit dieses Transkriptionsfaktors
wurde in einem knock-out Mausmodell durch Wigle et al. gezeigt, in dem die homozygoten
prox1−/− Mausembryonen über keinerlei Lymphsystem verfügten und an Embryonaltag 14.5
versterben. Anscheinend ist die Expression von Prox1 jedoch nicht ausschlaggebend für die
Aussprossung der Endothelzellen aus der vorderen Kardinalvene, wohl jedoch für die pola-
risierte, gerichtete Art der Aussprossung dieser und für deren Entwicklung zu ausgereiften
Lymphendothelzellen (Wigle et al., 2002). Interessanterweise entwickeln sich laut Wigle et
al. die LYVE-1+ Blutendothelzellen nicht zwangsläufig später zu Lymphendothelzellen, die
Prox1+ Blutendothelzellen indes schon. Diese Beobachtung wird gestützt durch die Tatsache,
dass in LYVE-1−/− knock-out Mäusen in denen es zu keiner LYVE-1 Expression kommt, die
Entwicklung des lymphatischen Systems nicht beeinträchtigt ist (Gale et al., 2007).

Kompetenz, im Sinne der Zytologie, ist die Fähigkeit einer Zelle auf ein bestimmtes Induk-
tionssignal zu antworten (Oliver und Alitalo, 2005). Die molekularen Voraussetzungen für den
Kompetenzerwerb der primitiven Endothelzellen der Kardinalvene und der damit verbunde-
nen Fähigkeit, auf ein lymphspezifisches Induktionssignal zu antworten, sind nicht vollständig
verstanden (Oliver, 2004). Im Gegensatz zu der Theorie des Kompetenzgewinns der Blu-
tendothelzellen der Kardinalvene steht die Theorie der primären Heterogenität der primitiven
venösen Endothelzellpopulation. Diese Population ist laut dieser Theorie aus einer Subgruppe
von Endothelzellen, die für die Ausbildung von Blutendothelzellen vorbestimmt sind, und ei-
ner Subgruppe von distinkten lymphendothelialen Progenitorzellen zusammengesetzt (Oliver,
2004).

Bei der Erforschung der Faktoren, welche die Aussprossung der LEC vorantreiben, konnten
Karkkainen et al. die entscheidende Rolle der Funktion von VEGF-C in seiner Interaktion mit
dem, auf den Endothelzellen exprimierten, VEGFR-3 zuschreiben (siehe Kapitel 1.3.5.1 auf
Seite 19). VEGF-C wird im umgebenden Mesenchym gebildet und gelangt auf parakrinem
Wege zu den aussprossenden Endothelzellen. Der so entstehende Konzentrationsgradient von
VEGF-C wirkt als chemotaktischer Reiz und führt die Zellen zum Ort der maximalen VEGF-
C Konzentration und somit zum Ort der Bildung der primitiven Lymphbläschen (Karkkainen
et al., 2004).

Nach erfolgter Aussprossung aus der Kardinalvene ist eine Trennung des neu gebildeten
primitiven Lymphsystems vom Blutsystem entscheidend. Hierbei spielen das Adapterprotein
Slp76 (SRC homology 2-domain–containing leukocyte protein of 76 kDa) und der Tyrosin-
kinaserezeptor Syk eine wichtige Rolle. Interessanterweise ist es die Expression von slp76 auf
hämatopoetischen Knochenmarksstammzellen, die eine Trennung von Blut- und Lymphsys-
tems bewirkt (Abtahian et al., 2003).
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1.3.3 Physiologie des Lymphsystems

Das erwachsene Lymphsystem ist ein baumartig gegliedertes Gefäßsystem, das seinen Anfang
bei den blind endenden Lymphkapillaren im peripheren Bindegewebe und in nahezu allen
Organen nimmt. Lediglich das zentrale Nervensystem, die Retina und avaskuläre Gewebe
wie Knorpel, Epidermis und Kornea verfügen nicht über Lymphkapillaren (Tortosa, 2006;
Tobler, 2006). Histologisch sind die Lymphkapillaren durch eine einschichtige Lage von Lym-
phendothelzellen (LEC) ausgekleidet, besitzen eine perforierte, unvollständige Basalmembran
und sind von größerem Durchmesser als Blutkapillaren (Leak, 1976). Die Lymphkapillaren
sind durch elastische Filamente mit dem umliegenden Bindegewebe verbunden, sodass bei
steigendem Gewebsdruck die Kapillarwände auseinander gezogen werden und die interstitielle
Flüssigkeit durch das vergrößerte Lumen abfließen kann (Leak, 1968). Messungen von Lymph-
kapillaren in der menschlichen Haut durch Fischer et al. ergaben einen mittleren Durchmesser
von 54,8 µm . Die Flussgeschwindigkeit in diesen Kapillaren ließ sich durch Erhöhung des in-
terstitiellen Drucks mittels subepidermaler Injektion von 10 µl eines 150.000 Dalton schweren
Fluoreszenz-Dextran Konjugats von 9,7 µm/s in Ruhe auf 510 µm/s nach Injektion steigern
(Fischer, 1996).

Mehrere Lymphkapillaren konfluieren in ihrem weiteren Verlauf zu einem Präkollektor, des-
sen mikroskopische Struktur eine irreguläre und unvollständige Anordnung von glatten Mus-
kelzellen (SMC) als Perizyten in der Gefäßwand aufweist. Laut histologischen Studien von
Sacchi et al. am Lymphsystem der Leistenregion des Menschen beträgt der Durchmesser der
Präkollektoren zwischen 35 und 150 µm, in manchen Fällen bis zu 300 µm. Außerdem tragen
Präkollektoren, ebenso wie Venen, die für den zentripetal gerichteten Flüssigkeitstransport
notwendigen, irregulär angeordneten, intraluminalen Klappen. Die Untersuchung der dün-
nen Endothelschicht der Präkollektoren weist mit ihren vielen pinozytären Einschlüssen, ihrer
unvollständigen Basalmembran und ihren Ankerfilamenten eine große Ähnlichkeit zur Mor-
phologie der Lymphkapillaren auf. Eine Fortsetzung der interstitiellen Flüssigkeits- und Pro-
teinabsorption trotz Vorhandensein von Perizyten und Gefäßklappen in den Präkollektoren
ist daher wahrscheinlich (Sacchi, 1997).

Mehrere Präkollektoren transportieren die Lymphe zu einem Kollektor, dessen Morphologie
mit dreischichtigem Wandaufbau und ebenfalls vorhandenen intraluminalen Klappen an die
einer Vene erinnert. Jedoch sind die Klappen in ihrer Anzahl häufiger und die Wanddicke
geringer im Vergleich zu Venen gleicher Größe (Gray, 2005). Ihr häufig stern-, kreuz- und
schlitzförmiges, jedoch selten rundes Lumen variiert im Durchmesser zwischen 150 und 350
µm (Suami, 2007; Boggon und Palfrey, 1973).

Lymphgefäße regulieren den Lymphfluss sowohl durch tonische Änderungen der Gefäßwand-
spannung als auch durch phasische Kontraktionen dieser (Gashev, 2001). Verantwortlich für
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die Kontraktilität der Gefäßwand sind die perivaskulären glatten Muskelzellen, welche durch
verschiedene humorale und neurale Metabolite, wie z.B. Thromboxan A2, oder Stickstoffmon-
oxid zur Kontraktion, bzw. zur Relaxierung angeregt werden (Sinzinger, 1984; Gasheva, 2006).
Die Lymphflussgeschwindigkeit hängt jedoch auch von passiven Faktoren wie der Beschaffen-
heit des Gefäßbettes und der Aktivität der umliegenden Skelettmuskulatur ab und ist somit
regional verschieden (Gashev, 2004).

Die Lymphgefäße durchfließen auf ihrem zentral gerichteten Weg die aus B- und T-Zellen
zusammengesetzten Lymphknoten, welche die regionalen Orte der Immunantwort darstel-
len (Tortosa, 2006). Die antigenpräsentierenden Dendritischen Zellen (DC), welche durch die
inflamatorischen Zytokine TNF-α und Interleukin-1 aus Monozyten heranreifen, sowie Lym-
phozyten gelangen so über die Lymphgefäße zu den T-Zell-Arealen der Lymphknoten und
bewirken dort eine Freisetzung der T-Zellen über die hochendothelialen Venolen. Diese ge-
langen so über den Blutstrom zu den entzündeten Arealen, um dort die Immunantwort zu
bewirken.

Der CC-Chemokinrezeptor CCR7 und sein Ligand CCL21 spielen bei der Regulation dieser
Migration- und Invasionsvorgänge durch ihre chemotaktische Wirkung eine wichtige Rolle.
Der Rezeptor wird während des Reifungsprozesses der DC auf deren Oberfläche hoch regu-
liert (Dieu et al., 1998) und ermöglicht durch Interaktion mit dem von Lymphendothelzellen
exprimierten CCR7-Liganden CCL21 deren Eintreten in die Lymphbahn. Die inflammatori-
schen Zytokine bewirken eine lokale Hochregulation von CCL21 durch die umliegenden Lym-
phendothelzellen und erhöhen so die Anzahl der invadierenden DC (MartIn-Fontecha et al.,
2003). CCR7 ist zudem auf den zirkulierenden T-Zellen exprimiert und ermöglicht diesen
das Eintreten in die Lymphknoten, ebenfalls durch CCR7/CCL21-Interaktion an den CCL21-
exprimierenden Endothelzellen der hochendothelialen Venolen (Stein et al., 2000).

Interessanterweise benötigen die T-Zellen, ebenso wie die DC, die CCR7-Expression jedoch
auch, um vom entzündeten Gewebe in den afferenten Lymphstrom zu gelangen (Bromley et al.,
2005). Das Fehlen von CCR7 oder seiner Liganden im Tierexperiment führt zu schweren
Störungen in der Immunantwort, vor allem bedingt durch die fehlerhafte Entwicklung der
Lymphknoten und der Unfähigkeit der DC-Zellen und T-Zellen, in sekundäre lymphatische
Organe zu gelangen (Gunn et al., 1999) (Forster et al., 1999).

Eine weitere wichtige Molekülklasse für die Invasionsfähigkeit der Immunzellen in die Lym-
phstrombahn sind die endothelialen Leukozyten-Adhäsionsmoleküle ICAM-1, VCAM-1 und
E-selectin. Johnson et al. konnten in einer Stimulation in vitro von isolierten LEC, vor allem
mit TNF-α und TNF-β, eine Hochregulation dieser Adhäsionsmoleküle detektieren. Zudem
konnten sie im Tierversuch in Mäusen erfolgreich die Lymphgefäßinvasion von CD11c+ DC
stoppen, indem sie ICAM-1- und VCAM-1-neutralisierende Antikörper verwendeten (Johnson
et al., 2006).
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1.3.4 Regenerative und tumorassoziierte Lymphangiogenese

Lymphangiogenese ist in ein wichtiger Kontributor zur Wundheilung indem es unter anderem
den Gewebsdruck in der Wunde normalisiert und für den Abtransport von Zelldebrit und
Immunzellen mitverantwortlich ist. Die Aktivierung oder Inhibierung der regenerativen Lym-
phangiogenese kann die Wundheilung entscheidend beschleunigen, bzw. verlangsamen und
folglich eine Wunde chronifizieren. VEGF-C gilt als der hauptverantwortliche Mediator der
regenerativen Lymphangiogenese und beschleunigt den Heilungsprozess (Saaristo et al., 2006).

In Wunden, die durch Stanzbiopsien der Haut mit nachfolgender Bildung von Granulati-
onsgewebe erzeugt wurden, bilden sich nach der gängigen Lehrmeinung neue Lymphgefäße an
den Wundrändern aus bereits existierenden Lymphgefäßen. Aus den neuen Lymphgefäßen,
die das Granulationsgewebe durchqueren, sprossen schließlich weitere Lymphgefäße aus. Die
Bildung der Lymphgefäße scheint der Bildung der Blutgefäße zeitlich und örtlich zu folgen
und die Lymphgefäße bilden sich mit der Formation von Narbengewebe vollständig zurück
(Paavonen et al., 2000).

Interessanterweise ist eine LYVE-1+ Podoplanin+ und CD11b+ Subpopulation von kno-
chenmarkstämmigen, aktivierten Makrophagen maßgeblich an der Lymphangiogenese im
Wundmileu beteiligt. Sie leisten ihren Beitrag nicht nur durch ihre Sekretion der Wachstums-
faktoren VEGF-C und -D, sondern darüber hinaus als direkte Quelle neuer Lymphendothel-
zellen, wie in Studien zur entzündungsassoziierten Lymphangiogenese an der normalerweise
avaskulären Kornea von Mäusen gezeigt wurde. Diese Studien zeigten zudem das spontane
Entstehen von Lymphgefäßen im Korneastroma ohne initialen Kontakt zu prä-existierenden
Lymphgefäßen im Limbusbereich („Lymphvaskulogenese“). Dieser Prozess zeigte sich unab-
hängig von der Präsenz des VEGF-C (Maruyama et al., 2005).

Auch die bereits erwähnten Arbeiten von Kerjaschki et al. lassen auf knochenmarkstäm-
mige Zellen, die eventuell als Makrophagen klassifiziert werden können, als eine Quelle der
Lymphendothelzellen bei der de-novo Lymphangiogenese in der abstoßungsassoziierten Lym-
phangiogenese von humanen Nierentransplantaten schließen (Kerjaschki et al., 2006).

Die Wichtigkeit der erwähnten Makrophagen zeigt sich in der schlechten Wundheilung von
Patienten mit Diabetes mellitus. Diese scheint zum Teil durch das hyperglykämieinduziert
verminderte Vorkommen und der verminderten Aktivität von LYVE-1+ Podoplanin+ und
CD11b+ Makrophagen im Wundmilieu bedingt zu sein (Maruyama et al., 2007).

Lymphgefäße sind neben ihrer physiologischen Rolle an einer Reihe pathologischer Vorgänge
des Körpers beteiligt. Viele maligne Tumore nutzen das Lymphgefäßsystem als Metastasie-
rungsroute durch den menschlichen Körper. Die Metastasierung erfolgt dabei klassischerweise
über die drainierenden Lymphknoten, auch „Sentinel“-Lymphknoten genannt, dann über ent-
fernte Lymphknoten und schließlich zu entfernten Organen.
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Interessanterweise enthalten die meisten Tumore nur nicht-funktionstüchtige Lymphge-
fäße innerhalb des Tumorgewebes, die im Gegensatz zu den funktionsfähigen, peritumora-
len Lymphgefäßen mit größter Wahrscheinlichkeit nicht für die lymphatische Metastasierung
verantwortlich sind (Padera et al., 2002). So konnte die Arbeitsgruppe von Padera et al. bei
einigen Patienten mit malignen Lungentumoren (sowohl Adeno-, Plattenepithel-, als auch
Bronchioalveoläres Karzinom) eine lymphatische Metastasierung nachweisen, obwohl in den
histologischen Präparaten keine lymphatischen Marker innerhalb des Tumorgewebes nach-
weisbar waren.

VEGF-C spielt in der tumorassoziierten Lymphangiogenese eine wichtige Rolle. So expri-
mieren eine Vielzahl von Tumoren den lymphatischen Wachstumsfaktor, teilweise in exzessi-
vem Maße (Salven et al., 1998). Eine erhöhte Konzentration von VEGF-C korreliert zudem in
den meisten Fällen mit einer erhöhten Metastasierungsrate, erhöhter peritumoraler Lymph-
gefäßdichte sowie mit schlechterem Patientenüberleben (Ohta et al., 1999; Wang et al., 2007).
Zu den untersuchten Tumoren gehören beispielsweise: Magenkarzinom, Bronchialkarzinom,
Mammakarzinom , Prostatakarzinom, Kolorektales Karzinom und viele weitere (Yonemura
et al., 1999; Ohta et al., 2000; Skobe et al., 2001; Tsurusaki et al., 1999; Akagi et al., 2000).

Die Rolle des VEGFR-3 in der tumorassoziierten Lymphangiogenese konnte durch Versu-
che von He et al. verdeutlicht werden. Hier ließ sich im Mausversuch durch Suppression der
Signalkaskade von VEGFR-3 die lymphatische Metastasierungsrate von subkutan injizierten
Lungenkarzinomzellen reduzieren (He et al., 2002).

Ähnlich wie bei der Chemotaxis der Immunzellen scheint eine Expression von CCR7 auf den
Tumorzellen die lymphatische Invasionsfähigkeit und damit verbundene Metastasierungsrate
zu begünstigen (Wiley, 2001).

1.3.5 Marker der Lymphangiogenese

1.3.5.1 Der Tyrosinkinaserezeptor VEGFR-3/FLT4 und seine Liganden VEGF-C und
VEGF-D

Der Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 3, bei seiner Entdeckung noch fms-related
tyrosinekinase 4 genannt, ist ein Tyrosinkinaserezeptor der Klasse III und das dritte Mitglied
der VEGF-Rezeptorenfamilie. Die weiteren Mitglieder dieser Rezeptorengruppe sind die „fms
related tyrosinkinase 1“ (FLT1, VEGFR-1) und der „kinase insert domain receptor“, auch
„fetal liver kinase-1“ genannt (KDR, FLK, VEGFR-2). Die VEGF- Rezeptoren gehören zur
Gruppe der „platelet derived growth factor receptors“ (Karkkainen und Petrova, 2000).

VEGFR-3/FLT4 wurde erstmals 1992 aus der cDNA der erythroiden Leukämiezellreihe
HEL durch Aprelikova et al. geklont und als FLT4 benannt (Aprelikova et al., 1992). Sein
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Genlocus liegt auf Chromosom 5q33-qter und phenotypisch verfügt der Rezeptor über sieben
immunglobulinartige, extrazellulär liegende Schleifen-Domänen (Pajusola et al., 1992). Sei-
ne beiden Liganden sind die Gefäßwachstumsfaktoren „vascular endothelial growth factor-C“
(VEGF-C) und „vascular endothelial growth factor-D“ (VEGF-D), die vor allem von perivas-
kulären glatten Muskelzellen und im Mesenchym gebildet werden (Kukk et al., 1996; Dumont
et al., 1998).

VEGF-C und -D gehören ebenso wie VEGF-A , VEGF-B und placenta derived growth
factor (PlGF) zur VEGF-Familie, einer Untergruppe der „platelet derived growth factors“.
(Ferrara und Henzel, 1989; Olofsson et al., 1996; Maglione et al., 1991)

Joukov et al. gelang 1996 die Klonierung von VEGF-C aus cDNA der humanen Prosta-
takarzinomzelllinie PC-3 ohne sich der Entdeckung des wichtigsten Induktors und Regulators
der Lymphangiogenese bewusst zu sein. Die Beschreibung von VEGF-C als den ersten lym-
phspezifischen Wachstumsfaktor gelang erst ein Jahr später der Arbeitsgruppe von Jeltsch et
al. VEGF-C ist außerdem ein Ligand des VEGFR-2, der auf Blut- und Lymphendothelzellen
exprimiert ist. VEGF-C wird durch das VEGF-C -Gen, welches auf Chromosom 4q34 liegt,
kodiert (Joukov et al., 1996; Paavonen et al., 1996; Jeltsch et al., 1997)

Kaipainen et al. konnten die Expression von VEGF-R3 bereits 1995 hauptsächlich den
Endothelzellen von Lymphgefäßen in Erwachsenen zuweisen und entdeckten damit den ersten
Marker, der eine weitestgehend sichere Unterscheidung zwischen Blut- und Lymphendothelzel-
len zuließ. VEGFR-3 wird neben den Lymphendothelzellen auch von venösen Endothelzellen
in Knorpelkanälen der Wirbelkörper, im Nebennierenmark, im Milzsinus sowie auf den Ka-
pillarendothelzellen von fenestrierten Kapillaren exprimiert. Außerdem ist der Rezeptor auf
Endothelzellen aus Tumorgefäßen nachgewiesen worden. Dies sind die Ausnahmen der Spezi-
fität von VEGFR-3 in seiner Funktion als lymphendothelialer Marker (Kaipainen et al., 1995;
Partanen et al., 2000).

In der murinen Embryonalphase ist der Rezeptor noch auf den im Mesenchym befindli-
chen Angioblasten, den Vorläuferzellen der Blutendothelzellen, und auf den Endothelzellen
der Kardinalvenen exprimiert. Jedoch wird er mit deren Reifung zu adulten Endothelzellen
herunter reguliert und ist schließlich nur noch auf Lymphendothelzellen zu finden (Kaipainen
et al., 1995).

Der VEGFR-3 spielt eine entscheidende Rolle in der Entwicklung sowohl des Blut- und
Lymphgefäßsystems, als auch bei der Angiogenese und Lymphangiogenese durch Tumore (Val-
tola et al., 1999; Karpanen et al., 2001; Veikkola et al., 2001). VEGFR-3−/− knock-out Mäuse
sterben zwischen den Embryonaltagen 9-12 an kardiovaskulärem Versagen. Die Autoren resü-
mieren, dass die Entwicklung primitiver Blutgefäße (Vaskulogenese) und deren initiale Aus-
sprossung (Angiogenese) in diesen Tieren nicht beeinträchtigt zu sein scheint, wohl jedoch die
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Ausreifung und der Umbauprozess der primitiven Gefäßstrukturen und die damit verbundene
Formierung größerer Gefäßstrukturen (Dumont et al., 1998).

Im Vergleich zu dem ebenfalls auf den Blutendothelien der Kardinalvene exprimierten
VEGFR-2, ebenfalls ein Rezeptor für VEGF-C, ist der VEGFR-3 für die Lymphangioge-
nese entscheidender. Beweisend hierfür ist die Beobachtung, dass eine spezifische Stimulation
des VEGFR-3, ohne VEGFR-2 Stimulation, zu einer ungestörten Lymphgefäßbildung führte
(Veikkola et al., 2001).

Ein weiteres Indiz für die Bedeutsamkeit des VEGFR-3 ist die Feststellung, dass das here-
ditäre Lymphödem, eine Erkrankung die durch entstellende lymphödematöse Schwellungen
der Extremitäten gekennzeichnet ist, in vielen Fällen auf einer heterozygoten Mutation des
VEGFR-3 -Gens, die zu einer Beeinträchtigung der Rezeptoraktivität führt, basiert (Karkkai-
nen et al., 2000).

Beide Liganden von VEGFR-3, VEGF-C und VEGF-D, besitzen das Potential, die Bildung
von sowohl Lymph- als auch Blutgefäßen anzuregen, jedoch tun sie dies nicht in gleichem Maße
(Cao et al., 1998; Witzenbichler et al., 1998; Marconcini et al., 1999). Die Unerlässlichkeit und
hervorstehende Rolle von VEGF-C in der Entwicklung eines funktionsfähigen Lymphsystems
zeigen Versuche an VEGF-C−/− knock-out Mäusen, die um den Embryonaltag 15 versterben
und bei denen das Aussprossen der Lymphendothelzellen zur Bildung der primitiven Lymph-
bläßchen ausbleibt. Die Bildung von Blutgefäßen bleibt bei VEGF-C−/− knock-out Mäusen
jedoch unbeeinträchtigt. Hervorzuheben gilt, dass die Endothelzellen der embryonalen Kar-
dinalvene eine unverändert starke Expression von Prox-1 in den Bereichen der normalerweise
stattfindenden Aussprossung der Lymphbläschen zeigen. Dies deutet darauf hin, dass die Zel-
len trotz des VEGF-C−/− knock-out ihre Kompetenz zur lymphendothelialen Differenzierung
nicht verloren haben. Vielmehr ist es die koordinierte Aussprossung der Lymphendothelzel-
len, die durch das Fehlen von VEGF-C beeinträchtigt ist. Genauer scheint es die fehlende
chemotaktische Wirkung von VEGF-C zu sein, die ein Ausbleiben der Migration der LEC aus
der Kardinalvene in das umliegende Mesenchym bewirkt und zur Apoptose der Prox1+ Zellen
führt.

Heterozygote VEGF-C+/− Mäuse überleben zwar, zeigen allerdings kutane Lymphgefäßhy-
poplasien und leiden unter Lymphödemen. Anderseits zeigen transgene Mäuse mit künstlicher
kutaner Überexpression von VEGF-C eine Hyperplasie in den dermalen Lymphgefäßen (Kark-
kainen et al., 2004; Jeltsch et al., 1997)

In einem anderen Versuchsansatz durch Mäkinen et al. wurde ein löslicher Antikörper,
bestehend aus einem Konjugat aus der ligandenbindenden Domäne des VEGFR-3 und dem Fc-
Fragment eines Immunglobulin G erstellt, um so die Wirkung von VEGF-C und VEGF-D lokal
aufheben zu können. In transgenen Mäusen wurde eine gezielte Expression des Antikörpers
alleine im Hautgewebe erreicht. Es konnte gezeigt werden, dass das Fehlen der beiden Liganden
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im Gewebe, in diesem Fall speziell im Hautgewebe, ein Ausbleiben der Lymphgefäßbildung zur
Folge hat. Ein knock-out Modell mit VEGF-D−/− Mäusen bringt erstaunlicherweise Mäuse
mit einem normalen Lymphgefäßsystem hervor, was auf die prominente Rolle von VEGF-
C und weniger wichtige Rolle von VEGF-D in der Lymphgefäßentwicklung schließen lässt
(Makinen et al., 2001a; Baldwin et al., 2005).

In Zellkulturversuchen zeigte sich, dass isolierte Lymphendothelzellen durch die Wirkung
von VEGF-C am VEGFR-3 vor Apoptose durch Nährstoffentzug bewahrt werden können.
Zudem zeigen die Zellen unter Stimulation mit VEGF-C ein stärkeres Proliferationsverhalten.
Außerdem bewirkt VEGF-C eine erhöhte Migrationfähigkeit der Lymphendothelzellen in vitro
(Makinen et al., 2001b).

VEGF-C bewirkt zudem ein erhöhtes Heilungspotential in diabetischen Wunden. Dies be-
ruht wahrscheinlich auf der positiven Wirkung von VEGF-C auf Angiogenese und Lymphan-
giogenese in der Wunde, sowie der gesteigerten Rekrutierung von hämatopoetischen Zellen
und Makrophagen an den Wundrand (Saaristo et al., 2006).

Die Bedeutung von VEGF-C in der Tumorlymphangiogenese wird in Kapitel 1.3.4 auf
Seite 18 dargelegt.

1.3.5.2 Der prospero-related Homeobox Transkriptionsfaktor (Prox1)

Der prospero-related Homeobox Transkriptionsfaktor Prox1 ist das in Säugetieren vorkom-
mende Homolog zum prospero-Gen der Drosophila Fliege (Oliver et al., 1993). Prox1 spielt
eine wichtige Rolle bei der Entwicklung verschiedener Gewebe und Organe:

• In der Pankreasentwicklung bewirkt die Aktivität von Prox1 die Entstehung der epithe-
lialen Morphologie und ist für die Bildung von Inselzellen wichtig (Wang et al., 2005).

• In der Retina bewirkt die Aktivität von Prox1 die Beendigung des Zellzyklus und stei-
gert die Proliferation der retinalen Progenitorzellen und fördert zudem die Bildung von
Horizontalzellen (Dyer et al., 2003).

• In der Linse bewirkt Prox1-Aktivierung die Verlängerung und Differenzierung der Lin-
senfasern (Wigle et al., 1999).

• In der Leberentwicklung fördert Prox1-Aktivität die Migrationsfähigkeit von Hepatozy-
ten (Sosa-Pineda et al., 2000).

Wie bereits erwähnt, konnten Wigle et al. feststellen, dass die Expression von Prox1 der
ausschlaggebende Faktor ist, der die Endothelzellen der Kardinalvene zur Entwicklung der
primitiven Lymphbläschen bewegt (Wigle und Oliver, 1999) (siehe Kapitel 1.3.2 auf Seite 14).
Homozygote Prox 1−/− Mäuse zeigen eine Letalität von 100%, eine mangelhafte Aussprossung
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von Endothelzellen aus der Kardinalvene und ein Ausbleiben der sonst typischen konsekuti-
ven Expression anderer lymphatischer Marker. Stattdessen zeigten die ausgesprossenen Zellen
in den Prox1−/− Tieren, im Gegensatz zu Wildtyp-Mäusen, weiterhin einen blutendothelia-
len Phänotyp und eine ungerichtete Aussprossung. Heterozygote Prox1+/− Mäuse überleben
nur teilweise und leiden durch die Mutation an lymphatischem Aszites und Lymphödemen,
bedingt durch ein fehlorganisiertes, abnormal strukturiertes und durch rupturierte Gefäße
gekennzeichnetes Lymphgefäßsystem.

Interessanterweise zeigen diese Mäuse in ihrem weiteren Verlauf im Erwachsenenalter eine
Entwicklung von Adipositas, was auf einen möglichen Zusammenhang von Lymphgefäßfunkti-
on und Adipogenese bzw. funktionsbeeinträchtigter Lymphgefäße und morbider Fettleibigkeit
schließen lässt (Harvey et al., 2005).

Der Mechanismus der zur Expression von Prox1 in den Blutendothelzellen der Kardinalvene
und damit zu deren lymphendothelialer Kompetenz führt, ist noch unklar. Jedoch gibt es
erste Hinweise aus in vitro Versuchen. Dort zeigen isolierte Endothelzellen eine gesteigerte
Expression von Prox1 unter Stimulation mit Interleukin-3 und Interleukin-7. Eine Beteiligung
dieser Regulationsmechansimen in vivo ist jedoch noch nicht gezeigt worden (Groger et al.,
2004; Al-Rawi et al., 2005).

Prox1 reguliert in Lymphendothelzellen eine Vielzahl an Genen. So kommt es in Prox1+

Zellen z.B. zur Expression von p57Kip2, sowie weiteren Regulationsmolekülen des Zellzyklus
wie Cyclin E1 und Cyclin E2 (Petrova et al. 2002). Zudem führt die Aktivität von Prox1
zur Expression von lymphgefäßtypischen Genen für VEGFR-3, Podoplanin, Integrinα-9, dem
Adrenomedullinrezeptor „Calcitonin receptor-like receptor (calcrl)“ und vielen weiteren (Fritz-
Six et al., 2008; Hong et al., 2002).

Es konnte außerdem gezeigt werden, dass die künstliche Zuführung von Prox1 in adulte
Blutendothelzellen, die konstitutiv kein Prox1 exprimieren, zu einer Reprogrammierung die-
ser Zellen mit konsekutiver Transkription lymphendothelialer Gene und der Ausbildung eines
lymphendothelialen Phänotypes führen. Bemerkenswerterweise war diese Charakteristik nur
auf Endothelzellen beschränkt, nicht jedoch auf andere getestete Zelltypen, wie z.B. epithelia-
le Zellen. Die Expression von Prox1 führte in den adulten Blutendothelzellen ferner zu einer
Suppression von Genen, die charakteristisch für Blutendothelzellen sind, wie den Transkrip-
tionsfaktor STAT6 und dessen Transkriptionsprodukte (Petrova et al., 2002).

Als Regulator von Zellzyklusgenen gilt Prox1 zudem als potentielles Tumorsuppressorgen.
Eine niedrige Expression von Prox1 in hepatozellulären Karzinomen korreliert mit schlech-
terer Prognose und schnellerem Tumorwachstum. Zudem wurde in Pankreaskarzinomen des
Menschen eine herabgesetzte Prox1-Aktivität mit Korrelation zum Differenzierungsgrad des
Tumors detektiert. Eine weiterführende Untersuchung von mRNA verschiedener humaner Tu-
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morzellreihen zeigte verschiedene Mutationen von Prox1, die dessen Aktivität herabsetzen
(Shimoda et al., 2006; Takahashi et al., 2006).

1.3.5.3 Das Glykoprotein Podoplanin/T1alpha

Podoplanin ist ein ca. 38 kDa großes Glykoprotein der Zelloberfläche, welches 1996 unter dem
Namen „E11 Antigen“ durch Wetterwald et al. als Osteoblastenmarker in Ratten beschrieben
wurde. Homologe von Podoplanin wurden später in verschiedenen Organen unterschiedlicher
Säugetiere entdeckt. Als Besonderheit konnten die Autoren damals schon seine zusätzliche
Expression in Lymphgefäßen detektieren, was durch spätere Untersuchungen von Angiosar-
komen, insbesondere Karposisarkomen, bestätigt werden konnte (Wetterwald et al., 1996;
Breiteneder-Geleff et al., 1999).

Untersuchungen von isolierten Lymph- und Blutendothelzellen zeigten die unterschiedliche
Expression von Podoplanin und damit verbundene hohe Potenz von Podoplanin zur Unter-
scheidung von Lymph- und Blutendothelzellen (Petrova et al., 2002; Hirakawa et al., 2003).

Podoplanin erhielt seinen Namen bei der Untersuchung seines Vorkommens auf Podozy-
ten in der Puromycin-Nephritis in Ratten, einem Tiermodell zur Erforschung der Minimal-
Change-Glomerulonephritis. Hier scheint die Aktivität des 43kDa großen Podoplanins der
Ratte herabgesetzt, was eine Abflachung der Podozytenfüße zur Folge hat (lat.: pes planus)
(Breiteneder-Geleff et al., 1997).

Das Podoplanin-Homolog T1α kann in Ratte und Maus auf der Oberfläche von Typ I Pneu-
mozyten und im sich entwickelnden Gehirn gefunden werden und spielt als Differenzierungs-
gen bei der Lungenreifung eine entscheidende Rolle. Homozygote T1α−/− Mäuse versterben
perinatal an respiratorischem Versagen, da ihre distale Lungenmorphologie durch zu enge
Luftwege und nicht ausgereiften Pneumozyten Typ I gestört ist (Dobbs et al., 1988; Rishi
et al., 1995; Ramirez et al., 2003).

Studien von Schacht et Ramirez zeigten unter Verwendung des selben Tiermodells die Wich-
tigkeit von T1α/Podoplanin für eine korrekte Lymphgefäßentwicklung und ihre Vernachläs-
sigbarkeit für die Blutgefäßentwicklung. Im Gegensatz zu Prox1−/− Mäusen war die Ausspros-
sung der primitiven Lymphbläßchen in T1α/Podoplanin−/− Mäuse nicht beeinträchtigt und
ein peripheres Lymphgefäßsystem konnte sich entwickeln. Allerdings stellten die Autoren ein
fehlerhaftes Ausbildungsmuster mit gestörtem Flüssigkeitstransport als Indiz für beeinträch-
tigte Funktion des peripheren Lymphgefäßsystems fest. Wie zu erwarten demonstrierten die
T1α/Podoplanin−/− Feten periphere Lymphödeme, histologisch insbesonders durch unterbro-
chene Lymphgefäße gekennzeichnet.

In weiterführenden in vitro Versuchen konnte die Wichtigkeit von T1α/Podoplanin in Endo-
thelzellen für die Restrukturierung des Zytoskeletts gezeigt werden. Auf diesem Wege steigert
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Podoplanin die Ausbildung von migrationsdienlichen Zellprotrusionen, die Zelladhärenz und
die Ausbildungsfähigkeit von röhrenartigen Strukturen (Schacht et al., 2003).

T1α konnte in Rattenfeten zudem im Thymusstroma und T-Zell-abhängigen Lymphkno-
tenarealen, im Plexus choroideus, im Ziliarepithel des Auges, im Oesophagus, im Darm und
in den Niere gefunden werden (Farr et al., 1992; Williams et al., 1996).

Weitere Homologe, bzw. Synonyme von Podoplanin sind das murine Glykoprotein 38, das
humane Glykoprotein 36 , das canine Glykoprotein 40 und das murine OTS-8 Gen (Zimmer
et al., 1997, 1999; Nose et al., 1990).

1.3.5.4 Der „lymphatic vessel Hyaluronan receptor-1 (LYVE-1)“

Der Hyaluronsäure-Rezeptor LYVE-1 gehört zur Familie der „Link Proteine“ und wurde im
Jahre 1999 als CD-44-Homolog aus der cDNA von HUVEC durch Banerji et al. geklont.
Es konnte gezeigt werden, dass LYVE-1 eine hohe Spezifität für die Expression auf Lym-
phendothelzellen zeigt. LYVE-1 ist außerdem auf den Endothelzellen von Lebersinusoiden,
den hochendothelialen Venolen der Lymphknoten und auf aktivierten Gewebsmakrophagen
exprimiert (Banerji et al., 1999; Mouta Carreira et al., 2001; Wrobel et al., 2005; Schledzewski
et al., 2006).

Hyaluronsäure spielt bei der Entwicklung mesenchymaler Gewebe wie Knorpel und Muskel
eine wichtige Rolle. Im Erwachsenen fördert Hyaluronsäure durch Bildung einer extrazel-
lulären Matrix die Migrationsfähigkeit von Fibroblasten und Epithelzellen in Gebieten von
Entzündung und Wundheilung. CD 44, ebenfalls ein Hyaluronsäure-Rezeptor, ist essentiell für
das Rollverhalten und dem damit verbundenen Homing-Prozess von hyaluronsäuretragenden
Leukozyten in Blutgefäßen entzündlicher Areale (Pure und Cuff, 2001).

Lymphgefäße spielen eine entscheidende Rolle beim Transport der kurzlebigen Hyaluron-
säure aus dem peripheren Gewebe zu den Lymphknoten, in denen die Hylauronsäure degra-
diert wird. Daher liegt die Vermutung nahe, dass LYVE-1 beim Transport von Hyaluronsäure,
bzw. der hyaluronsäuretragenden Immunzellen durch das Lymphgefäßsystem eine Rolle spielt.
(Fraser et al., 1988; Prevo et al., 2001)

LYVE-1−/− Mäuse zeigen jedoch ein morphologisch unverändertes Lymphgefäßsystem und
keine der oben genannten, bekannten Funktionen sind eingeschränkt: es kommt weder zum
Arrest des Hyaluronsäureabtransports, noch ist die Bewegung von Immunzellen in den Lymph-
gefäßen eingeschränkt. Die physiologische Funktion von LYVE-1 ist daher zurzeit nicht voll-
ständig verstanden (Gale et al., 2007).
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1.4 Angiopoietin-1 und sein Rezeptor Tie2/Tek

Der Tyrosinkinaserezeptor Tie2 ist ein spezifischer Rezeptor für Angiopoietin-1 und wurde
durch Schnürch et al. auf Endothelzellen entdeckt (Schnürch und Risau, 1993). Der Ang-
1/Tie2 Signalweg spielt bei der embryonalen Gefäßentwicklung eine entscheidende Rolle und
Ang-1 gilt als einer der zentralen Wachstumsfaktoren der Angiogenese (Sato et al., 1995).
Seine Wirkung am Tie2-Rezeptor bewirkt eine „Reifung“ der noch prämaturen Neovaskula-
risationen. Somit hat Ang-1 einen stabilisierenden Einfluss auf neu entstehende Gefäße (Suri
et al., 1996).

Eine Deletion von Ang-1 führt, ebenso wie eine Deletion von Tie2, in knock-out Modellen
zum embryonalen Versterben mit schweren Defekten in der Gefäßausbildung und Mikrozirku-
lation. Zu den bekannten Regulatoren, die zur Expression oder Inhibierung von Tie2 und/oder
Ang-1 führen, gehören unter anderem VEGF, Il-1β, TNF-α, TGF-β und Hypoxie (Metheny-
Barlow et al., 2004; Wen et al., 2003). Neben Ang-1 bindet Tie2 auch Ang-2, -3 und -4. Diese
wirken entweder als reine Agonisten, bzw. Antagonisten, oder haben eine gemischte Wirkung
(Davis et al., 1996).

Die genaue Funktion von Tie1, einem weiteren Rezeptor aus der selben Rezeptorenfamilie
wie Tie2, ist nicht genau bekannt. Hypothetisiert wird die Ausbildung von Heterodimeren
zwischen Tie1 und Tie2 und eine damit verbundene Kofunktion des Tie1 zum Hauptrezeptor
Tie2 (Yuan et al., 2007). Auch eine ligandenunabhängige Stimulation der Tie1-Signalkaskade
scheint wahrscheinlich (Wong et al., 1997). Auffallend ist, dass Tie1 nur bei Aktivierung von
Tie2 phosphoryliert wird. Analog ist auch die Aktivität von Tie1 herunterreguliert, wenn die
Aktivität von Tie2 ebenfalls herunterreguliert ist.

Die Rezeptorwirkung von Ang-2 ist ambivalent. Unter normoxischen Bedingungen ist Ang-
2 ein Antagnoist am Tie2-Rezeptor. Unter hypoxischen Bedingungen und speziell unter dem
Einfluss von VEGF wirkt Ang-2 jedoch agonistisch am Tie2-Rezeptor. Ang-2 bewirkt eine
Destabilisierung der Gefäße und fördert somit das Aussprossen neuer Gefäße (Maisonpierre
et al., 1997).

Unter hypoxischen Bedingungen bewirkt Ang-1, sowie wahrscheinlich auch Ang-2, eine zel-
luläre Expression des „New Ets-related factor-2 (NERF2)“ und des „E74-like factor-1 (ELF-1)“,
die beide zur Familie der Ets-Transkriptionsfaktoren gehören. Diese können an den Promoter
von Tie2 binden und dessen Expression fördern (Dube et al., 2001, 1999). Die Bindung von
Ang-1 an den Tie2-Rezeptor bewirkt eine Dimerbildung der Rezeptoren, wobei diese Dimerbil-
dung zu einer Aktivierung der Tyrosinkinase und zur Autophosphorylierung der Rezeptoren
führt. Diese Phosphorylierungsstelle dient als Bindungsstelle verschiedener intrazellulärer Si-
gnalkaskaden, die in Endothelzellen zur Proliferation, Differenzierung und zum Überleben der
Zelle führten (Partanen et al., 1996).
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In den Perizyten wird die Expression von Tie2 durch Hypoxie und Stimulation mit VEGF
hochreguliert (Park et al., 2003). Ang-1, das von Endothelzellen ausgeschüttet wird, scheint
eine wichtige Rolle in der Rekrutierung der Perizyten zur Stabilisierung der Gefäße zu spielen
und hat einen direkten chemotaktischen Reiz auf Mesenchymzellen. Darüber hinaus induziert
Ang-1 in Mesenchymzellen sogar deren Differenzierung zu vaskulären, glatten Mukelzellen
(SMC), einer Art von Perizyten (Makinde und Agrawal, 2008).

Tie2 kann auch auf 2-5% der Monozyten im peripheren Blut nachgewiesen werden. Tumore,
die eine hohe Menge an Ang-2 exprimieren, rekrutieren besonders stark die Tie2+ Monozyten
zum Tumor. Diese haben dort einen proangiogenetischen Effekt und fördern das Tumorwachs-
tum (De Palma et al., 2007; Lewis und Hughes, 2007; Venneri et al., 2007).

1.5 Pankreaskarzinom

1.5.1 Epidemiologie

Das Pankreaskarzinom gehört weltweit zu den am häufigsten zum Tode führenden malignen
Erkrankungen. Alleine in Europa versterben jedes Jahr 50.000 Menschen an dieser Erkrankung
(Fernandez et al., 1994b). Im Jahr 2007 war das Pankreaskarzinom bei Männern in den USA
mit einem Anteil von 6% die vierthäufigste todbringende, maligne Erkrankung. Bei Frauen
lag der Anteil im Jahre 2007 ebenfalls bei 6% und war somit die fünfthäufigste todbringen-
de, maligne Erkrankung (Jemal et al., 2007). Die 5-Jahresüberlebensrate nach chirurgischer
Resektion liegt aufgrund der aggressiven Tumorbiologie und der frühen, unbemerkten Meta-
stasierung nur zwischen 11 und 21% (Yeo et al., 1995; Sperti et al., 1996). Ohne chirurgische
Intervention ist die Überlebenszeit noch kürzer.

Der Häufigkeitsgipfel des Pankreaskarzinoms liegt zwischen dem 65. und 80. Lebensjahr.
Männer scheinen 1,7-mal häufiger betroffen zu sein als Frauen (Hiddemann, 2004). Als Risiko-
faktoren für die Entstehung eines Pankreaskarzinoms gelten Tabakrauchen, hoher Fleisch- und
Fettkonsum, geringe Nahrungsaufnahme von Vitamin C, chronische Pankreatitis und in 10%
der Fälle lässt sich eine familiäre, genetische Prädisposition vermuten. (Ahlgren, 1996; Lyon
et al., 1993; Bansal und Sonnenberg, 1995; Fernandez et al., 1994a; Petersen und Hruban,
2003; Schenk et al., 2001)

In Familien mit einer erhöhten Inzidenz für Pankreaskarzinome ließen sich nur in seltenen
Ausnahmen so genannte „Suszeptibilitätsgene“ finden. Hier scheinen insbesondere Mutationen
der Tumorsuppressorgene brca2 und p16, die bei der Entstehung des familiären Mammakar-
zinoms (brca2 ) und des familiären Melanoms (p16 ) nachgewiesen werden können, ebenfalls
beim Pankreaskarzinom eine Rolle zu spielen (Goggins et al., 1996; Rozenblum et al., 1997).
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Pankreaskarzinome haben zudem eine erhöhte Inzidenz im Rahmen der folgenden heredi-
tären Syndrome: multiple endokrine Neoplasien Typ 1 (MEN1, mit Mutation im men1 -Gen),
hereditäre Pankreatitis (PRSS1 -Mutation), hereditäres non-polypöses Kolonkarzinom (HNP-
CC, Mutation in den MSH2 - und MLH1 -Genen), von-Hippel-Lindau-Syndrom, Ataxia te-
leangiectasia (Mutation im atm-Gen) und Peutz-Jeghers-Syndrom (STK11/LKB1 -Mutation)
(Jaffee et al., 2002; Hiddemann, 2004).

1.5.2 Tumorbiologie

Es bestehen Hinweise, dass das Pankreaskarzinom nach der so genannten „Mehrschrittkar-
zinogenese“ entsteht (Hiddemann, 2004). Hierbei kommt es im Gangepithel. durch zellulä-
re Anhäufung von Gendefekten zu klonalen, neoplastischen Hyperplasien. Durch zusätzliche
Gangläsionen mit Nachweis von Atypien entstehen so genannte pankreatische intraepitheliale
Neoplasien („PanIN“), die in ein invasives Pankreaskarzinom übergehen können (van Heek
et al., 2002). Die Theorie der „Mehrschrittkarzinogenese“ basiert auf der Beobachtung, dass
die Anzahl an Gendefekten in den Epithelzellen mit dem „Grading“ der PanIN positiv kor-
reliert. Diese PanIN stellen neben den muzinös-zystischen Neoplasien (MCN) und intraduk-
talen papillär-muzinösen Neoplasien (IPMN) die häufigste Vorstufe zum Pankreaskarzinom
dar (Maitra et al., 2003; Brugge et al., 2004; Hezel et al., 2006).

Eine Genmutation, die in nahezu allen Pankreaskarzinomen nachgewiesen werden kann, ist
die des Protoonkogens k-ras, welches zur RAS-Familie gehört und viele Zellfunktionen, wie z.B.
Proliferation, Differenzierung und Überleben vermittelt. Die Mutation von k-ras bewirkt seine
dauerhafte Aktivierung und macht es von der Stimulation durch externe Wachstumsfaktoren
unabhängig. Dies scheint eine der ersten und entscheidenden Genmuatationen im Rahmen
der Pankreaskarzinomentwicklung zu sein, da sie bereits bei PanIN nachgewiesen werden
kann. Auch für das weitere Wachstum und die Unterhaltung des Tumors ist die dauerhafte
Aktivierung von k-ras unabdingbar (Almoguera et al., 1988; Kalthoff et al., 1993; Campbell
et al., 1998; Malumbres und Barbacid, 2003; Wittinghofer et al., 1997; Moskaluk et al., 1997).

In 96% der Pankreaskarzinome findet sich eine Genmutation des Tumorsuppressorgens
p16INK4A. Das Tumorsuppressorgen p16INK4A, auch bekannt als „Cyclin-dependent kinase
inhibitor 2A (CDKN2A)“, kodiert über verschiede Splicevarianten für Inhibitoren der „Cyclin-
dependent kinase 4 (CDK4)“ und ist so an der Regulation des Zellzyklus beteiligt. Genau-
er inhibiert p16INK4Adie CDK-vermittelte Phosphorylierung des Retinoblastomproteins und
arretiert somit die Zelle vor dem Eintritt in die S-Phase. Eine Inaktivierung dieses Tumor-
suppressorgens ist mit einer erhöhten Wahrscheinlichkeit für die Entstehung verschiedener
Krebsentitäten assoziiert, vor allem für die Entstehung von malignen Melanomen. Auch für
das Pankreaskarzinom zeigt sich ein 13-fach erhöhtes Risiko bei den Mutationsträgern (Schutte
et al., 1997; Goldstein et al., 1995; Serrano et al., 1993).
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In 50% der Fälle von Pankreaskrebs ist das TumorsuppressorgenDPC4 („deleted in pancrea-
tic carcinoma locus 4“, auch SMAD4 genannt) mutiert, bzw. deletiert (Hahn et al., 1996a,b).

Zusammenfassend lassen sich die Genmutationen des Pankreaskarzinoms in eine frühe und
eine späte Phase unterteilen. Zur frühen Phase gehört die Mutation von k-ras, die Telomerver-
kürzung und der Verlust von p16INK4A; zur späten Phase gehört der Verlust von p53 und von
DPC4/SMAD4. Durch Anhäufung dieser Genmutationen entsteht wahrscheinlich aus norma-
lem Pankreasgewebe über PanIN ein invasives Pankreaskarzinom (Kleeff et al., 2007).

Ungewissheit besteht über den zellulären Ursprung des Pankreaskarzinoms und über die
mögliche Existenz einer einzelnen Zelle, die für die Tumorentstehung verantwortlich ist („cell
of origin“, „cancer stem cell“ (s. „Stammzellen und Krebs und der Begriff der Krebsstammzelle“
Kapitel 1.2.4 auf Seite 9).

Bei der Suche nach einer Antwort auf diese Frage fällt auf, dass Pankreastumorzellen eine
Abhängigkeit von den Signalkaskaden Notch, Sonic Hedgehog (Shh) und wahrscheinlich auch
Wnt aufweisen (Berman et al., 2003; Thayer et al., 2003; Miyamoto et al., 2003). In vitro kön-
nen Pankreaskarzinomzellen durch Blockierung der Shh Signalkaskade zur Apoptose gebracht
werden und sie verlieren ihre Tumorigenität in vivo. Von diesen o.g. Regulationsmechanismen
ist zudem bekannt, dass sie eine große Bedeutung während der Organogense des Pankreas
haben (Ingham und McMahon, 2001). Hier befähigt die Unterdrückung von Notch eine Diffe-
renzierung von pluripotenten Stammzellen zu Pankreasepithelzellen. Auch die Shh Signalkas-
kade muss unterdrückt sein, um eine normale Pankreasentwicklung zu ermöglichen (Hebrok
et al., 1998). Die embryonalen Regulationsmechanismen spielen in differenzierten, adulten
Pankreasepithelzellen keine Rolle. Es ist jedoch bekannt, dass bei Gewebsschädigung Shh und
Wnt kurzfristig die Proliferations- und Teilungsfähigkeit von gewebsständigen Stammzellen
vermitteln, um so Heilung zu induzieren (Machold et al., 2003; Reya et al., 2003).

In Anbetracht des erhöhten Karzinomrisikos im Rahmen von Prozessen chronischer Ent-
zündung, wie etwa bei chronischer Pankreatitis, führt möglicherweise die Entkopplung von
dauerhaft durch Wnt- und Hgg-stimulierten Gewebsstammzellen zur Entstehung des Tumors.
Es wird hypothetisiert, dass diese Entkopplung durch die oben beschriebenen, akquirierten
Gendefekte vermittelt wird und diese die Zelle in einem ständigen Proliferations- und Tei-
lungszyklus „gefangen“ halten. Im Einklang mit dieser Hypothese steht auch die Tatsache,
dass Gewebe mit einem hohen Zellumsatz, also auch einer hohen Stammzellstimulation, eine
erhöhte Rate an malignen Tumoren aufweisen. Als Beispiele hierfür zählen Haut, Magen-
Darm-Trakt und Lunge (Beachy et al., 2004).

In der Frage nach der möglichen „cell of origin“ des Pankreaskarzinoms sollte daher eine
Stammzelle in Betracht gezogen werden. Als Kandidat einer solchen, mögliche Krebsstamm-
zelle wird beim Pankreaskarzinom zur Zeit die zentroazinäre Zelle diskutiert (Lee et al., 2008).
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1.5.3 Pathologie

In über 90% der Fälle entsteht das Pankreaskarzinom aus dem exokrinen Teil des Pankre-
as. Histologisch zeigt es sich meist als Adenokarzinom (80%), seltener sind weitere Sub- und
Mischtypen und als sehr selten gelten das Plattenepithelkarzinom und die nichtepithelia-
len Sarkome und Lymphome des Pankreas. Abzugrenzen ist das exokrine Pankreaskarzinom
von den selteneren endokrinen malignen Neoplasien, Papillenkarzinomen und distalen Gallen-
gangskarzinomen (Cubilla und Fitzgerald, 1984).

In seinem lokalen Wachstum infiltriert das Pankreaskarzinom das peripankreatische Ge-
webe. Betroffen sind vor allem die Gallengänge und das Duodenum. Zusätzlich infiltriert es
häufig die Adventitia der angrenzenden Gefäße, hier insbesondere die V. mesenterica superior,
bzw. V. portae und das Perineurium angrenzender Nerven, was häufig mit Schmerzen verbun-
den ist. Die häufig befallenen Lymphknotenstationen befinden sich entlang der umliegenden
Arterien (A. mesenterica superior, A. lienalis, A. hepatica comunis, Truncus coeliacus), in
der paraaortalen/parakavalen Region und in der Leberpforte. In 50% der Fälle von chirurgi-
scher Resektion finden sich Lymphknotenmetastasen. Fernmetastasen des Pankreaskarzinoms
befinden sich fast immer in Leber und Milz. Häufig liegen bei den Patienten eine Peritonealkar-
zinose und Lungenmetastasen, selten Knochen- und Hirnmetastasen vor. Unbehandelt hat das
Pankreaskarzinom eine schnell eintretende Letalität von annähernd 100% (Hiddemann, 2004;
Cubilla und Fitzgerald, 1984; Beazley und Cohn, 1981).

1.5.4 Tumormikromilieu, desmoplastische Reaktion und Tumorangiogenese

Als Besonderheit des invasiven Pankreaskarzinoms gilt die ausgeprägte Bildung von tumorum-
gebendem, kollagenreichen Bindegewebe. Dies wird als desmoplastische Reaktion bezeichnet
(Bhowmick und Moses, 2005). Die Interaktionen der Tumorzellen mit dem umgebenden Bin-
degewebe scheinen ein entscheidender Faktor für das Tumorwachstum zu sein. So konnte
beispielsweise gezeigt werden, dass der Grad an reaktivem Stroma als prognositscher Marker
von Prostatakarzinomen verwendet werden kann (Bacac et al., 2006). In diesem speziellen Fall
verhindert das Tumorstroma die Apoptose, fördert die Bildung von Blutgefäßen (Angiogene-
se) und verstärkt die Invasivität der Tumorzellen (Ayala et al., 2006; Tuxhorn et al., 2002;
Hart et al., 2005).

Interessanterweise unterscheidet sich das tumorumgebende Bindegewebe biologisch von ge-
sundem Bindegewebe. So scheint in den Zellen des Tumorstromas ein ähnliches Muster an
Genmutationen wie in den Tumorzellen selber vorzuherrschen. Auch in seiner Funktion un-
terscheidet sich das Tumorstroma von gesundem Bindegewebe. Gesunde Fibroblasten können
in vitro das Tumorwachstum hemmen, wohingegen die tumorassoziierten Fibroblasten das
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Tumorwachstum fördern. In vivo bewirkt eine Bestrahlung des Brustdrüsenstromas vor Im-
plantation von nicht malignen Epithelzellen eine Ausbildung von großen Tumoren. Dies deutet
auf eine strahleninduzierte Modulation der normalerweise inhibierenden Eigenschaften des ge-
sunden Stromas auf die Proliferationsfähigkeit von Epithelzellen hin (Chung, 1995; Sadlonova
et al., 2005; Barcellos-Hoff und Ravani, 2000).

Im Pankreaskarzinom besteht das Tumorstroma hauptsächlich aus pankreatischen Stella-
tumzellen, peritumoralen Nerven, Endothelzellen und Makrophagen. Unter diesen Stromazel-
len wird speziell der Stellatumzelle eine wichtige Rolle in der Tumorentwicklung zugeschrie-
ben. Sie sind im normalen Pankreasgewebe zwar kaum nachweisbar, in krankhaft verändertem
Pankreasgewebe hingegen vermehrt anzutreffen. In vitro können Pankreastumorzellen einen
aktivierenden Einfluß auf Stellatumzellen ausüben. Stellatumzellen können so nach ihrer Akti-
vierung eine Reihe an extrazellulären Matrixproteinen, u.a. Kollagene, produzieren und wich-
tige fibrosefördernde Entzündungsmediatoren, hier im speziellen TGFβ, ausschütten (Farrow
et al., 2008; Apte et al., 2004; Bachem et al., 2005; Aoki et al., 2006).

Der Ursprung der mesenchymalen Stellatumzellen wird im Knochenmark vermutet. Die
Signifikanz der Knochenmarksbeteiligung an der Bildung des Tumorstromas zeigen Untersu-
chungen an orthotopen Pankreastumormodellen. Hier machen knochenmarkstämmige Myofi-
broblasten, die aus der Differenzierung von Stellatumzellen entstehen können, einen Anteil von
25% der Tumorstromazellen aus (Farrow et al., 2008; Direkze et al., 2004). Die Beteiligung
von mesenchymalen Stammzellen am Tumorwachstum ist bereits im Kapitel „Stammzellen
und Krebs und der Begriff der „Krebsstammzelle“ “ (Kapitel 1.2.4 auf Seite 9) erläutert.

Ein weiterer wichtiger Beitrag des Stromas im Hinblick auf das Tumorwachstum ist seine
Beteiligung an der Ausbildung von neuen, tumoreigenen Blutgefäßen. Dieser Prozess, der
in der Regel durch Aussprossung von präexistierenden Gefäßen abläuft, wird Angiogenese
genannt. Ein hoher Grad an Angiogenese korreliert beim Pankreaskarzinom, wie bei vielen
anderen Tumoren, mit einer schlechten Prognose (Karademir et al., 2000).

Der Hauptaktivator der Angiogenese ist der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF).
Dieser wird, vor allem durch Hypoxie induziert, von Pankreaskarzinomzellen ebenso wie von
anderen Tumoren und gesunden Geweben, sezerniert und bewirkt so die Bildung von neuen
Blutgefäßen (Itakura et al., 1997).

Die Tumorangiogenese ist Ziel verschiedener neuartiger Therapieversuche. Vor allem die
Inhibierung von VEGF mittels Antikörper, bzw. die Hemmung seiner Rezeptoren oder deren
Signalkaskade, bewirkte in Tierversuchen mit orthotopen Pankreaskarzinomen viel verspre-
chende Ergebnisse bezüglich der Hemmung des Wachstums von Tumoren, deren Metastasen
und der Steigerung ihrer Sensibilität gegenüber Chemotherapie und Bestrahlung (Bruns et al.,
2004, 2000, 2002; Manegold et al., 2008; Conrad et al., 2007; Wilkowski et al., 2006).
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Auf die Beteiligung von mesenchymalen Stammzellen an der Angiogenese wurde bereits im
Kapitel „Differenzierungspotential“ (Kapitel 1.2.2 auf Seite 4) eingegangen.

1.5.5 Therapie

Der einzig kurative Ansatz des Pankreaskarzinoms ist die chirurgische Resektion. Bei der
häufigen Lokalisation des Tumors im Pankreaskopfbereich findet die Resektion in der Opera-
tion nach Kausch-Whipple statt (Warshaw und Fernandez-del Castillo, 1992). Die klassische
Operation umfasst die Resektion des Pankreaskopfes, des Duodenums, des distalen Gallen-
gangs, der Gallenblase, 2/3 des Magens und der peripankreatischen Lymphknotenstationen,
entsprechend der Tumorlokalisation (Whipple et al., 1935). Die Darmpassage wird durch eine
modifizierte Anastomose nach Billroth (II) zwischen Magenrest und einer Jejunumschlinge
wieder hergestellt. Zusätzlich werden an der blind endenden Darmschlinge biliodigestive- und
pancreaticodigestive Anastomosen gebildet.

In der pyloruserhaltend modifizierten Operation nach Kausch-Whipple wird, im Gegensatz
zur klassischen Operation, der Magen belassen und die Anastomosierung erfolgt mit einer
„end-to-side“ Anastomose zwischen Pylorus und Jejunum. Die biliodigestive- und pancreati-
codigestive Anastomose erfolgt an der blind endenden Jejunumschlinge.

Leider befinden sich zum Diagnosezeitpunkt nur 15-35% der Tumore in einem resektablen
Stadium und daher entziehen sich die meisten Tumore einer kurativen Therapie (Gebhardt
et al., 2003; Camacho et al., 2005).

Trotz der Schwere des Eingriffes konnte die perioperative Sterblichkeitsrate in großen Zen-
tren durch Optimierung der Operationstechnik auf unter 5% gesenkt werden (Yeo et al., 1997;
Buchler et al., 2003). Zu den palliativen Therapieverfahren zählen die Strahlentherapie und
die Chemotherapie, wobei sich bei letzterem Gemcitabin als Therapiestandard durchgesetzt
hat. Beide Verfahren werden auch in Kombination mit der chirurgischen Resektion in ei-
nem adjuvanten und neoadjuvanten Vorgehen verwendet (Scheithauer et al., 1999; Oettle und
Neuhaus, 2007).
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Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Verwendete Software

Die hier vorliegende Arbeit wurde mit TeXShop für Macintosh, einer LATEX-Anwendung, ge-
setzt (General Public License, entwickelt von Richard Koch). Für die statistischen Auswer-
tungen und einen Teil der Abbildungen verwendete ich die Software „Prism 5.0 for Mac“ der
Firma GraphPad. Andere Grafiken und Abbildungen wurden mit Hilfe der Programme Pho-
toshop CS3 und Illustrator CS3 von Adobe erstellt. Für die Zitationen benutzte ich das unter
General Public License stehende Programm JabRef, Version 2.4.2.

2.1.2 Materialien zu den Versuchen der Lymphangiogenese

2.1.2.1 Untersuchte Zelllinien und verwendete Zellmedien

V54/2

Die humane Zelllinie V54/2 wurde 2002 durch Conrad et al. etabliert (Conrad et al., 2002).
Hier ist zur Vervollständigung die genaue Methode dargelegt.

Nach Gabe von granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF) an einen gesunden Stamm-
zellspender wurde diesem peripheres Blut abgenommen und der Ficoll Gradient, der die mono-
nukleären Zellen des Blutes darstellt, isoliert. Nach CD6-Depletion und gründlichem Waschen
mit PBS und Thrombowash wurden die Zellen für 5 Minuten bei 200 x g zentrifugiert. Aus
dem resuspendierten Überstand wurden 2x107 Zellen in fibronectinbeschichtete Zellkultur-
flaschen gegeben. Dem Zellmedium RPMI 1640 (Gibco, Karlsruhe) mit HEPES und 15%
inaktiviertem Kälberserum (PAN-Systems, Nürnberg) wurde eine Mixtur an Interleukinen
hinzu gegeben: 10 ng/ml IL-1β (Genzyme Diagnostics, Cambridge, USA), 100 ng/ml IL-3
(Sandoz, Basel, CH), 10 ng/mg IL-6 (Genzyme), 1 ng/ml IL-7 (Boehringer Mannheim), 10
ng/ml IL-8 (Boehringer Mannheim) und 10 ng/ml IL-11 (Becton Dickinson). Die adhärent
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wachsenden, fibroblastenartigen Zellen wurden anschließend mit SV40 large-T Antigen im-
mortalisiert. Hierzu wurden sie mit 5µl pUC IN-1 wt DNA (Superfect R© Qiagen, Hilden)
nach Herstellerangaben transfiziert. Anschließend wurden die Zellen in Verdünnungsreihen
geklont und subgeklont sowie ihre Klonalität mittels der Einzigartigkeit der Inserierungsstelle
des large-T-Antigens sichergestellt. Auf diese Weise konnte die Arbeitsgruppe um Conrad den
Zellklon V54/2 etablieren. Ferner konnte Conrad der Zellreihe V54/2, nach Ermittlung der
Oberflächenmarker und Beobachtung der biologischen Eigenschaften, mesenchymale Charak-
teristika nachweisen. So zeigten sich die Zellen positiv für den mesenchymalen Marker CD105,
jedoch negativ für die leukozytären und monozytären Marker CD14, CD45 und HLA-DR. Au-
ßerdem zeigte V54/2 eine enorme Plastizität, die der von mesenchymalen Stammzellen ähnelt
(Conrad, 2004).

Mesenchymale Stammzellen der Balb/c

Die mesenchymalen Stammzellen der Balb/c Maus wurden nach Beschreibung von Thal-
meier et al. isoliert (Thalmeier et al., 1996). Die Etablierung dieser Stammzellreihe wurde
von Herrn Prof. Huss durchgeführt. Hier ist ebenfalls die Methode der Vollständigkeit halber
aufgeführt. Knochenmarksaspirat wurde von einer drei Monate alten Balb/c Maus gewonnen
und nach oben beschriebener Methode wurden die mononukleären Zellen isoliert. Die weiterer-
führenden Schritte der Stammzelletablierung sind dieselben, wie bei der oben beschriebenen
Isolierung von V54/2. Huss et al. immortalisierten die Zellen ebenfalls mit SV40 und klonier-
ten sie durch Verdünnungsreihen. Eine anschließende Charakterisierung zeigte mesenchymalen
Phänotyp und Differenzierungspotential.

Lymphendothelzellen

Lymphendothelzellen wurden unter Modifikation der von Kriehuber et al. beschriebenen
Methode aus humanen dermalen mikrovaskulären Endothelzellen (HDMEC) isoliert (Krie-
huber et al., 2001). Hierzu ließen wir HDMEC (PromoCell, Heidelberg, Deutschland, Kat.
Nr. C-12210) über 3-4 Zellpassagen in NUNClon 80 cm2-, bzw. 175 cm2-Zellkulturflaschen
(NUNC, Roskilde, Dänemark, Kat. Nr. 178905, bzw. 178883) mit „Endothelial Growth Medi-
um MV“ (PromoCell) wachsen. Nach Verwerfung des gebrauchten Mediums und Spülung mit
Hepes BSS wurden anschließend die adhärenten Zellen mittels fünfminütiger Zugabe von 5 ml
Trypsin vom Flaschenboden gelöst und danach das Trypsin mit der entsprechenden Menge an
„Trypsin Neutralizing Solution“ neutralisiert. Trypsin, Hepes BSS und die Trypsin Neutrali-
zing Solution sind Teil des „Detach Kit-125“ von PromoCell (Kat. Nr. C-41210). Anschließend
wurden die Zellen in „FalconTM Conical Tubes“ (50 ml, Becton Dickenson, Kat. Nr. 352070)
zentrifugiert und in Hepes BSS resuspendiert. Daraufhin inkubierten wir die Zellen für eine
Stunde mit einem biotinylierten Antikörper gegen VEGFR-3/Flt4 (R&D Systems, Minneapo-
lis, Kat. Nr. BAM3492) und anschließend mit „Streptavidin-MicroBeads“ (Kat. Nr. 130-048-
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101). Die so markierten Lymphendothelzellen konnten nun mit einem „MiniMACS-Magneten“
(Kat. Nr. 130-090-312) und „MS columns“ (Kat. Nr. 130-042-201, beides von Miltenyi Biotech,
Bergisch Gladbach, Deutschland) von den Blutendothelzellen getrennt werden und in Kultur
gegeben werden. Hierfür verwendeten wir wiederum „Endothelial Growth Medium MV“ der
Firma PromoCell. Die Reinheit der Lymphendothelzellen wurde mittels Durchflußzytometrie
nach Verwendung eines murinen Antikörpers gegen humanes Podoplanin (Acris Antibodies,
Hiddenhausen, Deutschland, Kat. Nr. NB100-57407) und eines Zweitantikörpers gegen muri-
nes IgG1 (Becton Dickenson, Kat. Nr. 340270) ermittelt; sie betrug > 95%.

Zellmedium und Konditionierungsmedium

Alle verwendeten Stammzelllinien wurden in RPMI 1640 (PromoCell, Kat. Nr. C-76010)
mit 10% hitzeinaktiviertem fetalem Kälberserum (FCS, Biochrom AG, Berlin, Deutschland,
Lot Nr. 923 FF), 1% L-Glutamine (Gibco Invitrogen, Kat. Nr. 25030-024) und 1% Genta-
mycin (PromoCell, Kat. Nr. C-42060) gehalten. HDMEC und LEC wuchsen in „Endothelial
Cell Growth Medium MV“ (PromoCell, Kat. Nr. C-22010). Diesem Medium wurde nach
Herstellerangaben der „Supplement Mix“ (PromoCell, Kat. Nr. C-39225) zugegeben. Die ent-
standene Lösung enthielt so laut Hersteller: Endothelial Cell Growth Supplement-H 0.4%,
FCS 5 %, Epidermal Growth Factor 10 ng/ml und Hydrokortison 1 µg/ml. In den Kondi-
tionierungsversuchen wurde der humane, VEGFR-3-spezifische Ligand VEGF-C (Cys156Ser)
(R&D Systems, Kat. Nr. 752-VC-025) und VEGF-C der Ratte (Milentyi Biotech, Kat. Nr.
130-094-092) verwendet. Der Überstand von HDMEC und LEC wurde vor der Zugabe zu
den Stammzellen mit einem 0,2µm Spritzenvorsatzfilter von Sartorius (Göttingen, Kat. Nr.
16532K) steril filtriert.

2.1.2.2 Durchflußzytometrie

Für die Versuche mittels Durchflusszytometrie benutzten wir den „Fluorescent Activated Cell
Scan (FACScan)“ von Becton Dickinson Immunocytometry Systems (San Jose, CA, USA). Der
verwendete FACS-Puffer, ebenfalls von Becton Dickinson Immunocytometry Systems, ist aus
PBS, 2% fetalem Kälberserum und 0.05% Natriumacid (Kat. Nr. 342003) zusammengesetzt.
Die Antikörper gegen Podoplanin, VEGFR-2 und VEGFR-3 stammen von BD Pharmingen.
Der Antikörper gegen humanes CCR7 wurde uns freundlicherweise von Frau Dr. E. Krem-
mer zur Verfügung gestellt. Zur Datenanalyse wurde CellQuestTM Version 3.2.1f1. von BD
Biosciences benutzt.

2.1.2.3 RNA-Isolierung

Zur Gewinnung von RNA aus den untersuchten Zellen wurde das „RNeasy Mini Kit (50)“ der
Firma Qiagen aus Hilden, Deutschland verwendet (Kat. Nr. 74104). Zur Pufferung wurden
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die im Set enthaltenen RNA-Lysis-and-Tissue-Puffer (RLT-Puffer, Kat. Nr. 79216), RPE-
Puffer und RW1-Puffer gebraucht. Zudem wurde dem RLT-Puffer nach Herstellervorgaben β-
Mercaptoethanol (Firma Sigma, Kat. Nr. M6250) zugegeben. Die Homogenisierung der RNA
erfolgte mittels des „QIAshredders“ (50), ebenfalls von der Firma Qiagen (Kat. Nr. 79654).
Das „DNA-free DNAse kit“ stammt von der Firma Ambion (Austin, TX, USA, Kat. Nr.
AM1906).

2.1.2.4 RT-PCR

Zur Umschreibung der mRNA in cDNA wurde die moloney-Murine Leukämie Virus Reverse
Transkriptase (M-MLV RT, Kat Nr. M1701) mit dem zugehörigen 5x Puffer, sowie desoxy-
Nukleotidtriphosphate (Kat. Nr. C1141) und RNAsin R© Ribonuklease-Inhibitor (Kat. Nr.
N2111, alles von der Firma Promega aus Madison, WI, USA) verwendet. Die Oligo(dT)15-
Primer stammen von der Firma Roche (Kat. Nr. 10814270001). Für die PCR wurde die
rekombinante Taq DNA Polymerase (Kat. Nr. R001A) mit dazugehörigem 10x Puffer und
desoxy-Nukleotidtriphosphat-Mix der Firma TaKaRa (Shiga, Japan) eingesetzt. Die verwen-
deten Primer für die untersuchten murinen Gene Podoplanin, Prox-1 und VEGFR-3 wurden
bei der Firma Thermo-Electron (Ulm, Deutschland) bestellt und hatten folgende Sequenzen:

Podoplanin: forward 5’- CGC TCT CTC TGC GTT GGT A -3’
reverse 5’- ATG TGG ACC GTG CCA GTG T -3’

VEGFR-3 /FLT-4 forward 5’- CCT TGA CCA TTG GAA CTC C -3’
reverse 5’- CCA ATC TCT TCG TCG TGC A -3’

Prox-1: forward: 5’- GGC AGA GAC CTT AAA ACA GG - 3’
reverse: 5’- GAC TCT GAA ATG GAT AAG CCA -3’

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde in einem Biometra R© „Personal Cycler“ (Kat. Nr.
050-550) durchgeführt. Als „DNA-Leiter“ diente der „DNA Molecular Weight Marker V“ der
Firma Roche (Kat. Nr. 821705). Zudem kam Bromphenolblau und Ethidiumbromid der Firma
Sigma zur Verwendung.

2.1.2.5 Taqman R© quantitative Polymerase Kettenreaktion

Die Reagenzien der Reverse Transkriptase-Reaktion, die der Taqman R© PCR vorrausgeht
waren von folgenden Herstellern:
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• die Reverse Transkriptase „SuperScriptTM“ stammte von Invitrogen, Carlsbad;

• der Nukleotidtriphosphatmix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (25 mM) stammte von Qia-
gen, Hilden;

• die Hexamernukleotide in zufälligen Sequenzen (10x) bezogen wir von Roche, Mannheim;

• der RNAsin Ribonuklease Inhibitor war von Promega, Madison;

• das Acrylamid entstammte der Firma Roth, Karlsruhe.

Die quantitative RT-PCR wurde mit Hilfe eines „TaqMan ABI 7700 Sequence Detecti-
on System“ und der hitzeaktivierten Taq DNA Polymerase (Amplitaq Gold) durchgeführt
(beides von Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Die „96-well Optical Reaction Pla-
te“ stammte, ebenso wie der „Taqman R© Universal Mastermix“ und die sequenzspezifischen
Oligonukleotide für CCR7 mit dazugehörigen Taqman Fluoreszenzsonden, von Applied Bio-
systems.

2.1.2.6 Migration-Assay

Die verwendeten „FlouroBlockTM 8 µm 96 well“ Migrationsplatten stammten von Becton Di-
ckenson (Kat. Nr. 351164). Der Farbstoff Calcein wurde von Molecular Probes, Invitrogen
(Kat. Nr. C-3099) bereitgestellt. Als Kontrollzellen wurden HT 1080 (Fiborsarkomzellen) ver-
wendet. Das Assay-Medium in der oberen Kammer bestand aus RPMI 1640 + 0,1% BSA
(serumfrei) + 10 mM HEPES. Das humane VEGF-C für das Versuchsassay und die Kon-
ditionierung stammt von R&D Systems, Kat. Nr. 2179-VC. Die untersuchten Zellen waren
die humane mesenchymale Stammzellline V54/2, unbehandelt, bzw. mit humanem VEGF-
C (R&D Systems) vorbehandelt. Ausgelesen wurde mittels „TECAN GENios Plus ELISA
reader“ (TECAN, Grödig, Österreich) mit dazugehöriger „XFluor 4“ Software (TECAN).

2.1.2.7 Murines Tiermodell zur regenerativen Lymphangiogenese

Verwendet wurden C57Black/6 Mäuse, sowohl männlichen, als auch weiblichen Geschlechts
im Alter von ca. 8 Wochen. Die Tierversuche fanden unter Zustimmung der Tierschutzkom-
mission des Freistaates Bayern statt (Az. 55.2-1-54-2531-135-06). Das verwendete Operations-
mikroskop stammt von Zeiss, Jena. Die Lymphgefäßanfärbung am Mausschwanz erfolgte mit
Methylthioniniumchlorid (Methylenblau Vitis R© 1%, Neopharma, Berlin). Zur Verwendung
kamen Skalpelle No 11 mit Griff der Firma Feather Safety Razor (Japan, Kat. Nr. EF7281A).

2.1.2.8 Immunhistochemie

Die zur Entparafinisierung verwendeten Chemikalien Xylol (Kat. Nr. A0663) und Ethanol
(Kat. Nr. A1613) wurden von Applichem, Darmstadt hergestellt. Von der Firma Dako aus
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Hamburg wurden der Proteinblocker (X 0909) und das hintergrundreduzierende Antikörper-
Verdünnungsmedium (Kat. Nr. S3022) verwendet. Der TRIS-Puffer wurde aus den Einzelkom-
ponenten TRIZMA Base (Kat. Nr. T-1503), TRIZMA Hydrochlorid (Kat. Nr. T-3253) der
Firma Sigma und Natrium Chlorid (Kat. Nr. 1.06404.1000) der Firma Merck aus Darmstadt
gemischt. Von Merck stammten zudem die „Kaisers Glyceringelatine“ (Kat. Nr. 1.09242.0100)
und die Brij R© 35-Lösung (30%, Kat. Nr. 1.01894.1000). Das Wasserstoffperoxyd wurde von
der Firma Fluka, (Hannover, Kat. Nr. 95313) bezogen.

Zur primären Antigenmarkierung wurden die Antikörper anti-GFP von Abcam (Kat. Nr.
Ab6673) und anti-Podoplanin von Acris Antibodies (Hiddenhausen, Kat Nr. DM3501) ange-
wandt. Der anti-GFP Antikörper entstammte der Ziege und wurde daher mit Hilfe des, in
dem „Vectastain ABC elite goat kits“ (Vector Labs, Burlingame, CA, USA, Kat. Nr. PK6105)
enthaltenen, Sekundärantikörpers markiert. Der anti-Podoplanin Antikörper entstammte ei-
nem Hamster als Wirtstier und bedurfte daher zur Markierung des „Vectastain ABC elite
standard kits“ von Vector Labs (Kat. Nr. PK6100). Die Antigendemarkierung erfolgte bei der
anti-Podoplaninfärbung mittels saurem Pepsin der Firma Sigma (Kat. Nr. P6887) und bei
der anti-GFP-Färbung mittels TRS6 der Firma Dako (Kat. Nr. S 1699).

2.1.3 Materialien der Versuche zur stammzellbasierten Suizidgentherapie des
Pankreaskarzinoms

2.1.3.1 Verwendete Zelllinien und Erläuterung der Genkonstrukte

p53−/− C57BL/6 Mesenchymale Stammzelllinie

Diese Stammzelllinie wurden uns freundlicherweise von Dr. Christoph Klein zur Verfügung
gestellt. Die Stammzelllinie entstammt dem Knochenmark einer p53−/− C57Black/6 knock-
out Maus (Jacks et al., 1994). Mäuse mit einem homozygoten p53-knock-out sind überle-
bensfähig, entwickeln jedoch solide Tumore in einer hohen Rate im Alter von ca. 8 Monaten
(Zambetti et al., 2006).

Die Isolation der mesenchymalen Stammzellen erfolgte aus den adhärent wachsenden, fi-
broblastenartigen Zellen des Knochenmarkaspirats. Die Isolierung und Klonierung wurde auf
dieselbe Art, wie unter 2.1.2.1 auf Seite 33 beschrieben, durchgeführt. Eine Immortalisierung
mittels SV40 war aufgrund des p53−/− knock-outs nicht mehr nötig. Die klonalen mesenchy-
malen Stammzellen dieser Maus zeigen in Zellkultur ein uneingeschränktes, undifferenziertes
Wachstum bis in hohe Passagen.

Die nun folgend beschriebenen, gentechnisch modifizierten mesenchymalen Stammzelllinien
wurden alle von Dr. Peter J. Nelson hergestellt und uns freundlicherweise zur Verfügung
gestellt. Der Vollständigkeit halber ist hier ihre Herstellung beschrieben.
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C57BL/6 p53−/− GFP+

Die oben beschriebene mesenchymale Stammzelllinie p53−/− wurde stabil mit dem „green
fluorescent protein (GFP)“ mittels non-retroviralem Gentransfer transfiziert. GFP stammt
aus der Qualle Aequorea victoria und absorbiert Licht maximal bei 400nm Wellenlänge und
entsendet grüne Fluoreszenz einer Wellenlänge von 508 nm (Morise et al., 1974). Die Zellen
sind somit unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar.

C57BL/6 p53−/− Tie2/TK+

Diese mesenchymale Stammzelllinie wurde gentechnisch so modifiziert, dass sie das Suizid-
Gen Thymidinkinase des Herper simplex Virus (HSV-TK ) exprimieren kann. Es gilt jedoch
hervorzuheben, dass die HSV-TK nur unter Kontrolle des gefäßspezifischen Promoters Tie2
exprimiert wird. Tie2 ist ein Tyrosinkinaserezeptor für Angiopoietin I und II auf Endothel-
zellen und Perizyten und ist für die koordinierte und gerichtete Blutgefäßentstehung und
-heranreifung unerlässlich (Dumont et al., 1994). Für mehr Informationen zum Angiopoietin-
1/Tie2-System, siehe Kapitel 1.4 auf Seite 26.

Die therapeutische Implikation des Genkonstrukts ist folgende: kommt es nach Rekrutie-
rung und Integration der transplantierten mesenchymalen Stammzelle in das Gefäßsystem
des wachsenden Tumors, so folgt daraufhin die Differenzierung der Zelle zu einer „Gefäßzelle“
(Endothelzelle oder Perizyte). Die Differenzierung ist mit einer Hochregulation bestimmter
angiogenesespezifischer Gene verbunden, zu denen unter anderen auch das Gen für den Tie2-
Rezeptor gehört. Über den Tie2-Promoter wird dann die HSV-TK abgelesen und exprimiert
(siehe Abb. 2.1 auf der nächsten Seite).

In einem adulten Säugetier mit alleiniger Tumorerkrankung findet, abgesehen von der An-
giogenese im Rahmen des Menstruationszyklus und der Wundheilung, neben der Tumorangio-
genese keine Angiogenese statt. Das angiogenetische Potenzial des Menstruationszyklus und
der Wundheilung ist im Vergleich zur Tumorangiogenese relativ gering.

Daher ist unsere Hypothese, dass das Genkonstrukt nur in den an der Tumorangiogenese
beteiligten Stammzellen „angeschaltet“ wird. Dies ermöglicht eine systemische Therapie mit
der „Prodrug“ Ganciclovir (GCV), das im nativen Zustand keine apoptotische Wirkung auf
Säugetierzellen hat. Wird es jedoch von der HSV-TK dreifach phosphoryliert, so nimmt es
als GCV-Triphosphat die Struktur eines Analogons von dGTP an und hemmt so den Einbau
von dGTP in den wachsenden Strang durch die DNA-Polymerase und führt infolgedessen
zum Strangabbruch (Mesnil und Yamasaki, 2000; Frank et al., 1984). Der dadurch in den
betroffenen Zellen ausgelöste Zelltod ist von apoptotischer Natur und unabhängig von der
p53-Signalkaskade (Wallace et al., 1996; Hamel et al., 1996).

Durch den „Bystander Effekt“ kommt es zudem in den benachbarten Zellen ebenfalls zur
Apoptose und – vorausgesetzt dies findet im Tumorgebiet statt– demzufolge zum Absterben
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von Tumorzellen (Freeman et al., 1993). Da GCV eine 1000fach höhere Affinität zur HSV-Tk
im Vergleich zur eukaryonten Tk hat, wird es praktisch nur in den transfizierten Zellen phos-
phoryliert und besitzt keinen generell zytotoxischen Effekt (Oliver et al., 1985). Bei optimaler
Funktion des beschriebenen Konstrukts wird GCV also nicht in transplantierten Zellen mit
Genkonstrukt phosphoryliert, die keine Aktivierung des Tie2-Systems erfahren haben, also
kein „Homing“ in die Angiogenese des Tumors vollzogen haben.

Außer dem „therapeutischen“ Abschnitt Tie2/TK enthält das Genkonstrukt zudem BsrS2,
ein Resistenzgen gegen den Translationsinhibitor Blasticidin. BsrS2 kodiert für eine Blasiticidin-
Deaminase, die Blasticidin deaktivieren kann (Izumi et al., 1991). Da BsrS2 in diesem Kon-
strukt unter Kontrolle des ständig aktivierten CMV- und EM7-Promoters exprimiert wird,
sind alle erfolgreich transfizierten Zellen resistent gegen Blasticidin. Wenn nun Blasticidin
zur Zellkultur hinzu gegeben wird, gehen nahezu alle nicht erfolgreich transfizierten Zellen
in Apoptose; durch diese Positivselektion wird eine Transfektionsrate von annähernd 100%
erreicht.

CMV Promoter

Tie2 EnhancerHSV-TkTie2 Promoter

EM7Blasticidin

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des Genkonstrukts der C57BL/6 p53−/− Tie2/Tk+

mesenchymalen Stammzellen

C57BL/6 p53−/− Tie2/RFP+

Diese Zelllinie wurde ebenfalls gentechnisch modifiziert und trägt prinzipiell das gleiche
Genkonstrukt wie die oben beschriebene Zelllinie C57BL/6 p53−/− Tie2/TK+. Es wurde je-
doch statt der Sequenz der HSV-TK die DNA-Sequenz des „red fluorescent protein“ (RFP) als
so genanntes „Reportersystem“ inseriert. So verlieren die Zellen zwar ihre therapeutische Wir-
kung, können jedoch mittels Fluoreszenzmikroskopie als rot fluoreszierende Zellen detektiert
werden. So kann das „angeschaltete“ Genkonstrukt im Tumor dargestellt werden. C57BL/6
p53−/− Tie2/RFP+ tragen zudem das oben beschriebene Bsr2/Blasticidin-Resistenzgen (siehe
Abb. 2.2 auf der nächsten Seite)
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CMV Promoter

Tie2 EnhancerRFPTie2 Promoter

EM7Blasticidin

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung des Genkonstrukts der C57BL/6
p53−/− Tie2/RFP+ mesenchymalen Stammzellen

2.1.3.2 Migration-Assay

Fluoreszenzplatten, -reader und -software sind die gleichen wie unter 2.1.2.6 auf Seite 37
beschrieben. Als Migrationsanreiz wurde Überstand von in Kultur befindlichen Panc02-
Pankreaskarzinomzellen verwendet.

2.1.3.3 Murines Orthotopes Tiermodell zum Pankreaskarzinom

Für dieses Tiermodell wurden C57Black/6-Mäuse verwendet. Die syngene Pankreastumor-
zelllinie Panc02 wurde uns freundlicherweise von Dr. Christian Bauer zur Verfügung gestellt.
Die Spritzen (Insulinspritzen, 1ml) und Injektionsnadeln (30 G) stammen von BD Biosciences
(Spanien). Die manuelle Spritzenpumpe stammt von der Hamilton Syringe Company, USA.
Das Cutasept R© F stammt von Bode Chemie, Hamburg, die Wattebäusche von NOBA Ver-
bandmittel GmbH. Prolene 4-0 wurde von der Braun AG (Melsungen) bestellt.

Für die Narkose wurden folgende Medikamente gebraucht:

• Atropinsulfat der Firma Braun (Melsungen),

• Ketavet R© der Firma Pfizer Pharmacia (Karlsruhe),

• und Xylazin (Rompun R©) der Bayer AG (Leverkusen).

Vor der intravenöse Stammzellinjektion wurde ein „FalconTM Cell Strainer“ mit einer Po-
rengröße von 100µm der Firma Becton Dickinson (Kat. Nr. 352360) verwendet. Die Tierex-
perimente erfolgten unter Zustimmung der Tierschutzkommission des Freistaates Bayern (Az.
55.2-1-2531-50-07).

2.1.3.4 Fluoreszenzmikroskopie

Verwendet wurde Tissue-Tek O.C.T. R© der Firma Miles Inc. (Elkhart, IN, USA, Kat. Nr.
4583), ein Kryotom der Firma Leica und „VECTASHIELD Hard Set Mounting Medium with
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DAPI“ der Firma Vector Labs (Kat. Nr. H-1500). Zur Betrachtung der Präparate wurde ein
Auflicht-Fluoreszenzmikroskop Axioskop 40 der Firma Zeiss (Göttingen) verwendet und mit
der AxioCam MR (ebenfalls von Zeiss) abfotografiert. Die Bilder wurden schließlich mit der
Software Photoshop (CS3, Adobe Systems Inc., USA) bearbeitet.

2.1.3.5 Immunhistochemie

Alle verwendeten Chemikalien zur Entparafinisierung und Fixierung der histologischen
Schnittpräparate waren dieselben wie unter 2.1.2.8 auf Seite 37 beschrieben. Der Pri-
märantikörper anti-RFP wurde von MBL International (Woburn, MA, USA, Kat. Nr.
PM005) bestellt und entstammt einem Hasen als Wirtstier. Der mit „Horseradish-peroxidase
(HRP)“-Polymeren konjugierte Sekundärantikörper gegen Hamster IgG stammt aus dem
„SuperPicTure R© Kit (DAB, rabbit)“ von Invitrogen (Kat. Nr. 87-9263). Ebenfalls von In-
vitrogen stammt das Chromogen AEC (3-Amino, 9-Ethyl Carbazol) (Kat. Nr. 00-1122). Das
Protex II wurde von der Firma Quartett aus Berlin, mit Katalognummer 401600292 bereit-
gestellt. Wir bezogen das Hematoxylin von der Firma Vector Labs aus Burlingame, CA, USA
(Kat. Nr. H3401).

2.1.3.6 Taqman R© quantitative Polymerase Kettenreaktion

Alle verwendeten Materialien stimmen mit den unter 2.1.1.5 beschriebenen Materialien über-
ein. Die für RFP spezifischen Oligonukleotide wurden ebenfalls von Applied Biosystems be-
zogen.
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2.2 Methoden

2.2.1 Methoden der Versuche zur Lymphangiogenese

2.2.1.1 Konditionierung der mesenchymalen Stammzellen in vitro

Zur Untersuchung des Differenzierungspotentials der untersuchten Stammzelllinien V54/2
(human) und Balb/c (murin), wurden sie mit verschiedenen Faktoren in vitro kokultiviert.

Der für die Stammzellen der Balb/c verwendete Versuchsansatz sah folgende Versuchsgrup-
pen vor:

• Gruppe 1: Kontrollgruppe, keine Zugabe von Faktoren

• Gruppe 2: Zugabe von Ratten-VEGF-C 100 ng/ml

• Gruppe 3: Zugabe von humanem VEGF-C (C156S) 100 ng/ml

• Gruppe 4: Zugabe von 20% mikrofiltriertem Überstand von in Kultur befindlichen HD-
MEC

• Gruppe 5: Zugabe von 20% reinem Endothelzellmedium

Die Kokultivierung startete bei Zellpassage 10 und wurde über fünf Wochen bis Passage 24
fortgeführt. Die adhärenten Zellen wurden bei 70% konfluentem Wachstum nach vorheriger
Verwerfung des Mediums und der darin befindlichen, nicht-adhärenten Zellen und Spülung
mit 3 ml PBS durch Zugabe von drei Millilitern Trypsin 0,05%/EDTA 0,02% vom Kultur-
flaschenboden gelöst. Nach drei Minuten im Inkubator bei einer Temperatur von 37 ◦C und
mikroskopischer Kontrolle der Ablösung wurde die Reaktion mit 6 ml RPMI 1640 + 10% FCS
gestoppt. Anschließend wurden die Zellen in einem 50 ml FalconTM-Tube für drei Minuten bei
250 x g zentrifugiert. Der flüssige Überstand wurde verworfen und das Zellpellet nach Bedarf
im Verhältnis 1:5, bzw. bei hoher Zellzahl im Verhältnis 1:10 durch Aufnahme mit frischem
Kulturmedium und Zuführung in neue Kulturflaschen passagiert.

Bei jedem Wechsel des Kulturmediums, bzw. bei jeder Passagierung der Zellen wurden die
oben genannten Faktoren in den Konzentrationen 100 ng/ml für VEGF-C bzw. 20% für Endo-
thelzellmediumüberstand zugefügt. Die Zellpassagierung und Faktorenzugabe wurde durch-
schnittlich 2-3 Mal pro Woche durchgeführt. Die Konzentrationen des VEGF-C und VEGF-C
(Cys156Ser) von 100 ng/ml wurde entsprechend der von Mäkinen et al. untersuchten Rezep-
toraktivität von VEGF-C am VEGFR-3 gewählt (Makinen et al., 2001b).

Der gleiche Versuchsplan wurde an der humanen Stammzelllinie V54/2 angewandt. Jedoch
wurde anstatt der Gruppe „Ratten-VEGF-C“ eine Gruppe mit Überstand von isolierten, in
Kultur befindlichen Lymphendothelzellen (LEC) kultiviert.
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2.2.1.2 Morphologische Untersuchung

Die humane Stammzelllinie V54/2 wurde am Ende des Konditionierungsversuchs, der unter
Kapitel 2.2.1.1 auf der vorherigen Seite beschrieben ist, auf morphologische Veränderungen
im Phasenkontrastmikrokop bei 50-facher Vergrößerung untersucht. Hierzu wurden die Zellen
in ihren Zellkulturflaschen belassen und ungefärbt betrachtet.

2.2.1.3 Durchflußzytometrie (fluorescence activated cell scan, FACS)

Mittels FACS-Analyse lässt sich eine Zellpopulation durch die Analyse bestimmter Oberflä-
chenmoleküle in verschiedene Untergruppen aufteilen. Um dies zu erreichen, müssen die Zellen
vorher mit einem entsprechenden Antikörper, der auf das gesuchte Antigen reagiert, markiert
werden und dieser wiederum mit einem Fluoreszenzfarbstoff konjugiert werden.

Im ersten Schritt wurden die Zellen im sog. forwardscatter auf ihre Größe und im sog. side-
wardscatter auf ihre Granularität hin untersucht. Um eine Ergebnisverfälschung zu vermeiden
kann durch die Festlegung von Gates Zelldetritus von der FACS-Analyse ausgeschlossen wer-
den.

In der anschließenden FACS-Analyse wurden die Zellen einzeln auf die Intensität des Fluo-
reszenzfarbstoffes untersucht und jede Zelle durch die Software entsprechend in einen so ge-
nannten „Dotplot“ aufgetragen. Es können auf diese Weise zwei verschiedene Farbkanäle un-
tersucht werden, die dann auf Abszisse und Ordinate des Dotplots abgebildet werden und
jeweils verschiedene Oberflächenmarker repräsentieren.

In unseren Versuchen untersuchten wir die humane, mesenchymale Stammzelllinie V54/2
auf die Oberflächenmarker Podoplanin, VEGFR-2, VEGFR-3 und CCR7. Zur Positivkontrolle
verwendeten wir HDMEC, da wir nicht über ausreichend LEC als besser geeignete Postiv-
kontrolle verfügten. Als „Negativkontrolle“ verwendeten wir unkonditionierte V54/2. Durch
die Positiv- und Negativkontrollen ist es möglich, die Gates für einen positiven Ausschlag
auf Abszisse und Ordinate festzulegen. Auf die konditionierten Zellen angewendet, können
die Gates so die Zellpopulation z.B. in VEGF-R3+ und VEGFR-3− Subpopulationen unter
Angabe der prozentualen Anteile unterscheiden.

2.2.1.4 RNA Isolierung

Die Zellen wurden mittels Trypsin aus den Zellkulturflaschen gelöst und zu einem Pellet
zentrifugiert. Nach Verwerfung des flüssigen Überstandes wurde das Pellet mit 700 µl des β-
Mercaptoethanol/RLT-Puffer Gemisches resuspendiert und mit einer Insulinspritze vorsichtig
homogenisiert.
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Im nächsten Schritt wurden die Suspensionen in jeweils eine Shredder-Sonde gegeben und
für zwei Minuten bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Nach Verwerfung des oberen
Filterteils wurde durch die Zugabe von 700 µl Ethanol 70% pro Probengefäß die DNA und
RNA ausgefällt. Die Lösung wurde nun in die „RNeasy Mini Spin Columns“ gegeben und für
30 Sekunden bei 8000 x g zentrifugiert. Die flüssige Phase am Säulenboden wurde verworfen
und der Filter in ein neues Gefäß gegeben. In jeden Filter wurden nun 700 µl des RW1-Puffers
gefüllt und erneut bei 8000 x g für 15 Sekunden zentrifugiert. Wieder wurde die Flüssigkeit
verworfen und der Filter auf eine neue Säule gesetzt. Im nächsten Schritt wurden 500µl RPE-
Puffer in jeden Filter gegeben und wiederum bei 8000 x g für 15 Sekunden zentrifugiert. Dieser
Schritt wurde wiederholt und anschließend der Filter für zwei Minuten trocken zentrifugiert.
Wieder wurde der Filter auf eine unbenutzte Säule gesetzt und diesmal 50 µl RNAse freies
Wasser zupipettiert, in dem sich das DNA/RNA Gemisch in fünf Minuten auflöste. Erneut
wurden die Proben für eine Minute bei 8000 x g zentrifugiert und die Flüssigkeit verworfen.
Daraufhin wurde die DNA mit Hilfe der DNAse eliminiert. Dafür mischten wir den DNA/RNA
Gemischen jeweils 5 µl DNAse1-Puffer (10x) bei. Anschließend wurde jeder Probe 1 µl DNAse
(2 Units) zugegeben und für 30 Minuten bei 37 ◦C inkubiert. Im nächsten Schritt wurden 5
µl „DNAse Inactivation Buffer“ (10x) beigemischt, um die DNAse-Reaktion zu stoppen. Nach
Vortex-Benutzung und zwei Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurde die ausgefällte
DNA bei 8000 x g abzentrifugiert. Sie setzte sich als Pellet am Boden des Behälters ab. Die
RNA befand sich in der flüssigen Phase. Als Nächstes wurde die Gesamtmenge und RNA-
Konzentration mittels optischer Dichtemessung bestimmt. Hierzu wurde das Gesamtvolumen
der einzelnen Proben gemessen und 2µl RNA jeder Probe mit 98 µl Wasser gemischt und
anschließend photometrisch die RNA-Konzentration gemessen. Durch Multiplikation mit dem
Gesamtvolumen der einzelnen Proben ließ sich so die Gesamtmenge isolierter RNA errechnen.

2.2.1.5 Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Mittels der RT-PCR lassen sich Gene auf RNA-Strängen amplifizieren und anschließend durch
Gel-Elektrophorese optisch darstellen.

Zu diesem Zweck musste die RNA zuerst mit Hilfe der reversen Transkriptase des MML-
Virus in cDNA umgeschrieben werden. Durch die Verwendung von Poly-dT-Primern ließ sich
spezifisch die messenger RNA (mRNA) umschreiben, da die Primer nur am Poly-A-Schwanz
der mRNA ansetzten können. Die RT-PCR von mRNA bringt speziell die aktivierten Genab-
schnitte zum Ausdruck, da mRNA das Translationsprodukt der DNA in der Säugetierzelle
darstellt. Zur Umschreibung wurden pro Probengefäß 1µl dNTPs, 2µl des 5x Puffers, 1µl
Oligo-dTs, 0,25 µl RNAsin und 0,5µl MMLV gegeben. Im nächsten Schritt wurden 0,5µg der
jeweiligen RNA in 5,5µl RNAse freiem Wasser verdünnt und in die Probengefäße gegeben.
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Nun wurde die Mischung zur Umschreibung für eine Stunde bei 42 ◦C im Personal Cycler R©
der Firma Biometra inkubiert und anschließend bei -20 ◦C gelagert.

Im nächsten Schritt erfolgte nun die „klassische“ PCR (Mullis et al., 1986). Sie wurde durch
die Hitze beständige DNA-Polymerase Taq als Enzym der DNA-Replikation vollzogen.

Die drei Einzelschritte eines PCR-Zyklus haben folgendes Ziel: zuerst erfolgt die Aufschmel-
zung des Doppelstranges bei Temperaturen >90 ◦C um die Primeranlagerung zu ermöglichen.
Diese Primer sind spezifisch auf die Sequenz des gesuchten Gens abgestimmt und binden die-
ses durch ihre komplementäre Basensequenz. Es wird sowohl ein Primer für das 5’- und das
3’- Ende des gesuchten Gens verwendet, denn so kann die Elongation in beide Richtungen
vollzogen werden. Die Primer lagern sich in Abhängigkeit ihrer Länge und ihrer Basenzusam-
mensetzung bei Temperaturen um 60 ◦C an. Diese sog. „Annealing“-Phase stellt den zweiten
Schritt eines PCR-Zyklus dar. Je nach verwendeter Taq wird nun die Temperatur auf die
optimale Arbeitstemperatur des Enzyms gebracht, und der Elongationsschritt, der dritte und
letzte Schritt eines PCR-Zykluses, wird vollzogen. Durch die Wiederholung dieser Zyklen wird
das gesuchte Gen, soweit vorhanden, um ein Vielfachen multipliziert und kann dadurch, nach
elektrophoretischer Auftrennung in Agarose-Gel, sichtbar gemacht werden.

In unseren Untersuchungen wurde für die PCR pro Probe ein Mastermix mit folgendem
Inhalt angelegt: 1,25µl 10x Puffer, 8,5µl Wasser, 0,1µl dNTPs, je 0,05µl des entsprechen-
den forward und reverse Primers, 0,05µl der Taq-Polymerase. Diesem Mastermix wurden
pro Versuchsansatz 2,5µl der vorher synthetisierten cDNA bzw. Wasser als Negativkontrolle
beigegeben und in ein dünnwandiges Probegefäß gefüllt. Im programmierten Cycler wurde
nun die Polymerase Kettenreaktion nach oben beschriebenem Prinzip automatisiert durchge-
führt. Genauer gesagt erfolgte zunächst ein Denaturierungsschritt von 95 ◦C für 3 Minuten.
Anschließend wurde 35x der folgende Zyklus vollzogen: 30 Sekunden Denaturierung des Dop-
pelstranges bei 95 ◦C, 30 Sekunden Primeranlagerung bei 60 ◦C und eine Minute Elongation
durch die Taq-Polymerase bei 72 ◦C. Zum Schluss wurde ein weiterer Elongationsschritt bei 72
◦C für 10 Minuten durchgeführt. Das Herunterkühlen der Proben auf 4◦C stoppte schließlich
die Reaktion.

Nun konnten die einzelnen Proben, nach Anfärbung mit Bromphenolblau, auf ein ethidium-
bromidhaltiges, 1,8-prozentiges Agarose-Gel aufgetragen werden und in TBE-Puffer bei 100V
für 40 Minuten aufgetrennt werden. Wir trugen zudem pro verwendetem Primerpaar eine
Negativkontrolle mit Wasser und eine „DNA-Leiter“ auf. Die fotographische Dokumentation
des Agarosegels unter UV-Licht machte die Einzelbanden sichtbar. Durch den Vergleich mit
der standardisierten „DNA-Leiter“ wurde die Basenpaarlänge der gesichteten DNA Banden
bestimmt und damit die Genabschnitte identifiziert.

Auf diese Weise untersuchten wir die konditionierten murinen Stammzellen Balb/c auf die
Expression der lymphatischen Marker Podoplanin, Prox-1 und VEGFR-3.
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2.2.1.6 Taqman R© Quantitative Polymerase Kettenreaktion

Eine quantitative PCR ermöglicht im Gegensatz zur konventionellen PCR die Bestimmung
der Menge von bestimmten Genen (Gibson et al., 1996). Bei der Methode Taqman R© von
Applied Biosystems wird dies mithilfe fluoreszierender Sonden erreicht. Die Einzelschritte der
PCR gleichen denen der konventionellen PCR mit der Ausnahme, dass bei der quantitativen
PCR nach jedem Zyklus die Menge des Amplifikationprodukts durch Fluoreszenzmessung
bestimmt wird.

Die von Applied Biosystems hergestellten Taqman R© Sonden sind an ihrem 5’-Ende mit
einem Fluoreszenzreporter markiert. Dieser Reporter bestand in unseren Versuchen entweder
aus dem Fluoreszenzfarbstoff 6-Carboxyfluorescein (FAM, bei der Sonde des gesuchten Gens
CCR7, Extinktion bei 490 nm, Emission bei 530 nm) oder dem Fluoreszenzfarbstoff VIC (bei
der Sonde des Referenzwertes 18 S rRNA, Extinktion bei 530 nm, Emission bei 575 nm).
Am 3’-Ende der Sonde ist ein Fluoreszenzquencher, in unserem Fall Tetramethylrhodamin
(TAMRA) angehängt, der die Energie des Reporters bei intakter Sonde durch strahlungs-
freien Energietransfer (Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer, FRET) aufnimmt und somit
dessen Fluoreszenz unterdrückt. Die Taqman R© Sonden sind vom Hersteller so konstruiert,
dass sie sich in der Phase der Primeranlagerung an den Einzelstrang anlagern können (s. 2.3
auf der nächsten Seite). In der Elongationsphase synthetisiert die Taq DNA Polymerase nun
den Tochterstrang und trennt mit ihrer 5’-3’- Exonukleaseaktivität den Fluoreszenzreporter
von der angelagerten Sonde ab, sobald sie diese erreicht. Durch die räumliche Trennung von
Reporter und Quencher kommt es nun zur Abgabe der Fluoreszenzstrahlung durch den Re-
porter (s. 2.3 auf der nächsten Seite). Durch die Detektion dieser Fluoreszenz lässt sich die
Menge an Amplifikationsprodukten ermitteln.

Durch die räumliche Nähe unterdrückt der Quencher die Fluoreszenz des Reporters. Nach
Ablösung des Reporters von der Sonde durch die 5’-3’- Exonukleaseaktivität der Taq DNA
Polymerase wird die Fluoreszenz ungehindert und messbar freigegeben In den Versuchen zur
Lymphangiogenese untersuchten wir mit dieser Methode die Expression von CCR7 sowohl bei
V54/2, als auch Balb/c mesenchymalen Stammzellen. Beide Zellreihen wurden in unkonditio-
niertem Zustand untersucht. Zuerst erfolgte die Ablösung der Zellen aus der Zellkulturflasche
und die anschließende RNA Isolierung, wie oben beschrieben, mit abschließender Lösung der
RNA in 33 µl RNase freiem Wasser.
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Abbildung 2.3: Schematische Darstellung des Elongationsschrittes mit angelagerter
TaqMan R©-Sonde
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Bei der reversen Tranksriptase Reaktion wurde pro untersuchte RNA zusätzlich eine Probe
ohne Zugabe der reversen Transkriptase als RT− -Ansatz durchgeführt. Da die später verwen-
dete Taqman Sonde für 18 S rRNA nicht cDNA spezifisch ist, kann durch die RT− -Ansätze
eine Kontaminierung der Probe mit eukaryonter DNA, welche die spätere Messung verfälschen
würde, detektiert werden. Für diesen Ansatz wurden 3 µl der gelösten RNA entnommen und
mit Wasser auf 30 µl verdünnt. Die nun folgende reverse Transkriptase Reaktion wurde nach
den Angaben des Herstellers Applied Biosystems durchgeführt.

Der verwendete Mastermix für eine RT-Reaktion setzte sich folgendermaßen zusammen:
Puffer für den ersten Strang (5x) 60,4%, dTT 13,4 mM, dNTPs 1,5 mM, Acrylamid 0,7
µM , random Hexamerprimer (10x) 3,4% und RNAsin 2,5 U/µl. Zu den RT+-Ansätzen wurde
zusätzlich 1 µl der SuperscriptTM reversen Transkriptase hinzu gegeben. Die Reaktion erfolgte,
wie oben beschrieben, für eine Stunde bei 42 ◦C. Die real-time PCR Reaktion wurde ebenfalls
nach dem Protokoll des Hersteller Applied Biosystems durchgeführt. Hierzu verdünnten wir
die RT+ Proben um den Faktor 10 mit RNAse freiemWasser. Die RT− -Ansätze wurden schon
beim RT− Ansatz 1:10 verdünnt. Nun wurde für jeden Versuchsansatz folgender Mastermix
angesetzt: TaqMan R© Universal Mastermix 10 µl, forward Primer 300 nM, reverse Primer 300
nM, Sonde 100 nM. Anschließend wurde mit Wasser auf 20 µl aufgefüllt. Nachfolgend wurden
jeweils 20 µl des Mastermixes mit 2,2 µl des verdünnten cDNA Ansatzes vermischt und auf
die Versuchsplatte gegeben. Es wurden jeweils RT+, RT− und „non-template controls“ (NTC)
von jedem untersuchten Gen angesetzt. Die NTC enthielten keine cDNA in ihrem Ansatz und
dienten der Kontrolle der Sondenreinheit.

Das Taqman R© PCR Gerät wurde folgendermaßen programmiert: Nach den initialen Phasen
von 2 Minuten bei 50◦C und 10 Minuten bei 95◦C wurde 40 Mal der Zyklus von 15 Sekunden
bei 95◦C und 60 Sekunden bei 60◦C wiederholt.

Auf diese Weise wurde die RNA mehrerer Kulturen Balb/c und V54/2 MSC auf die Gene
CCR7 und ?Actin untersucht.

Zur Quantifizierung des PCR-Produkts musste nun die Kinetik der Reaktion beobachtet
und der Zyklus bestimmt werden, bei dem die Fluoreszenz einen Schwellenwert überschrei-
tet (sog. CT-Wert, Cycle Threshold) und die exponentielle Phase der Replikation beginnt.
Vor der Berechnung ist es wichtig zu kontrollieren, dass die NTC negativ sein müssen und
die CT-Werte der RT− -Ansätze sich um mindestens 5 Zyklen von denen der RT+-Ansätze
unterscheiden sollten. Die Errechnung der Menge des PCR-Produkts erfolgte nun nach der
Formel:

dCT = CT (Zielgen)− CT (Referenzgen)

Hierbei stellt dCT den korrigierten CT-Wert dar. Es ist wichtig anzumerken, dass die DNA
sich in der exponentiellen Phase verdoppelt und daher die CT-Werte einen exponentiellen
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Faktor von 2 darstellen. Daher werden die CT-Werte in der Regel folgendermaßen dargestellt:
2dCT. Negative Proben werden mit einem CT-Wert von 40 angegeben, da dies die maximale
Anzahl an durchgeführten Zyklen darstellt.

2.2.1.7 Migration-Assay in modifizierter Boyden-Kammer

Das Migration-Assay (auch Chemotaxis-Assay) dient der Untersuchung der Auswirkung che-
motaktischer Reize bestimmter Zytokine bzw. Mischungen dieser auf eine untersuchte Zellrei-
he und wurde erstmals durch Boyden beschrieben (Boyden, 1962). Zur Verwendung kommen
zwei vertikal angeordnete Kammern, welche durch einen Filter getrennt sind, der nur durch
aktive Migration der Zellen überwunden werden kann (siehe Abb. 2.4). In die obere Kammer
werden die untersuchten Zellen gegeben, in die untere Kammer die Zytokine. Dieser in vitro
Versuchsaufbau gibt Aufschlüsse über das wahrscheinliche Verhalten der Zellen in vivo, be-
sonders im Hinblick auf das so genannte „Homing“, also der aktiven Migration und Invasion
der Stammzellen in das respektive, zytokinausschüttende Zielgewebe, wie z.B. Wundgewebe
oder maligne Tumore.

Abbildung 2.4: Schematische Darstellung einer modifizierten Boydenkammer (leer)

Für die Versuche zur Lymphangiogenese untersuchten wir mit Hilfe dieser Methode die
Auswirkungen die VEGF-C als bekannt chemotaktisches Zytokin auf die humane, mesenchy-
male Stammzelllinie V54/2 hat. Zum einen verwendeten wir unbehandelte V54/2 und zum
anderen mit humanem VEGF-C vorbehandelte V54/2.

Die Versuche wurden wie folgt durchgeführt: in Kultur befindliche V54/2 wurden für eine
Stunde mit dem „Labeling Medium“, bestehend aus RPMI 1640 + 10% FCS und 10 µg/ml
Calcein (gelöst in DMSO), bei 37 ◦C inkubiert. Daraufhin verdünnten wir die Zellen zu einer
Konzentration von 1 x 106 Zellen/ml in Assay-Medium, bestehend aus RPMI 1640 + 0,1%
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BSA + 10mM Hepes. In die unteren Kammern füllten wir jeweils 180 µl des Assay-Mediums,
gemischt mit 300 ng humanem VEGF-C. Die zusätzliche Messung der Kontrollzelllinie HT1080
(Fibrosarkomzelllinie), die gegen Medium migriert, diente der Funktionalitätsprüfung des Ver-
suchaufbaus.

Nun wurde die Platte ohne Erschütterung in den 37 ◦C vorgewärmten Fluoreszenz-ELISA-
Reader gestellt und in einer ersten Messung der Fluoreszenz in der unteren Kammer bei einer
Extinktion von 485 nm und einer Emission von 535 nm Wellenlänge der Nullwert gemes-
sen. Nach vier Stunden wurde erneut die Fluoreszenz gemessen, um die migrierten Zellen zu
detektieren.

Abbildung 2.5: Schematische Darstellung des Chemotaxis-Assays mit calceinmarkierten Zel-
len gegen Überstand von Panc02. Die Fluoreszenz wird in der unteren Kam-
mer ausgelesen und so wird eine Zunahme der Zellzahl in der unteren Kammer
detektiert.

Die Migrationsindizes errechneten sich nach Abzug der Nullwertmessungen (Hintergrund-
fluoreszenz) als Verhältnis von Fluoreszenzintensität untersuchter Zelllinien gegen Assay-
Medium angereichert mit VEGF-C und Fluoreszenz der Zellen gegen reines Assay-Medium.
Es wurden drei unabhängige Versuchsansätze mit unabhängigen Messungen vollzogen und
die Mittelwerte errechnet. Die statistische Analyse der Migrationsinidizes zwischen den Grup-
pen erfolgte mit Hilfe des doppelseitigen t-Tests für ungepaarte Stichproben. Die Signifikanz-
testung und graphische Aufbereitung der Versuchsergebnisse erfolgte durch das Programm
„Prism 5.0 for Mac“. Ein Signifikanzniveau von p ≤ 0, 05 wurde als signifikant erachtet.

2.2.1.8 Murines Tiermodell zur regenerativen Lymphangiogenese

Verwendet wurde ein modifiziertes Tiermodell zur regenerativen Lymphangiogenese nach
Boardman und Schwartz (Boardman und Swartz, 2003). Wir randomisierten 8 Tiere in zwei
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Gruppen, die beide der nachfolgend beschriebenen Operation unterzogen wurden. Die Ver-
umgruppe erhielt im Versuchsverlauf fünf subkutane Gaben von 1x107 p53−/− Tie2/RFP+

mesenchymalen Stammzellen, gelöst in 100 µl PBS.

Die Operation wurde wie folgt durchgeführt: Zunächst wurden die Versuchstiere durch das
volatile Anästhetikum Isofluran R© in Vollnarkose versetzt. Unter Verwendung eines Opera-
tionsmikroskops wurde ein 2 mm breiter Hautlappen, 1 cm vor dem proximalen Ende des
Mausschwanzes gelegen, in seiner gesamten Zirkumferenz entfernt. Es wurde darauf geach-
tet, dass die darunter liegenden Strukturen, wie z.B. Venen und Nerven, unverletzt blieben.
Zur Anfärbung der Lymphgefäße wurden nun wenige µl Methylenblau intradermal in das
distale Ende des Mausschwanzes injiziert. Nach wenigen Minuten stellten sich die tiefliegen-
den Lymphgefäße in der Operationswunde mikroskopisch dar und wurden durchtrennt. Der
Operationserfolg wurde durch die Beobachtung verifiziert, dass kein Methylenblau über den
proximalen Wundrand hinaus abtransportiert wurde. In den darauf folgenden 21 Tagen bil-
deten alle operierten Tiere ein makroskopisch sichtbares Lymphödem distal der Operations-
wunde aus. Diese Ödeme wurden nun im Abstand von 7-11 Tagen, immer vor der respektiven
Stammzellinjektion, mittels digitaler Schublehre in ihrem Durchmesser vermessen und pro-
tokolliert. Dabei wurde zum einen direkt distal der Operationsstelle, erfahrungsgemäß dem
maximalen Durchmesser des Ödems, gemessen und 1 cm im weiteren Schwanzverlauf nach
distal. Zur verbesserten Auswertung untersuchten wir jedes Tier in seinem Verlauf gesondert.
Wir führten vor den Operationen Messungen an den definierten Messpunkten durch und pro-
tokollierten diese Werte als Ausgangswerte. Die später gemessenen Durchmesser wurden mit
den Initialwerten ins Verhältnis gesetzt und als prozentuale Zunahme des gesamten Schwanz-
durchmessers an der respektiven Stelle betrachtet. Die Einzelmessungen der n=4 Versuchstiere
jeder Gruppe wurden gemittelt und mit Standardabweichung durch das Programm „Prism 5.0
for Mac“ graphisch aufbereitet. Die Signifikanztestung erfolgte durch den doppelseitigen t-Test
für ungepaarte Stichproben. Hierbei wurden die Mittelwerte der Verumgruppe mit denen der
Kontrollgruppe zu einem bestimmten Untersuchungszeitpunkt verglichen und das Ergebnis
bei einem Signifikanzniveau von p ≤ 0, 05 als signifikant betrachtet.

Das Experiment wurde 56 Tage nach der Operation beendet und die Tiere mittels CO2-
Asphyxie getötet. Anschließend wurden die Mausschwänze entfernt und für 24 Stunden in
Formaldehyd eingelegt. Daraufhin wurden sie fließend gewässert und anschließend zur Dekal-
zifizierung des Knochens bei 37 ◦C für fünf Tage in EDTA eingelegt. Im nächsten Schritt
wurden die Schwänze in Parafin eingebettet und bei − 20 ◦C gelagert, um dann in 5 µm
dicken Schnitten auf Objektträger gebracht zu werden.

In einem weiteren Versuchsansatz wurde das oben beschriebene Tiermodell zur Darstellung
von C57BL/6 p53−/− GFP+ mesenchymalen Stammzellen verwendet. Hierbei wurden n=4
Tiere operiert und wöchentlich eine Stammzellgabe von 1 x 107 der genannten Stammzellen
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subkutan durchgeführt. Die anschließende Einbettung der Mausschwänze in Parafin erfolgte
ebenso wie oben beschrieben und die gewonnenen Schnittpräparate dienten zur immunhisto-
chemischen Darstellung des Fluoreszenzproteins GFP.

2.2.1.9 Immunhistochemie

Die ABC-Komplex-Methode

Immunhistochemie umfasst verschiedene Methoden zur Darstellung von Proteinen in einem
mikroskopischen Schnittpräparat. Elementar für die Immunhistochemie ist die Verwendung
von Antikörpern, die ein Epitop (monoklonale Antikörper) oder mehreren Epitope (polyklo-
nale Antikörper) des gesuchten Proteins spezifisch und kovalent binden. Um die Antikörper
unter dem Mikroskop sichtbar zu machen, gibt es verschiedene Methoden (direkte und in-
direkte). Prinzipiell wird jedoch in allen Methoden ein Enzym (z.B. Peroxidase, alkalische
Phosphatase, Glucose Oxidase) entweder in einem Zwischenschritt oder direkt an den bin-
denden Antikörper konjugiert, welches eine farbproduzierende Reaktion katalysiert und somit
unter dem Mikroskop sichtbar wird.

Bei der von Hsu beschriebenen und von uns verwendeten ABC-Komplex-Methode, einer
indirekten Methode, wird ein unkonjugierter Primärantikörper zur Erkennung des gesuchten
Proteins und in einem zweiten Schritt ein Sekundärantikörper zur Erkennung des Primäran-
tikörpers angewandt (Hsu und Raine, 1981). Dieser Sekundärantikörper ist reaktiv mit dem
Fc-Fragment von Immunglobulin G des Wirtstieres (in unserem Fall Ziege, bzw. Hamster),
von dem der Primärantikörper stammt. Der Sekundärantikörper ist mit dem Vitamin Biotin
konjugiert, das eine starke Bindung mit dem Hühnereiweiß-Protein Avidin eingehen kann, wel-
ches vier Bindungsstellen für Biotin hat. Dies macht man sich zu Nutzen und konjugiert die
Peroxidase mit Avidin und Biotin und bildet so den ABC-Komplex, der durch das Avidin an
das Biotin des Sekundärantikörper irreversibel bindet. Durch die vielen Bindungsstellen des
Avidins vernetzen sich so die Proteine und bilden Komplexe mit mehreren Peroxidasen, was zu
einer Verstärkung des späteren Farbsignals führt. Durch Zugabe von 3-Amino-9-Ethylcarbazol
(AEC) als Chromogen erhält man so eine Rotfärbung, katalysiert durch die Peroxidasen des
ABC-Komplexes.

Zur Darstellung der injizierten Stammzellen wählten wir das Antigen GFP, welches durch
die injizierten Stammzellen konstitutiv exprimiert wird. Zur Darstellung der Lymphgefäße
wählten wir den lymphspezifischen Oberflächenmarker Podoplanin.

Die entnommenen Mausschwänze wurden wie unter 2.2.1.8 dekalzifiziert. Daraufhin wurden
sie für 24 Stunden in Formalin eingelegt und anschließend fließend gewässert. Im nächsten
Schritt erfolgte die Einbettung der Tumore in Parafin und die Zwischenlagerung bei −20 C,
bis sie in dünnen Schnitten (ca. 5 µm) auf Objektträger gebracht wurden.
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Im nächsten Schritt wurden die Präparate für 30 Minuten in 99% Xylol entparafinisiert
und anschließend in einer Ethanol-Verdünnungsreihe dehydratisiert. Die Antigendemaskie-
rung erfolgte bei der anti-GFP-Färbung im Mikrowellenverdau mit TRS6 für 2x15 Minuten
bei 800 Watt mit 20-minütiger Auskühlphase. Bei der anti-Podoplanin Immunhistochemie
verwendeten wir für den Antigenverdau saures Pepsin für 30 Minuten. Daraufhin folgte eine
Waschung für 2x5 Minuten mit TRIS-Puffer und eine Blockierung der endogenen Peroxidase
durch ein 10-minütiges Bad in 7,5% Wasserstoffperoxyd (H2O2). Nach fließender Wässerung
für 10 Minuten und pH-Ausgleich durch eine erneute 10-minütige Waschung mit TRIS-Puffer,
wurde im nächsten Schritt die Blockierung unspezifischer Bindungen durch Applikation des
Dako R©-Proteinblockers für 10 Minuten erwirkt.

Anschließend wurden die Präparate mit dem Primärantikörper gegen GFP in 1:25-, bzw. ge-
gen Podoplanin in 1:40-Verdünnung in Dako R©-Medium, für eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. Im nächsten Schritt wuschen wir die Präparate für 2x5 Minuten mit TRIS-Puffer/
Brij R©-Lösung 0,05% und inkubierten sie daraufhin mit dem biotinylierten Sekundärantiköper
aus dem passenden „Vectastain ABC-Kit“ (Ziege oder Hamster) für 30 Minuten bei Raum-
temperatur. Nach erneutem Waschen mit TRIS-Puffer/ Brij R©-Lösung 0,05% gaben wir die
passenden ABC-Komplexe auf die Präparate und ließen sie für 30 Minuten einwirken. Nach
erneutem Waschen mit TRIS-Puffer/ Brij R©-Lösung 0,05% inkubierten wir die Präparate mit
dem Chromogen AEC für 10 Minuten. Nach darauf folgender Wässerung für 10 Minuten wur-
de mit Hematoxylin gegengefärbt und erneut gewässert. Abschließend wurden die Präparate
in Kaisers R©-Glyceringelatine eingedeckt und unter dem Durchlichtmikroskop betrachtet.

2.2.2 Methoden der Versuche zur stammzellbasierten Suizidgentherapie des
Pankreaskarzinoms

2.2.2.1 Migration-Assay in modifizierter Boyden-Kammer

Wir verwendeten die, unter Kapitel 2.2.1.7 auf Seite 50, beschriebene Methode der modifi-
zierten Boydenkammer, um das Migrationsverhalten der murinen Stammzelllinien zum Tu-
mormilieu zu untersuchen.

Die Versuche wurden wie folgt durchgeführt: C57BL/6 p53−/− /Tie2/RFP+ und C57BL/6
p53−/− /Tie2/TK+ wurden für eine Stunde mit dem „Labeling Medium“, bestehend aus RP-
MI 1640 + 10% FCS und 10µg/ml Calcein (gelöst in DMSO), bei 37 ◦C inkubiert. Daraufhin
wurden die Zellen in einer Konzentration von 1 x 106 Zellen/ml in Assay-Medium, bestehend
aus RPMI 1640 + 0,1% BSA + 10mM Hepes, verdünnt. Von dieser Zellsuspension wurden je-
weils 50 µl in die obere Kammer der „Transwells“ der Fluoreszenzplatte gegeben. In die untere
Kammer wurde Überstand von Panc02 Pankreaskarzinomzellen in absteigenden Konzentra-
tionen (100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25%, 0%), gemischt mit RPMI 1640 + 10% FCS, gegeben.

54



Kapitel 2 Material und Methoden

Dieser Überstand enthält mutmaßlich Zytokine und soll so die chemotaktische Wirkung des
Tumors in vivo simulieren. Da es sich um die gleichen Tumor- und Stammzellen handelt,
die auch in dem Tierversuch verwendet wurden, lassen sich Rückschlüsse auf das Verhalten
der Stammzellen im Tiermodell in vivo ziehen. Der Überstand wurde in verschiedenen Ver-
dünnungen in die untere Kammer eingegeben, um einen Anstieg der Migration gegen höhere
Konzentrationen an Tumorzellüberstand besser erkennen zu können.

Zur Kontrolle ließen wir die jeweils untersuchten Zelllinien C57BL/6 p53−/− /Tie2/RFP+

und C57BL/6 p53−/− /Tie2/TK+ gegen reines Medium migrieren und konnten so einen „In-
dexwert“, d.h. einen Wert, der die natürliche Migration der Zellen zu dem Medium wider-
spiegelt, ermitteln. Um die Aussagekraft des Experiments zu erhöhen, wurde es in Triplets,
also drei identischen Versuchsansätzen auf derselben Migrationsplatte, durchgeführt. Der so
genannte Migrationsindex errechnete sich schließlich aus gemessener Fluoreszenz nach vier
Stunden abzüglich des respektiven Nullwerts, dividiert durch die nullwertkorrigierte Fluores-
zenz der Indexgruppe (ohne Panc02-Überstand).

Statistisch wurden die Messwerte mit Hilfe des Programms „Prism 5.0 for Mac“ analysiert
und graphisch aufbereitet. Zur Testung der Messwerte auf statistische Signifikanz wurden
sie einer zweiseitigen Varianzanalyse (ANOVA) durch das Programm „Prism“ unterzogen.
Die Migrationsindizes wurden mit Hilfe des zweiseitigen t-Tests für ungepaarte Stichproben
statistisch aufgearbeitet. Ein p-Wert ≤ 0, 05 wurde als signifikant, ein p-Wert von ≤ 0, 001

als hoch signifikant erachtet.

2.2.2.2 Murines orthotopes Tiermodell zum Pankreaskarzinom

Es wurden 2-3 Monate alte C57BL/6 Mäuse mittels intraperitonealer Injektion von Atropin,
Ketamin (100mg/kg Mausgewicht) und Xylazin (5mg/kg Mausgewicht) in Narkose versetzt.
Die Operationsstelle am linken Oberbauch wurde rasiert. Nach Hautdesinfektion wurde mit
einem 1cm langen Schnitt am linken Oberbauch das Pankreas freigelegt. Im nächsten Schritt
wurden mit einer 1ml Spritze und 30 G Injektionsnadel 150.000 Panc02 Pankreaskarzinom-
zellen, gelöst in 40 µl PBS, intrapankreatisch und milznah injiziert (siehe Abb. 2.6 auf der
nächsten Seite). Zur genauen Dosierung kam eine kalibrierte Spritzenpumpe, die auf Knopf-
druck das gewünschte Volumen appliziert, zur Verwendung. Wir achteten bei der Injektion
darauf, keine Karzinomzellen intraperitoneal zu streuen oder in die Milz zu injizieren. Um aus-
laufende Tumorzellen aufzufangen wurde zu diesem Zweck nach der Injektion ein Wattebausch
für eine Minute auf die Injektionsstelle gehalten.

Darauf folgte der peritoneale und kutane Wundverschluss durch Einzelknopfnaht mit
Prolene R© 4-0. Zur postoperativen Schmerztherapie wurde jedem Tier 1 mg Tramadol s.c.
verabreicht. Zur Aufrechterhaltung der Körpertemperatur platzierten wir die Tiere während

55



Kapitel 2 Material und Methoden

Abbildung 2.6: Intrapankreatische Injektion von Panc02 Pankreaskarzinomzellen bei vollnar-
kotisierter C57BL/6 Maus

der Aufwachphase unter eine Wärmelampe. Die Tiere wurden täglich auf Schmerzzustände,
blutige Stühle und andere post-operative Komplikationen untersucht und wären entsprechend
behandelt, bzw. euthanesiert worden, wenn dies der Fall gewesen wäre.

Zwei Wochen nach der Operation wurden die Tiere in die einzelnen Versuchsgruppen ran-
domisiert. Die intravenösen Injektionen erfolgten in eine der Schwanzvenen der Mäuse. Um
Embolie auslösende Zellklumpen zu vermeiden filtrierten wir die Zellsuspension zuvor mit
einem „Falcon R© Cell Strainer“ mit einer Porengröße von 100µm. Abbildung 2.7 zeigt die
Pankreastumore nach 28 Tagen.

Abbildung 2.7: Pankreastumore der unbehandelten Kontrollgruppe nach 28 Tagen

Wir führten zwei Einzelexperimente an diesem Tiermodell durch. Die untersuchte Zielgröße
war in allen Versuchen das Tumorgewicht, das nach Autopsie der Versuchstiere am vorher fest-
gelegten Versuchsende bestimmt wurde. Wir berechneten die mittleren Tumorgewichte jeder
einzelnen Versuchsgruppe und verglichen diese mit dem der unbehandelten Kontrollgruppe.
Die Daten wurden mit Hilfe des Programms „Prism 5.0 for Mac“ aufgearbeitet und graphisch
dargestellt. Die Signifikanzprüfung erfolgte mit Hilfe des doppelseitigen t-Tests für ungepaarte
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Stichproben, wobei immer die Mittelwerte zweier Gruppen miteinander verglichen wurden.
Ein Signifikanzniveau von p ≤ 0, 05 wurde als signifikant gewertet.

Versuch #1

In der ersten Versuchsreihe wurden die Tiere in folgende Versuchsgruppen aufgeteilt:

• Gruppe 1: Kontrollgruppe, ohne Stammzellinjektion, ohne GCV-Gabe

• Gruppe 2: Injektion von 0,5 x 106 C57BL/6 p53−/− GFP+ i.v.

• Gruppe 3: Injektion von 0,5 x 106 C57BL/6 p53−/− Tie2/RFP+ i.v.

• Gruppe 4: Injektion von 0,5 x 106 C57BL/6 p53−/− Tie2/Tk+ + 7,5 mg GCV i.v.

Die Injektionen erfolgten erstmals zwei Wochen nach der Operation und wurden innerhalb
von zwei Wochen sieben Mal durchgeführt. Die GCV Gabe in Gruppe 4 erfolgte in diesem
Versuch direkt nach der Stammzellgabe. Die Mäuse wurden 28 Tage nach der Operation durch
CO2-Asphyxie sakrifziert und obduziert. Bei allen Tieren war ein Tumor sofort makroskopisch
sichtbar. Wir wogen die Tumore sofort nach Entnahme und präparierten die Tumore der Tiere
aus den Gruppen 2 und 3 für die Fluoreszenzmikroskopie.

Versuch #2

In einem zweiten Versuchsansatz wurde wiederum das oben beschriebene Tiermodell ver-
wendet. Wieder wurde nach zwei Wochen mit den Stammzellinjektionen begonnen und tech-
nisch wie oben beschrieben verfahren. Allerdings wurde in diesem Versuch das Injektions-
regime wie folgt geändert: Die Stammzellinjektionen erfolgten nur einmal wöchentlich. Die
GCV-Gabe erfolgte an drei aufeinander folgenden Tagen, beginnend am vierten Tag nach
Stammzellinjektion (siehe Abb. 2.8 auf der nächsten Seite).

Die Tiere wurden zwei Wochen nach Tumorimplantation in folgende Versuchsgruppen ran-
domisiert:

• Gruppe 1: Kontrollgruppe, ohne Stammzellinjektionen, ohne GCV-Injektionen

• Gruppe 2: Injektion von 7,5 mg GCV i.v., keine Stammzellgabe

• Gruppe 3: Injektion von 0,5 x 106 C57BL/6 p53−/− Tie2/RFP+ i.v

• Gruppe 4: Injektion von 0,5 x 106 C57BL/6 p53−/− Tie2/Tk+ + 7,5 mg GCV i.v.

Zum vorher festgelegten Versuchende, fünf Wochen nach der Tumorimplantation, wurden alle
Tiere sakrifiziert und es wurde wie nachfolgend beschrieben verfahren. Zuerst wurden alle Tu-
more gewogen und ihre Gewichte dokumentiert. Im nächsten Schritt wurden die Tumore der
Gruppen 1 und 3 geteilt und jeweils ein Teil für die RNA-Isolierung aus dem Tumorgewebe
RNAse-frei gelagert und eingefroren. Die restlichen Tumore und Restteile der Tumore aus
Gruppen 1 und 3 wurden in Formalin eingelagert und nach 24 Stunden in Paraffin eingebet-
tet. Anschließend wurden Schnittpräparate angefertigt und diese für immunhistochemische
Untersuchungen verwendet.
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Abbildung 2.8: Schematische Darstellung des Injektionsschemas von Versuch #2

2.2.2.3 Fluoreszenzmikroskopie

Die im Tiermodell isolierten Tumore wurden in Tissue-Tek O.C.T R© eingebettet, in Alufo-
lie gewickelt und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Anschließend wurden sie mit einem
Krytom in 5µm Schnitten auf Objektträger gebracht. Es wurde zu jedem Zeitpunkt darauf ge-
achtet, die Schnitte vor direkter Lichteinstrahlung zu schützen. Kurz vor der Betrachtung im
Mikroskop wurden mittels 4’,6-Diamidin-2-phenyl-indol (DAPI) die Zellkerne blau angefärbt
und die Präparate mit einem Deckel abgedeckt. Die Betrachtung im Fluoreszenzmikroskop
ermöglichte nun die Detektion der Stammzellen in ihrem respektiven Fluoreszenzspektrum.
Durch die Betrachtung der blauen Fluoreszenz des DAPI ließen sich die gefundenen Fluores-
zenzsignale in ihrer Relation zum Zellkern darstellen. Mit der Digitalkamera des Mikroskops
wurden die Bilder auf dem Computer abgespeichert und anschließend die entsprechenden Bil-
der aus DAPI und rotem bzw. grünem Fluoreszenzkanal mit Hilfe der Software „Photoshop“
zusammengefügt.

2.2.2.4 Immunhistochemie

Die Dehydrierung und Entparafinisierung der Präparate erfolgte wie unter 2.2.1.9 auf Seite 53
beschrieben.

Im Fall der anti-RFP Färbung stammte der primäre Antikörper gegen RFP aus dem Wirt-
stier Hamster. Der verwendete Zweitantikörper musste daher reagibel auf das Fc-Fragment
von IgG des Hamsters sein und entstammte in unserem Fall aus dem Wirtstier Hase. Der
Zweitantikörper war bei dem von uns verwendeten Kit direkt mit einem Polymer von Hor-
seradish Peroxidasen konjugiert und wurde in diesem Zustand vom Hersteller geliefert. Es
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bedurfte daher keiner Zugabe des oben beschriebenen ABC-Komplexes oder anderer Avidin-
Biotin-Systeme.

Im Detail wurde bei den anti-RFP-Färbungen der Tumore wie folgt vorgegangen: Die ent-
nommenen Tumore wurden über 24 Stunden in Formalin eingelegt und anschließend flie-
ßend gewässert. Im nächsten Schritt erfolgte die Einbettung der Tumore in Parafin und die
Zwischenlagerung bei −20 ◦C, bis sie in dünnen Schnitten (ca. 5 µm) auf Objektträger ge-
bracht wurden. Im nächsten Schritt wurden die Präparate für 30 Minuten in 99% Xylol
entparafinisiert und anschließend in einer Ethanol-Verdünnungsreihe dehydratisiert. Zur An-
tigendemaskierung führten wir anschließend einen Mikrowellenverdau in Protex II R© bei 800
Watt für 2x15 Minuten mit 20-minütiger Auskühlphase durch. Daraufhin folgte eine Wa-
schung für 2x5 Minuten mit TRIS-Puffer und eine Blockierung der endogenen Peroxidase
durch ein 10-minütiges Bad in 7,5% Wasserstoffperoxyd. Nach fließender Wässerung für 10
Minuten und pH-Ausgleich durch eine erneute 10-minütige Waschung mit TRIS-Puffer wurde
im nächsten Schritt die Blockierung unspezifischer Bindungen durch Applikation des Dako R©-
Proteinblockers für 10 Minuten erwirkt.

Der primäre Antikörper gegen RFP wurde nun in einer Verdünnung von 1:40 auf die Prä-
parate gegeben und für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Im nächsten Schritt
wuschen wir die Präparate für 2x5 Minuten mit TRIS-Puffer/ Brij R©-Lösung 0,05% und
inkubierten sie daraufhin mit dem HRP-Polymer-konjugierten Sekundärantiköper für zwei
Stunden bei Raumtemperatur. Nach einer 2x5-minütigen Waschung der Präparate mit TRIS
Puffer/Brij R©-Lösung erfolgte die Zugabe des Chromogen AEC in wässriger Form für 10 Mi-
nuten. Nach weiteren 10 Minuten fließender Wässerung wurden die Präparate durch ein 30-
sekündiges Bad in Hematoxylin gegengefärbt. Abschließend erfolgte eine erneute fließende
Wässerung mit anschließender Eindeckung in Kaisers R© Glyceringelatine und Betrachtung
unter einem Lichtmikroskop.

2.2.2.5 Taqman-PCR

Mit Hilfe der Taqman R© quantitativen PCR untersuchten wir die Tumorgewebe auf das Vor-
handensein von mRNA des Fluoreszenzfarbstoffes RFP, der durch die Gabe von C57BL/6
p53−/− Tie2/RFP+ mesenchymalen Stammzellen in den Tumor gelangte.

Die Methode der Taqman R© PCR ist unter 2.2.1.6 auf Seite 47 detailliert beschrieben. Neben
den verwendeten Sonden und Oligonukleotiden, die natürlich für RFP spezifisch sein müssen,
unterschied sich auch die untersuchte Referenzmessung zur Normalisierung der gemessenen
Werte. Hier verwendeten wir βActin als „Housekeeping“ Gen. Da die Sonde für βActin eben-
falls nicht cDNA spezifisch war, mussten wir in einem RT− -Ansatz eine Kontaminierung mit
eukaryonter DNA ausschließen.
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Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Versuche zur Lymphangiogenese

Die Ergebnisse der Versuche zur Lymphangiogenese bestehen vorrangig aus in vitro Daten, die
sich aus den Kokultivierungen der verschiedenen mesenchymalen Stammzelllinien, sowohl der
humanen Stammzelllinie V54/2 als auch der murinen Stammzelllinien C57BL/6 p53−/− und
Balb/c, ergaben. Ziel dieser in vitro Untersuchungen war die Feststellung einer möglichen
phänotypischen Änderung der MSC zu einem lymphendothelialen Phänotyp. Dieser wurde
von uns durch die Expression der bekannten, und in der Einleitung beschriebenen, lymph-
spezifischen Marker VEGFR-3, Podoplanin, Lyve-1 und Prox-1 definiert. Wir untersuchten
diese Marker auf Proteinebene durch FACS-Analyse und auf mRNA-Ebene durch RT-PCR
und verglichen in diesen Untersuchungen jeweils die unkonditionierten Zellen mit den Zellen
der verschiedenen Gruppen, die einer Kokultivierung unterzogen wurden.

Des Weiteren untersuchten wir die Stammzellen auf das Vorhandensein von CCR7, einem
Chemokinrezeptor der mit der Lymphangiogenese in Verbindung gebracht wurde und eventuell
eine Funktion der Stammzellen in vivo vermittelt.

Neben den in vitro Daten wurde die Stammzellintegration in einem Tiermodell zur regene-
rativen Lymphangiogenese an der Maus erforscht und ein möglicher Einfluss der Stammzellen
auf die Regenerationsfähigkeit der Lymphgefäße untersucht.

3.1.1 Konditionierung mesenchymaler Stammzellen

3.1.1.1 Morphologische Veränderung der V54/2

Die beiden Abbildungen 3.1 a) und -b) vergleichen das morphologische Erscheinungsbild der-
selben humanen mesenchymalen Stammzelllinie V54/2 in nativem Zustand, vier Wochen in
Kultur befindlich (a), und nach 4-wöchiger Konditionierung mit 20%igem Überstand von
isolierten humanen Lymphendothelzellen (b). Die Zellen befanden sich in derselben Zellpas-
sage. Man erkennt einen Unterschied in der Morphologie, der sich in der Ausbildung von
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a) b)

Abbildung 3.1: Vergleich zwischen unkonditionierten (a) und konditionierten (b) V54/2

spindelartigen Zellprotrusionen durch die konditionierten Zellen ausdrückt. Diese spindelarti-
gen Zellfortsätze ließen an den Phänotyp von Endothelzellen erinnern, wie in verschiedenen
Publikationen beschrieben wurde (Oswald et al., 2004).

3.1.1.2 Durchflußzytometrische Untersuchung (FACS) der konditionierten V54/2

In der FACS-Analyse wurden die konditionierten V54/2 auf die Expression der Oberflächen-
marker Podoplanin, VEGFR-2 und VEGFR-3 hin untersucht. Auf diese Weise wurden fol-
gende Versuchsgruppen untersucht:

• V54/2 unkonditioniert

• HDMEC (Positivkontrolle)

• V54/2 konditioniert mit 20% HMVEC-Überstand

• V54/2 konditioniert mit 100 ng/ml humanem VEGF-C (C156S)

• V54/2 konditioniert mit 20% Lymphendothelzellüberstand

Podoplanin

In Abbildung 3.2 auf der nächsten Seite sind von links nach rechts die oben beschriebenen
Versuchsgruppen dargestellt. Innerhalb der Gates ist der Anteil der positiven Zellen in Prozent
angegeben. Die Gates sind nach ungefärbten V54/2 (nicht in Abbildung) gesetzt worden.

Von den unkonditionierten Zellen exprimierten nur wenige Podoplanin als Oberflächenmar-
ker. Die humanen, dermalen, mikrovaskulären Endothelzellen (HDMEC) zeigten wie erwartet
einen hohen Prozentsatz an Podoplanin+ Zellen. Man erkennt in den konditionierten Zel-
len, dass die Proportionen der Podoplanin-positiven Zellen in der Gruppe der mit HDMEC-
Überstand konditionierten V54/2 um das 2,3-fache, in der Gruppe der mit VEGF-C (C156S)
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Abbildung 3.2: FACS-Analyse von konditionierten V54/2 auf Podoplanin

konditionierten V54/2 um das 3,4-fache und in der Gruppe der mit LEC-Überstand kondi-
tionierten V54/2 um das 6,4-fache im Vergleich zur unkonditionierten Gruppe angestiegen
waren.

VEGFR-2

Abbildung 3.3: FACS-Analyse von konditionierten V54/2 auf VEGFR-2

In Abbildung 3.3 sind ebenfalls die Versuchsgruppen, die zu Beginn des Unterkapitels ge-
nannt wurden, aufgetragen. Für die Versuchsgruppe der mit LEC-Überstand konditionierten
V54/2 waren nicht genug Zellen vorhanden.

HDMEC, als Mischkultur aus dermalen mikrovaskulären Endothelzellen, exprimierten den
Oberflächenrezeptor VEGFR-2, der sowohl auf Blut- als auch Lymphendothelzellen vorhan-
den ist, in einem hohen Maße. Die mit Überstand von HDMEC konditionierten V54/2 zeigten
eine Subpopulation von VEGFR-2+ Zellen, die um das 4,4-fache höher war als die der un-
konditionierten Zellen. Ebenso zeigten die mit VEGF-C (C156S) konditionierten V54/2 einen
erhöhten Prozentsatz an VEGFR-2+ Zellen. Dieser war um das 4,5-fache im Vergleich zu den
unkonditionierten Zellen erhöht.
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VEGFR-3

Abbildung 3.4: FACS-Analyse von konditionierten V54/2 auf VEGFR-3

Wiederum zeigt Abbildung 3.4 die zu Anfang des Kapitels genannten Versuchsgruppen
von links nach rechts aufgereiht. Erneut geben die Prozentzahlen innerhalb der Gates den
prozentualen Anteil an positiv erkannten Zellen an.

Die Analyse der konditionierten, humanen mesenchymalen Stammzelllinie V54/2 auf das
Vorhandensein des lymphspezifischen Oberflächenrezeptors VEGFR-3 ergab eine Steigerung
der Rezeptor+ Zellen von 4,72% in unkonditioniertem Zustand auf 9,83% durch Konditionie-
rung mit Überstand von HDMEC. Dies entspricht einer Steigerung um den Faktor 2,1. Durch
Konditionierung mit VEGF-C (C156S) steigerte sich die Proportion der VEGFR-3+ Zellen
um das 1,6-fache.

3.1.1.3 RT-PCR der konditionierten Balb/c

In der konventionellen RT-PCR wurden die über vier Wochen konditionierten, mesenchy-
malen Stammzellen der Balb/c Maus auf die Expression von mRNA der Gene Podoplanin,
Prox-1 und VEGFR-3 hin untersucht. In Abbildung 3.5 auf der nächsten Seite sind in der
oberen Reihe die verschiedenen Versuchsgruppen der Konditionierung aufgetragen. Die drei
nachfolgenden Reihen stellen die Ergebnisse der PCR in Hinsicht auf das Vorhandensein von
mRNA für Podoplanin, Prox-1 und VEGFR-3 dar. Wie in der Abbildung zu sehen ist, wurde
Podoplanin in den Zellen, die mit Überstand von HDEMC konditioniert wurden und in den
Zellen, die mit humanem VEGF-C (C156S) konditioniert wurden, nachgewiesen. Prox-1 zeig-
te sich nur in den Zellen, die mit Überstand von HDMEC konditioniert wurden. Messenger
RNA des VEGFR-3 konnte hingegen in allen Zellreihen nachgewiesen werden, sogar in den
unkonditionierten.
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Abbildung 3.5: Konventionelle RT-PCR der konditionierten Balb/c mesenchymalen
Stammzellen

3.1.1.4 Migration-Assay vor und nach Konditionierung von V54/2

Im Chemotaxis-Assay wurde der Migrations-Anreiz des VEGF-C auf die humane, mesenchy-
male Stammzelllinie V54/2 untersucht. Die Zellen wurden zum einen in unkonditioniertem
Zustand dem Assay unterzogen und zum anderen nach Konditionierung mit humanem VEGF-
C. Die dargestellten Migrationsindizes stellen die gemittelten Verhältnisse zwischen Migration
gegen reines Assay-Medium und Migration gegen Assay-Medium, das mit VEGF-C angerei-
chert wurde, dar. Die einzelnen Werte wurden vorher durch Abzug der respektiven „0h“-Werte
korrigiert.

In Abbildung 3.6 auf der nächsten Seite repräsentieren die Balken die Mittelwerte von meh-
reren, unabhängigen Versuchsansätzen. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar.
Die Signifikanzmessung erfolgte durch zweiseitige Varianzanalyse (ANOVA) der dargestellten
Gruppe, verglichen mit der respektiven Kontrollgruppe. Der abgebildete p-Wert bezieht sich
auf das Vorhandensein von VEGF-C in dem Assay-Medium.

Die blau dargestellte Gruppe der unkonditionierten V54/2 zeigte einen Migrationsindex von
maximal 1,33 nach 2 Stunden gegen VEGF-C. Dies bedeutet, dass das Migrationsverhalten
gegen VEGF-C im Vergleich zu reinem Medium um den Faktor 1,33 erhöht war. Noch stär-
ker zeigte sich dieses Verhalten bei den Zellen der Gruppe von Stammzellen, die vorher mit
VEGF-C konditioniert wurden. Hier stieg der Index nach zwei Stunden auf einen maximalen
Mittelwert von 3,23. Nach drei Stunden sanken die Migrationsindizes in beiden Gruppen wie-
der auf ca. 1,1 ab, und damit befanden sie sich wieder in der Nähe des Migrationsverhaltens
der unkonditionierten Stammzellen gegen reines Medium ohne VEGF-C.
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Abbildung 3.6: Migrationsindizes der V54/2 gegen mit VEGF-C angereichertem Kulturme-
dium in unkonditioniertem Zustand (blau) und nach Konditionierung mit
VEGF-C (grün)

Zusammenfassung des Migrations-Assays:
• VEGF-C steigert das Migrationsverhalten der humanen mesenchymalen

Stammzelllinie V54/2, sowohl in unkonditioniertem Zustand, als auch nach
Konditionierung mit humanem VEGF-C.

• Die Konditionierung durch VEGF-C führt zu einer zusätzlichen Verstärkung
des Migrationsverhaltens.

• Drei Stunden nach Versuchsbeginn sinkt die Stärke der Migration wieder auf
das Normalniveau zurück.

3.1.2 Funktionelle Expression von CCR7 auf V54/2

3.1.2.1 Taqman-PCR und Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der Taqman R© quantitativen PCR untersuchten wir die Expression des CC Chemo-
kinrezeptors 7 auf den mesenchymalen Stammzelllinien V54/2 und Balb/c. CCR7 ist ein Che-
mokinrezeptor, der mit Lymphangiogenese in Verbindung gebracht wurde (Kerjaschki et al.,
2004). CCR7+ Zellen wurden von den Autoren in direkter Nähe von neu geformten Lymph-
gefäßen gefunden. Außerdem konnte gezeigt werden, dass isolierte Lymphendothelzellen einen
Liganden von CCR7, nämlich SLC/CCL21, exprimieren.

Zum Nachweis der CCR7 Expression auf den humanen mesenchymalen Stammzellen V54/2,
führten wir eine durchflusszytometrische Untersuchung (FACS-Analyse) der Zellen mit einem
Antikörper gegen humanes CCR7 durch.
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Abbildung 3.7: Taqman R© quantitative
PCR von CCR7 mRNA
der V54/2 und Balb/c
MSC

Abbildung 3.8: FACS Analyse der V54/2
auf CCR7-Expression

In Abbildung 3.7 sind die einzelnen Messwerte von jeweils unterschiedlichen RNA Proben,
korrigiert mit rRNA als Housekeeping Gen, aufgetragen. Punkte repräsentieren Proben der
humanen, mesenchymalen Stammzelllinie V54/2, Dreiecke die der murinen, mesenchymalen
Stammzelllinie Balb/c. Die Querbalken stellen die Mittelwerte der Einzelmessungen dar. Alle
Proben waren positiv, da sie über der „Nulllinie“ (bei 1.0 x 10-11) liegen.

In Abbildung 3.8 ist ein Histogramm der durchflusszytometrisch akquirierten Einzelmess-
werte dargestellt. Man erkennt in diesem Histogramm zwei Gipfel. Dies bedeutet, dass sich
eine Subpopulation der V54/2 als positiv für den CC Chemokinrezeptor 7 darstellte.

3.1.2.2 CCL19 induzierte Migration der V54/2 in modifizierter Boydenkammer

CCL19 ist, neben CCL21, ein Ligand des CCR7. Durch die Verwendung der modifizierten
Boydenkammer untersuchten wir die Migration der Zellen gegenüber CCL19.

Abbildung 3.9 auf der nächsten Seite stellt die Migrationsindizes der Sarkomzellen HT1080
(als Kontrollzellen) und der humanen, mesenchymalen Stammzelllinie V54/2 gegenüber CCL
19 als Migrationsanreiz dar.

Der Migrationsindex der V54/2 ist das nullwertkorrigierte Verhältnis aus gemessener Fluo-
reszenz der V54/2 gegen Assay-Medium mit CCL19 und Assay-Medium ohne CCL19. Die
dargestellt Migration der HT1080 gegen FCS diente der Kontrolle des Versuchaufbaus. Ein
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Abbildung 3.9: CCL19-induzierte Migration der V54/2 in modifizierter Boydenkammer

Migrationsindex der V54/2 von 2,9 bedeutet, dass die Stammzellen ein 2,9-fach erhöhtes Mi-
grationsverhalten durch das Vorhandensein von CCL19 zeigten.

Zusammenfassung der Untersuchungen zum CCR7:
• Messenger RNA von CCR7 war sowohl in den humanen, mesen-

chymalen Stammzellen V54/2, als auch in den murinen, mesenchy-
malen Stammzellen Balb/c nachweisbar.

• Mit Hilfe der durchflusszytometrischen Untersuchung zeigte sich,
dass CCR7 zudem auf der Oberfläche der V54/2 exprimiert war.

• Die Stammzelllinie V54/2 zeigte ein verstärktes Migrationsverhal-
ten gegen Kulturmedium, das einen Liganden des CCR7, nämlich
CCL19, enthält.
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3.1.3 Stammzellgabe im murinen Tiermodell zur regenerativen
Lymphangiogenese

In diesem Tiermodell wurde die Auswirkung von subkutaner Stammzellgabe auf das Regen-
rationsvermögen der Lymphgefäße am Mausschwanz ertestet. Alle Tiere der Versuchsgruppen
wurden einzeln in ihrem Verlauf untersucht und protokolliert. Die Durchmesser der Maus-
schwänze vor Operationsbeginn wurden als Nullwerte festgelegt und dienten als Vergleich zur
weiteren Entwicklung der Durchmesser unter Ödembildung.

3.1.3.1 Entwicklung des Durchmessers des Mausschwanzes

Abbildung 3.10: Entwicklung der Durchmesser der Mausschwänze unmittelbar distal der Ope-
rationsstelle; in Kontrollgruppe (grün) und unter subkutaner Gabe von me-
senchymalen Stammzellen (blau)

In den Abbildungen 3.10 und 3.11 auf der nächsten Seite sind die post-operativen Ver-
läufe der Mausschwanzdurchmesser aufgetragen. Die Werte errechneten sich als Mittelwerte
aus den Einzelmessungen der respektiven Versuchsgruppe. Die vertikalen Balken stellen die
jeweiligen Standardabweichungen dar. In Abbildung 3.10 sind die Durchmesser der Schwanz-
ödeme direkt distal der Operationsstelle aufgetragen, in Abbildung 3.11 die Ödemdurchmesser
1 cm distal der Operationsstelle. Die Signifikanztestung erfolgte mit dem ungepaarten, dop-
pelseitigen t-test der Mittelwerte zwischen Kontrollgruppe und Therapiegruppe bei einem
Konfidenzintervall von 95%.

Die am Operationstag gemessenen Durchmesser wurden als Ausgangswert mit 100% fest-
gelegt. Im weiteren Verlauf bildeten alle Mäuse Lymphödeme aus, die einen Zuwachs des
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Abbildung 3.11: Entwicklung der Durchmesser der Mausschwänze 1 cm distal der Operati-
onsstelle; in Kontrollgruppe (grün) und unter subkutaner Gabe von mesen-
chymalen Stammzellen (blau)

Gesamtdurchmessers direkt distal der Operationsstelle auf ca. 160% im Mittel bewirkten. Die
beiden Gruppen wurden nach 14 Tagen randomisiert und unterschieden sich in ihren Durch-
messern nicht signifikant voneinander. Am Tag 34 nach Operation war in der Gruppe der
Stammzellinjektionen ein signifikant niedrigerer Schwanzdurchmesser distal der Operations-
stelle zu messen (siehe Abb. 3.10 auf der vorherigen Seite). Dieser durchschnittliche Durch-
messer sank im weiteren Verlauf auf ca. 120% des Ausgangswertes ab, wobei der mittlere
Durchmesser der Kontrollgruppe immer noch ca. 160% des Ausgangswertes betrug. Die Mes-
sungen im Abstand von einem Zentimeter distal der Operationsstelle ergaben Ergebnisse, die
denen an der Operationsstelle ähneln (siehe Abb. 3.11). Allerdings unterschieden sich hier die
mittleren Durchmesser nicht signifikant voneinander, und die Änderungen der Durchmesser
spielten sich in einem niedrigeren Bereich ab.

3.1.4 Immunhistologische Präparate des ödematösen Mausschwanzes

3.1.4.1 Anti-Podoplanin-Färbung

Die beiden repräsentativen Schnittpräparate aus den Abbildungen 3.12 und 3.13 auf der nächs-
ten Seite zeigen die Podoplanin+ Strukturen an der ehemaligen Operationsstelle. Man erkennt
deutlich, dass Podoplanin, wie erwartet, ausschließlich innerhalb von lumenartigen Strukturen
zu liegen kommt und damit die Lymphgefäße markiert. Auffällig ist der deutliche Unterschied
in der Anzahl der Podoplanin+ Strukturen zwischen den beiden Versuchsgruppen mit und
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Abbildung 3.12: Immunhistochemische
Färbung von Podoplanin
an einem Mausschwanz
der Therapiegruppe

Abbildung 3.13: Immunhistochemische
Färbung von Podoplanin
an einem Mausschwanz
der Kontrollgruppe

ohne Stammzellinjektionen. In dem Präparat des Mausschwanzes mit Stammzellinjektionen
ist eine deutlich höhere Zahl an Podoplanin+ Strukturen zu erkennen.

3.1.4.2 Anti-GFP-Färbung

In einem weiteren Versuch wurden die unter 2.1.3.1 auf Seite 38 beschriebenen C57BL/6
p53−/− mesenchymalen Stammzellen mit GFP+ als Reportersystem, in das Gewebe distal
des Lymphödems injiziert. Es erfolgte eine wöchentliche Injektion von 1 x 106 Zellen, gelöst
in 100 µl PBS. Zur Detektierung der Zellen wurde das Verfahren der Immunhistochemie auf
den angefertigten Paraffinschnitten angewendet.

In Abbildung 3.14 auf der nächsten Seite ist ein Paraffinschnitt eines Mausschwanzes zu
sehen, der wöchentlichen Injektionen mit GFP+ Stammzellen unterzogen wurde. Das Bild
zeigt eine 200-fache Vergrößerung und wurde mit einem Antikörper gegen GFP angefärbt.

Die GFP-markierten Strukturen kamen in dem hier gezeigten Präparat subdermal zu liegen.
Vereinzelt kann eine Nähe zu lumenartigen Strukturen erkannt werden. Allerdings lässt sich
keine genauere Aussage zu den GFP+ Zellen machen.

3.1.4.3 Funktionalität der Lymphgefäße

In Abbildung 3.15 auf der nächsten Seite ist schematisch die Funktionalitätsprüfung der
Lymphgefäße durch Methylenblauinjektion dargestellt. An Tag 56 des Experiments wurden
die Mausschwänze auf den lymphatischen Abtransport von Methylenblau untersucht. Links
ist ein Tier der Therapiegruppe, rechts ein Tier der Kontrollgruppe repräsentativ dargestellt.
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Abbildung 3.14: Anti-GFP-Immunhistologie des ödematösen Mausschwanzes nach subkuta-
ner Gabe GFP-markierter Stammzellen

Abbildung 3.15: Funktionalitätsprüfung der Lymphgefäße an den Mausschwänzen von Tieren
der Therapie- und Kontrollgruppe
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Man erkennt, dass es bei dem Tier der Therapiegruppe (mit Stammzellinjektionen) zum
Abtransport des Methylenblau über die Operationsstelle hinaus kam. Dies spricht für das
Vorhandensein von intakten Lymphgefäßen an der Stelle der Operation. Bei dem Tier der
Kontrollgruppe (ohne Stammzellinjektionen) kam es indes zum Abbruch des Methylenblau-
abtransports von der distalen Einspritzstelle nach proximal. Dies spricht für das Fehlen von
intakten Lymphgefäßen. Auch nach einer halben Stunde konnte kein Abtransport beobachtet
werden.

Zusammenfassung der Ergebnisse hinsichtlich der Stammzellgabe im murinen Tier-
modell zur regenerativen Lymphangiogenese:

• Durch die regelmäßige subkutane Gabe von mesenchymalen Stammzellen re-
duzierte sich das experimentelle Lymphödem, gemessen am Durchmesser des
Mausschwanzes, signifikant im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe.

• Immunhistochemisch war sich auf Höhe der Operationsstelle eine vermehrte
Anzahl an Podoplanin+ Lymphgefäßen bei Tieren der Therapiegruppe im Ver-
gleich zu Tieren der Kontrollgruppe zu finden.

• Die injizierten GFP+ Stammzellen ließen sich durch immunhistochemische
Markierung des GFP im Subkutangewebe darstellen. GFP+ Lymphendothel-
zellen konnten mit dieser Methode nicht erkannt werden.

• Durch distale, intradermale Injektion von Methylenblau an den Mausschwänzen
am 56. postoperativen Tag zeigte sich ein lymphatischer Abtransport des Me-
thylenblau über die Operationsstelle hinaus nur in der Therapiegruppe, nicht
jedoch in der Kontrollgruppe.
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Zusammenfassung der Ergebnisse zu den Versuchen der Lymphangiogenese:

• Die humane, mesenchymale Stammzelllinie V54/2 änderte durch Konditionie-
rung mit Überstand von isolierten Lymphendothelzellen ihren Phänotyp zu
einem Phänotyp mit endothelialen Charakteristika.

• In der durchflusszytometrischen Untersuchung zeigten V54/2 durch Konditio-
nierung mit VEGF-C (C156S), Überstand von HDMEC und Überstand von
LEC eine Steigerung der Expression von VEGFR-2, VEGFR-3 und Podopla-
nin.

• V54/2 zeigten im Migration-Assay in einer modifizierter Boydenkammer ein
signifikant verstärktes Migrationsverhalten zu Kulturmedium, das mit VEGF-
C angereichert wurde.

• Die murinen, mesenchymalen Stammzellen Balb/c zeigten durch Konditionie-
rung mit VEGF-C (C156S) und Überstand von HDMEC eine Hochregulation
der mRNA der lymphendothelialer Marker Podoplanin und Prox-1. Dies konnte
mit Hilfe von reverser Transkriptase PCR festgestellt werden. Messenger RNA
des VEGFR-3 war sowohl auf den unkonditionierten, als auch konditionierten
Zellen zu finden.

• Der CC Chemokinrezeptor 7 (CCR7), der mit Lymphangiogenese in Verbin-
dung gebracht wird, konnte per Taqman R© PCR und durchflusszytometrischer
Analyse sowohl auf den humanen V54/2 als auch auf den murinen Balb/c me-
senchymalen Stammzelllinien nachgewiesen werden.

• Der Ligand des CCR7, CCL19, zeigte im Migrations-Assay einen verstärkten
Migrationsanreiz für V54/2.

• Im murinen Tiermodell zur regenerativen Lymphangiogenese bewirkte die re-
gelmäßige subkutane Stammzellinjektion einen Rückgang des Lymphödems.
Immunhistochemisch konnte in der Therapiegruppe eine erhöhte Anzahl an
Lymphgefäßen nachgewiesen werden.

• Die injizierten Stammzellen zeigten sich im Subkutangewebe des Mausschwan-
zes.

• Die Funktionalität der Lymphgefäße der Therapiegruppe konnte mit intrader-
malen Injektionen von Methylenblau am distalen Schwanzende durch Abtrans-
port über das Operationsgebiet bestätigt werden.
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3.2 Ergebnisse der Versuche zur stammzellbasierten

Suizidgentherapie des Pankreaskarzinoms

In diesem Kapitel werden zunächst die Ergebnisse der Versuche zur stammzellbasierten Sui-
zidgentherapie des Pankreaskarzinoms vorgestellt. Im Mittelpunkt der Versuche stehen die
durch PD Dr. P. J. Nelson gentechnisch hergestellten, mesenchymalen Stammzellen, die ein
Tie2-getriggertes Suizidgenkonstrukt, bzw. Reportergenkonstrukt tragen, die unter 2.1.3.1
auf Seite 38 erläutert wurden. Diese Stammzellen wurden in einem Tiermodell mit orthotoper
Transplantation von syngenen Pankreastumorzellen „Panc02“ in vivo untersucht. Mittels die-
ses Tiermodells wurden mehrere Einzelexperimente durchgeführt, um sowohl eine mögliche
Integration der Stammzellen in den wachsenden Tumor und die daraus resultierenden Aus-
wirkungen zu detektieren, als auch eine denkbare therapeutische Wirkung des Suizidgens
Tymidinkinase zu erkennen und, falls dies der Fall ist, eine Optimierung des Therapieregimes
zu erwirken. Für den Nachweis der Stammzellen und die Funktionalität des Genkonstruktes
bedienten wir uns verschiedener Methoden, deren Ergebnisse nacheinander vorgestellt wer-
den. Mit dem Chemotaxis-Assay stand uns zudem ein in vitro Modell zur Untersuchung des
Migrationsverhaltens mesenchymaler Stammzellen unter den chemotaktischen Einflüssen der
Pankreaskarzinomzellen zur Verfügung.

3.2.0.4 Migration-Assay der p53−/− C57BL/6 MSC mit Genkonstrukten

Im Migration-Assay lassen sich Aussagen über das aktive Migrations- und Invasionsverhalten
von Zellen gegenüber bestimmten chemotaktischen Reizen treffen. In unserem Experiment in-
kubierten wir die beiden mesenchymalen Stammzelllinien C57BL/6 p53−/− Tie2/RFP+ bzw.
C57BL/6 p53−/− Tie2/Tk+, durch einen Filter mit 8µm Poren getrennt, mit Überstand der
ebenfalls im Tierexperiment verwendeten Pankreastumorzelllinie „Panc02“. Der Überstand
wurde in einer Verdünnungsreihe mit Assay-Medium gemischt in die Kammern der Migrati-
onsplatte gegeben.

In Abbildung 3.16 auf der nächsten Seite sind jeweils die Mittelwerte der drei individuellen
Messungen der Fluoreszenz in der unteren Kammer, gemessenen zu den Zeitpunkten 0h und
4h, aufgetragen. Die Balken stellen die Standardabweichung dar. Signifikanzermittlung erfolg-
te durch die zweifaktorielle ANOVA-Testung (Varianzanalyse) mit einem Konfidenzintervall
von 95%. Sowohl die Variable Zeit, als auch die Variable Panc02-Überstand zeigten sich in
beiden Versuchsansätzen als hochsignifikant (p < 0, 001).

Wie die beiden Graphiken in Abbildung 3.16 auf der nächsten Seite erkennen las-
sen, migrierten die respektiven Stammzelllinien verstärkt zu dem Überstand von Panc02 -
Pankreaskarzinomzellen, je höher dessen Konzentration war. Dies stellte sich durch die si-
gnifikant höhere Fluoreszenz der Gruppen mit hoher Konzentration an Panc02-Überstand,
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Abbildung 3.16: Migration der C57BL/6 p53−/− MSC gegen Überstand von Panc02

gemessen in der unteren Kammer der Migrationsplatte, im Vergleich zur Fluoreszenz der
Gruppe ohne Panc02-Überstand (Indexgruppe) dar. Diese Indexgruppe repräsentierte die Mi-
gration der Stammzellen zu dem reinen Assay-Medium. Die Messung bei 0h jeder Gruppe
stellte die jeweilige Hintergrundfluoreszenz dar und ist von dem Wert bei 4h abzuziehen. Aus
diesen korrigierten Werten ließen sich die so genannten Migrationsindizes für jede Versuchs-
gruppe bilden (siehe Abbildung 3.17 auf der nächsten Seite). Der Migrationsindex wurde
durch das Verhältnis zwischen hintergrundkorrigierter Fluoreszenz jeder Versuchsgruppe und
der hintergrundkorrigierten Fluoreszenz der Indexgruppe bestimmt.

In Abbildung 3.17 auf der nächsten Seite sind die Migrationsindizes der drei Einzelversuche
im Mittel aufgetragen. Die Fehlerbalken repräsentieren die Standardabweichung. Signifikanz
wurde mittels des zweiseitigen ungepaarten t-tests, bei einem Konfidenzintervall von 95%,
ermittelt. Unter (a) erkennt man, dass die Migration bei höheren Panc02 Konzentrationen
signifikant zunahm. So folgten die C57BL/6 p53−/− Tie2/Tk+ mesenchymalen Stammzellen
bei 25% Panc02-Überstand einem signifikant stärkeren Migrationsdrang als bei 12,5% bzw.
6,25%. Bei 100% Panc02-Überstand war bei derselben Zellreihe ebenfalls ein statistisch signifi-
kant höherer Migrationsindex als bei 6,25% zu verzeichnen. Da die Versuchsmedien, abgesehen
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Abbildung 3.17: Migrationsindizes der transfizierten, murinen, mesenchymalen Stammzellli-
nien gegen Überstand von Panc02

von dem Zusatz von Panc02-Überstand (welche ebenfalls in Assay-Medium in Kultur gehalten
wurden), die gleichen waren, ist der Unterschied im Migrationsverhalten wahrscheinlich auf
die von den Panc02 ausgeschütteten Zytokine zurückzuführen. Unter (b) zeigt sich ein ähnli-
ches Bild. Alle Versuchsgruppen zeigten einen Migrationsindex > 2 an, was für eine doppelt
so starke Migration der Zellen gegen den Panc02-Überstand im Vergleich zu reinem Assay-
Medium spricht. Allerdings ließen sich bei den C57BL/6 p53−/− Tie2/RFP+ mesenchymalen
Stammzellen keine statistisch signifikante Unterschiede untereinander feststellen.
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3.2.1 Orthotopes Tiermodell zum Pankreaskarzinom

3.2.1.1 Tumorgewicht

Versuch #1

In dieser Versuchsreihe wurden die Mäuse zwei Wochen nach Tumorimplantation in die
verschiedenen, unter Kapitel 2.2.2.2 auf Seite 55 beschriebenen, Versuchsgruppen randomisiert
und zu diesem Zeitpunkt wurde mit den intravenösen Stammzellinjektionen begonnen. Die
Injektionen erfolgten im Durchschnitt jeden zweiten Tag über einen Zeitraum von zwei Wochen
hinweg. Anschließend wurden die Mäuse sakrifiziert und die Hauptzielgröße „Tumorgewicht“
sofort ermittelt.

Abbildung 3.18: Pankreastumorgewichte aus Versuch #1

In Abbildung 3.18 stellen die Boxen die 25.-75. Perzentile dar. Die Balken zeigen das mini-
male und maximale Tumorgewicht jeder Versuchsgruppe, das Kreuz den Mittelwert und die
horizontale Linie den Median. Die Signifikanztestung erfolgte durch den ungepaarten, zweisei-
tigen t-Test (Konfidenzintervall 95%) jeder Gruppe mit der Kontrollgruppe, bzw. der Gruppen
untereinander.

Die Versuchsgruppe der mit C57BL/6 p53−/− GFP+ mesenchymalen Stammzellen behan-
delten Tiere zeigte im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe ein statistisch signifikant
größeres mittleres Tumorgewicht. Die Versuchsgruppe, der C57BL/6 p53−/− Tie2/RFP+ i.v.
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Gruppenvergleiche des Tumorgewichts zu Versuch #1 p-Wert

„Kontrollgruppe“ vs. „p53−/− GFP+ - Gruppe“ ∗p = 0, 0240

„Kontrollgruppe“ vs. „p53−/− Tie2/RFP+-Gruppe“ p = 0, 3165

„Kontrollgruppe“ vs. „p53−/− Tie2/Tk+ + GCV-Gruppe („Therapiegruppe“) p = 0, 6439

„p53−/− GFP+- Gruppe“ vs. „p53−/− Tie2/RFP-Gruppe“ p = 0, 9512

„p53−/− GFP+- Gruppe“ vs. „Therapiegruppe“ ∗p = 0, 0456

„p53−/− Tie2/RFP+ - Gruppe“ vs. „Therapiegruppe“ p = 0, 2964

Tabelle 3.1: Statistik zu Versuch#1

verabreicht wurde, erzielte im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe ebenso ein im
Mittelwert größeres Tumorgewicht, das jedoch keine statistische Signifikanz erbrachte. Die
Therapiegruppe, der C57BL/6 p53−/− Tie2/Tk + GCV infundiert wurde, wies einen ge-
ring niedrigeren, statistisch insignifikanten Tumorwachstum als die Kontrollgruppe auf. Zu-
dem offenbarte sie ein statistisch signifikant niedrigeres mittleres Tumorgewicht als die mit
C57BL/6 p53−/− GFP+ behandelte Versuchsgruppe, was eventuell für das Aufheben eines
möglichen stammzellvermittelten Tumorwachstums durch die Suizidgentherapie spricht. In
Abbildung 3.19 sind die entnommenen Tumore, nach Versuchsgruppe geordnet, fotografisch
abgebildet.

Abbildung 3.19: Fotografische Darstellung der entnommenen Tumore
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Versuch #2

In der zweiten Versuchsreihe wurde das Injektionsregime auf eine Stammzellgabe wöchent-
lich verringert und die Gabe von GCV auf drei konsekutive Tage, vier Tage nach Stammzell-
gabe, umgestellt (siehe Abbildung 2.8 auf Seite 58). Zusätzlich zum ersten Versuch wurde eine
Versuchsgruppe mit alleinigen GCV-Injektionen, ohne vorige Stammzellgabe, in den Versuchs-
plan aufgenommen, und die Versuchsgruppe der C57BL/6 p53−/− GFP+ MSC Injektionen
wurde abgeschafft. Wir legten das Versuchsende auf das Ende des dritten Behandlungszy-
klus fest und entschieden uns wiederum für das Tumorgewicht als Hauptzielgröße. Mit den
Injektionen begannen wir abermals zwei Wochen nach Tumorimplantation.

Abbildung 3.20: Tumorgewichte aus Versuch #2

Die Boxen in Abbildung 3.20 stellen die 25.-75. Perzentile dar und die Balken das minimale
und maximale Gewicht jeder Versuchsgruppe. Die horizontale Linie in den Boxen zeigt den
Median. Signifikanztestung erfolgte durch den ungepaarten, zweiseitigen t-Test (Konfidenzin-
tervall 95%) jeder Gruppe mit der Kontrollgruppe und untereinander.

Versuch #2 zeigte ein statistisch signifikant niedrigeres mittleres Tumorgewicht in der mit
C57BL/6 p53−/− Tie2/Tk+ - und GCV-Injektionen behandelten „Therapiegruppe“ im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe. Zudem unterschieden sich die mittleren Tumorgewichte der Thera-
piegruppe und der mit C57BL/6 p53−/− Tie2/RFP+ behandelten Gruppe signifikant vonein-
ander. Die Gruppen der alleinigen Ganciclovirgabe und alleiniger Stammzellgabe (CT57BL/6
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Gruppenvergleiche des Tumorgewichts zu Versuch #2 p-Wert

„Kontrollgruppe“ vs. „GCV-Gruppe“ p = 0, 7247

„Kontrollgruppe“ vs. „p53−/− Tie2/RFP+-Gruppe“ p = 0, 6857

„Kontrollgruppe“ vs. „p53−/− Tie2/Tk+ + GCV-Gruppe“ („Therapiegruppe“) ∗p = 0, 0334

„GCV-Gruppe“ vs. „p53−/− Tie2/RFP+ -Gruppe“ p = 0, 9903

„GCV-Gruppe“ vs. „Therapiegruppe“ p = 0, 1057

„ p53−/− Tie2/RFP+ - Gruppe“ vs. „Therapiegruppe“ ∗p = 0, 0059

Tabelle 3.2: Statistik zu Versuch#2

p53−/− Tie2/RFP+) unterschieden sich weder signifikant von der Kontrollgruppe noch un-
tereinander. Der Unterschied im mittleren Tumorgewicht zwischen der GCV-Gruppe und der
Therapiegruppe war nicht signifikant.

Zusammenfassung der Ergebnisse zum Tumorgewicht :
• Das verwendete Tiermodell hatte eine hohe Validität, da alle Modelltiere zum

Versuchsende nach 4, bzw. 5 Wochen einen makroskopisch sichtbaren Tumor
exprimierten.

• Durch die intravenöse Gabe der „nicht-therapeutischen“ Stammzellen C57BL/6
p53−/− RFP+ in großer Zahl wurde das Tumorwachstum, gemessen am Tumor-
gewicht, signifikant beschleunigt

• Dieser Effekt konnte in der Therapiegruppe, der die „therapeutischen“ C57BL/6
p53−/− Tie2/Tk+ mesenchymalen Stammzellen verabreicht wurde, durch die
Gabe von Ganciclovir aufgehoben werden.

• Durch die Änderung des Injektionsregimes, gekennzeichnet durch weniger
Stammzellapplikationen und mehr Ganciclovir-Gaben, konnte das Tumor-
wachstum in Versuch 2 signifikant gehemmt, oder rückgängig gemacht werden.

3.2.1.2 Fluoreszenzmikroskopie

Die Pankreaskarzinome, die in Versuch #1 isoliert wurden, präparierten wir wie beschrieben
durch Einlage in Tissue-Tek R© mit anschließender Kühlung in flüssigem Stickstoff. Die Tu-
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more wurden als 5µm dicke Kryoschnitte auf Objektträger aufgetragen. Nach Anfärbung der
Zellkerne mit DAPI untersuchten wir sie in der Fluoreszenzmikroskopie auf die, durch die
Stammzellen exprimierten Fluoreszenzfarbstoffe GFP bzw. RFP.

C57BL/6 p53−/− GFP+

Abbildung 3.21: Fluoreszenzmikroskopie Pankreastumor GFP+

In Abbildung 3.21 sind die Einzelbilder der respektiven Fluoreszenzkanäle DAPI und GFP
zusammengefügt. Die Vergrößerung beträgt den Faktor von ungefähr 1000.

In allen Tumoren, der mit C57BL/6 p53−/− GFP+ injizierten Gruppe, aus Versuch #1 des
orthotopen Tiermodells zum Pankreaskarzinom stellten sich grün fluoreszierende Zellen in der
Fluoreszenzmikroskopie dar. Die grünen Fluoreszenzsignale korrelierten mit der Anwesenheit
von DAPI+ Zellkernen. Da das GFP dauerhaft und ohne Promoterkontrolle exprimiert wur-
de, diente dieses Modell zur Detektion der Stammzellen ohne eine Aussage zur möglichen
Differenzierung und Integration machen zu können.

C57BL/6 p53−/− Tie2/RFP+

Wir konnten zudem in Präparaten, der mit C57BL/6 p53−/− Tie2/RFP+ behandelten
Gruppe, des Versuchs #1 zum orthotopen Pankreaskarzinom rot fluoreszierende Zellen finden.
Da der Farbstoff RFP unter Kontrolle des Tie2-Promoters exprimiert wird, spricht dies zum
einen für ein funktionierendes Genkonstrukt und zum anderen dafür, dass sich die Stamm-
zellen möglicherweise an der Angiogenese des Tumors beteiligen, da Tie2 in der Angiogenese
eine wichtige Rolle spielt.
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Abbildung 3.22: Fluoreszenzmikroskopie Pankreaskarzinom RFP+

Wieder wurden die Bilder der respektiven Fluoreszenzkanäle von DAPI und RFP überein-
ander gelegt. Vergrößerung: ca. 600fach.

Zusammenfassung der Fluoreszenzmikroskopie:
• Die C57BL/6 p53−/− GFP+ markierten mesenchymalen Stammzellen konn-

ten unter anderem im Pankreastumor entdeckt werden. Dies spricht für eine
Rekrutierung der intravenös applizierten Stammzellen in den Tumor.

• Mögliche Differenzierungen der Stammzelle konnten durch die C57BL/6
p53−/− GFP+ MSC nicht gezeigt werden.

• Die C57BL/6 p53−/− Tie2/RFP+ genkonstrukt-tragenden mesenchymalen
Stammzellen konnten in geringerer Zahl ebenfalls im Tumor gesichtet werden.

• Aufgrund der Kopplung des RFP an den angiogenese-spezifischen Promoter
Tie2 sprach die Detektierung der Zellen in der Fluoreszenzmirkoskopie für eine
mögliche Beteiligung der MSC an der Tumorangiogenese.

• RFP Signale konnten in keinem anderen Organ gesichtet werden, was für die
Spezifität des Genkonstrukts im Tumor spricht.
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Abbildung 3.23: Immunhistochemie anti-RFP des Pankreastumor

3.2.1.3 Immunhistologie anti-RFP

Abbildung 3.23 zeigt ein Schnittbild eines Pankreaskarzinoms aus einem, mit C57BL/6
p53−/− RFP+ behandelten Tier, in 400-facher Vergrößerung. Die Gegenfärbung erfolgte mit-
tels Hämatoxylin. In der Abbildung ist die Peripherie des Tumors zu erkennen.

Neben der direkten Fluoreszenzmikroskopie (siehe Abbildung 3.22 auf der vorherigen Seite),
ließen sich die verabreichten Stammzellen, unter besserer Beurteilbarkeit der Morphologie,
durch Markierung mit einem anti-RFP Antikörper immunhistochemisch nachweisen. In diesem
Schnittbild erkennt man die rot gefärbten Zellen (durch Pfeile markiert) in der Nähe von
gefäßartigen Strukturen (durch * markiert). Dies spricht wiederum für ein funktionsfähiges
Genkonstrukt und lässt den Rückschluss zu, dass das Genkonstrukt der „therapeutischen“
Stammzelllinie C57BL/6 p53−/− Tie2/Tk+ ebenfalls zur Wirkung kommt. Die Tatsache, dass
die Angiogenese vorrangig in der Tumorperipherie stattfindet, bestätigt die Theorie, dass sich
die Stammzellen unter anderem an der Angiogenese des Tumors beteiligen, da wir sie wie in
diesem Schnittbild in der Tumorperipherie wiederfanden.

3.2.1.4 Quantitative Taqman R©-PCR RFP

Zur Quantifizierung der Menge an RFP im Tumorgewebe wurde ein Teil der Tumore aus Kon-
trollgruppe und stammzellbehandelter Gruppe nach Entnahme einer RNA Isolierung unter-
zogen. Anschließend wurde mittels Taqman R© quantitativer PCR die Menge von RFP-mRNA
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gemessen. Jeder Tumor wurde in zwei identischen, unabhängigen Experimenten untersucht
und die Hintergrund-korrigierten CT-Werte wurden mit bActin als „Housekeeping“-Gen ab-
geglichen und anschließend gemittelt.

Abbildung 3.24: Quantitative RT-PCR (Taqman) der Tumore auf RFP-RNA

Dargestellt sind in Abbildung 3.24, unter (a) die Mittelwerte der Einzelmessungen der CT-
Werte der Tumore mit Standardabweichung, angegeben als Potenz von 2, abgeglichen mit dem
„Housekeeping“-Gen bActin. Unter (b) sind dieselben Messwerte gruppiert aufgetragen. Der
Balken repräsentiert den Mittelwert mit Standardabweichung, die Punkte die Mittelwerte der
Einzelmessungen. Zu erkennen ist, dass vor allem in Tumor #4 eine vielfach erhöhte Konzen-
tration von RFP-mRNA im Tumorgewebe ermittelt wurde. Die Kontrolltumore exprimierten
wie erwartet kein RFP, da sie nicht mit den entsprechenden Stammzellen behandelt wurden.
Jedoch auch die Tumore #1 und #2 der Stammzell-behandelten Gruppe zeigten keine Ex-
pression von RFP-RNA. In Tumor #3 konnte eine RFP-Expression mit einem 2dCT Wert von
1,3 festgestellt werden. In Tumor #4 belief sich die RFP-Expression auf einen 2dCT Wert von
4,9.

Zusammenfassung der quantitativen RT-PCR (TaqMan R©) Untersuchung auf RFP:
• Die Kontrolltumore zeigten wie erwartet keine RFP-Expression. Dies spricht

für die hohe Spezifität der Methode.

• Von den Tumoren, die C57BL/6 p53−/− Tie2/RFP+ mesenchymale Stamm-
zellen erhielten, konnte nur in zwei von vier Tumoren eine messbar erhöhte
RFP-RNA-Konzentration detektiert werden. Diese beliefen sich auf die 2dCT

Werte von 1,3 bzw. 4,9.
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Zusammenfassung der Versuche zur stammzellbasierten Suizidgentherapie des
Pankreaskarzinoms:

• Die beiden Stammzelllinien C57BL/6 p53−/− Tie2/RFP+ und C57BL/6
p53−/− Tie2/Tk+ zeigten im Chemotaxis-Assay in einer modifizierten Boyden-
Kammer eine verstärkte Migration zu Überstand von Panc02 Pankreaskarzi-
nomzellen.

• Die Gabe von nicht-therapeutischen, immortalisierten mesenchymalen Stamm-
zellen führte im Tierversuch mit orthotopem Pankreaskarzinom zu einem be-
schleunigten Wachstum der Tumore, gemessen an deren Gewicht.

• Die Gabe von C57BL/6 p53−/− Tie2/Tk+ mesenchymalen Stammzellen mit
anschließender Gabe von Ganciclovir konnte diesen Effekt aufheben und führte
bei entsprechend optimiertem Injektionsregime zu einer Reduktion des Tumor-
gewichts.

• Die intravenös applizierten, GFP-exprimierenden mesenchymalen Stammzellen
konnten mittels Fluoreszenzmikroskopie in den Tumoren nachgewiesen werden.

• Die intravenös applizierten C57BL/6 p53−/− Tie2/RFP+ mesenchymalen
Stammzellen ließen sich ebenfalls mittels Fluoreszenzmikroskopie in den Tu-
moren nachweisen. Dies spricht für die Funktionalität des Genkonstrukts.

• In der Immunhistochemie zeigte sich das RFP in Zellen in unmittelbarer Nähe
von gefäßartigen Strukturen in der Tumorperipherie.

• RNA, die für das RFP kodiert, ließ sich mit Hilfe der quantitativen RT-PCR
(TaqMan R©) in zwei der vier untersuchten Tumore nachweisen.
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Diskussion

Die hier vorliegende Arbeit untersucht die mögliche Beteiligung von klonalen, mesenchymalen
Stammzellen an der Lymphangiogenese und deren Integration in das wachsende Pankreas-
karzinom im Tiermodell. Zudem prüften wir einen Einsatz von gentechnisch modifizierten
mesenchymalen Stammzellen in der Therapie des Pankreaskarzinoms. Zu diesem Zweck wur-
den die Stammzellen mit dem Suizidgen „Thymidinkinase“ des Herpes simplex Virus unter
Kontrolle des Promoters „Tie2“ transfiziert und ließen sich so nach Anschaltung des Genkon-
strukts im Tumor durch Gabe von Ganciclovir abtöten.

4.1 Lymphangiogenese

Über den zellulären Ursprung von Lymphendothelzellen und anderen Zellen der Lymphangio-
genese, insbesondere auch über die Beteiligung von Stammzellen an dieser, herrscht Uneinig-
keit. Aus der Embryologie ist bekannt, dass Lymphendothelzellen zum Großteil durch Aus-
sprossung von venösen Endothelzellen entstehen (Srinivasan et al., 2007; Karkkainen et al.,
2004). Allerdings gibt es auch Daten, die einen mesodermalen Ursprung von einigen Lym-
phendothelzellen im Embryo einer Maus zeigten und somit einen dualen Ursprung der Lym-
phendothelzellen im Säugetier vermuten lassen (Buttler et al., 2008). In gleicher Weise ist dies
auch schon bei Vögeln gezeigt worden (Wilting et al., 2006).

Die Beteiligung von Stammzellen an der Lymphangiogenese wurde erst durch wenige Ar-
beitsgruppen erforscht und auch hier ist die Datenlage kontrovers. He et al. zum Beispiel
zeigten, dass knochenmarksstämmige, endotheliale Progenitorzellen (EPC) an der Tumorlym-
phangiogenese und Bildung von lymphatischen Metastasen nicht signifikant beteiligt sind.
Vielmehr waren es die bereits existierenden Lymphendothelien, die im Tumor wiedergefun-
den werden konnten (He et al., 2004). Diese Daten wurden an chimären Mäusen gewonnen,
die nach Myeloablation mit fluoreszenzmarkierten Knochenmarkszellen transplantiert wur-
den. Weder in einem Tumormodell, noch durch VEGF-C Überexpression wurden in diesen
Mäusen fluoreszenzmarkierte Zellen in Lymphgefäßen entdeckt.
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Andere Arbeitsgruppen hingegen haben gezeigt, dass Stammzellen möglicherweise doch eine
Rolle in der Lymphangiogenese spielen. Sowohl im Tierversuch als auch beim erwachsenen
Menschen wurden zirkulierende, lymphendotheliale Vorläuferzellen (Lymphangioblasten bzw.
circulating endothelial progenitor cells) nachgewiesen, die zum Teil aus dem Knochenmark
stammen und zur entzündungs-assoziierten Lymphangiogenese beitragen (Kerjaschki et al.,
2006; Religa et al., 2005).

In weiteren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass bereits existierende Endothelzellen nicht
als die einzige Quelle von Lymphendothelzellen gelten können. So wurde die Existenz von
mesenchymalen Zellen mit lymphendothelialen (LYVE-1+, Prox-1+) und makrophagenarti-
gen (F4/80+) Charakteristika nachgewiesen und über deren Beteiligung an der embryonalen,
entzündungs-assoziierten und tumor-assoziierten Lymphangiogenese berichtet (Buttler et al.,
2008; Schledzewski et al., 2006; Schoppmann et al., 2002). Außerdem gibt es Hinweise, die
darauf hindeuten, dass diese lymphatischen Vorläuferzellen nach Infektion mit HHV-8 mög-
licherweise die Ursprungszellen des Kaposi-Sarkoms darstellen. Dies wurde in Studien an
Patienten nach Nierentransplantationen mit nachfolgender Immunsuppression gezeigt. Die
Spindelzellen des Kaposi-Sarkoms weisen stark positive lymphatische Marker auf, wobei die
genaue Histogenese bis heute jedoch nicht vollständig geklärt ist (Buttler et al., 2008; Barozzi
et al., 2003; Pyakurel et al., 2006).

Auch unterscheidet sich der Mechanismus der Lymphgefäßentstehung durch mesenchymale
Vorläuferzellen von dem der aussprossenden Endothelzellen. Die lymphatischen Vorläuferzel-
len zeigen eher eine gerichtete Migration von Einzelzellen im Bindegewebe in Richtung des
interstitiellen Flusses mit anschließender Bildung eines Gefäßlumens. Erst danach erfolgt die
Vereinigung mit den existierenden Lymphgefäßen. Dieser Mechanismus konnte in einem, dem
unseren Modell sehr ähnlichen, Tiermodell am Mausschwanz gezeigt werden (Rutkowski et al.,
2006). Im Gegensatz dazu sprossen bereits existierender Endothelzellen vom intakten Gefäß
aus. Es existieren zwei denkbare Mechanismen mithilfe derer die makrophagen-ähnlichen Me-
senchymzellen die Lymphangiogenese fördern könnten: Zum einen durch die eigene Transdif-
ferenzierung in Endothelzellen und Integration in Lymphgefäße, zum anderen durch parakrine
Stimulation der Zellteilung von existierenden Lymphendothelzellen, z.B. durch die Ausschüt-
tung von VEGF-C (Buttler et al., 2008).

Unsere Versuche zeigen erstmals, dass neben den oben erwähnten Zellen auch mesenchymale
Stammzellen, sowohl humanem als auch murinen Ursprungs, in vitro zur Differenzierung zu
Zellen mit lymphendothelialen Charakteristika befähigt sind. Unsere Ergebnisse unterstützen
die Hypothese, dass zirkulierende und gewebestämmige Stamm- und Progenitorzellen an der
Lymphangiogenese beteiligt sind. Bei den Versuchen in vitro lag unser Hauptaugenmerk auf
der lymphatischen Differenzierung der Stammzellen. Wir versuchten dies durch Kokultivierun-
gen mit verschiedenen Faktoren zu erreichen. Dabei untersuchten wir neben den humanen auch
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murine Stammzelllinien für die geplanten Tierversuche. Zu den in vitro applizierten lymph-
induktiven Faktoren gehörten Überstände einer Mischkultur aus mikrovaskulären Lymph- und
Blutendothelzellen (HDMEC) und daraus isolierten Lymphendothelzellen (LEC). Wir wählten
diese Zellreihen aufgrund der Annahme, dass sie wichtige, „pro-angiogene“ Faktoren parakrin
sezernieren. Desweiteren gaben wir humanes hoch aufgereinigtes VEGF-C sowohl vom Wild-
typ, als auch in der Splicevariante VEGF-C (C156S), das nur den VEGFR-3 bindet, zu den
Zellen hinzu.

Wir konnten mit Hilfe des mikroskopischen Vergleichs der humanen Stammzelllinie V54/2 in
unkonditioniertem Zustand und nach Konditionierung mit Überstand von LEC eine Änderung
der Morphologie mit endothelialem Phänotyp beobachten. Diese endotheliale Morphologie ist
der von Blutendothelzellen ähnlich Oswald et al. (2004). Die FACS-Analyse derselben Zellli-
nie, zudem mit weiteren lymph-induktiven Faktoren, bestätigte die vermutete Änderung des
Phänotyps. So zeigten die Zellen durch die Konditionierung mit den Überstanden, bzw. mit
VEGF-C (C156S) eine prozentuale Erhöhung der Podoplanin+-, VEGFR2+- und VEGFR3+-
Fraktion. Podoplanin, vor allem in Kombination mit VEGFR-3, gilt als ein weitestgehend
lymphspezifischer Marker. Somit lässt sich die Ausbildung eines lymphendothelialen Phä-
notyps durch die Konditionierung vermuten. Ferner lassen unsere Daten der FACS-Analyse
die Vermutung zu, dass zu einer solchen Phänotypänderung besonders der Signalprozess am
VEGFR-3 nötig ist, da die VEGFR-3 spezifische Splicevariante VEGF-C (C156S) eine ähnli-
che Potenz zur Induktion von Podoplaninexpression hatte wie die Überstande von HDMEC.
Besonders die konditionierung der Stammzellen mit LEC führte zu einer Hochregulierung von
Podoplanin, was für noch nicht identifizierte, parakrine Faktoren der LEC spricht und sicher
weiterer Forschung bedarf. Ähnliche Ergebnisse sind von in vitro Experimenten mit embryo-
nalen Stammzellen bekannt. Hier ist in artifiziell erzeugten Subpopulationen der embryonalen
Stammzellen der Signalweg am VEGFR-3 entscheidend für eine lymphendotheliale Differen-
zierung (Suzuki et al., 2005). Es ist bekannt, dass LEC im Gegensatz zu Blutendothelzellen
so gut wie kein VEGF-C produzieren (Kriehuber et al., 2001). Neben VEGF-C sind in der
Literatur nur ein paar Wachstumsfaktoren beschrieben, die eine lymphatische Differenzierung
bewirken. Zu diesen zählen Mitglieder der Familie der IlGF, der „hepatocyte growth factor“,
FGF 2, PDGF und Angiopoietin (Bjorndahl et al., 2005; Cao et al., 2006; Chang et al.,
2004; Eriksson und Alitalo, 1999). Der genaue Mechanismus, durch den diese Faktoren die
Lymphangiogenese positiv beeinflussen und insbesondere der Einflusses dieser Wachstumsfak-
toren auf MSC im Rahmen der Lymphangiogenese sind bisher nicht ausreichend geklärt. Die
Erforschung dieser Faktoren und die Suche nach weiteren lymphangiogenetischen Faktoren
wären wichtige Schritte, die das Verständnis der Biologie von MSC erweitern und die hier
vorliegenden Daten ergänzen würden.

In der embryologischen Entwicklung des Lymphgefässsystems spielt VEGF-C als chemotak-
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tische Substanz, die das Aussprossen der Endothelzellen aus der Kardinalvene bewirkt, eine
entscheidende Rolle (Karkkainen et al., 2004). Um der Frage nach gerichtetem Migrations-
verhalten der mesenchymalen Stammzellen zu Geweben mit erhöhten Konzentrationen von
VEGF-C, nachzugehen, wurden die humanen Stammzellen V54/2 in einer modifizierten Boy-
denkammer unter Verwendung von VEGF-C untersucht. Sowohl unkonditionierte, als auch
die mit VEGF-C vorbehandelten Stammzellen zeigten gegenüber Medium, das mit VEGF-C
angereichert wurde, ein stärkeres Migrationsverhalten als gegenüber nativem Medium. Her-
vorzuheben gilt, dass der Migrationsindex der vorbehandelten Zellen höher war, als jener der
nicht vorbehandelten Zellen, was ebenfalls durch einen geänderten Phänotypen in Richtung
der Lymphendothelzelle mit konsekutiv verstärkter Migrationsaktivität erklärt werden könn-
te. Da bekannt ist, dass MSC zur Migration über Endothelzellbarrieren in vivo befähigt sind,
liegt die Vermutung nahe, dass zirkulierende MSC unter anderem durch den chemotaktischen
Reiz von VEGF-C aus den Blutgefäßen und durch das Gewebe zu stattfindender Lymphan-
giogenese „gelockt“ werden (Schmidt et al., 2006). Aus der Erforschung der Blutgefäße ist
bekannt, dass MSC in ihrer Funktion als Perizyten in Tumorgefäßen in hohem Maße VEGF,
den Hauptwachstumsfaktor der Angiogenese, bilden (Beckermann et al., 2008). Daher wäre
von Interesse, ob MSC auch zur Bildung von VEGF-C befähigt sind und sich so eventuell
über einen autokrinen „loop“ zur Differenzierung zu Lymphendothelzellen anregen bzw. diese
über einen parakrinen Mechanismus anziehen.

Aus den Vorarbeiten von Kriehuber et al. ist ebenfalls bekannt, dass von den Endothel-
zellen nur LEC den CCR7-Liganden CCL21 exprimieren und dass dieser möglicherweise der
Zellnavigation zu den Lymphgefäßen und deren Integration in diese dient (Kriehuber et al.,
2001). Interessanterweise exprimieren die von uns untersuchten mesenchymalen Stammzelllini-
en V54/2 und Balb/c den CC Chemokine Receptor 7 (CCR7), was wir durch die Experimente
mittels quantitativer Taqman R©-PCR und FACS Analyse bestätigen konnten. Wir versuchten,
die durch Kerjaschki et al. aufgestellte These, der möglichen Rolle von CCR7 in der Rekru-
tierung zirkulierender, lymphendothelialer Progenitorzellen an der humanen Stammzelllinie
V54/2 zu ertesten. Es zeigte sich, dass V54/2 im Chemotaxis Versuch eine verstärkte Mi-
gration zu dem, neben CCL21 anderen CCR7-Liganden, CCL19 demonstrieren. Eine durch
diesen Mechanismus bzw. durch CCL21 vermittelte Invasion der MSC in die sich bildenden
Lymphgefäße im Rahmen der von uns vermuteten Beteiligung der MSC an der Lymphangio-
genese ist daher möglich (Kerjaschki et al., 2004). Eine Interaktion von CCR7 und dem durch
die Lymphendothelzellen exprimierten CCL21, findet im Rahmen der Immunantwort statt.
Die Expression von CCR7 durch T-Zellen und dentritischen Zellen ist notwendig, um diesen
das Eintreten in Lymphknoten bzw. in Lymphgefäße zu ermöglichen (Stein et al., 2000). Hier
wäre ein ähnlicher Mechanismus in den mesenchymalen Stammzellen denkbar.

Mit einem ähnlichen Konditionierungsversuch, allerdings unter leichter Modifikation der
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Versuchsgruppen, wurde die murine, mesenchymale Stammzelllinie Balb/c untersucht. Wir
konnten nach fünfwöchiger Konditionierung in diesen Zellen mittels RT-PCR eine Hochregu-
lation der Gene für Podoplanin und Prox-1 detektieren. Insbesondere war dies in der Gruppe
durch HDMEC-Überstand konditionierten Zellen der Fall. Alle Zellen exprimierten zudem
mRNA des VEGFR-3. Außerdem war zu erkennen, dass die Versuchsgruppe, der reines Endo-
thelzellmedium zugegeben wurde, nicht dieselbe Hochregulation lymphatischer Gene zeigte,
wie die Gruppe, die mit Überstand von HDMEC inkubiert wurde. Dies deutet auf einen reinen
Effekt der durch HDMEC ausgeschütteten Substanzen hin und nicht auf einen Effekt der im
Endothelzellmedium enthaltenen Substanzen.

Mesenchymale Stammzellen sind aufgrund ihres hohen Differenzierungspotentials und ihrer
immun-modulierenden und proliferations-fördernden Eigenschaften bereits in vielen Krank-
heitsbildern auf ihre therapeutische Potenz hin untersucht worden. Ihre Gabe fand bei der
Therapie der Osteogenesis imperfecta erstmals Übertragung in die klinische Anwendung (Hor-
witz et al., 1999). Der Einsatz von MSC in der Therapie von chronischem Lymphödem, einer
langwierigen und entstellenden Krankheit, die bei vielen Patienten nach Lymphadenektomien
zu finden ist, wurde jedoch bisher noch nicht evaluiert. Alle in dieser Arbeit aufgeführten
in vitro Daten deuten auf eine lymphendotheliale Potenz der mesenchymalen Stammzellen
hin. Zudem konnten wir mit CCR7 und VEGFR-3 zwei Rezeptoren auf den MSC finden, die
gegebenenfalls die Migration und Integration der Zellen zu bzw. in die Lymphangiogenese
vermitteln könnten. Ob die Stammzellen dadurch jedoch zu einer Verbesserung der Rege-
nerationsfähigkeit von Lymphgefäßen beitragen und über welchen Mechanismus sie sich an
der Lymphangiogenese beteiligen, versuchten wir in einem neu etablierten Tiermodell zur
regenerativen Lymphangiogenese am Mausschwanz zu klären. Wir konnten durch subkutane
Injektionen von mesenchymalen Stammzellen distal der Operationswunde einen gesteigerten
Abtransport der Lymphe, gemessen an dem niedrigeren mittleren Schwanzdurchmesser im
Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe, erreichen. Bei den Tieren ohne Stammzellin-
jektion blieb der beobachtete Rückgang des Schwanzödems aus. Ferner konnten wir in im-
munhistologischen Schnitten eine deutlich erhöhte Anzahl an Podoplanin+ Lymphgefäßen auf
Höhe der ehemaligen Operationsstelle in der Therapiegruppe erkennen. Die Funktionalität
der gesehenen Lymphgefäße ließ sich durch die distale, subdermale Einspritzung von wenigen
µl Methylenblau darstellen. Hier erfolgte ein Abtransport des Farbstoffes über die Operati-
onswunde nur bei Tieren der Therapiegruppe.

Nach Anfärbung von GFP+ MSC im Querschnittpräparat des Mausschwanzes der Thera-
piegruppe konnten die Stammzellen im subdermalen Gewebe wiederentdeckt werden. Trotz
weiteren Forschungsbedarfs bezüglich der genauen Funktion von Stammzellen in der Lym-
phangiogenese, konnten wir eine lymphatische Differenzierung in vitro und eine Förderung
der regenerative Lymphangiogenese in vivo beobachten.
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Es liegt die Vermutung nahe, dass mesenchymale Stammzellen eventuell durch Bereitstel-
lung parakriner Faktoren das Migrationsverhalten, die Matrixinvasion, das Proliferationsver-
mögen und das Überleben der Endothelzellen unterstützen, wie sie dies bei Blutendothelzellen
durch z.B. VEGF, bFGF, angiogenin, procathepsin B, Il-11 und bone morphogenic protein 2
erwirken (Potapova et al., 2007).

Die Ergebnisse unserer in vivo Versuche sprechen für einen möglichen therapeutischen Ein-
satz der Stammzellen bei Patienten mit chronischem Lymphödem, z.B. nach axillärer Lymph-
knotenexstirpation bei Mammakarzinom. Eine Steigerung des beobachteten Effekts lässt sich
möglicherweise durch die Vorbehandlung der Zellen mit VEGF-C, die Kokultuvierung mit
Endothelzellen oder durch das Einbringen eines VEGF-C produzierenden Genkonstrukts in
die Stammzellen bewirken. Die Gewinnung der Stammzellen aus dem Knochenmark oder
peripheren Blut der Patienten wäre, ebenso wie die subkutane Applikation der Zellen, ein
einfaches und klinisch leicht durchführbares Verfahren.

Die Entdeckung, dass Tumore via VEGF-C-Expression die Lymphangiogenese antreiben
und somit die lymphatische Metastasierung von Tumorzellen fördern, führte zu vielen Ver-
suchsansätzen mit dem Ziel der Inhibierung der Wirkung von VEGF-C. Dies wurde mit Hilfe
von „small interfering“ RNA(siRNA), löslichen Antikörpern und Endostatinen erreicht. Diese
Inhibierung bewirkte im Tierversuch eine geringere Rate an Tumorlymphangiogenese und ver-
besserte das Überleben der Versuchstiere (Roberts et al., 2006; Fukumoto et al., 2005; Chen
et al., 2005). Da wir in dieser Arbeit darlegen konnten, dass MSC die Lymphangiogenese
fördern, ist eine Untersuchung dieser in einem Modell zur tumorassoziierten Lymphangio-
genese, besonders im Hinblick auf eine therapeutische Intervention, von äußerstem Interesse.
Eine therapeutische Anwendung der Stammzellen bei lymphatisch metastasierenden Maligno-
men durch Einbringen eines Suizidgens mit „anti-lymphangiogenetischem“ Effekt, ähnlich wie
in unseren Experimenten zum Pankreaskarzinom, wäre ein denkbarer Therapieansatz in der
Onkologie.
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4.2 Stammzellbasierte Suizidgentherapie des

Pankreaskarzinoms

Das Pankreaskarzinom gilt trotz intensiver Erforschung chemotherapeutischer Medikamente,
Strahlentherapie und Optimierung der chirurgischen Resektionstechniken immer noch als na-
hezu unheilbare Krankheit. Vor allem die niedrige Konzentration der Chemotherapeutika im
Tumorgebiet und die Ausbildung von Resistenzen gegen die verwendeten Chemotherapeutika
schwächen deren Wirksamkeit und verhindern so eine möglicherweise kurative, operative Re-
sektion in einem neoadjuvanten Vorgehen. Viele innovative Forschungsansätze, wie z.B. dem
der Tumorvakzine, sind aufgrund von mangelnder Wirksamkeit an der klinischen Anwendung
gescheitert.

In der Onkologie konnten viel versprechende Ergebnisse in der Therapie mancher Tumo-
rentitäten mit anti-angiogenetischen Ansätzen erzielt werden. Erfolgreich in der klinischen
Anwendung ist bereits das Medikament Bevacizumab, ein löslicher Antikörper gegen VEGF
(Hurwitz et al., 2004). Die anti-angiogenetische Verwendung von gentechnisch veränderten
Stammzellen, die mit Hilfe eines Suizidgens die Blutgefäßbildung des Tumors hemmen, ist
bisher noch nicht beschrieben worden. Ein solcher Ansatz wäre allerdings von großem Inter-
esse, da er aufgrund der Tatsache, dass viele Tumore auf Blutgefäße angewiesen sind, eine
breite klinische Anwendung finden würde. Allerdings ist nicht gesichert, in welchem Ausmaß
zirkulierende Progenitor- und Stammzellen an der Tumorangiogenese beteiligt sind. Die hierzu
vorliegenden Arbeiten variieren von einem hohen Anteil der Stammzellen an Tumorgefäßen
bis zu einem geringen bis gar keinem. Wie es scheint, ist dies in besonderem Maße von der
Tumorentität abhängig (Spring et al., 2005).

Bereits 1992 verwendete die Arbeitsgruppe um Culver die Thymidinkinase des Herpes sim-
plex Virus zur Onkolyse. In einem orthotopen Rattengliommodell injizierten sie stereotaktisch
und intrakraniell murine Fibroblasten, die einen retroviralen Vektor der HSV-Tk produzier-
ten (als sog. „Vector producing cells (VPC)“) und damit die benachbarten Gliomzellen über
mehrere Tage tranduzierten (Culver et al., 1992). Die nachfolgende Administration von Gan-
cicolvir führte zu einer sukzessiven Regression der Tumore. Die klinische Anwendung dieses
neuartigen Therapieansatzes in modifizierter Form an Patienten mit Glioblastomen war jedoch
ernüchternd und lieferte keine verbesserte Überlebensrate (Stockhammer et al., 1997; Shand
et al., 1999; Rainov, 2000). Die Problematik der verwendeten Methodik lag zum einen darin,
dass die Tumorzellen direkt transfiziert werden mussten und zum anderen darin, dass eine zu
geringe Transfektionsrate der Tumorzellen vorlag: nur ca. 1% bei Patienten im Gegensatz zu
bis zu 20% im Tierversuch (Hutterer et al., 2006).

Trotz der niedrigen Anzahl an transfizierten Tumorzellen kommt es über den Austausch
der toxischen Endprodukte des GCV durch Gap-Junctions und Phagozytose durch andere
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Zellen zur Abtötung benachbarter, untransfizierter Krebszellen. Dieses Phänomen wird mit
dem so genannten „Bystander“- Effekt bezeichnet (Freeman et al., 1993). Es zeigte sich zudem,
dass besonders die Transfektion von Endothelzellen der Tumorgefäße mit HSV-Tk zu einem
sehr starken Bystander-Effekt führt und damit einen großen tumor-toxischen Effekt ausübt
(Hutterer et al., 2006). Es bleibt jedoch die Problematik der insuffizient niedrigen direkten
Transfektionsrate durch die verwendeten VPC.

Mesenchymale Stammzellen tragen zur Bildung des tumor-umgebenden Gewebes bei und
besitzen eine hohe Affinität zu malignen Tumoren. Sie können im Tumor als so genann-
te „Carcinoma-associated Fibroblasts (CAF)“ nachgewiesen werden und beteiligen sich als
solche an der Tumorangiogenese, fördern das Tumorwachstum und exprimieren myofibroblas-
tische Züge (Kuniyasu et al., 2001; Mishra et al., 2008). Aufgrund der relativen Einfachheit
der Stammzellgewinnung aus peripherem Blut oder Knochenmark liegt die Überlegung nahe,
diese Stammzellen im Rahmen einer stammzellvermittelten Therapie zur Einbringung von tu-
mortoxischen Substanzen zu verwenden. Diese Überlegung lag den Versuchen von Studeny et
al. zugrunde, in denen sie mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark durch adenovi-
ralen Gentransfer mit INF-β transfizierten und nach Injektion dieser modifizierten Zellen eine
Reduktion des Tumorwachstums im Tierversuch erreichen konnten (Studeny et al., 2002). Sie
bewiesen damit zum einen das Vorkommen der mesenchymalen Stammzellen im Tumorstro-
ma, und zum anderen die Eignung der Stammzellen als Überbringer von Chemotherapeutika
im erweiterten Sinn. Durch die Verwendung der Stammzelle als Vehikel der tumortoxischen
Substanz INF-β konnte eine lokale Konzentration dieser Substanz im Tumor erreicht werden,
die um ein Vielfaches über der tolerablen Konzentration bei systemischer Gabe von INF-β
lag. Wir konnten in unseren Versuchen zeigen, dass die von uns verwendeten mesenchymalen
Stammzelllinien C57Black/6 p53−/− Tie2/Tk+ und C57Black/6 p53−/− Tie2/RFP in einem
modifizierten Migration-Assay zu Überstand der Pankreaskarzinomzelllinie Panc02 migrier-
ten. Dies spricht für einen aktiven Homing-Mechanismus der Stammzellen und steht im Ein-
klang mit den erwähnten Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen, die eine Stammzellrekrutierung
in den Tumor erkennen konnten. In dem von uns verwendeten Tiermodell mit orthotopem
Pankreaskarzinom konnten wir nach systemischer Applikation von C57Black/6 p53−/− GFP+

die Stammzellen mittels direkter Fluoreszenzmikroskopie im Tumorgewebe wiederfinden.

In unseren Versuchen kombinierten wir die angeführten Vorarbeiten zu einer Suizidgen-
therapie mit HSV-Tk und benutzten knochenmarksstämmige, mesenchymale Stammzellen
als Vehikel zur Überbringung des Suizidgens. In Anlehnung an Vorarbeiten von de Palma
planten wir, durch Kopplung des Genkonstrukts an den angiogenetischen Promoter Tie2 eine
tumorspezifische Expression des Genkonstrukts zu erwirken. Der Einsatz von Tie2 als Steue-
relement des Suizidgens wurde in diesen Versuchen in ähnlicher Weise mit Erfolg erreicht. Im
Gegensatz zu unseren Untersuchungen, wurden diese Experimente unter Verwendung einer
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unterschiedlichen Stammzelllinie (hämatopoetische Stammzellen) und unterschiedlicher Tu-
mormodelle (Lewis-Lung-Cancer, Mammakarzinom) durchgeführt. Es konnten Ergebnisse in
Bezug auf die Tumorintegration und Genkonstruktfunktionalität erzielt werden, die unseren
Ergebnissen ähneln (De Palma et al., 2003).

Die Ergebnisse unserer Versuche am orthotopen Tiermodell zum Pankreaskarzinom in der
Maus zeigen, dass mit Hilfe dieses Therapieansatzes bei systemischer Injektion von suizid-
gentransfizierten Stammzellen mit anschließender Gabe von Ganciclovir eine Reduktion des
Tumorgewichts im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe möglich ist. Durch die Verwen-
dung von RFP als fluoreszierendes „Reporterprotein“ anstelle des Suizidgens HSV-Tk unter
Kontrolle von Tie2 konnten wir die Funktionalität des verwendeten Genkonstrukts im Pan-
kreastumor konfirmieren und aufgrund der Abwesenheit in anderen Organen (v.a. sekundär
lymphatischen) eine erhoffte Tumorspezifität des Genkonstrukts bestätigen. In einer klinischen
Anwendung würde dies eine effektive Therapie des Tumors bei Schonung der gesunden Orga-
ne bedeuten. Es gelang uns zudem die RNA von RFP im Tumorgewebe durch quantitative
Taqman R© RT-PCR nachzuweisen.

Wie sich gezeigt hat, wird Tie2 sowohl auf Endothelzellen als auch auf Perizyten exprimiert.
In den Perizyten bewirkt die Hypoxie und das Vorhandensein von VEGF – beide Zustände
sind in Tumoren stark vertreten – eine gesteigerte Expression von Tie2 (Park et al., 2003;
Schnürch und Risau, 1993). In mesenchymalen Stammzellen konnte von verschiedenen Ar-
beitsgruppen eine Differenzierungsfähigkeit zu Blutendothelzellen nachgewiesen werden (Os-
wald et al., 2004; Silva et al., 2005). Auch konnte gezeigt werden, dass MSC zu Perizyten,
in einem noch größeren Maß als zu Endothelzellen, differenzieren und dadurch die Gefäßrei-
fung fördern. MSC produzieren auf diese Weise auch eigenständig VEGF und regen damit die
Angiogenese an (Beckermann et al., 2008).

Aufgrund dieser Tatsachen versuchten wir durch die Kopplung des Genkonstrukts an den
Promoter Tie2 neben der Tumorspezifität des Konstrukts vor allem eine Transfektion von
späteren Endothelzellen und Perizyten zu erreichen, da in diesen, wie erwähnt, der Bystander-
Effekt am Größten ist (Hutterer et al., 2006). In der Tat konnten wir in der immunhistoche-
mischen Färbung von RFP die markierten Zellen perizytär, in der Nähe von Tumorgefäßen
finden und schließen daher auf eine teilweise endotheliale bzw. perizytäre Differenzierung der
transplantierten Stammzellen.

Durch die Injektion von nicht-therapeutischen Stammzellen wurde ein stärkeres Tumor-
wachstum ausgelöst. Besonders ist dies in Versuch #1 zu erkennen, in dem verhältnismäßig
viele Stammzellen injiziert wurden. Dies steht im Einklang mit den beschriebenen Beobachtun-
gen anderer Forschergruppen (Zhu et al., 2006; Djouad et al., 2006). Der genaue Mechanismus
hinter dieser Wachstumssteigerung liegt möglicherweise zum einen in den immunsuppressiven
Eigenschaften von MSC, zum anderen in der erwähnten Bereitstellung von tumorunterstüt-
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zenden Stromazellen (Xu et al., 2007; Mishra et al., 2008). Diese Tatsache sollte die klinische
Anwendung der mesenchymalen Stammzellen im Kontext einer Tumortherapie überdenken
lassen und es sollte sichergestellt werden, dass alle injizierten Zellen durch das Suizidgenkon-
strukt getötet werden können, da sich dadurch der wachstumsfördernde Effekt aufheben lässt.
Dies konnten wir in der Therapiegruppe in Versuch #1 zeigen. Möglicherweise ist jedoch eine
vollständige Abtötung der injizierten Zellen durch die Kopplung an den Tie2-Promoter nicht
vollständig gegeben. Daher bedarf es einer weiterführenden Analyse der Anzahl überlebender,
transplantierter Stammzellen nach GCV-Gabe.

Da Tie2 jedoch nicht ausschließlich auf den Endothelzellen der Angiogenese vertreten ist,
sondern auch auf Immunzellen, wie den Tie2-exprimierenden Monozyten (TEM) und Makro-
phagen , die zum Teil als Perizyten gefäßmodulierend an der Tumorangiogenese beteiligt sind
und möglicherweise auch von mesenchymalen Stammzellen ausgehen können, ist nicht nur
mit einem anti-angiogenetischen Effekt der therapeutischen Stammzellen zu rechnen, sondern
möglicherweise ebenfalls mit einem „anti-Stroma“-Effekt (De Palma et al., 2005; Du et al.,
2008). Diese Theorie deckt sich mit der Tatsache, dass sich die RFP-exprimierenden Zel-
len in den immunhistochemischen Präparaten auch in Gefäßnähe und nicht ausschließlich als
Endothelzellen darstellten.

Die Herstellung und Erprobung von weiteren Genkonstrukten, die zum einen andere „tar-
gets“ der Angiogenese, wie z.B. VEGF, zum anderen jedoch auch die Beteiligung der Stamm-
zellen am Tumorstroma im Rahmen der desmoplastischen Reaktion, beispielsweise durch den
CCL5/RANTES Promoter als konstruktsteuernde Promoter, verwenden sind weitere viel ver-
sprechende Ansätze.

Um die Rate an nicht therapeutischen und dadurch möglicherweise tumorfördernden
mesenchymalen Stammzellen gering zu halten, wurde, wie in der Zelltransfektion üb-
lich, ein Resistenzmechanismus inseriert. In unserem Fall verwendeten wir den Blasticidin-
Resistenzmechanismus. Durch Zugabe von Blasticidin zur Zellkultur erreichten wir so eine
sehr hohe Transfektionsrate in vitro und konnten sicherstellen, dass die Injektion von nicht
therapeutischen, da nicht erfolgreich transfizierten, Stammzellen gering gehalten wurde.

Ein Punkt, der einer klinischen Anwendung der Stammzellen in der Form wie sie durch uns
verwendet wurden im Wege steht, ist, dass in diesen Experimenten immortalisierte Stamm-
zellen verwendet wurden. Diese Zellen bergen zwar ein eventuell erhöht karzinogenes Risiko,
da bei ihnen durch Deletion von p53 ein wichtiger Kontrollmechanismus im Zellzyklus außer
Kraft gesetzt wurde, eine klinische Anwendung in dieser Form ist jedoch nicht vorgesehen.
Aufgrund ihrer schnellen Teilungsrate ohne Differenzierung in Kultur und somit auch verein-
fachter, konsekutiver Transfektion mit den Genkonstrukten war ihre Verwendung in unseren
Experimenten unerlässlich. Wie Versuche von anderen Arbeitsgruppen gezeigt hatten, ist die
durch HSV-Tk und GCV ausgelöste Apoptose unabhängig von p53 (Wallace et al., 1996),
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d.h. dass auch die von uns verwendeten Zellen trotz fehlendem p53 durch GCV in Apoptose
getrieben werden können. Für eine klinische Anwendung ist ausschließlich die Verwendung von
nicht immortalisierten, primären Stammzellen vorgesehen. Allerdings müssen für diese Zellen
optimierte und sichere Transfektionsverfahren erprobt werden, um einen schnellen, stabilen
und durch eine hohe Transfektionsrate ausgezeichneten Gentransfer zu ermöglichen.

Eine Verbesserung der Modulation der Genexpression in der karzinogenen Stammzellnische,
ein effektiverer Gentransfer und die stabiele Produktion des Genkonstrukts im vorhergesehe-
nen biologischen Kontext ohne unerwünschte Nebenwirkung können zu neuen Therapieansät-
zen führen, die ihre Wirksamkeit in der klinischen Anwendung beweisen müssen. Wir konnten
zeigen dass mesenchymale Stammzellen eine erstaunliche Plastizität besitzen, die sie zu einem
vielversprechenenden Ziel für neue therapeutische Strategien in der regenerativen Medizin und
der Tumortherapie machen.
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Synoptische Zusammenfassung

Die hier vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit den zwei folgenden Themen:

1. Die Beteiligung mesenchymaler Stammzelllinien an der Bildung neuer Lymphgefäße
(Lymphangiogenese)

2. Die Anwendung mesenchymaler Stammzelllinien zur Überbringung eines Suizidgens zur
Therapie des Pankreaskarzinoms

5.1 Zusammenfassung zum Thema „Mesenchymale

Stammzelllinien in der Lymphangiogenese“

Im Rahmen dieser Arbeit untersuchten wir klonale, mesenchymale Stammzelllinien, sowohl
humanem als auch murinem Ursprungs, auf ihr Differenzierungspotential zu Lymphendothel-
zellen in vitro, ihr Migrationsverhalten und ihre therapeutische Gabe in einem Tiermodell zur
regenerativen Lymphangiogenese.

Um eine Differenzierung der mesenchymalen Stammzellen (MSC) zu erwirken, kultivierten
wir sie über fünf Wochen entweder mit gereinigtem Vascular Endothelial Growth Factor-C
(VEGF-C), Überstand von humanen dermalen mikrovaskulären Endothelzellen (HDMEC),
Überstand von isolierten Lymphendothelzellen (LEC) oder reinem Endothelzellmedium. Me-
thodisch wurde ein lymphendothelialer Phänotyp mit Hilfe von FACS-Analysen und RT-PCR
durch die Expression eines der lymphendothelialen Marker Podoplanin, Prox-1 oder VEGFR-
3 detektiert. Es zeigte sich, dass die Stammzelllinien durch die Konditionierung mit VEGF-C
und Überstand von HDMEC bzw. LEC eine Änderung ihres Phänotyps mit erhöhter Ex-
pression der lymphendothelialen Marker vollziehen. Des weiteren bildeten sie spindelartige
Zellprotrusionen aus, die im Durchlichtmikroskop an die Morphologie von Endothelzellen er-
innern lassen. Mit Hilfe von FACS und Taqman realtime-PCR konnten wir zudem zeigen,
dass beide Stammzelllinien CCR7, ein Chemokinrezeptor, der unter anderem der Interaktion
mit lymphatischem Endothel dient, exprimieren.
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Ferner untersuchten wir die humane Stammzelllinie V54/2 auf ihr Migrationsverhalten zu
erhöhten Konzentrationen von VEGF-C in einer modifizierten Boydenkammer. Sowohl un-
konditionierte Stammzellen als auch Stammzellen, die mit VEGF-C vorbehandelt wurden,
kamen zum Einsatz. Darüber hinaus führten wir ein Migrations-Assay mit CCL19, einem der
CCR-7 Liganden, durch. Die Stammzelllinie V54/2 zeigte in diesen Versuchen ein verstärk-
tes Migrationsverhalten zu VEGF-C und CCL19. Die Migration zu VEGF-C ließ sich durch
vorherige Konditionierung der Zellen mit VEGF-C steigern.

Nachdem diese Ergebnisse in vitro klar zeigten, dass die hier untersuchten mesenchymalen
Stammzelllinien zu einer Differenzierung zu Lymphendothelzellen befähigt sind und sie auf
„lymphendotheliale Reize“ mit Migration zu diesen reagieren, etablierten wir ein Tiermodell
mit regenerativer Lymphangiogenese zur Erforschung der Stammzelllinien in vivo. Die sub-
kutane Applikation von Stammzellen über einen Zeitraum von sechs Wochen zeigte in diesem
Tiermodell eine verbesserte Regeneration der chirurgisch komplett durchtrennten Lymphge-
fäße. Es kam zu einem verbesserten Abtransport des subdermal applizierten Methylenblaus in
den Tieren, denen Stammzellen appliziert wurden. Diese Beobachtung ging mit einer größeren
Anzahl an immunhistochemisch markierten, Podoplanin+ Lymphgefäßen in den Schnittprä-
paraten der Therapiegruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe einher. Außerdem konnten die
Stammzellen nach vorheriger Markierung durch stabile Transfektion mit dem Fluoreszenz-
farbstoff GFP in den Schnittpräparaten wiedergefunden werden.

In dieser Arbeit haben wir gezeigt, dass MSC durch entsprechende Konditionierung zu Zel-
len mit lymphendothelialen Charakteristika differenzieren, sie zu Orten von stattfindender
Lymphangiogenese migrieren und dort die Regeneration von Lymphgefäßen fördern können.
Letzteres könnte für eine mögliche klinische Anwendung der Zellen z.B. bei Patienten mit
chronischem Lymphödem von Bedeutung sein. Ferner lassen die hier dargelegten Daten die
Verwendung der Zellen für eine anti-lymphangiogene Therapie von lymphatisch metastasie-
renden Tumoren in Erwägung ziehen.

5.2 Zusammenfassung zum Thema „Die Verwendung

mesenchymaler Stammzellen in einer stammzellbasierten

Suizidgentherapie des Pankreaskarzinoms“

In dieser vorliegenden Arbeit wird die Effektivität von suizidgen-tragenden, mesenchymalen
Stammzelllinien zur Behandlung des Pankreaskarzinoms analysiert. Hierzu standen Zellreihen
zur Verfügung, in die mittels Elektroporation verschiedene Gene artifiziell eingebracht wurden.
Durch die Kopplung der Gene an den Promoter und Enhancer des angiogenese-spezifischen
Rezeptors Tie2 wurde bewirkt, dass die transfizierten Zellen nur nach Differenzierung in Tie2+
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Zellen das eingebrachte Gen exprimieren. Zum einen verwendeten wir Genkonstrukte, welche
nach ihrer Aktivierung die Expression eines fluoreszierenden Reporterproteinens zur Markie-
rung der Zellen bewirkten. Zum anderen kamen Stammzellen zum Einsatz, in denen nach
der Aktivierung über Tie2 das Suizidgen HSV-Thymidinkinase exprimiert wurde. Nach der
Gabe der Prodrug Ganciclovir bewirkt die Thymidinkinase die Phosphorylierung von GCV,
was zum apoptotischen Zelltod in der betroffenen Zelle und über den bystander-Effekt auch
in den benachbarten Zellen führt.

Mit Hilfe eines Boydenkammer-Assays konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die be-
schriebenen Stammzellen eine verstärkte Migration zu Überstand der Pankreaskarzinomzellli-
nie Panc02 vollziehen, was einem aktiven „Homing“ der Stammzellen zu Tumoren entspricht.

Wir untersuchten anschließend die hier verwendeten Stammzelllinien in einem Tiermodell
mit orthotopen Pankreaskarzinomen. Hier zeigte sich, dass durch die Applikation von nicht-
therapeutischen Stammzellen das Tumorwachstum signifikant gesteigert wurde. Stammzellen,
die konstitutiv das „green fluorescent protein“ exprimieren und den Tieren intravenös verab-
reicht wurden, konnten mittels Fluorsezenzmikroskopie in den Tumoren nachgewiesen werden.
Dies bestätigte die „Tumoraffinität“ der mesenchymalen Stammzellen. Nach systemischer Ver-
abreichung der Stammzellen, die unter Kontrolle von Tie2 das fluoreszierende Reporterprotein
RFP exprimierten, gelang der Nachweis dieses Proteins mittels direkter Fluoreszenzmirkosko-
pie, Immunhistochemie und in einem Teil der Tumore mittels Taqman realtime PCR. Dies
bewies die Funktionalität der gewebe-spezifischen Genexpression in den Stammzellen.

Der therapeutische Effekt der suizidgentragenden Stammzellen wurde in dem gleichen Tier-
modell evaluiert. Durch die intermittierende Gabe der HSV-tk -tragenden Stammzellen und
Ganciclovir konnte das Tumorwachstum signifikant gehemmt werden.

Die Ergebnisse der Versuche zur stammzellbasierten Suizidgentherapie zeigen, dass mit
dieser Methode ein klinisch potentiell erfolgreiches Mittel zur Therapie von malignen Erkran-
kungen geschaffen wurde.
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Abkürzungsverzeichnis

ABC avitin biotin complex
ALCAM activated leucocyte adhesion molecule
Ang Angiopoetin
BEC blood endothelial cells
CALCRL Calcitonin receptor-like receptor
CCL CC chemokine ligand
CCR CC chemokine receptor
CD cluster of differenitation
CFU-F colony forming units-fibroblasts
CDK cyclin-dependent kinase
CDKN cyclin-dependent kinase inhibitor
cDNA complementary desoxyriboic acid
CT cycle threshold
CXCR alpha chemokine receptor
DAPI 4’,6-Diamidin-2-phenyl-Indol
DC dentritic cells
DNA desoxyribonucleic acid
DPC deleted in pancreatic cancer
FACS fluorescence activated cell scan
FCFC fibroblastic colony forming cells
FCS fetal calf serum
FLK fetal liver kinase
FLT fms-like-tyrosinkinasereceptor
G-CSF granulocyte-colony stimulating factor
GFP green fluorescent protein
HDMEC human dermal microvascular endothelial cells
HGF hepatocyte growth factor
HIF hypoxia induced factor
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HLA Humanes Leukozyten Antigen
HRP horseraddish peroxidase
HSC hematopoietic stem cell(s)
ICAM intercellular adhesion molecule
IL Interleukin
IPMN intraduktale papillär-muzinöse Neoplasien
KDR kinase insert domain receptor
LEC lymphatic endothelial cells
LYVE lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor
MAPC multipotent adult progenitor cells
MCN muzinös zystische Neoplasie
MCP monocyte chemotactic protein
MHC major histocompatibility complex
MIP macrophage inflammatory protein
M-MLV Moloney-Murine-Leukämie-Virus
mRNA messenger ribonucleic acid
MSC mesenchymal stem cell(s)
NF-κB nulcear factor kappa B-cell
PanIN Pankreatische intraepitheliale Neoplasien
PCR polymerase chain reaction
PECAM-1 platelet-endothelial-cell-adhesion-molecule-1 (CD31)
PDGF platelet derived growth factor
RFP red fluorescent protein
RNA ribonuecleic acid
RT-PCR reverse transcriptase polymerase chain reaction
SDF stroma derrived factor
Shh Sonic Hedgehog
TNF tumor necrosis factor
VCAM-1 vascular cell adhesion molecule-1
VEGF vascular endothelial growth factor
VEGFR vascular endothelial growth factor receptor
VPC vector producing cells
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