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1. Einleitung

Die kardiale Stammzelltherapie stellt seit Jahren ein wichtiges Forschungsgebiet in
der regenerativen Medizin dar. In mehreren klinischen Untersuchungen konnte
bereits ein positiver Effekt von Knochenmarkzellen auf geschadigtes Myokard
nachgewiesen werden. Autologe CD133-positive Stammzellen zeigten in klinischen
Phase | bzw. Il Studien positive Effekte auf die Herzfunktion nach einem
Myokardinfarkt (1).

Das Oberflachenmolekil CD133 bzw. sein glykosilierungs-abhangiges Epitop AC133
gilt als Oberflachenmarker fir humane hamatopoetische Stammzellen (2,3). Auch
nicht-hamatopoetische Zellen, wie z.B. neurale Stammzellen, kénnen CD133 als
Oberflachenmolekul tragen (4). Wie CD34+ Stammzellen besitzen auch CD133+
Zellen als Hamangioblasten sowohl hamatopoetisches, als auch angiogenetisches
Potenzial (5-7).

SDF-1 (Stromal cell-derived Factor), gebildet in den Stromazellen des
Knochenmarks, spielt eine entscheidende Rolle in der Regulation von Migration und
Mobilisierung von CXCR4+ hamatopoetischen Stammzellen (8). Das Chemokin SDF-
1, synonym auch bekannt als CXCL12, stellt einen potenten Lockstoff far
verschiedenartige Leukozytenpopulationen dar.

Der Chemokin-Rezeptor CXCR4 (syn. CD184) ist funktionell in einer Vielzahl von
Geweben und Zelltypen exprimiert. So z.B. in hamatopoetischen Vorlauferzellen,
sowie auch auf der Zelloberflache der meisten Leukozyten-Subpopulationen. Auch
auf der Mehrheit aller T-Lymphozyten-Untergruppen, aller B-Zellen und Monozyten,
sowie schwach auf naturlichen Killerzellen, ist der CXCR4 Rezeptor exprimiert (9).
Die SDF-1 Genexpression wird unter anderem in Endothelzellen durch den Hypoxie-
indizierbaren Faktor-1 (HIF-1) reguliert. Hierdurch kommt es zu einer erhdhten
Adhasion, Migration und Homing zirkulierender CXCR4-positiver Vorlauferzellen in

das ischamische Gewebe (10).

Zusatzlich kommt es im menschlichen Herzen aufgrund von Hypoxie oder Ischamie
des Herzens, beispielsweise durch einen Infarkt zu einer vermehrten Ausschuttung
von ATP in den extrazellularen Raum (11-15). Die Motilitadt und Migration von Zellen
verschiedener Typen, wie z.B. Fibroblasten, Endothelzellen oder Nervenzellen,

kénnen durch Nukleotide, wie ATP beeinflusst werden (16). In humanen
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Endothelzellen konnte gezeigt werden, dass ATP eine Migrationsbewegung durch
Veranderungen im Zytoskelett bewirkt (17).

Rossi et al. berichtete in einer 2007 veroffentlichten Untersuchung tUber UTP bzw.
auch ATP als chemotaktisches Molekul, das die Regulation von hamatopoetischen
Stammzellen, insbesondere die Beeinflussung der Motilitat von CD34+ Zellen in vivo
und in vitro beschreibt (18). Mitogen-activated Protein Kinasen (MAPKSs), aktiviert
durch extrazellulare Signalmolekule, sind an der Migration von Zellen beteiligt. ATP
besitzt die Moglichkeit, an Purinorezeptoren zu binden und z.B. Uber die EPK
(,extracellular-signal regulated kinase“) oder Uber den p38 Signalweg die Migration
von Zellen zu beeinflussen (19).

Insgesamt besteht Uneinigkeit, ob ATP ein Lockstoff fur die Migration der Zellen ist

oder die zufallige Eigenbewegung der Zelle durch ATP unterstitzt wird (16).

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die in vitro Charakterisierung der Migration von
Zellpopulationen aus humanem Knochenmark zu den Chemokinen SDF-1 und ATP.

Einerseits soll die differenzielle Migration von Stammzellsubpopulationen in einem
zur Therapie vorgesehenen Zellkonzentrat (BM-TMC) untersucht, andererseits das
Migrationspotenzial isolierter CD133+ Stammzellen ermittelt werden. Des Weiteren
soll eine mogliche Verstarkung der durch SDF-1 ausgeldsten Chemotaxis durch ATP,

sowie der Nutzen einer Vorbehandlung der Zellen mit ATP analysiert werden.
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2. Literatur

2.1 Kardiale Regeneration

2.1.1 Chron. Herzinsuffizienz/Myokardinfarkt: Epidemiologie/Pathophysiologie

Im Jahre 2010 verstarben in der Bundesrepublik Deutschland ca. 850.000
Menschen. Davon starben insgesamt ca. 352.000 Menschen infolge einer
Erkrankung des Herz-/Kreislaufsystems, wovon ca. 149.000 mannlich und ca.
153.000 weiblich waren. Somit stellen Herz-/Kreislauf-Erkrankungen mit 41,1% eine
der haufigsten Todesursachen in der Bundesrepublik dar. An einem Myokardinfarkt
verstarben im Jahre 2010 ca. 59.000 Personen (20).

Durch einen Myokardinfarkt kommt es im Herzmuskel zu einem Verlust von vitalem
Herzmuskelgewebe. Sekundar fuhrt ein Myokardinfarkt im weiteren Verlauf zu
Umbauprozessen (Remodelling) im Infarktgebiet (21).

Arteriosklerose, charakterisiert durch eine aktive und komplexe inflammatorische
GefalRwandreaktion wird als Hauptursache des Myokardinfarkts angesehen.
Urspringlich liegt der Arteriosklerose eine endotheliale Dysfunktion der GefalRwand
zu Grunde (22). Durch die Einlagerung von Lipiden und die Einwanderung von
Leukozyten in das Endothel bildet sich im weiteren Verlauf ein Atherom. Die Ruptur
dieses Atheroms flihrt durch die Aktivierung und Anlagerung von Thrombozyten zum
Verschluss eines Herzkranzgefalles (23).

Je nach Dauer der Ischamie des Herzmuskels werden die Kardiomyozyten
unterschiedlich geschadigt. Bereits nach 20 - 40 Minuten fuahrt die
Mangelversorgung zur irreversiblen Schadigung der kontraktilen Elemente. Ist die
myokardiale Ischamie weniger schwer, daflr aber von langerer Dauer, kdnnen
Kardiomyozyten bei reduzierter Kontraktilitat vital bleiben. Die Funktion kann sich
nach Reperfusion wieder verbessern. Man spricht hier auch vom ,hibernating
Myokard® (24).

Basierend auf der Erkenntnis von Masuda et al, die Stammzellen in
knochenmarkfernen Organen fanden (25), gelang es erst in Tierversuchen (26),
spater in klinischen Studien nachzuweisen (27), dass eine Verbesserung des
geschadigten, minder versorgten Herzmuskels durch die Transplantation von

Stammzellen mdglich ist.
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Die lokale Ischamie im ,hibernating Myokard“ wird als der starkste Ausloser flr
kardiale Regeneration durch Knochenmarkstammzellen beschrieben (28).

Der grundlegende Mechanismus, der hierbei flr eine Verbesserung der Herzfunktion
verantwortlich ist, konnte bisher nicht eindeutig geklart werden und ist Gegenstand
aktueller Diskussionen. Die urspringlich favorisierte These der Bildung von
Myokardgewebe und  KapillargefaRen  durch  Transdifferenzierung  von
Knochenmarkzellen ist umstritten (29). Vieles spricht derzeit fur eine parakrine
Sekretion. Die beobachteten Effekte der parakrinen Sekretion flhren zu einer
Proliferation der Myokardzellen und hierdurch zu einer Verbesserung der
Herzfunktion (30). Dadurch soll das geschadigte Myokard besser durchblutet werden

und die ventrikulare Pumpfunktion verbessert werden (31).

2.1.2.1 Myokardiale Regeneration: Mechanismen

In Folge eines Herzinfarktes kommt es im Myokard des Ventrikels aufgrund der
Ischamie bzw. der Reperfusion zu einer interstitiellen Fibrose, zur Apoptose und zur
Hypertrophie der Kardiomyozyten. Die Hypertrophie der Kardiomyozyten ist eine
adaptive Antwort auf die erhdhte kardiale Belastung des linken Ventrikels. Neben
den verschiedenen Stimulatoren fur eine Hypertrophie der Kardiomyozyten fuhren
parakrine und autokrine Mechanismen zu einer Aktivierung von Membranrezeptor
gestutzten Signalwegen. Folge ist unter anderem eine Zunahme der ZellgréRe, der
Proteinsynthese und einer verbesserten Organisation der Sarkomere (32-34).

Im Verlauf kann es im Rahmen der physiologischen Umbauvorgange zur Bildung
neuer Blutgefalie im ischamischen Infarktareal kommen, wodurch eine Verbesserung
der myokardialen Pumpfunktion erreicht werden kann. Die Ischamie im
Herzmuskelgewebe und die damit verbundene Abnahme des zellularen
Sauerstoffpartialdrucks fuhren zu einer Gefal3neubildung im Infarktareal (35). Sowohl
in vivo als auch in vitro konnte nachgewiesen werden, dass es in Folge der Ischamie
im Herzmuskel zunachst zu einer vermehrten Expression des hypoxieinduzierbaren
Faktors (HIF-1) kommt (36). HIF-1 ist ein oxygenierungsabhangiger
Transkriptionsfaktor, der in Abhangigkeit des Sauerstoffgehalts der Zelle die
Transkription verschiedener Gene aktiviert, die an der Angiogenese und
Zellproliferation im ischamischen Herzmuskelgewebe beteiligt sind (37). Unter

anderem wird die Transkription des vaskularen endothelialen Faktors (VEGF) durch
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HIF-1 gesteuert (38). Im Stadium des akuten Infarkts kommt es zu einer vermehrten
Ausschuttung von VEGF (39). VEGF stimuliert das Gefallwachstum, verandert die
Morphologie von Endothelzellen, induziert Zellmigration und erhoht die
GefalRpermeabilitat. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass VEGF Auswirkungen
auf das Uberleben von Endothelzellen und der neugebildeten BlutgefaRe als sog.
.ourvival Factor® haben kann (40). Des Weiteren ist VEGF auch an
inflammatorischen Prozessen und der damit verbundenen chemotaktischen
Anlockung von Monozyten beteiligt. Monozyten kénnen durch Wachstumsfaktoren
die Bildung von Endothelzellen und glatten Muskelzellen induzieren (41). Aulderdem
fuhrt eine vermehrte Ausschuttung von VEGF zur Mobilisierung von

verschiedenartigen Stammzellen (42).

2.1.2.2 Regeneration unter der Beteiligung von Knochenmarkzellen

Bis vor wenigen Jahren galt das menschliche Herz als postmitotisches, terminal
differenziertes Organ (43). Aufgrund der terminalen Differenzierung der
Kardiomyozyten und der damit verminderten Fahigkeit der Zellerneuerung wurde
davon ausgegangen, dass eine Erneuerung der Kardiomyozyten nicht madglich ist
und das Herz somit keine regenerativen Fahigkeiten besitzt (44). Als einzige
Méoglichkeit der Kompensation der Herzinsuffizienz nach einem Herzinfarkt wurde die
Hypertrophie der Herzmuskelzellen angenommen (45). Mittlerweile konnte dieses
Dogma anhand von Befunden von Patienten nach einer Herztransplantation
widerlegt werden. In Myokardbiopsien von mannlichen Transplantatempfangern, die
ein  weibliches Spenderorgan bekamen, wurden Y-chromosomale Zellen
nachgewiesen. Y-Chromosomen fanden sich nicht nur in den Kardiomyozyten,
sondern auch in Endothelzellen der Gefal3e. Hieraus resultierte die Annahme, dass
eingewanderte Zellen an der Regeneration des Myokards und der Bildung neuer
Gefale beteiligt sind (46).

Bestarkt wird die Annahme der physiologischen myokardialen Regeneration durch
Untersuchungen von Bergmann et al. aus dem Jahre 2009 (47). Durch den Einbau
von radioaktiv markiertem C14 in die DNA von Myokardzellen konnte das Alter der
Zellen abgeschatzt werden. Mit Hilfe des radioaktiven Zerfalls von C14 wurde

festgestellt, dass die Erneuerungsrate durch kdrpereigene Stammzellen pro Jahr ca.
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1 % (im Alter von 20 Jahren) betragt. Allerdings werden weniger als 50% der
Kardiomyozyten im Laufe eines Lebens ausgetauscht.

Kommt es aber, wie bei einem Myokardinfarkt, zum massiven Absterben von
Herzmuskelzellen, reicht diese kardiale Regeneration allein nicht aus (48).

Orlic et al. gelang es 2001 mittels Tierversuchen an Mausen nachzuweisen, dass
bestimmte Subpopulationen aus dem Knochenmark in geschadigtes Myokard, z.B.
nach einem Infarkt einwandern kdnnen (49). Hattori und Matsubara et al. berichteten
2004 von positiven Effekten auf die Neovaskularisierung von ischamischem
Winterschlaf-Myokard durch mononukledare Knochenmarkzellen (50). Durch eine
Differenzierung der Knochenmarkzellen zu Myozyten und BlutgefalRen ist eine
Linderung der koronaren Herzkrankheit moglich (26). Am 7.Tag nach einem akuten
Myokardinfarkt ist die Zahl der zirkulierenden CD34+ Zellen und der Konzentration
von endothelialen Wachstumsfaktoren im Plasma am héchsten (51).
Regenerationsprozesse auf der Basis von Stammzellen stellen somit einen
physiologischen Prozess dar, der auf verschiedenartigen, teilweise noch ungeklarten
Mechanismen basiert. Aktuell wird einerseits die Induktion der Neovaskularisierung
des Infarktgebietes, andererseits die Verminderung der Apoptoserate der
Kardiomyozyten, u.a. induziert durch von  Stammzellen sezernierte
Wachstumsfaktoren als Hauptmechanismen der kardialen Regeneration angesehen
(30,31). Die Neovaskularisierung im ischamischen Gewebe, ausgeldst durch
Stammzellen, kann durch EinsprieBung von Kapillaren aus proliferierenden
Endothelzellen, sowie durch Differenzierung von endothelialen Vorlauferzellen aus
peripherem Blut oder Knochenmark erfolgen (52). AuRerdem werden weitere
Mechanismen der Regeneration durch Stammzellen diskutiert: Differenzierung von
mononukledren Zellen in Kardiomyozyten, Wachstum von im Grenzbereich
befindlichen Myozyten durch Zytokine, Aktivierung von gewebeeigenen Stammzellen
und Vereinigung von injizierten Stammzellen und von vorhandenen Myozyten
(53,54).

2.1.3.1 Zellprodukte zur kardialen Stammzelltherapie

Durch Einsatz von Stammzellen zur myokardialen Regeneration ergaben sich im
letzten Jahrzehnt neue Behandlungsansatze zur Therapie von kardiovaskularen

Erkrankungen (55). Ziel der kardialen Stammzelltherapie ist es, die Herzfunktion bei
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Herzinsuffizienz bzw. nach einem Infarkt zu erhalten bzw. zu verbessern. Mittlerweile
gelang es in verschiedenen Studien, die Leistungsfahigkeit der kardialen
Stammzelltherapie in der Regeneration von erworbenen und angeborenen
Herzerkrankungen nachzuweisen (56). Allerdings wird diese therapeutische
Regeneration aktuell kontrovers diskutiert (57).

Sowohl embryonale, als auch adulte Stammzellen wie endotheliale Progenitorzellen,
mesenchymale, hamatopoetische, kardiale Stammzellen und Myoblasten sind
Gegenstand der Forschung zur Bildung von kardiovaskularen Strukturen. Erste
Versuche zur kardialen Stammzelltherapie wurden mit den als differenziert geltenden
Skelettmyoblasten durchgeflhrt (58).

2.1.3.2 Differenzierte Zellen - Skelettmyoblasten

Nach zunachst vielversprechenden Tierversuchen war es Philippe Menasché, der im
Jahr 2000 die erste Injektion von Skelettmyoblasten bei einem Patienten mit
Hinterwandinfarkt durchfihrte (59). Die autologen Skelettmyoblasten liegen als
Vorlauferzellen im Ruhezustand in der Basalmembran von Skelettmuskelzellen vor,
kdnnen rasch mobilisiert werden, sind gegenuber Ischamie sehr resistent und
konnen problemlos in einer groRen Anzahl durch Biopsie entnommen werden
(59,60). Myoblasten sind nicht zur Kontraktion befahigt und haben auch keine
elektrische Kopplung zu myokardialen Zellen (61,62). Durch Zelltransplantation bzw.
Injektion von Myoblasten kommt es zu einer Verbesserung der Herzfunktion und zu
einer Verminderung der ventrikularen Dilatation (63,64). Ursachlich hierfur sind
vermutlich parakrine Mechanismen. Durch indirekte Beeinflussung des Gewebes
durch die Donorzellen kommt es zu einer Induktion der Angiogenese, zu einer
Verlangsamung der Progression des Postinfarktremodellings und zur Verbesserung
der elastischen Eigenschaften des Narbengewebes (61). Die multizentrisch-
randomisiert durchgefihrte MAGIC-Studie konnte die zunachst vielversprechenden

Ergebnisse der Injektion von Skelettmyoblasten nicht bestatigen (64).

2.1.3.3 Zellgemische

Es bestehen bereits klinische Erfahrungen mit Zellgemischen aus humanem

Knochenmark, die frisch autolog gewonnen werden kénnen.
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Humanes Knochenmark stellt ein sehr heterogenes Zellgemisch mit
unterschiedlichen Zellpopulationen dar. Rotes Knochenmark ist als einziges zur
Bildung von Blutzellen befahigt und befindet sich beim Erwachsenen hauptsachlich in
den platten Knochen, wie z.B. dem Sternum. Gelbes und weies Knochenmark sind
nicht an der Blutbildung beteiligt (65).

Die im roten Knochenmark stattfindende Hamatopoese beschreibt die standige
Bildung von Zellen des Blutes aus blutbildenden Stammzellen. Der multipotente
Vorlauferpool hamatopoetischer Stammzellen ist heterogen und kann in long-term
HSCs, die eine unbegrenzte Mdglichkeit zur Selbsterneuerung besitzen, in short-term
HSCs, die nur begrenzt zur Selbsterneuerung befahigt sind, sowie in multipotente
Vorlauferzellen eingeteilt werden, die unterschiedliche Linien differenzierter Zellen
hervorbringen kénnen (Abb.1) (66,67).
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Abb. 1: Schema der Haimatopoese — modifiziert nach Passegue et. al., 2003

In einem irreversiblen Reifungsschritt entwickeln sich aus den multipotenten Vorlauferzellen (MPP) myeloide
(CMP — common myeloid progenitor) und lymphoide (CLP — common lymphoid progenitor) Stammzellen. Aus den
lymphoiden Vorlauferzellen (CLP) entwickeln sich uber verschiedene Vorstufen T- und B-Lymphozyten und
natlrliche Killerzellen. Myeloide Vorlauferzellen (CMP) koénnen sich zu megakaryoztaren-erythroiden
Progenitorzellen (MEP) differenzieren, aus denen uber Zwischenstufen Erythrozyten und Thrombozyten gebildet
werden. Alternativ kdnnen sich aus den myeloiden Vorlauferzellen (CMP) auch myelo-monozytare Vorlauferzellen
entwickeln, aus den Monozyten bzw. Makrophagen, sowie Granulozyten reifen. Dendentritische Zellen kdnnen
sowohl aus lymphoiden, als auch aus myeloiden Vorlduferzellen gebildet werden. Die Zellen kdnnen Uber ihre

jeweiligen exprimierten Oberflachenmarker identifiziert werden (68).
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Aufgrund der ablaufenden Hamatopoese finden sich dort hamatopoetische Stamm-
bzw. Vorlauferzellen. Das Knochenmark von Mensch und Maus besteht zu 0,05%
aus Stammzellen (69). Daneben gibt es auch mesenchymale Stammzellen,
endotheliale Vorlauferzellen und multipotente adulte Zellen.

Mittels Dichtezentrifugation ist u.a. eine Anreicherung von mononuklearen Zellen aus
humanem Knochenmark moglich. Mononukleare Zellen, wie differenzierte Monozyten
und Lymphozyten, sind wichtiger Bestandteil humanem Knochenmarks. In geringem
MaRe befinden sich auch Stamm- bzw. Vorlduferzellen unter den mononuklearen
Zellen. Diese koénnen durch Differenzierung in Endothelprogenitorzellen oder in
Endothelzellen eine Induktion der Angiogenese hervorrufen (70,71). Ebenfalls ist
eine Differenzierung in myokardiale Zellen und Bildung von spezifischen kardialen
Proteinen wie Troponin | moéglich (72). Es konnte auch die Differenzierung der
mononukledren Zellen im Randbereich des Infarkts zu Kardiomyozyten, sowie zu
Fibroblasten in der Infarktnarbe gezeigt werden (73). Hamano et al. konnte bei
Patienten mit geschadigtem Myokard eine verbesserte Perfusion des Infarktgebietes
nach intramyokardialer Applikation von mononuklearen Zellen nachweisen (74).
Durch die applizierten mononuklearen Knochenmarkzellen kam es zu einer
therapeutischen Angiogenese und Myogenese, die zu verbesserter kardialer

Perfusion und Kontraktiliat des Herzmuskels fuhrten (75).

2.1.3.4 Isolierte Stammazellen

Als Stammzellen werden unreife Zellen definiert, die das Potenzial zur standigen
Selbsterneuerung und Differenzierung in jegliche Gewebe (embryonale

Stammzellen) oder determinierte Gewebe (adulte Stammzellen) besitzen.

Bereits 1868 beschaftigte sich der Jenaer Professor Dr. Ernst Haeckel in seinem
Werk ,Die natlrliche Schopfungsgeschichte mit dem Konzept der Stammzellen und
deren Mdglichkeit zur Differenzierung in weitere Zelltypen (76). In den frihen 60er
Jahren gelang James Till und Ernest Mc Culloch die Existenz von Stammzellen
nachzuweisen. Mit Hilfe von injiziertem Knochenmark konnten letal bestrahlte Mause
vor der Insuffizienz des Knochenmarks und dem damit verbundenen Tod bewahrt
werden (77).
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Humanes Knochenmark ist derzeit die am haufigsten verwendete Quelle von
Stammzellen fur die myokardiale Regeneration (78). Ausgehend von mononuklearen
Zellen (BM-MNC) koénnen CD133+, CD34+ oder CD271+ Stammzellen durch
magnetische Isolationstechniken angereichert werden. Insbesondere
hamatopoetische Stammzellen, die verschiedene Oberflachenrezeptoren wie CD133
und CD34 tragen, sind wahrend des letzten Jahrzehnts zu einem
Forschungsschwerpunkt der regenerativen kardialen Stammzelltherapie geworden
(56).

Hamatopoetische Stammzellen lassen sich allerdings auch aus Nabelschnurblut
gewinnen. Sie besitzen keine Differenzierungsmarker reifer Leukozyten (79).
Hamatopoetische Stammzellen sind nach Gewebeschaden unter bestimmten
Bedingungen in der Lage, sich in andere Zelltypen als Blutzellen wie z.B.
Muskelzellen oder Hautzellen zu differenzieren (80). Erste Versuche zur
Differenzierung von hamatopoetischen Stammzellen zu kardialem Gewebe wurden
von Jackson et al. und Orlic et al. in Tiermodellen durchgefihrt (42,49).
Experimentelle Daten sprechen jedoch mehr fur eine Neovaskularisation durch
hamatopoetische Stammzellen nach Myokardinfarkt, die zu einer Verbesserung der
kardialen Pumpfunktion und damit der Sauerstoffversorgung des hypoxischen Areals
und des damit verbundenen ,Reverse-Remodeling” fuhren (56,78). Insbesondere
hamatopoetische Stammzellen, die die Oberflachenmarker CD34, c-kit (CD117) oder
CD133 tragen, werden vermehrt zur Therapie von Herz-Kreislauf-Erkrankungen

eingesetzt (56).

Das diagnostisch wichtigste Oberflachenprotein hamatopoetischer Stammzellen ist
das CD34-Antigen, ein Protein aus der Gruppe der Sialomucine, das neben Stamm-
und Progenitorzellen auch auf Endothelzellen und auf embryonalen Fibroblasten
nachgewiesen werden konnte (2,81-83). Im Knochenmark betragt der Anteil CD34+
Zellen 1,5%, im peripheren Blut >0,5% (83,84). Mit Hilfe weiterer spezifischer
Membranantigene lassen sich die CD34+ Stammzellen nach ihrem
Entwicklungsstadium und ihrer Entwicklungsrichtung charakterisieren (85,86). So
exprimieren bestimmte hamatopoetische Stammzellen entsprechend ihrem
Entwicklungsstadium neben CD34 auch die charakteristischen Oberflachenproteine
CD133 und CD117 (87). Hierdurch ergibt sich ein Unterscheidungsmerkmal fur die
Zahlung, Isolation und Manipulation von menschlichen hamatopoetischen
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Stammzellen (83,88). Es sind auch CD34-negative hamatopoetische Stammzellen
beschrieben (89).

Der c-kit Rezeptor (Synonym CD117) und dessen Ligand Stem Cell Factor (SCF),
exprimiert auf hamatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen, besitzen als Tyrosin-
Kinase Rezeptor eine wichtige Rolle in der Proliferation, Differenzierung und dem
Uberleben von hamatopoetischen Blutzellen (90,91). Kuang et al. konnte 2008
mittels Tierversuchen nachweisen, dass es nach einem Myokardinfarkt zu einer
Erhéhung von Stem Cell Factor um das Infarktgebiet im Myokardgewebe kommt,
was eine erhohte Migrationsrate von c-kit+ Zellen zur Folge hat (92). Die rekrutierten
c-kit+ Zellen schaffen ein proangiogenes Milieu im Grenzbereich des Infarktgebietes
und erhdéhen die Ausschittung von VEGF, die zu einer Verbesserung der
Herzfunktion nach einem Infarkt flihrt. Die c-kit+ Zellen regulieren im Infarktgebiet

den Ubergang von der Entziindungsphase zur Reparaturphase (90).

Im Jahre 1997 gelang es Yin et al. erstmals AC133, ein glykosilierungsabhangiges
Epitop von CD133 mittels monoklonaler Antikérper als Oberflachenmarker auf
Stammzellen nachzuweisen (93). CD133 (Prominin 1) selbst wird in vielen Geweben
des menschlichen Korpers exprimiert. Es besteht aus einer Einzelstrang-
Polypeptidkette von 865 Aminosauren und hat ein Molekulargewicht von 120 kD (3).
Die spezifische physiologische Aufgabe von Prominin 1 ist genauso unbekannt wie
seine Liganden (94).

Der Anteil von CD133+ Zellen im humanen Knochenmark macht weniger als ein
Prozent aller Zellen aus (1). De Wynter et al. fand auf 36 % der CD 34+ Zellen eine
Co-Expression von CD 133, im peripheren Blut 75%. Es gibt wenige Zellen, die
CD133 als Oberflachenmarker tragen, aber nicht CD34 (84).

Im Tiermodell konnte eine verbesserte kardiale Funktion durch isolierte humane
CD34+ Zellen im Vergleich zu mononuklearen Knochenmarkzellen beschrieben
werden (95). Stamm et al. gelang es 2007, eine Verbesserung der myokardialen
Perfusion, sowie eine signifikant verbesserte linksventrikulare Ejektionsfraktion durch
im Rahmen einer koronaren Bypass-Operation verabreichte CD133+ CD34+

Stammzellen nachzuweisen (96).
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Mesenchymale Stammzellen umgeben die hamatopoetischen Stammzellen als
Stromazellen (97). Sie gelten als multipotent und sind positiv fur verschiedene
Oberflachenmarker wie CD105, CD73 und CD90 (98). Sie exprimieren keine
hamatopoetische Oberflachenmarker wie CD45 und CD34 oder Marker fur
Monozyten und Makrophagen (99). Auch eine Differenzierung zu Herzmuskulatur
und Gefallendothelien ist beschrieben (100). Humane mesenchymale Stammzellen
exprimieren Gene fur anti-apoptotische, angio/arteriogene Faktoren, sowie vaskulare
endotheliale Wachstumsfaktoren (101,102).

Ursachlich flr das kardiale regenerative Potenzial ist nicht wie urspringlich
angenommen die Differenzierung von MSCs in Kardiomyozyten, sondern vermutlich
die parakrine Sekretion verschiedener Wachstumsfaktoren. So werden u.a.
angiogene Faktoren wie VEGF, IGF-1, EGF, Angiopoietin 1 und SDF-1, aber auch
zellprotektive und antiinflammatorische Faktoren durch die transplantierten Zellen
sezerniert (56,103). Hierdurch kommt es zu Effekten wie einer verringerten
Apoptoserate der Kardiomyozyten, geringerem Remodelling, verbesserter
Myokardfunktion im Post-Infarktgebiet und zur Induktion von Angiogenese bei
myokardialer Ischamie.

In der klinischen Anwendung stellen isolierte mesenchymale Stammzellen eine
attraktive Stammzellpopulation fur die Regeneration von Geweben dar. Grund hierfur
ist die hohe proliferative Kapazitat und die Fahigkeit zur Selbsterneuerung (104).
Isolierte CD271+ Zellen, die mesenchymale Stammzellen umfassen, wurden in vivo
bereits zur Regeneration von geschadigtem Myokard eingesetzt (105). CD271 wird
als neurotropher Faktor auf mesenchymalen Stammzellen exprimiert. CD271+
mesenchymale Stammzellen besitzen die gleichen Differenzierungsmaglichkeiten
wie mesenchymale Stammzellen, haben aber die Fahigkeit einer hoheren Zytokin-
Sekretion, sowie eine groflere immunsuppresive Wirkung (105). In vitro Studien
konnten zeigen, dass kultivierte CD271+ MSCs aus dem Knochenmark in Zellen, die
glatten Muskelzellen ahnlich sind, differenzieren und gleichzeitig verschiedenartige
proangiogene Zytokine sezernieren. Diese sezernierten angiogenen Faktoren flihrten
in Versuchen mit Mausen zu einer Zunahme der BlutgefaRe nach akutem
Myokardinfarkt (106). Zusatzlich konnte eine immunsuppressive Wirkung von
CD271+, die vermutlich durch unspezifische anti-proliferative Effekte bedingt ist, in

vitro nachgewiesen werden (107).
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Auch endotheliale Progenitorzellen lassen sich sowohl aus Knochenmark, als auch
aus peripherem Blut stammenden CD34+ Zellen gewinnen. Erstmals wurden
endotheliale Progenitorzellen 1997 von T. Asahara und J. Isner et al. beschrieben
(85). Sie wiesen CD133, CD34 und VEGFR-2 auf der Oberflache dieser Zellen nach.
Zusatzlich kdnnen endotheliale Progenitorzellen aus isolierten mononuklearen Zellen
gewonnen werden (108). Die Mobilisierung der endothelialen Stammzellen erfolgt
u.a. durch den Granulozyten kolonie-stimulierenden Faktor (G-CSF), durch den
Granulozyten-Makrophagen kolonie-stimulierenden Faktoren (GM-CSF) und durch
den Stromal cell-derived factor 1 (SDF-1) (109,110).

Sowohl in vivo als auch in vitro gelang es nachzuweisen, dass sich endotheliale
Progenitorzellen in reife Endothelzellen differenzieren konnen (85). In ischamischen
Geweben kann es durch EPCs zur Induktion der Neoangiogenese kommen (111),
was eine Neovaskularisierung im geschadigten Infarktgebietermdéglicht (112-114).
Durch rekrutierte EPCs kommt es im Infarktgebiet zur Sekretion von Zytokinen und
Wachstumsfaktoren wie VEGF, SDF-1 und zusatzlich zur indirekten Unterstitzung
der Proliferation und Transmigration von lokalen endothelialen Zellen fur die
Angiogenese (102), wodurch die Bildung von Kapillarbestandteilen durch

endotheliale Progenitorzellen gefordert wird (54).

2.1.3.5 Kultivierte oder veranderte Zellen — iPS-Zellen

Die Kultivierung von Zellen bzw. Stammzellen ermdglicht unter Beachtung der
jeweiligen zellularen Eigenschaften eine Vermehrung der Zellen, sowie eine
Differenzierung und Modifikation. Insbesondere bei endothelialen Vorlauferzellen
(EPC) und bei mesenchymalen Stammzellen (MSC) spielt die Kultivierung eine
wichtige Rolle und wurde mehrfach untersucht (1). Beide Zellarten spielen eine
wichtige Rolle im Bereich der Regeneration von geschadigtem Myokard, u.a. durch
Induktion von Angiogenese im geschadigten Myokardgewebe.

Erstmals gelang es Takahashi und Yamanaka et al. 2006, sogenannte induzierte
pluripotente Stammzellen (iPS) herzustellen (115). C. Mauritz et al. konnte 2008
beweisen, dass aus iPS-Zellen generierte Kardiomyozyten mit aus embryonalen
Stammzellen abgeleiteten Kardiomyozyten funktionell vergleichbar sind (116). Die
Differenzierung von humanen iPS-Zellen zu Kardiomyozyten konnte durch Zhang et

al. 2009 gezeigt werden. Hieraus resultiert eine weitere autologe Stammzellquelle fur
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die kardiale Stammzellforschung (117). Derzeit ist aber die iPS-Zell-Therapie fur
einen klinischen Einsatz zu wenig ausgereift (118). Risiken bei der Implantation von
iPS-Zellen, wie die Entstehung von sekundaren refraktaren Herzrhythmusstorungen,
ermdglichen derzeit keinen klinischen Einsatz (119). Trotzdem gehen
Stammzellforscher aktuell davon aus, dass zukinftige Stammzelltherapiekonzepte
aufgrund der Vermeidung der Nutzung von Embryonen- bzw. Eizellen auf iPS-Zellen
basieren werden (118).

Unklar sind zum jetzigen Zeitpunkt die langerfristigen Effekte der genetisch
veranderten Stammzellen auf den menschlichen Korper. Insbesondere bei iPS-
Zellen, als auch bei endothelialen Stammzellen besteht die Gefahr der Entwicklung

von Tumoren, z.B. von Teratomen (120).

2.1.3.6 Kardiale Stammzellen

Die kardialen Stammzellen wurden erstmals von Anversa und Kollegen in
Rattenherzen entdeckt (121). Humane kardiale Stammzellen kbnnen aus gesundem
humanem Myokardgewebe isoliert werden. Die c-kit+, aber CD45-, CD34-, CD31-
und KDR- Zellen erfullen mit Funktionen wie Multipotenz, Selbsterneuerung und
Kolonienbildung die formalen Eigenschaften von Stammzellen (102).

Kardiale Stammzellen erméglichen es dem Herz, apoptotische Kardiomyozyten in
gewissem Malde zu erneuern (122). Die vorgepragten Zellen sind zur Differenzierung
in alle Zelllinien des Myokards befahigt und ermdglichen somit eine gewisse
Regeneration des Herzens (56). Kardiale Stammzellen kénnen durch ischamische
Konditionierung in ihrer Zahl vermehrt werden. Allerdings bestehen derzeit noch
Grenzen in der Gewinnung und Kultivierung bzw. im effektiven Einsatz dieser
Stammzellen (47,56).

2.2. Migration

2.2.1 Mechanismen der Zellmigration

Zellmigration (lateinisch migrare — wandern) beschreibt die aktive Ortsveranderung
(Lokomotion) von Zellen oder Zellverbanden. Im menschlichen Korper spielt
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Zellmigration bei vielen biologischen Vorgangen, egal ob physiologisch oder
pathologisch, eine wichtige Rolle (123).

Prinzipiell lassen sich zwei Arten von Zellmigration unterscheiden: Einerseits die
Chemokinese, eine ungerichtete Bewegung der Zelle, und andererseits die
Chemotaxis, eine gerichtete Bewegung der Zellen entsprechend eines Gradienten
eines Stoffes (124).

Chemotaxis beinhaltet drei grundlegende Vorgange: Motalitat, Polarisation und
Gradient Sensing. Motalitat, unabhangig von extrazellularen Signalen, beschreibt die
aktin-vermittelte selbstregulierende Pseudopodienbildung der Zelle. Im Zuge der
durch extrazellulare Signale vermittelten Polarisation kommt es durch Interaktionen
im Zytoskelett zur Ausbildung von Ausstllpungen der Zellmembran, zur Aufhebung
von integrin-basierenden Kontakten und zur Kontraktion der gegenuberliegenden
Seite (125). Gradient Sensing beschreibt die Fahigkeit der Zelle, den raumlichen
Konzentrationsunterschied eines Chemotaxins zu erkennen und durch auf der
Zelloberflache lokalisierte G-Protein gekoppelte Rezeptoren weitere Proteine und
Lipide zu aktivieren, die dann zu einer Richtungsanderung flihren (126,127). Schon
bei nur sehr geringen Konzentrationsunterschieden des Chemotaxins kommt es auf
der Seite der erhdhten Konzentration zur Orientierung der Signalmoleklle auf der

Zelloberflache und zur Aktivierung von entsprechenden Signalkaskaden (128,129).

2.2.2 Stammzell-Homing

Der Begriff ,Homing“ beschreibt urspringlich die Ruckkehr bzw. Wiederansiedlung
von intravends verabreichten Spenderstammzellen im Empfangerknochenmark nach
einer Knochenmarktransplantation (130). Er beschreibt aber auch die Zielwanderung
von transplantierten Stammzellen in spezifische Gewebe und Organe (131).

Auch am Herzen findet ein ,Homing“ von Stammzellen statt: Es konnte
nachgewiesen werden, dass kardiale Progenitorzellen und Stammzellen in das
ischamisch geschadigte Myokard einwandern kénnen (132). In einem schnell
ablaufenden Prozess Uberwinden zirkulierende hamatopoetische Blutzellen aktiv die
Blut-Endothelium-Barriere (133). Eine Interaktion der Stammzellen mit den
Endothelzellen der Gefallwand des Zielgewebes ist hierflr grundlegende Bedingung.

Die durch den Blutstrom zum geschadigten Organ transportierten Stammzellen
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wandern in einem kaskadenartigen Prozess, der mit dem ,Rolling“ der Zelle am
Gefallendothel beginnt, ins Zielgewebe ein (134).

Grundlegend fur das Homing von kardialen Stammzellen in das geschadigte Gewebe
nach Myokardinfarkt ist die Aktivierung von molekularen Signalwegen durch
Chemokine, Zytokine und Wachstumsfaktoren (135). Die lokale Ischamie und
Inflammation von geschadigtem Gewebe aktiviert durch ausgeschuittete
Signalmolekule, wie z.B. Tumornekrosefaktor alpha (TNF-alpha), die Rekrutierung
von Stammzellen (134,136). Asahara et al. gelang es 1999 nachzuweisen, dass
Vascular endothelial growth factor (VEGF) die Mobilisierung von im Knochenmark
gereiften endothelialen Progenitorzellen induziert und somit zu einer verbesserten
Neovaskularisierung des geschadigten Gewebes fuhrt (137). Ebenfalls konnte SDF-1
(Stromal cell-derived Factor) als wichtiger Faktor flir das Homing von Stammzellen

identifiziert werden (138).

2.2.2.1 Mechanismen der SDF-1 induzierten Chemotaxis

In Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass SDF-1 die transendotheliale
Chemotaxis von T-Lymphozyten, pro- und pra-B-Lymphozyten, Monozyten,
CD34+Zellen, sowie deren Vorlauferzellen, verschiedene Leukamiezellen und
polyploider Megakaryozyten induziert (139). Die wichtige Wirkung von SDF-1 in
hamatopoetischen und lymphatischen Zellen wird ausschlief3lich iber CXCR4, einem
G-Protein gekoppelten Rezeptor, vermittelt (8).

SDF-1 als chemotaktischer Ligand induziert Uber den CXCR4-Rezeptor die Aktin-
Polymerisation und Pseudopodienbildung durch eine G-Protein vermittelte
Aktivierung der p85/p110 PI3-Kinase (140-143). Zusatzlich ist SDF-1 in der Lage,
verschiedene wichtige Signalwege, wie den Calcium-Efflux und die Phosphorylierung

der MAP-Kinase zu aktivieren (8).

24 Stunden nach einem Myokardinfarkt kommt es zur Hochregulierung der SDF-1
mMmRNA bis um das Siebenfache des Ausgangswerts (144). Bei in vitro Versuchen
konnte gezeigt werden, dass SDF-1 die zielgerichtete Migration von Stammzellen
(Homing) induziert und vermittelt. Durch in vivo Versuche konnte eine intensivierte
Interaktion von Stammzellen und mikrovaskularem Endothel durch SDF-1 gezeigt
werden (144).
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2.2.2.2 Manipulation des Stammzell-Homings in der regenerativen Medizin

Das ,Homing“ von Stammzellen in Organe bzw. Gewebe, wie z.B. in das post-infarkt
geschadigte Myokardgewebe kann auf verschiedene Weise beeinflusst werden und
wird in der regenerativen Medizin eingesetzt (134).

Die Rekrutierung von hamatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen nach der
Behandlung mit Zytokinen, wie z.B. G-CSF oder GM-CSF oder Chemotherapeutika
wie Cyclophosphamid, ermdglicht eine Verbesserung der physiologischen
Freisetzung von Stamm- bzw. Vorlauferzellen aus dem Knochenmark durch
Stresssignale nach Verletzung oder Entziindung (145).

Der Granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF), hauptsachlich produziert von
hamatopoetischen Stammzellen, wie z.B. Monozyten oder Lymphozyten, stimuliert
die Proliferation und Mobilisierung von Stamm- bzw. Progenitorzellen (146,147). Fir
die Mobilisierung der Stammzellen ist der CXCR4/SDF-1 Komplex von
entscheidender Bedeutung (148). Die Spaltung des Komplexes erfolgt u.a. durch
Proteasen, freigesetzt aus G-CSF Rezeptor tragenden neutrophilen Granulozyten,
aber auch durch die verminderte Expression von SDF-1 bzw. CXCR4 (149-151).

Um die Transplantationseffizienz bzw. die Mobilisierung von Stammzellen aus dem
Knochenmark in die Peripherie zu steigern, beschaftigte sich Christopherson et al.
mit der Blockierung des u.a. auf hamatopoetischen Stammzellen exprimierten CD26
Molekuls (152). CD26, auch als Dipeptidyl peptidase IV bekannt, inaktiviert als
Ektopeptidase am N-terminalen Ende verschiedene Proteine, u.a. CXCL12 (SDF-1),
was durch eine Veranderung der Struktur des Molekils eine Interaktion mit dem
SDF-1  Rezeptor unmdglich macht. Die zunachst vielversprechende
Transplantationseffizienzsteigerung  durch Inaktivierung  von CD26 in
Mauseexperimenten (153) konnte in weiteren Untersuchungen nur fur Cord Blood
CD34+ Zellen nachgewiesen werden, allerdings nicht fur durch granulocyte-colony
stimulating factor (G-CSF) mobilisierte CD34+ Stammzellen (154).
Chemotherapeutika aus der klinischen Anwendung, wie z.B. Cyclophosphamid,
fihren zu einem Absterben von zirkulierenden hamatopoetischen Zellen im
Knochenmark. Durch den verursachten Gewebeschaden kommt es zu einer
Mobilisierung von Stammzellen und zu einer vermehrten Ausschittung von
angiogenen Faktoren wie SDF-1. Somit kommt es zu einer Verbesserung des
Homings von CD34+ Zellen durch eine Erhéhung der Produktion von SDF-1 durch
die Induktion von DNA-Schaden (133).
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2.3 ATP

2.3.1 Bedeutung

Adenosintriphosphat (ATP) wurde 1929 als wichtiger Energietrager der Zelle
entdeckt. ATP qilt in allen Zellen des menschlichen Korpers als wichtiger
Energietrager.

Lange Zeit galten Nukleotide wie ATP im extrazellularen Raum als unwahrscheinlich.
Unter anderem wurde angenommen, dass Zellen so wichtige Energietrager wie ATP
nicht im Extrazellularraum ,vergeuden® wirden. Aulderdem wurde argumentiert, dass
ATP bzw. ADP als stark geladenes und hydrophiles Teilchen die Zellmembran nicht
passieren konne. Mittlerweile gilt aber als gesichert, dass Nukleotide eine wichtige

physiologische Rolle im Extrazellularraum spielen (155).

2.3.2 Mechanismus, Pathophysiologie, regulatorische Wirkung

Die extrazellulare Wirkung von ATP wird Uber verschiedene ATP-Rezeptoren
reguliert. Ursprunglich als Purinorezeptoren benannt, sind verschiedene ATP-
Membranrezeptoren, uUber die sowohl ATP, als auch UTP die biologischen
Effekte als Neurotransmitter vermitteln, bekannt. Grundsatzlich lassen sich zwei
Arten von ATP-Rezeptoren unterscheiden. P1-ATP-Rezeptoren werden
hauptsachlich Uber das ATP-Abbauprodukt Adenosin aktiviert. P2-ATP-Rezeptoren
konnen prinzipiell in 2 Gruppen eingeteilt werden. P2X Rezeptoren bestehen aus
einem lonenkanal. P2Y Rezeptoren sind an ein G-Protein gekoppelt. Beide
Rezeptortypen interagieren mit intrazellularen Signalkaskaden, unter anderem mit
der Proteinkinase C (156).

Durch freigesetztes extrazellulares ATP Uber P2-Purinorezeptoren hervorgerufene
Effekte auf z.B. hamatopoetischen Stammzellen beinhalten Zellproliferation,
Differenzierung, Chemotaxis und Zytokinsekretion. Diese Effekte werden durch
intrazellulare Signalkaskaden hervorgerufen, die gleichzeitig oder synergistisch mit
verschiedenen Wachstumsfaktoren wirken und durch extrazellulares ATP aktiviert
werden (157,158). Bei akuten Entziindungsreaktionen (159), immunologischen
Reaktionen oder bei Zelllyse, sowie unter ischamischen bzw. hypoxischen Zustanden

kommt es ebenfalls zur erhdhten extrazellularen Konzentration von ATP (11,160). Im
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menschlichen Herzen kommt es aufgrund von Hypoxie, Ischamie, elektrischer
Stimulation, vermehrten Blutfluss oder zunehmender Belastung des Herzens zu einer
gesteigerten Ausschuttung von ATP in den extrazellularen Raum, wo es in variabler
Konzentration vorkommt (12,161). So fuhrt ein Myokardinfarkt aufgrund der kardialen
Ischamie zu einer erhdhten Konzentration von ATP im Plasma (13-15). AuRerdem
wird ATP durch mechanische und chemische Reize, wie z.B. durch Bradykinin,
Acetylcholin und Serotonin und durch das sympathische und parasympathische
Nervensystem in den interstitiellen Raum von Endothelzellen freigesetzt. In den
Kardiomyozyten Ubt das freigesetzte ATP Uber Stimulierung der cAMP- und IP3-
Signalkaskade einen positiv inotropen Effekt auf das Herz aus. AuRerdem kommt es
durch ATP in Kombination mit R-adrenergen Agonisten zu einer Verbesserung der
Kontraktilitat der Myozyten (162). Das extrazellular freigesetzte ATP schitzt auch vor
dem durch Reperfusion des ischamischen Gebiets verursachten myokardialen
Odems der Endothelzellen. Eine Hemmung des ATP-Abbaus hat stabilisierende
Wirkung auf die endotheliale Barrierefunktion (163). Extrazellular freigesetzte
Nukleotide wie ATP schitzen Kardiomyozyten durch die Verminderung von freien

Radikalen vor und wahrend der hypoxischen Phase (164).



3. Material und Methoden

25

3. Material und Methoden

3.1 Verwendete Gerate

Gerat Typ Firma
Laminar Luftstrombank Safeflow 1.2 Nunc
CO,-Brutschrank APT.Line CB Binder
Wasserbad W6 Medingen
Grolde Zentrifuge Multifuge 1 S-R Heraueus
Kleine Zentrifuge Biofuge primo R Heraueus

Mini Zentrifuge
Cytospin Zentrifuge
Schuttler

Vortex

Thermocycler

Nano Drop Spectrophotometer

Mikroskope

FACS LSR-II-Durchflufizytometer

Res-Q™ 60 BMC

C1213 und C12XX
A78300002
W-150 Wver

S1-0156
PTC-2100
ND-1000
Axiovert 40 CFL
Leica DMIL

LSM 780 ELYRA
PS.1

VWR international
Thermo SCIENTIFIC
VWR international
SCIENTIFIC
INDUSTRIES INC
MJ Research
Thermo SCIENTIFIC
Carl Zeiss

Leica

Carl Zeiss

Becton Dickinson, CA

ThermoGenesis Corp.

3.2 Software
Software Name Firma
Bearbeitungs- und FACS Diva Becton Dickinson

Auswertungssoftware fur FACS

Sigma Plot fir Windows 11.0

Mikroskopie

Konfokale Mikroskopie

Sigma Plot 11.0
ZEN 2011 blue edition
ZEN 2011

Systat. Software
Carl Zeiss

Carl Zeiss
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3.3 Standard- und Pufferlosungen

Produktbezeichnung Katalognummer Firma

PBS (ohne Ca2+ und Mg2+) P04 362500 PAN Biotech
PBS EDTA (2 mM): 15575 038 GIBCO™

500 ml PBS

2 ml 0,5M EDTA

RMPI 1% BSA _ 4740413 PAN Biotech
50 ml RPMI 1640 L-Glutamine 2,0g/L _ _
0,5g Bovines Serum Albumin (BSA) AT906 Sigma Aldrich
MACS® Puffer (PBS, 2mM EDTA, 0,5% 130-091-221 Miltenyi Biotec
BSA)

StemSpam Medium 09600 Stem cell ™mTechnology

3.4 Punktion und Entnahme von verwendeten Knochenmarkproben

Die verwendeten Knochenmarkproben wurden von der Klinik und Poliklinik far
Herzchirurgie Rostock im Rahmen einer herzchirurgischen Operation durch den
Operateur entnommen und zur Verfugung gestellt. Im Rahmen des
Aufnahmegesprachs stimmte der Patient mittels vorgefertigtem Aufklarungsbogen
gemall dem Abkommen nach Helsinki der Entnahme zu. Mittels einer 14 Gauge
Nadel wurde nach erfolgter Sternotomie die Probe durch den Operateur mittels einer
Spritze entnommen. Die Spritze enthielt zur Verhinderung der Koagulation des
Knochenmarks Heparin. Mittels Kurier wurde die Probe zeithahe ins Labor

transportiert.

Die Entnahme der Knochenmarkproben, sowie die Durchfihrung der
entsprechenden Versuche wurden von der Ethikkommission genehmigt
(Registrierungsnummer: A 2010 23 — 28.04.2010).



3. Material und Methoden 27

3.5 Bestimmung der Zellzahl/Vitalitat und Reinheit der isolierten BM-TNCs des

enthommenen Knochenmarks

Die Bestimmung der Zellzahl des verwendeten Knochenmarks wurde mittels der
Neubauer Zahlkammer durchgefuhrt, die Bestimmung der zellularen
Zusammensetzung und Vitalitdt des entnommenen Knochenmarks mittels einer
FACS-Analyse.

3.6 Zellgewinnung

3.6.1 Zellgewinnung CD133+ Zellen

3.6.1.1 Materialien

Produkt Katalognummer Firma

CD133 Microbead Kit (human), 130-050-801 Miltenyi Biotec
beinhaltetet:

- CD133-Microbeads
- FCR Blocking Reagent

RPMI 1640-Medium E15-840 PAA Laboratories
DNase | 13498000, 10 104 Roche

159 001
MACS® Pre-Separation Filter 130-041-407 Miltenyi Biotec
Zentrifugationsréhrchen mit poréser 227 290 Greiner Bio-One

Trennscheibe, Leucosep®, 30 ml, sterile

Ficoll Paque™ PLUS 17-1440-03 GE Healthcare
Neubauer-Hamozytometer T728.1 Carl Roth GmbH & Co
MACS-Separatoren:

OctoMACS (fir MS-Saueln) 130-042-109 Miltenyi Biotec
QuadroMACS (fur LS Saulen) 130-090-976

MACS-Saulen:

MS-Saule (fiir bis zu 2*10° Zellen) 130-042-201 Miltenyi Biotec

LS-Séule (fiir bis zu 2*10°Zellen) 130-042-401
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FcR Blocking Reagent 130-059-901 Miltenyi Biotec
Anti-CD133-PE (293C2) 130-090-853 Miltenyi Biotec
Anti-CD34-FITC 130-081-001 Miltenyi Biotec
Anti-CD45-APC H7 560178 BD Biosciences
7-Aminoactinomycin 7AAD 559925 BD Biosciences
IgG2b-PE 130-092-215 Miltenyi Biotec

3.6.1.2 Isolierung der CD133+ Zellen

Prinzip: Die Isolierung der CD133+ Zellen wurde mit dem Manual-MACS®- System
(Miltenyi Biotec) durchgefuhrt. Zellen wurden entsprechend ihrer
Oberflachenmolekile mittels eines spezifischen Antikorpers, der mit einem ,bead,
einem ferromagnetischen Partikel (ca. 50 nm) versehen bzw. markiert ist, isoliert. Die
,bead“ markierten Zellen wurden Uber eine Separationssdule gegeben, die in einer
Magnethalterung (MACS) mit entsprechendem magnetischem Feld gehalten wurde.

Im Anschluss konnten die Zellen aus der Separationssaule eluiert werden.

Im Folgenden werden detailliert Arbeitsschritte der Zellisolierung der CD133+ Zellen
aus dem humanen Knochenmark beschrieben:

Um das Knochenmark von Verunreinigungen wie Knochensplittern oder ahnlichem
und von Blutkoageln zu befreien, wurde die Knochenmarkprobe Uber einen Filter mit
50 ym Porengrolde pipettiert. Der filtrierten Probe wurde PBS/EDTA, RMPI, DNase
Stammldsung und Collagenase B Stammldsung zugegeben und mit gelegentlichem
Schatteln fur 30 Minuten inkubiert. Nach Inkubation der Probe folgte eine
Ficolldichtezentrifugation, einem physikalischen Trennverfahren, das durch
Zentrifugation die Trennung der Blutbestandteile erlaubt. Ficoll ist ein ungeladenes
Sucrose-Polymer, das aufgrund seiner Dichte (1,077 g/ml) so eingestellt ist, dass
Zellen  entsprechend ihres  spezifischen  Gewichts  getrennt  werden.
Erythrozytenaggregate und tote Zellen durchwandern die Ficollschicht, Granulozyten
sammeln sich in der Ficollschicht und mononukleare Zellen (Monozyten,
Lymphozyten, Thrombozyten) lagern sich oberhalb der Ficollschicht in der

sogenannten Interphase ab. Die Knochenmarkprobe wurde Uber das Ficoll-Medium
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in Zentrifugationsréhrchen geschichtet und bei 400g flr 35 Minuten mit niedriger
Beschleunigung und ungebremst zentrifugiert. Die durch die Dichtezentrifugation
entstandene Interphase wurde mittels Pipette abgenommen und in einem neuen 50
ml Réhrchen gesammelt. Nach Zugabe von PBS folgte ein Waschschritt bei 300g fur
10 Minuten. AnschlieRend erfolgte ein weiterer Waschschritt mit MACS-Puffer bei
300g fur 10 Minuten. Nach Zentrifugation wurden die Zellen in 300 pl (pro 1x10®
Zellen) kaltem MACS-Puffer resuspendiert.

Den Zellen wurde im folgenden Arbeitsschritt 100 pl (pro 1x10® Zellen) FCR-blocking
Reagenz (Miltenyi Biotec) zugegeben. Dieses Reagenz verhindert die unspezifische
Bindung des im nachsten Arbeitsschritt verwendeten Antikorpers an den Fc-Rezeptor
der Zellen. AnschlieRend wurden 100 pyl CD133 MicroBeads (Miltenyi Biotec)
zugegeben und fur 30 Minuten bei 4°C unter gelegentlichen Schutteln inkubiert. Nach
der 30-mindtigen Inkubation erfolgte ein weiterer Waschschritt mit 300g fir 10
Minuten. Danach wurden die Zellen in 500 uyl MACS-Puffer aufgenommen. Sie
wurden nun Uber die bereits eingespulte Separationssaule gegeben und im Weiteren
dreimal mit 500 pl PBS gewaschen. Wahrend der Waschschritte wurde die zweite
Saule mit PBS eingespult. Nach Beendigung der Waschschritte wurde die erste
Separationssaule mit 1000 yl MACS-Puffer in die zweite Separationssaule mittels
des dazugehodrigen Stempels eluiert. Es wurde ebenfalls ein dreimaliger
Waschvorgang durchgefuhrt. Die zweite Saule wurde mit 1000 pl MACS-Puffer in ein
1,5 ml Eppendorf-Réhrchen eluiert, danach mit 300g fir 10 Minuten zentrifugiert. Das
entstandene Zellpellet wurde in 200 ul MACS-Puffer aufgenommen und bei 4°C bis
zur weiteren Verwendung im Kuhlschrank gekuhlt.

Wahrend und nach der Isolation wurden mittels der Neubauer Zahlkammer die
Zellzahl und nach Isolation zusatzlich die Vitalitat (Trypanblau-Farbung) der Zellen
Uberpraft.

Die Isolation der CD133+ Zellen aus Knochenmarkproben wurde teilweise durch die
Firma Miltenyi Biotec im Rahmen der Validierungsldufe fir den CliniMACS®
durchgefihrt. Die hierbei isolierten CD133+ Zellen wurden mir freundlicherweise fur
meine Versuche zur Verfigung gestellt.

Zur durchflusszytometrischen Qualitatskontrolle wurden die Zellen in PBS-Puffer mit
0,5% bovinem  Serumalbumin resuspendiert. Um eine unspezifische
Antikorperbindung zu verringern, wurde zu allen Proben FcR blocking-Reagenz
(Miltenyi Biotec) gegeben. Die Zellen wurden fur 10 Minuten bei 4°C lichtgeschitzt
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mit den Antikdrpern inkubiert und am LSR-II-DurchfluBzytometer mit Hilfe der
FACSDiva-Software (beides Becton Dickinson) analysiert. Die Kompensation wurde
mit Hilfe von Einzelfarbungen erstell, das Gating nach passenden
Isotyp/Fluorescence minus one (FMO)-Kontrollen festgelegt.

Zur Qualitatskontrolle der CD133-positiven Zellen wurde eine auf booleschen
Operationen basierende Gating-Strategie verwendet, die sich an den ISHAGE-

Richtlinien zur Ermittlung der Zahl CD34-positiver Zellen orientiert.

3.6.2 Zellgewinnung der BM-TNCs

3.6.2.1 Materialien

Produkt Katalognummer Firma

ResQ-Zellisolationsset — Bestehend aus: 8-4357 Thermogenesis
Res-Q 60 BMC Processing Kit

Res-Q 60 BMC Disposable

10 ml Syringe

Clot Filter (200 micron)

Transfer Tubing

Res-Q™ 3400 Centrifuge

Processing Tray

Counterbalance

3.6.2.2 Isolierung der BM-TNCs mittels ResQ-Isolation

Die Isolierung von BM-TNCs erfolgte im Rahmen des Projekts ,ResQ" in unserem
Labor. Im Rahmen des Gesamtprojektes wurden mir die isolierten BM-TNCs fur
meine Versuche zur Verfigung gestellt. Fir die Isolation wurde das Res-Q™ 60
BMC System (ThermoGenesis Corp.) verwendet, im Folgenden kurz als ,ResQ"

bezeichnet.

Prinzip: Das Res-Q™ 60 BMC ist ein Point of Care-Gerat, das eine Isolierung von
Stammzellen aus Knochenmarkaspiraten in kurzer Zeit ermdglicht. Eine
schwimmende Kammer im Zentrifugationsgefald ermoglicht die Abtrennung der

vorwiegend Leukozyten enthaltenden ,Buffy coat* Schicht (ohne die Verwendung von
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Dichtegradientenmedium). Aus der Kammer wird das Zellprodukt mit Hilfe einer

Spritze, die an einem Ventil konnektiert wird, enthnommen.

Insgesamt werden 45 - 60 ml heparinisiertes (250 |.E./ml) Knochenmark bendtigt,
welches Uber spezielle Filter in das Einweggefal’ gefillt wird. AnschlielRend wird das
Gefall mit dem Knochenmark fur 12 Minuten zentrifugiert. Nach der Zentrifugation
wird das Zentrifugationsgefal® in das ,Process Tray“ gestellt. Hiernach kann mittels

einer speziellen Spritze das fertige Zellprodukt abgezogen werden.

Res-Q60 BMC Process

Fill the tube Centrifugation for 12 min

Extract & mil of call Transfer tube to Process
product Trayy

Abb. 2 — Prinzip Isolation - Res-Q™ 60 BMC
Die abgebildeten Bilder stellen die Grundarbeitsschritte der Isolierung mit dem Res-Q60 BMC
dar.

Quelle: Abbildung zur Verfiigung gestellt von recuperate medical
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Res-Q60 System

Processing Tray Res-Q60 BMC Kit

. I

Centrifuge Counter balance

Abb. 3 — Bestandteile des Res-Q™ 60 BMC Systems

Quelle: Abbildung zur Verfligung gestellt von recuperate medical

Plasma

Isolierte Zellschicht

Erythrozyten

Abb. 4 — Beispielhafte Zellverteilung nach Isolation mit dem Res-Q™ 60 BMC

Quelle: Abbildung zur Verfiligung gestellt von recuperate medical
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3.6.2.3 Charakterisierung der isolierten BM-TNCs

Zur Charakterisierung der BM-TNCs wurde das Stem Cell Enumeration Kit nach
Herstelleranweisung benutzt (BD Biosciences). Die viablen Leukozyten und CD34+
Stammzellen wurden nach ISHAGE - Guidelines analysiert, zudem wurden aus den
viablen Zellen anhand ihrer CD45-Expression, sowie des sideward scatter (SSC)
MNCs (untergliedert in Monozyten und Lymphozyten) und Granulozyten
ausgewertet. Die Zellzahlen dieser Populationen wurden im single platform-
Verfahren ermittelt.

Die Analyse von CD271+ Zellen der isolierten BM-TNCs beruhte auf einer
Dreifachfarbung. Es wurden viable CD271+ Zellen erfasst. CD133+ Zellen wurden
aus einer Vierfachfarbung (CD133/CD34/CD45/7-AAD) adaptiert und nach ISHAGE-
Guidelines analysiert (Vgl. Abschnitt 3.6.1.2). Die Gating-Strategie wurde mit
FMO/Isotypkontrollen erstellt. Fur diese Populationen wurde die Zellzahl anhand der
Anzahl viabler Leukozyten Uber die Resultate der Stem Cell Enumeration Kit-Analyse

ermittelt (dual platform).

Antikorper Fluorochrom Hersteller Katalognummer
CD271 APC Miltenyi Biotec 120-002-230
7-AAD BD Biosciences 559925

CD45 AM Cyan (V500) BD Biosciences 560777

CD45 APC-H7 BD Biosciences 560178

CD133 PE Miltenyi Biotec 130-090-085
CD34 FITC Miltenyi Biotec 130-081-001

Tabelle 1 - Antikorper der durchflusszytometrischen Mehrfachfarbung

Diese Daten wurden von Mitarbeitern des RTC erhoben und zur Verflgung gestellt.
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3.7 Durchflusszytometrie — FACS Analyse

3.7.1 Materialien

Produktbezeichnung Katalognummer Firma

FACS Flow™ (20 Liter) 342003 BD Biosciences
BD Falcon 5 ml Tubes 352054 BD Biosciences
CD34 FITC 130-081-001 Miltenyi Biotec
CD133 PE 130-090-085 Miltenyi Biotec
CD184 PE-Cy5 555975 BD Biosciences
CD117 PE-Cy7 339217 BD Biosciences
CD 309 APC 130-093-061 Miltenyi Biotec
NearlR LiveDead Stain APC-Cy7 L10119 Life Technologies Corp.
CD 14 Pacific blue (V450) 560349 BD Biosciences
CD45 AM Cyan (V500) 560777 BD Biosciences

3.7.2 Durchfuhrung

Fur die FACS-Analysen wurden die aus den unteren Boyden Kammer bzw. aus den
Kontroll-Wellplatten entnommenen Zellen genutzt. Ferner wurden Farbungen des
frisch isolierten Zellproduktes zur Kontrolle herangezogen. Die Farbung der Proben
erfolgte bei etwa 4°C lichtgeschitzt. Zur Analyse hamatopoetischer Stammzellen und
endothelialer Progenitoren anhand bekannter Oberflachenmarker wurde eine
Achtfachfarbung (Panel ,EPC") verwendet, deren Antikorper vorgemischt wurden, um
eine gleichmallige Farbung aller Ansatze zu gewahrleisten. Proteinhaltiger Puffer
(PBS/2mM EDTA mit 0,5% bovinem Serumalbumin), sowie FcR Blocking-Reagenz
(Miltenyi Biotec) wurden verwendet, um unspezifische Antikdrperbindung zu
verringern. Nach Farbung der Zellen fir 10 Minuten bei 4°C wurden die Zellen
gewaschen, in PBS aufgenommen und in Polypropylen-Réhrchen Uberfihrt.
Wahrend der Messung wurden die noch zu messenden Ansatze auf Eis

lichtgeschutzt gelagert.
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Antikorper Fluorochrom Hersteller Katalognr.
CD34 FITC Miltenyi Biotec, Deutschland 130-081-001
CD133 PE Miltenyi Biotec 130-090-085
CD184 PE-Cy5 BD Biosciences 555975
CD117 PE-Cy7 BD Biosciences 339217
CD309 APC Miltenyi Biotec 130-093-061
NearlR LiveDead Stain | APC-Cy7 Life Technologies Corp. L10119
CD14 Pacific blue (V450) BD Biosciences 560349
CD45 AM Cyan (V500) BD Biosciences 560777

Tabelle 2 - Antikorper der durchflusszytometrischen Mehrfachfarbung ,,EPC*

Zur Kompensation der Mehrfachfarbung wurden die verwendeten Antikorper, sowie
der Lebend-Tot-Farbstoff Near IR LiveDeadStain in Einzelfarbungen an Beads
gebunden, dabei wurden die ArB bzw. ArC Bead Kits (Life Technologies) verwendet.
Die Bead-Einzelfarbungen wurden zur automatischen Kompensation mittels
FACSDiva Software am LSR-II-Durchfluf’zytometer (Becton Dickinson) verwendet.
Die Auswertegates wurden mit Hilfe von Fluorescence-minus-one (FMO) — Kontrollen
gesetzt, fur jede Probe manuell kontrolliert und ggf. angepasst.

FUr die Auswertung wurden zunachst Debris Uber die forward-/sideward-scatter-
Einstellungen ausgeschlossen, dann wurden lebende Zellen gegatet. CD34"
Stammzellen wurden anhand des ISHAGE-Verfahrens quantifiziert (Expression von
CD34 auf Zellen mit schwacher CD45-Expression und Ilymphozytenartiger
Morphologie) (165), analoge mehrstufige Gating-Strategien wurden fur die Ermittlung
der CD133" und CD117" Zellzahlen angewandt. Die so ausgewahlten Populationen
wurden dann auf Koexpression der Marker CD184 (syn. CXCR4) und CD309 (syn.
KDR, VEGFR-2) hin analysiert. Zudem wurden Subpopulationen ausgewertet, die
mehrere Stammzellmarker  aufwiesen (CD34+CD117+, CD34+CD133+,
CD34+CD133+CD117+).

Die Mehrfachfarbung mit Kontrollen und Auswertestrategie wurde zunachst von
Mitarbeitern des RTC etabliert. Die Durchfihrung der Farbung, Messung, ggf.
Anpassung der Auswertung, sowie Auswahl und weitere Analyse der betrachteten

Subpopulationen erfolgte selbstandig.
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3.8 In vitro — Zellmigrationstest: Boyden Kammer

3.8.1 Materialien

Produktbezeichnung Katalognummer Firma

CD133+ Zellen:

Corning®HTS Transwell® 96

L ®
Well Permeable Supports 3382 Corning

Recombinat human Stromal

cell-Derived Factor—1 alpha 1118005 Pan Biotech

Adenosine 5 Triphosphate
disodium salt hydrate Stock A 1852-1VL Sigma Aldrich
Solution

BM-TNCs:

Costar® 6-Well Cluster/Case
(Sterile) 24mm Diameter 3,0 3496 Transwell®
pum, Polycarbonate Plates

Recombinat human Stromal
cell- Derived Factor — 1 1118005 Pan Biotech
alpha

Adenosine 5 Triphosphate
disodium salt hydrate Stock A 1852-1VL Sigma Aldrich
Solution

Verwendete Puffer siehe Abschnitt 2.3. Standard und Pufferlésungen

3.8.2 Herstellung/Lagerung Stocksolution SDF-1/ATP

Die flr die Versuche bendtigten Konzentrationen der Chemokine wurden zu Beginn
der Versuchsreihe aus den jeweiligen Stammldsungen hergestellt.

Die verwendete ATP-Stammldsung wurde mit PBS angesetzt (Konzentration 4,5
mg/ml), sterilfiltriert und aliquotiert. Eine pH-Wert Angleichung war nicht notwendig.
Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

Fur die verwendete SDF-1 Stammldsung wurde das definierte Volumen von sterilem
PBS mit 0,1 % BSA entsprechend der Herstellerangabe hinzu pipettiert und gemischt

(Konzentration der Stammlésung 100 pl/ml). Die Losung wurde bei -20°C gelagert.
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3.8.3 Migration der CD133+ Zellen (SDF-1/ATP)

Fur die Untersuchung des Migrationsverhaltens von CD133+ Stammzellen wurde die
sog. Boyden Kammer (engl. Boyden Chamber) verwendet.

Prinzip: Zwei Kammern sind durch einen Filter getrennt und ermoglichen die
Untersuchung des chemotaktischen bzw. chemokinen Verhaltens von Zellen.
Entwickelt wurde dieses von Stephen Boyden (166). Zellen werden in den oberen
Teil der Kammer eingesetzt, der untere Teil der Kammer enthalt die Testsubstanz. In
Abhangigkeit der PorengroRe des Filters ist eine Transmigration der Zellen

entsprechend des chemotaktischen bzw. chemokinetischen Verhaltens moglich.

Bovden chamber . ;
wall fﬂllﬂm ing
Cult o
|L1I1Eﬂri: o Mon-migrating
eell ’
PET porows__— Well
membrang _~T" bottom

Abb. 5 — Schematische Darstellung des Grundprinzips einer Boyden Kammer — modifiziert

nach Oppegard et al. (167)

Fir die Migration der CD133+ Zellen wurden die Wells der verwendeten Boyden
Kammer mit 100 ng/ml Fibronectin in PBS fir eine Stunde bei Raumtemperatur
gecoatet. Nach einer Stunde Inkubation schloss sich ein dreimaliger Waschschritt mit
PBS an.

Im Anschluss wurden pro Ansatz 50.000 CD133+ Zellen in 30 yl StemSpan Medium
aufgenommen und ggf. nach der Inkubationszeit zur Prakonditionierung in den
oberen Einsatz der Boyden Kammer pipettiert. Die Testsubstanzen (ATP bzw. SDF-
1) wurden in 300 pl StemSpan Medium pro Well aufgenommen und in den unteren
Teil der Boyden Kammer pipettiert. Zusatzlich wurden als Negativkontrollen Ansatze
mit je 300 pl StemSpan Medium im unteren Teil eines Wells mitgeflhrt. Es schloss
sich eine 12- bis 16-stlindige Inkubationszeit bei 37°C bei 5% CO, im Brutschrank
an.

Nach Inkubation wurde das Volumen des oberen Teils der Boyden Kammer

abpipettiert und verworfen. Im Anschluss wurde die Boyden Kammer mit dem
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eingesetzten oberen Teil der Kammer mit 300g fir 10 Minuten zentrifugiert, um
bereits migrierte Zellen, die noch an der Unterseite des Einsatzes der Boyden
Kammer haften, ebenfalls zu erfassen.

Von den migrierten Zellen im unteren Teil der Boyden Kammer wurden nach der
Zentrifugation mit Hilfe des Zeiss-Mikroskops (100x VergréRerung) mit der ZEN
Jlight* Software Fotos angefertigt. Pro Well wurden funf Fotos angefertigt (oben,
unten, mittig, links und rechts). Die fotografierten Zellen wurden im Anschluss am PC

ausgezahlt.

3.8.4 Migration der BM-TNCs - ResQ

Prinzip: siehe 3.8.2.

Fur die Migration der Zellen der BM-TNCs wurden die Membraneinsatze einer 6 Well
Boyden Kammer mit 100 ng/ml Fibronectin in PBS fur eine Stunde bei
Raumtemperatur gecoatet. Nach einer Stunde erfolgten drei Waschschritte der
gecoateten Einsatze mit 2 ml PBS.

In den unteren Teil der Boyden Kammer wurde die Testsubstanz (ATP und SDF-1)
mit 2,6 ml RPMI 1% BSA pipettiert. Als Negativkontrolle wurden die Wells in 2,6 ml
RPMI 1% BSA gefullt. 1 Millionen Zellen der isolierten BM-TNCs wurden mit 1,5 ml
RPMI 1% BSA gemischt (1,5 ml Endvolumen) und in die Einsatze (oberer Teil der
Boyden Kammer) pipettiert. Es folgte eine 24-stiindige Inkubation bei 37°C und 5%
COg im Brutschrank.

Nach 24 Stunden wurden die Einsatze aus der 6-Well Platte entfernt und die Zellen
im unteren Teil der Platte resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in 15 ml
Roéhrchen Uberfihrt, erneut gewaschen und die Zellpellets in 50 ul kalten MACS-
Puffer aufgenommen. Nach einem erneuten Waschschritt wurden die Zellen in einem
Eppendorf-Réhrchen mit FCR-Block resuspendiert und gemischt. Im Anschluss
wurden die vorgemischten FACS-Antikorper (Vgl. 3.7.2) den Zellen zugegeben und
bei 4°C im Dunkeln fir 10 Minuten inkubiert. Mit Red Cell Lyse Puffer wurden Ubrige
Erythrozyten lysiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurden die Zellen in MACS-
Puffer resuspendiert. 10 uyl der resuspendierten Zellen wurden mit 3%

Essigsaure/Methylenblau gemischt und die Zahl der migrierten Zellen in der
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Neubauer Kammer gezahlt. Die restlichen Zellen wurden fur die FACS-Analyse
verwendet.

Zusatzlich wurden die BM-TNCs in weiteren Triple-Ansatzen mit und ohne SDF-1
100 ng/ml und ATP 100 pM fur 24 Stunden inkubiert. Nach 24 Stunden erfolgte
ebenfalls eine durchflusszytometrische Analyse der Zellen bezuglich der

Veranderung der Oberflachenproteine.

3.9 Untersuchung der Toxizitat von ATP auf CD133+ Zellen

3.9.1 Materialien

Produktbezeichnung Katalognummer Firma

FACS Flow™ (20 Liter) 342003 BD Biosciences
BD Falcon 5 ml Tubes 352054 BD Biosciences
Annexin V FITC Detection Kit 556420 BD Biosciences
enthalt:

¢ Annexin-Bindungspufffer
e 7AAD
e Annexin - FITC

3.9.2 Durchfuhrung

Prinzip: Frisch isolierte CD133+ Zellen wurden mit ATP 100 uM fir 16 Stunden
inkubiert und anschlieBend mittels durchflusszytometrischer Analyse auf
Veranderungen bezuglich der Apoptose bzw. Nekrose der Zellen untersucht. Anhand
der durchflusszytometrischen Doppelfarbung mit Annexin und 7AAD ist eine
Bestimmung des Apoptose- bzw. Nekrosestadiums mdglich (beispielhafte Dot-Plots
siehe Abb. 10). Bei der Apoptose kommt es in der Zellmembran zur Externalisierung
von Phosphatidylserin, an das Annexin bindet. Nekrotische bzw. spatapoptotische
Zellen haben keine intakte Plasmamembran mehr, so dass 7AAD eindringen und in
die DNA interkalieren kann; auf’erdem ist eine Bindung von Annexin an
Phosphatidylserin auch an der Innenseite der Zellmembran moglich.
Frihapoptotische Zellen binden demnach nur Annexin, intakte Zellen binden weder
7AAD, noch Annexin.
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30.000 frisch isolierte Zellen wurden nach Isolation und einem Waschschritt mit 1 mi
PBS in 50 pl Annexin-Bindungspuffer aufgenommen und resuspendiert.
Anschlieffend wurden jeweils 5 pl Annexin-FITC und 5 yl 7AAD zugegeben und fur
15 Minuten inkubiert. Im Anschluss wurden 150 pl Annexin-Bindungspuffer

zugegeben und die Zellen in FACS-RoOhrchen Uberflhrt und analysiert.

3.10 CFU-EC

3.10.1 Materialien

Produktbezeichnung Katalognummer Firma

Methocult H 4236 4236 Stem Cell Technologies
FCS CH3016003 Hyclone

Rh IL-3 20n g/ml CB-2130301 PAN Biotech

Rh VEGF 50 ng/ml CB-1114102 PAN Biotech

Rh SCF 100 ng/ml CB-1110001 PAN Biotech

Rh IGF-1 50 ng/ml CB-1104112 PAN Biotech

Rh EGF 50 ng/mi CB-1101001 PAN Biotech

Rh bFGF 50 ng/ml CB-1102021 PAN Biotech
Heparin-Na 2 U/ml 3029843 Ratiopharm
Penicillin/Streptomycin P11-010 GE Healthcare

3.10.2 Durchfiihrung

Prinzip: Der CFU-EC ermdglicht es, Zellen bezlglich ihrer Fahigkeit zur Bildung von
Kolonien, analog auch als Colony-forming units (CFU) bezeichnet, zu untersuchen
(168). Er ist somit die geeignete Methode, den Einfluss von ATP auf die Proliferation
bzw. Differenzierung von CD133+ Stammzellen zu untersuchen. Mittels des Kolonie-
Assays CFU-EC wurde der Einfluss von ATP 100 uM auf isolierte CD133+ Zellen
untersucht. 10.000 isolierte CD133+ Zellen wurden nach 16-stiindiger Inkubation mit
ATP 100 uM in 9 ml CFU-EC Medium gegeben und mittels 18G-Kanule und 5 ml

Spritze in Triplikaten in Primaria-Petrischalen ausplattiert (3 ml/Schale). Nach 21
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Tagen Kultur bei 37°C und 5% CO., erfolgte die mikroskopische Auszahlung der

Kolonien bei 40-facher VergroRerung am Leica DMIL Mikroskop (Leica).

3.11 Konfokalmikroskopische Analyse der Zellmobilitat von CD133+ Zellen

Prinzip: Die konfokale Mikroskopie erlaubt eine Betrachtung von Geweben oder
Zellen in der dritten Dimension. Unterschied zur normalen Lichtbildmikroskopie ist,
dass es nicht zur gesamten Beleuchtung des Objektes kommt, sondern nur ein
Lichtpunkt eines Gewebes bzw. einer Zelle beleuchtet wird. Die unterschiedliche
Intensitat des Lichtpunktes wird nacheinander gemessen und im Anschluss zu einem
Gesamtbild zusammengesetzt. Durch Fluoreszenzfarbstoffe kdnnen verschiedene

Zellen unterschiedlich dargestellt werden (169,170).

Frisch isolierte, nicht fixierte CD133+ Zellen wurden mit Immunfluoreszenzfarbung
gegen CD133 und CD34 entsprechend der Farbung fur die Durchflusszytometrie
(Vgl. Abschnitt 3.6.1.2) angefarbt und unter dem Konfokal-Mikroskop (LSM 780
ELYRA PS.1 Carl Zeiss) in Medium allein oder im Zusatz von ATP 100 uM
untersucht. Die Aufnahmen wurden mit dem 20x Objektiv, sowie der ZEN-Software

von Carl Zeiss angefertigt.

3.12 Statistische Methoden/Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Excel 2003 fir Windows, sowie mit
SigmaPlot 11.0. Auch die grafischen Darstellungen wurden mit SigmaPlot 11.0
angefertigt.

Die statistische Auswertung der dargestellten Versuche bezlglich Signifikanz erfolgte
beim Vergleich der Mittelwerte fir zwei Gruppen mit Hilfe des t-tests. Mdgliche
signifikante Unterschiede der Mittelwerte mehrerer Gruppen wurden durch eine
zweiseitige Varianzanalyse (ANOVA) untersucht. Zeigten sich in der Varianzanalyse
(ANOVA) signifikante Unterschiede, wurde mittels der post-hoc Vergleichstestung
nach Dunn gepruft, welche Mittelwerte signifikant verschieden waren. Als statistisch
signifikant wurde p<0,05 betrachtet. Die im Ergebnisteil dargestellten Daten wurden
als Mittelwert + Standardfehler (MW + SE) abgebildet.
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4. Ergebnisse

Im Rahmen der kardialen Regeneration sind transplantierte Zellen in Abhangigkeit
von ihrer jeweiligen Zellcharakteristik unterschiedlich in der Lage, in geschadigte
Areale zu migrieren und im Gewebe zu Uberleben. Eine Migration zu SDF-1 konnte
bereits fur verschiedene Zellpopulationen nachgewiesen werden (139).

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die Migration isolierter CD133+ Zellen aus
humanem Knochenmark untersucht. In den Boyden Kammer Versuchen wurde dabei
die chemotaktische Wirkung von SDF-1 auf die CD133+ Zellen nachgewiesen. Ein
weiterer Schwerpunkt der Versuche stellte die Charakterisierung der Migration von
CD133+ Zellen unter Einwirkung von ATP dar, das bei Hypoxie oder Ischamie des
Herzens extrazellular ansteigt und die Beweglichkeit verschiedener Zelltypen
beeinflussen kann.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die Migration von Knochenmarkzellen untersucht,
die mit einem fur den klinischen Einsatz vorgesehenen Point-of-Care-System (Res-™
60 BMC - ThermoGenesis Corp.) aufgereinigt worden waren. Anhand dieses
Gemischs von Stammzellen, sowie reifen hamatopoetischen Zellpopulationen wurde
das Migrationsverhalten verschiedener Zelltypen untersucht. Die migrierten Zellen
wurden dabei einer durchflusszytometrischen Analyse unterzogen, um
Subpopulationen zu charakterisieren, die durch SDF-1 bzw. der Kombination aus

SDF-1 und ATP verstarkt oder vermindert wanderten.

4.1 Untersuchung der Migration von isolierten CD133+ Zellen

4.1.1 Zusammensetzung und Qualitat der isolierten CD133+ Zellen

Nach der Isolation der CD133+ Zellen aus dem Spender-Knochenmark wurde die
Reinheit und Viabilitat der Zellen mittels Durchflusszytometrie analysiert. Fur die
durchgefuhrten Versuche wurden lediglich Zellen verwendet, die eine Reinheit bzw.
Viabilitdt von mindestens 70% besalen.

Die folgende Abbildung zeigt beispielhaft an drei Proben die Ergebnisse der
selbstandig frisch isolierten CD133+ Zellen. CD133+ Zellen, die von der Firma

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach) im Rahmen der Validierungslaufe fur den
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CliniMACS® Prodigy zur Verfiilgung gestellt wurden, sind in dieser Abbildung nicht
berucksichtigt.

Die ermittelte Reinheit der frisch isolierten Zellen, gemessen an der Expression von
CD34 und CD133 auf viablen, niedrig CD45 exprimierenden Zellen (Beurteilung nach
adaptierten ISHAGE-Richtlinien) lag bei 74,5 £ 13,2 %. Die Viabilitdt der frisch
isolierten Zellen betrug 92,1 + 7,0 %.
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Abb. 6 — Reinheit/Viabiliit der isolierten CD133+ Zellen
Mittels Durchflusszytometrie wurden die Reinheit und Viabilitdt von frisch isolierten CD133+
Zellen ermittelt. 74,5 + 13,2 % der isolierten Zellen exprimierten CD34+ und CD133+ auf ihrer
Zelloberflache. Gleichzeitig konnte eine Viabilitdt der isolierten Zellen von 92,1 + 7,0 %
ermittelt werden.

n=3; Sdulen zeigen Mittelwert + Standardfehler
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4.1.2 Migration von CD133+ Zellen zu SDF-1

Im Vergleich zu Zellen, die gegen das Kontrollmedium wanderten, zeigten CD133+

Zellen eine signifikant hohere Migration in Richtung eines SDF-1 Gradienten in vitro.
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Abb. 7 — SDF-1 beeinflusst die Migration von CD133+ signifikant
Mittels der Boyden Kammer wurden frisch isolierte CD133+ Zellen im Tripel-Ansatz fir 16
Stunden zu SDF-1 100 ng/ml mit frisch isolierten CD133+ Zellen wandern gelassen. In den
durchgefiihrten Versuchen zeigte sich fur SDF-1 eine signifikante erhéhte Migration (p<0,05).

n=4 in Tripelansétzen; *p<0,05; Séulen zeigen Mittelwert + Standardfehler

4.1.3 Beeinflussung des Migrationsverhaltens von CD133+ Zellen durch ATP

Da Nukleotide einen Einfluss auf die Motilitat von Zellen austben und im
geschadigten Myokard extrazellulares ATP ansteigt, wurde im Folgenden der
Einfluss von ATP in unterschiedlichen Konzentrationen auf die Migration von
CD133+ Zellen untersucht. Eine Hochstkonzentration von 100 uM ATP wurde nach
Literaturrecherche gewahlt und gilt als unbedenkliche Konzentration bezlglich der
Toxizitat des Nukleotids fur Zellen (13,157,171).

In den durchgefuhrten Versuchen konnte bei den isolierten CD133+ Stammzellen
eine konzentrationsabhangige Beeinflussung der Migration von CD133+ Zellen durch

ATP festgestellt werden. Bei einer ATP-Konzentration von 100 yM war die Migration
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von CD133+ Zellen im Vergleich zu CD133+ Zellen, die gegen ein Kontrolimedium
wanderten, signifikant gro3er. Bei einer Konzentration von 10 yM bzw. 1 uM kam es
zu einer Zunahme der Migration, die jedoch im Vergleich zur Kontrolle nicht
signifikant war. Fir die Migration zu einer Kombination aus SDF-1 und ATP konnte

ebenfalls eine Signifikanz gezeigt werden.

25
*
20 A -
15 -
2
O
<
|_|10_
1 *
5 T T *
I i I T

o
Kontrolle -:|

SDF-1 100 ng/ml ~
SDF-1/ATP -

ATP 100 pM -
ATP 10 pM A
ATP 1 uM -

Abb. 8 — Effekt von SDF-1 und ATP auf die Migration von CD133+ Zellen
Sowohl SDF-1 als auch ATP (100 uM) induzierten die Migration von CD133+ Zellen im
Vergleich zur Kontrolle signifikant (SDF-1: p<0,001, ATP 100 uM: p=0,003). Fur ATP in einer
Konzentration von 10 pM bzw. 1 yM kam es zu einer Zunahme der Migration von CD133+
Zellen, allerdings war diese nicht signifikant. Fir die Kombination aus SDF-1/ATP konnte
ebenfalls eine signifikante (p<0,001) Zunahme im Vergleich zur Kontrolle gezeigt werden.

n=24 in Tripelansétzen; *p<0,05; Sdulen zeigen Mittelwert + Standardfehler
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4.1.4 Einfluss einer Prakonditionierung mit ATP auf die Migration von CD133+
Zellen zu SDF-1

In weiteren Versuchen mit isolierten CD133+ Zellen wurde die Mdoglichkeit einer
Vorbehandlung (,Prakonditionierung) von Stammzellen mit ATP zur Verstarkung
ihrer Migration Uberprift. Hierfir wurden die isolierten CD133+ Zellen fir 24 Stunden
mit 100 uM ATP inkubiert und im Anschluss gegen SDF-1 migrieren gelassen. Im
Vergleich zu Kontrollzellen, die in Medium alleine inkubiert worden waren, zeigten die
ATP-prakonditionierten Zellen eine leicht erhohte Migration (Vgl. Abb. 9), der

Unterschied war jedoch nicht signifikant.

NS
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Medium/Kontrolle Medium/SDF-1 ATP/Kontrolle ATP/SDF-1

Abb. 9 — Darstellung der Prakonditionierung von CD133+ Zellen mit ATP
Die Abbildung zeigt die Ergebnisse der Vorbehandlung (,Prakonditionierung®) von
Stammzellen mit ATP (100 uM) nach Vorinkubation fir 24 Stunden. Die Prakonditionierung
der CD133+ Zellen filhrte zu einer tendenziell erhéhten Migration der Zellen zu SDF-1 im
Vergleich zu nicht vorinkubierten CD133+ Zellen, der Effekt war jedoch nicht signifikant
(p>0,05) (ATP-Prakonditionierung: 5,73-fache +/- 1,56 vs. Kontrolle: 3,89-fache +/-1,5).

n=>5 in Tripelansétzen; NS=nicht signifikant; Sdulen zeigen Mittelwert + Standardfehler
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4.1.5 Erhalt von Viabilitat und Funktion ATP-behandelter CD133+ Stammzellen

Extrazellulare Nukleotide wie ATP konnen auf Zellen eine toxische Wirkung haben
(172). Um CD133+ Stammzellen auf eine eventuelle Schadigung durch ATP zu
untersuchen, wurden diese einer FACS-Analyse unterzogen. Nach deren
Vorinkubation fur 16 Stunden mit 100 uM ATP flhrten wir eine FACS-Farbung mit
Annexin und 7AAD durch. Es konnte in den durchgefuhrten Versuchen eine geringe
Anzahl von apoptotischen bzw. nekrotischen CD133+ Stammzellen identifiziert
werden. Eine geringe Reduzierung der Apoptoserate durch die Vorinkubation erwies
sich aber als nicht signifikant, ebenso wenig eine leichte Erhéhung der Anzahl viabler
Zellen. Insgesamt konnte kein negativer Effekt von ATP auf das Uberleben der Zellen

festgestellt werden.

A Kontrolle B mit 100uM ATP - Prekonditionierung
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Abb. 10 — Apoptose / Nekrose von CD133+ Zellen mit u. ohne ATP-Inkubation
Die Abbildung zeigt beispielhaft Dot Plots mit Annexin und 7AAD gefarbter CD133+ Zellen. A)
Durchflusszytometrische Messung nach Inkubation mit Medium fur 16 Stunden. B) Messung
von mit 100 yM ATP vorinkubierten CD133+ Zellen. Lebende (Annexin- und 7-AAD-negativ)
Zellen sind in rot dargestellt, frihapoptotische Zellen (Annexin-positiv, 7-AAD-negativ) grin,
nekrotische bzw. spatapoptotische Zellen (Annexin- und 7-AAD-positiv) sind blau. Angegeben
ist jeweils der Anteil an den Gesamtzellen in %.

Représentative Dot Plots aus n=3
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Abb. 11 — Effekt der Inkubation mit 100 uM ATP auf CD133+ Zellen
Darstellung der FACS-Messung von CD133+ Zellen. Es zeigte sich eine nicht signifikante
Reduzierung der apoptotischen Zellen (Kontrolle: 13,6 % +/- 4,78 % vs. Inkubation: 8,00 % +/-
1,63 %), sowie eine Zunahme der Anzahl an viablen Zellen im Vergleich zur Kontrolle
(Kontrolle: 82,27 % +/- 4,06 % vs. Inkubation: 87,87 % +/- 1,56 %).

n=3; Séulen zeigen Mittelwert + Standardfehler

Typisch fuir hamatopoetische Stammzellen ist die Fahigkeit zur Proliferation und
Differenzierung. Ein CFU-Assay ermdglicht es, Zellen beztglich ihrer Fahigkeit zur
Bildung von Kolonien, analog auch als Colony-forming units (CFU) bezeichnet, zu
untersuchen. Um den Einfluss von ATP auf die Proliferation bzw. Differenzierung von
CD133+ Stammzellen zu untersuchen, wurde der CFU-EC angewandt, ein Test auf
Proliferation und endothelartige Differenzierung von CD133+ Zellen (168,173).
Isolierte CD133+ Zellen wurden nach 16-stlindiger Inkubation mit 100 uM ATP in das
CFU-EC Medium gegeben. Nach 21 Tagen erfolgte die mikroskopische Auszahlung
der Kolonien (Vgl. Abb. 13). In den durchgefihrten CFU-EC Assays konnte kein
Einfluss von 100 uM ATP auf die Proliferation bzw. Viabilitdt von CD133+ Zellen im
Vergleich zu CD133+ Zellen im Kontrollmedium festgestellt werden.
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Abb. 12 — ATP-Inkubation beeinflusst die Bildung von CFU-EC Kolonien durch CD133+ Zellen
nicht
Darstellung der CFU-EC Assays nach Inkubation von CD133+ Zellen mit 100 uM ATP im
Vergleich zu CD133+ Zellen im Kontrollmedium. Nach 21-tdgiger Bebriitung konnte kein
Einfluss von ATP auf die Proliferation von CD133+ Zellen nachgewiesen werden (Kontrolle:
102,7 +/- 5,2 Kolonien vs. ATP-Inkubation: 99,3 +/- 11,4 Kolonien).

n=3; Séulen zeigen Mittelwert + Standardfehler

T

Abb. 13 — Darstellung eines CFU-EC aus CD133+ Zellen
Reprasentative mikroskopische Aufnahme einer Kolonie eines CFU-EC Assays nach 16-
stiindiger Inkubation mit ATP 100 uM und anschliefsender Bebritung fir 21 Tage. Der im Bild
dargestellte Messbalken entspricht 200 pm.
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Lebende CD133+ Zellen, mit und ohne ATP, wiesen eine typische Morphologie,
sowie Verteilung der Antigene CD34 und CD133 auf.

Abb. 14 — Morphologie von CD133+ Zellen mit und ohne ATP 100 uM
Isolierte, nicht fixierte CD133+ Zellen mit (B) und ohne (A) ATP wurden per
Immunfluoreszenzfarbung gegen CD133 (rot) und CD34 (griin) angefarbt und unter dem

Konfokalmikroskop untersucht. Der dargestellte Messbalken entspricht 20 pm.

4.2. Untersuchung der Migration von BM-TNCs aus Knochenmark

Die durchflusszytometrische Analyse eines Zellgemisches aus Knochenmark im
Vergleich zu isolierten Einzelzellen erlaubt die Betrachtung verschiedener
Subpopulationen, die durch spezifische Marker bzw. Markerkombinationen
gekennzeichnet sind. In den durchgefuhrten Experimenten wurden BM-TNCs
bezuglich der Migration in Abhangigkeit von SDF-1, ATP, sowie einer Kombination
aus SDF-1 und ATP charakterisiert.

4.2.1 Zusammensetzung und Qualitat der isolierten BM-TNCs

Zunachst wurden sowohl die verwendete Knochenmarkprobe, als auch die isolierten
BM-TNCs mittels Durchflusszytometrie bezlglich der enthaltenen Zellen untersucht.

Abbildung 15 zeigt die Verteilung der enthaltenen Zelltypen.
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Die verwendeten Knochenmarkproben enthielten 9,87 = 1,57 10E9/l lebende
Leukozyten. Die lebenden Leukozyten beinhalteten 7,91 £ 1,45 10E9/| Granulozyten,
sowie 2,12 £ 0,24 10E9/I mononukledre Zellen. Die mononuklearen Zellen setzten
sich aus 1,32 =+ 0,14 10E9/I Lymphozyten, sowie 0,45 + 0,06 10E9/I Monozyten
zusammen. 0,06 = 0,02 10E9/I der isolierten Zellen waren CD34+ Zellen. CD133 als
Oberflachenmarker fanden sich auf 0,01 + 0,003 10E9/I der Zellen.

Die isolierten BM-TNCs enthielten im Durchschnitt 39,69 + 7,57 10E9/I lebende
Leukozyten. Die lebenden Leukozyten beinhalteten 29,47 + 6,36 10E9/
Granulozyten, sowie 10,6 + 1,96 10E9/I mononukleare Zellen. Die mononuklearen
Zellen setzten sich aus 6,71 £ 1,29 10E9/I Lymphozyten, sowie 2,01 £ 0,35 10E9/I
Monozyten zusammen. Die isolierten BM-TNCs enthielten 0,28 + 0,04 10E9/| CD34+
Zellen. CD133 als Oberflachenmarker fand sich auf 0,13 £ 0,03 10E9/I Zellen.
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Abb. 15 - Zusammensetzung von verwendeten Knochenmarkproben im Vergleich zu

isoliertem BM-TNCs:
Durchflusszytometrische Analyse des verwendeten Knochenmarks (KM) im Vergleich zu den
isolierten BM-TNCs (ZP).
A: Die Abbildung zeigt lebende Leukozyten, mononukledre Zellen, Granulozyten, Monozyten
und Lymphozyten der verwendeten Knochenmarkpoben im Vergleich zum isolierten
Zellprodukt.
B: Die Abbildung zeigt CD34+ Zellen, CD133+ Zellen und CD271+ Zellen der verwendeten
Knochenmarkpoben (KM) im Vergleich zum isolierten Zellprodukt (ZP).

n=9; Séulen zeigen Mittelwert + Standard Standardfehler

Zur Charakterisierung der BM-TNCs wurden CD34+ Zellen, sowie Leukozyten
bezlglich ihrer Viabilitat mittels FACS-Analyse Uberprift. Die Viabilitat der CD34+
Zellen der verwendeten Knochenmarkproben lag bei 84,83 + 10,79 %. Die Viabilitat
der in den verwendeten Knochenmarkproben enthaltenen Leukozyten betrug 97,45 +
1,51 %.

Die ermittelte Viabilitat der isolierten CD34+ Zellen aus dem Zellprodukt lag bei
90,86 + 4,79 %. Die Viabilitat der Leukozyten im Zellprodukt betrug 97,83 + 2,05 %.



4. Ergebnisse 53

100 -+

H
HH

80 A

—
=

60

[%]

40 -

20 A

KM - Viabilitat Leukozyten -

ZP - Viabiliat Leukozyten -

KM - Viabilitat CD34+ Zellen
ZP - Viabiliat CD34+ Zellen

Abb. 16 — Viabilitat der Knochenmarkprobe und des isolierten Zellprodukts
Darstellung der durchflusszytometrischen Analyse von CD34+ Zellen, sowie Leukozyten des
verwendeten Knochenmarks (KM) im Vergleich zu den isolierten BM-TNCs (ZP).

n=9; Séulen zeigen Mittelwert + Standard Standardfehler

4.2.2 Analyse von Stammzellmarkern auf spontan migrierten Zellen im Vgl. zu

frisch isolierten BM-TNCs

Zunachst wurde eine Analyse der Stammzellmarker CD34, CD133 und CD117,
sowie der Rezeptoren CD184 und CD309 auf den frisch isolierten BM-TNCs
durchgefuhrt. CD45 als pan-Leukozytenmarker und Near IR Live Dead Stain zur
Beurteilung der Zellviabilitat waren in die Mehrfachfarbung integriert, um die
Auswertung nach |ISHAGE-Richtlinien (CD34+) bzw. adaptierten Richtlinien
(CD133+, CD117+, CD34+ CD133+) zu ermoglichen. Als Nicht-Stammzellpopulation

wurde zu Kontrollzwecken au3erdem der Monozytenmarker CD14 integriert.
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Aufgrund sehr geringer Expression wurde CD309 aus der Analyse ausgeschlossen,
die ubrigen Marker wurden einzeln, sowie in ausgewahlten mehrfach positiven
Subpopulationen betrachtet.

Um eine Veranderung der Markerexpression durch die Kulturzeit von 24 Stunden
wahrend des Boyden Kammer Versuchs feststellen zu kdnnen, wurden Kontrollzellen
auf fibronectinbeschichteten Zellkulturplatten ohne Membraneinsatz mitgefuhrt und
ebenfalls analysiert. Wie Abbildung 17 zeigt, fand keine signifikante Veranderung der
Marker durch die Inkubation statt. Ein Trend zur erhéhten Expression von CD184
blieb unter Signifikanzniveau. Die Beschichtung der Plattenoberflache mit Fibronectin
hatte keinen Einfluss. Dagegen war der Anteil der fur einzelne, sowie mehrere

Stammzellmarker positiven Zellen in der Migrationskontrolle signifikant verringert.
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Abb. 17 — Verdnderung der Markerexpression zwischen spontan migrierten Zellen und dem

frischen Zellprodukt
Es fand keine signifikante Veranderung der Marker durch die Inkubation statt. Die Fibronectin-
Beschichtung hatte keinen Einfluss. Der Anteil der fir einzelne, sowie mehrere
Stammzellmarker positiven Zellen war in der Migrationskontrolle signifikant verringert.

Abbildung A: Einzelmarker B: Markerkombinationen
n=10 (n=3 fir Inkubationskontrolle ohne Fibronectin); Sé&ulen zeigen Mittelwert + Standardfehler,

*p<0,05 vs. frischem Zellprodukt, #p<0,05 vs. Inkubationskontrolle

4.2.3 BM-TNCs migrieren zu SDF-1, ATP, sowie zur Kombination SDF-1/ATP

Vorangegangene Versuche (Vgl. Abschnitt 4.1.3, Migration von CD133+ Zellen zu
ATP) lieken einen Einfluss von ATP auf die Migration von Knochenmarkzellen
erwarten. Um die Gesamtmigration der Knochenmarkzellen zu ermitteln, wurden
nach Migration gegen Medium (Kontrolle), SDF-1 (100 ng/ml), ATP (100 uM) oder
SDF-1/ATP in Kombination die migrierten Zellen aus der unteren Kammer

entnommen und die kernhaltigen Zellen in der Neubauerkammer quantifiziert.
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In  den durchgefihrten Versuchen konnte nachgewiesen werden, dass
Knochenmarkzellen zu einem SDF-1 Gradienten (100 ng/ml) nicht signifikant
(p=0,098) im Vergleich zum Kontrollmedium wandern.

Fur die SDF-1/ATP-Kombination konnte eine signifikant (p=0,024) hohere Migration

von Knochenmarkzellen im Vergleich zur Kontrolle nachgewiesen werden.
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Abb. 18 — Effekt von SDF-1 von SDF-1/ATP auf Knochenmarkzellen
Knochenmarkzellen migrierten zu SDF-1 und ATP. Nach 16-stiindiger Migration zu SDF-1 100
ng/ml und ATP 100 yuM wanderten signifikant (p=0,024) mehr Zellen zu SDF-1/ATP in
Kombination im Vergleich zur Kontrolle (Medium). Die Effekte von SDF-1 (p=0,098) und ATP
(p=0,071) alleine war nicht signifikant.
n=24; *p<0,05; NS= nicht signifikant; Sdulen zeigen Mittelwert + Standardfehler

4.2.4 Differenzielle Migration verschiedener Zellpopulationen zu SDF-1 oder
SDF-1/ATP

Nach der Untersuchung der quantitativen Migration von Knochenmarkzellen
gegenuber einem SDF-1-, ATP- bzw. SDF-1/ATP-Gradienten wurden in einem
weiteren Schritt die Migration spezifischer Subpopulationen anhand der exprimierten
Oberflachenmarker charakterisiert.
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Die Abbildung 19 zeigt die Expression der untersuchten Einzelmarker auf migrierten
Zellen. Die migrierten Zellen wurden aus der unteren Kammer entnommen und
durchflusszytometrisch charakterisiert. Zellen, die CD117 oder CD133 als Marker fur
hamatopoetische Stammzellen trugen, zeigten keine signifikanten Unterschiede bei
Migration zu SDF-1 vs. Kontrolle. Die zu SDF-1 und ATP migrierte Fraktion wies
allerdings signifikant mehr CD34+ Zellen auf als die Migrationskontrolle. Monozyten,
ausgewertet anhand ihrer Expression von CD14, waren in allen migrierten Fraktionen
gleich haufig vertreten. Der prozentuale Anteil der CD184+ Zellen sank bei der
Migration zu SDF-1 100 ng/ml bzw. zur Kombination aus SDF-1 100 ng/ml und ATP
100 uM leicht ab, dieser Effekt war jedoch nicht signifikant.

Migrations- SDF-1 ; . SDF-1/ATP
Marker kontrolle Migration ATP Migration Migration
CD34+ Zellen | 0,032 + 0,001 % 0,062 £0,016 % | 0,033 £0,005% | 0,081 + 0,015 %
gﬂin 84+ 1,72 + 0,39 % 1,020 £ 0,195% | 4,447 +2,200 % | 0,646 + 0,257 %
ellen
gﬂin 17+ 0,067 + 0,02 % 0,091 +0,013% | 0,034 +0,009% | 0,117 £ 0,010 %
ellen
§E7|133+ 0,031 + 0,007 % 0,061 +0,019 & | 0,0366 + 0,008% | 0,087 + 0,027 %
ellen
CD14+ Zellen | 3,641 +1,421 % 3,969 +0,741% | 5,939+1,680% | 3,478 +0,750 %

Tabelle 3 — Ergebnisse der Einzelmarker (n=24; Sédulen zeigen Mittelwert + Standardfehler)
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Abb. 19 — Migration von Knochenmarkzellen mit SDF-1 bzw. SDF-1/ATP - Einzelmarker

Nach 24-stindiger Migration in der Boyden Kammer zu Medium (Migrationskontrolle), SDF-1
(100 ng/ml) bzw. SDF-1 (100 ng/ml) / ATP (100 uM) ergab die durchflusszytometrische
Analyse der BM-TNCs eine signifikant erhéhte Migration von CD34+ Zellen zu SDF-1/ATP.
CD184 zeigte allerdings einen Trend zur Verringerung bei Migration gegen SDF-1 bzw. SDF-
1/ATP. Die Verringerung des Anteils an CD184+ Zellen nach Migration zu SDF-1 bzw. SDF-
1/ATP war knapp nicht signifikant (p=0,063).

Abbildung A: CD 14+ und CD184+ Zellen - Abbildung B: CD 117+, CD133+ und CD34+ Zellen
n=24; *p<0,05; Sdulen zeigen Mittelwert + Standardfehler
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Abb. 20 — Migration von Knochenmarkzellen zu ATP
Nach 24-stiindiger Migration in der Boyden Kammer zu Medium (Migrationskontrolle) und ATP
100 pM ergab die durchflusszytometrische Analyse der BM-TNCs keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich der Expression einzelner Marker bzw. Subpopulationen.
Abbildung A: Einzelmarker - Abbildung B: Markerkombinationen

n=4; Séulen zeigen Mittelwert + Standardfehler
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Nach Migration zu CXCL12 (SDF-1) kam es zu einer Abnahme des Anteils an
CD184+ Zellen im Vergleich zur Migrationskontrolle. Diese Abnahme der CD184+
Zellen kann auf dem Mechanismus der Rezeptorinternalisierung von CXCR4 durch
den Kontakt mit CXCL12 beruhen (174).

Der CXC-Chemokin-Rezeptor-4 (CXCR4), synonym auch bekannt als CD184, kann
u.a. auf hamatopoetischen Stammzellen nachgewiesen werden. Die CXCR4
Expression auf der Zelloberflache gilt bisher noch nicht als endgultig bzw. vollstandig
verstanden (175). CXCL12 (SDF-1) geht mit CXCR4 eine spezifische Bindung ein.
Nach Kontakt zwischen Rezeptor und dem Ligand SDF-1 kommt es zur
Internalisierung des Rezeptors durch Endozytose (174). SDF-1 in geringen

Konzentrationen flhrt zu einer Hochregulation von CXCR4 (148).

Um zu prufen, ob die CD184-Expression der BM-TNCs durch den Kontakt mit SDF-1
gesenkt wird, somit die Abnahme von CD184+ Zellen in den zu SDF-1 migrierten
Fraktionen  auf  Rezeptorinternalisierung  zuriickgehen  kénnte,  wurden
Inkubationskontrollen durchgefuhrt. BM-TNCs wurden fur 24 Stunden mit SDF-1 bzw.
mit SDF-1/ATP inkubiert und im Anschluss mittels FACS-Analyse untersucht.
Abbildung 21 zeigt die Veranderung der Einzelmarker durch die Inkubation. Fur
CD184+ Zellen konnte durch SDF-1 Inkubation eine signifikante (p=0,007)

Reduzierung der Expression des Oberflachenproteins gezeigt werden.
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Abb. 21 — Inkubation von Knochenmarkzellen mit SDF-1 bzw. SDF-1/ATP - Einzelmarker
Darstellung der Inkubation von Knochenmarkzellen. Bedingungen gelten wie in Abb. 17. Fur
CD184+ Zellen kam es durch die Inkubation mit SDF-1 100 ng/ml zu einer signifikanten
(p=0,007) Abnahme der Expression von CD184 im Vergleich zur Inkubationskontrolle.
Abbildung A: CD 14+ und CD184+ Zellen - Abbildung B: CD 117+, CD133+ und CD34+ Zellen

n=24; *p<0,05; Sdulen zeigen Mittelwert + Standardfehler
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4.2.5 Migration versch. Zellpopulationen zu SDF-1 oder der Kombination aus
SDF-1/ATP - Vgl. der Subpopulationen

Im vorangehenden Teil der Ergebnisse wurden die Zellpopulationen betrachtet, die

sich durch einzelne (Stammzell-)Marker definieren lassen.

Zunachst wurden Subpopulationen der frisch isolierten BM-TNCs dargestellt (Vgl.
Abbildung 22).

Um Veranderungen durch Kultivierung in Medium wahrend der Dauer der
Migrationsversuche zu erfassen, wurden die BM-TNCs aulRerdem flr 24 Stunden mit
Medium inkubiert, angefarbt und analysiert. Es konnten keine Veranderungen durch

die Inkubation festegestellt werden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 22 — Markerverteilung Subpopulationen der frisch isolierten BM-TNCs
Frisch isolierte Knochenmarkzellen wurden mittels durchflusszytometrischer Analyse nach
Mehrfachfarbung beziglich ihrer verschiedenen Markerexpressionen untersucht. Die jeweilige
Kombination der Marker ist in Bezug auf eine Zellpopulation dargestellt. Die Diagramme
zeigen Mittelwerte mit Standardfehler aller verwendeten BM-TNC Proben.
Abbildung A: CD133+ Zellpopulation, Abbildung B: CD34+ Zellpopulation, C: CD184+
Zellpopulation, Abbildung D: CD117+ Zellpopulation, E: CD34/133+ Zellpopulation

Abbildung 23 =zeigt die Expression verschiedener Markerkombinationen auf
migrierten Zellen, bezogen auf alle viablen Zellen. Die Darstellung zeigt
Subpopulationen, die nach Migration zu SDF-1 bzw. SDF-1/ATP im Vergleich zur
Migrationskontrolle signifikant erhoht waren. Die vollstandige Auswertung ist im

Anhang dargestellt.
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Abb. 23 — Migration von Subpopulationen der Knochenmarkzellen zu SDF-1 bzw. SDF-1/ATP
bezogen auf alle viablen Zellen
Die Abbildung zeigt eine signifikante Zunahme der CD133+/CD117+, CD34+/CD117+, sowie
CD34+/CD133+/CD117+ Subpopulationen nach Migration zu SDF-1/ATP.
n=24; *p<0,05; Sdulen zeigen Mittelwert + Standardfehler

Im Folgenden sollen die Subpopulationen CD184-positiver Zellen naher betrachtet
werden. Wie im vorhergegangen Teil fir CD 184+ Zellen dargestellt (Vgl. Abb. 19),
kam es durch CXCL12 (SDF-1) zu einer Abnahme der CD184+ Zellen. Um
einschatzen zu konnen, ob diese Abnahme auf dem Mechanismus der
Rezeptorinternalisierung von CXCR4 durch den Kontakt mit CXCL12 beruht, wurde
wiederum die Analyse von Inkubationskontrollen herangezogen.

In der durchflusszytometrischen Analyse der migrierten Zellen zeigte sich bei der
Migration gegen die Kombination SDF-1 100 ng/ml mit ATP 100 uM eine signifikante
(p=<0,001) Zunahme der Migration fur die CD117+ Subpopulationen der CD184+
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Zellen. Die Subpopulation, die den Stammzellmarker CD34+ koexprimierte, nahm

ebenfalls zu, dieser Effekt stellte sich aber als nicht signifikant heraus.
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Abb. 24 — Migration zu Medium / SDF-1 / SDF-1/ATP: Subpopulationen der CD184+ Zellen
Die durchflusszytometrische Analyse der Zellen nach 24-stiindiger Migration in der Boyden
Kammer zeigte bei der Migration gegen die Kombination SDF-1 100 ng/ml in Kombination mit
ATP 100 pM eine signifikante (p=<0,001) Zunahme der Migration fir CD117+/CD184+ Zellen
bezogen auf lebende CD184+ Zellen im Vergleich zur Migrationskontrolle.

n=24; *p<0,05; Sdulen zeigen Mittelwert + Standardfehler

Es zeigte sich, dass der Anteil der CD117+ Population innerhalb der CD184+ Zellen
nach Inkubation mit SDF-1 bzw. mit SDF-1/ATP in Kombination anstieg, die
Zunahme war jedoch nicht signifikant. Entsprechendes konnte fur CD34+/CD184+,
sowie CD34+/CD133+/CD184+ Zellen beobachtet werden.
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Abb. 25 — Inkubation mit Medium / SDF-1 / SDF-1/ATP: Subpopulationen der CD184+ Zellen
Durch Inkubation mit SDF-1 oder SDF-1/ATP erhoéhte sich der Anteil der CD117-
exprimierenden Zellen an der CD184+ Population, der Effekt war jedoch nicht signifikant.
n=24; *p<0,05; Sdulen zeigen Mittelwert + Standardfehler

Um zu prufen, ob sich die Subpopulationen der CD184+ Zellen bereits durch
spontane Migration verandern, wie es fir die Stammzellpopulation gezeigt wurde
(Vgl. Abb. 17), wurde die Migrationskontrolle im Vergleich zur Inkubationskontrolle
analysiert (s. Abb. 26). Fir die im Diagramm dargestellte CD34+ Population der
CD184+ Zellen konnte eine signifikante Veranderung durch spontane Migration
gezeigt werden, ebenfalls fur die CD34+/CD133+ Population der CD184+.
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Abb. 26 — Subpopulationen der CD184+ Zellen nach Inkubation und Migration
Das Diagramm zeigt die Inkubationskontrolle und Migrationskontrolle von isolierten BM-TNCs
mit Medium. Fur CD34+/CD184+ Zellen konnte eine signifikant geringere (p=0,015) Migration
im Vergleich zur Inkubation von isolierten Knochenmarkstammzellen gezeigt werden.
Ebenfalls zeigte sich fir CD34+/CD133+/CD184+ Zellen eine signifikante (p=0,007)
Abweichung zwischen der Inkubation und Migration.

n=24; *p<0,05; Sdulen zeigen Mittelwert + Standardfehler

Fir aus dem Knochenmark isolierte Zellen, die CD133 als Oberflachenmarker auf
ihrer Zelloberflache trugen, konnte im vorausgegangenen Teil der Ergebnisse (Vgl.
Abb. 8) eine Zunahme der Migration durch einen SDF-1 bzw. SDF-1/ATP Gradienten
nachgewiesen werden. Das folgende Diagramm (Abb. 27) zeigt Subpopulationen der
CD133+ Fraktion innerhalb der BM-TNCs. Nach Migration gegen einen SDF-1 bzw.
SDF-1/ATP Gradienten nahm der Anteil an CD133+/CD117+ Zellen an migrierten
CD133+ Zellen im Vergleich zur Migrationskontrolle tendenziell zu (43,05 + 7,80%
vs. 47,63 * 6,15% vs. 64,29 + 7,42%). Diese Zunahme war allerdings nicht

signifikant. Es trat keine weitere Verschiebung der Subpopulationen auf.
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Abb. 27 — Subpopulationen migrierter CD133+ innerhalb der BM-TNCs
Fir BM-TNCs, die 24 Stunden zu SDF-1 100 ng/ml und ATP 100 uM migrierten, nahm die
CD133+/CD117+ Subpopulation der CD133+ Zellen im Vergleich zur Migrationskontrolle
(43,05 = 7,80% vs. 47,63 £ 6,15% vs. 64,29 + 7,42%) zu. Der Effekt erreichte jedoch nicht das
Signifikanzniveau. Durch SDF-1 bzw. SDF-1 und ATP in Kombination verdnderte sich die
CD133+/CD34+ bzw. CD133+/CD34+/CD117+ Subpopulationen nicht.
n=24; *p<0,05; Sdulen zeigen Mittelwert + Standardfehler

Die folgende Abbildung (Abb. 28) zeigt Subpopulationen der CD34+
Stammzellfraktion der isolierten BM-TNCs. Fir die CD117+ Subpopulation kam es zu
einer nicht signifikanten Zunahme der Migration durch die SDF-1/ATP Kombination
im Vergleich zur Migrationskontrolle. Der Anteil von CD133+ Zellen an den CD34+
Zellen blieb nach Migration zu SDF-1 oder SDF-1/ATP unverandert, ebenso wie die
CD133+/CD117+ Subpopulation.
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Abb. 28 — Subpopulationen migrierter CD34+ Zellen innerhalb der BM-TNCs
SDF-1 100 ng/ml und ATP 100 uM flihrte zu einer tendenziellen Zunahme der CD34+/CD117+
Zellen, bezogen auf alle lebenden CD34+ Zellen im Vergleich zur Migrationskontrolle (41,19 £
8,53 % vs. 50,33 £ 7,19% vs. 65,52 + 9,21 %). Der Effekt war jedoch nicht signifikant.
CD34+CD/133+ Zellen zeigten keine Veranderung durch einen Gradienten aus SDF-1 und
ATP.
n=24; *p<0,05; Sdulen zeigen Mittelwert + Standardfehler

Abschliefend wurden Subpopulationen der CD117+ Zellen aus den isolierten BM-
TNCs beurteilt (Vgl. Abb. 29).

Die untersuchten Subpopulationen wurden durch Migration zu SDF-1 oder SDF-
1/ATP nicht beeinflusst.
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Abb. 29 — Subpopulationen migrierter CD117+ Zellen innerhalb der BM-TNCs
Nach Migration zu SDF-1 (100 ng/ml) bzw. SDF-1 (100 ng/ml) und ATP (100 pM) fir 24

Stunden im Vergleich zur Migrationskontrolle zeigten sich keine Veranderungen in der

Verteilung der Subpopulationen von CD117+ Zellen.
n=24; *p<0,05; Sdulen zeigen Mittelwert + Standardfehler
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5. Diskussion

Die vorliegende wissenschaftliche Arbeit beschaftigte sich mit der Migration von

isolierten CD133+ Stammzellen, sowie von verschiedenen Knochenmarkzellen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die in vitro Charakterisierung der Migration von
Zellpopulationen aus humanem Knochenmark. Es wurde in den durchgefuhrten
Versuchen das Ausmald der Migration zu SDF-1, ATP in unterschiedlichen
Konzentrationen, sowie zu einer Kombination aus SDF-1 und ATP untersucht. Mittels
durchflusszytometrischer Analyse wurden aus BM-TNCs migrierte Zellen beziglich
exprimierter Oberflachenproteine charakterisiert, die entweder Stammzellmarker oder
fur die Stammzellfunktion relevante Rezeptoren darstellen. Zur Kontrolle wurde der
Einfluss einer Inkubation der BM-TNCs mit SDF-1 und ATP ebenfalls untersucht.

In den durchgefuhrten Versuchen zeigte sich fur isolierte CD133+ Zellen fir ATP und
SDF-1 eine signifikante Verstarkung der Migration im Vergleich zur Kontrolle.

Eine Vorbehandlung (,Priming“) von CD133+ Zellen mit ATP hatte keine signifikante
Wirkung.

Eine Toxizitat von ATP gegenuber den Zellen und Veranderungen in der Proliferation

der Zellen konnten ausgeschlossen werden.

Fur isolierte BM-TNCs konnte eine signifikante Zunahme der Migration durch SDF-1
und ATP in Kombination gezeigt werden. SDF-1 allein bewirkte eine knapp nicht
signifikante Zunahme der Gesamtzahl migrierter Zellen.

Nach spontaner Migration (in Abwesenheit von SDF-1 und ATP) wiesen BM-TNCs
einen signifikant geringeren Anteil an CD133+, CD34+, CD117+, sowie CD184+
Zellen auf, als das frisch isolierte Zellprodukt oder eine mit Medium inkubierte
Kontrolle. Zu SDF-1 oder einer Kombination von SDF-1 und ATP migrierte Zellen
trugen dagegen mehr Stammzellmarker als spontan migrierte Zellen, jedoch
erreichte dieser Trend nur fur Subpopulationen, die mehrere Stammzellmarker
trugen, das Signifikanzniveau (CD133+ CD117+, CD34+ CD117+, CD34+ CD133
+CD117+ Zellen).
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CD184+ Zellen waren in der zu SDF-1 migrierten Zellpopulation nicht haufiger
vertreten als bei spontan migrierten Zellen. Die Analyse von Proben, die mit und
ohne SDF-1 inkubiert worden waren, wies eine Reduktion von CD184 auf der
Zelloberflache bei Kontakt zu SDF-1 nach. Eine Downregulation dieses Rezeptors
durch seinen Liganden SDF-1 wurde bereits gezeigt und konnte diesem Effekt

zugrunde liegen (174).

Therapiekonzepte flr die Regeneration bei chronischer Herzinsuffizienz oder nach
einem Herzinfarkt verfolgen das Ziel der therapeutischen Applikation von
Stammzellen aus humanem Knochenmark (176).

Die umfangreichsten Erfahrungen im Bereich der Implantation von Zellprodukten in
das geschadigte Myokard liegen derzeit fir mononukleare Knochenmarkzellen vor.
Sie bieten neben der einfachen Gewinnung ohne Expansion aul3erhalb des Korpers,
sowie der ethischen Unbedenklichkeit (autologe Nutzung) auch den Vorteil eines
geringen Nebenwirkungsprofils (177). Eine Beeinflussung der Migration von
mononuklearen Knochenmarkzellen konnte durch Seeger et al. gezeigt werden
(178).

Uber die Selektivitdt der Migration von Subpopulationen eines Zellgemisches aus
humanem Knochenmark ist derzeit wenig bekannt. Die vorliegende Arbeit stellt nach
unserem Wissen die erste in vitro Untersuchung des Migrationsverhaltens
verschiedener Subpopulationen eines isolierten Zellprodukts zu SDF-1 bzw. SDF-
1/ATP dar.

Die gezeigte signifikante Steigerung der Migration der Zellen durch die Kombination
aus SDF-1 und ATP steht im Einklang mit den Arbeiten von Ratajczak et al. und
Abbot et al., die die Abhangigkeit der Migration von Stammzellen zu SDF-1 von
weiteren Faktoren postulieren (138,179).

Rossi et al. konnte eine Beteiligung extrazellularer Nukleotide wie ATP und UTP an
der SDF-1 abhangigen Migration von hamatopoetischen Stammzellen zeigen (18).
Abbot et al. beschrieb ebenfalls in seiner 2004 veroffentlichten Arbeit, dass neben
SDF-1 weitere Faktoren notwendig sind, um eine Migration von Stammzellen in

geschadigtes ischamisches Myokard zu erreichen (138).
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Die in den Migrationsversuchen verwendeten BM-TNCs beinhalteten verschiedene
Populationen hamatopoetischer Stammzellen, wie anhand der
durchflusszytometrischen Analyse der Stammzellmarker CD34, CD133 und CD117,

sowie des Zytokinrezeptors CD184 deutlich wurde.

Fir hamatopoetische Stammzellen ist das CD34-Antigen das diagnostisch wichtigste
Oberflachenprotein (2). Krause et al. beschreibt den Anteil von CD34+ Zellen im
humanen Knochenmark mit 1,5% (83). Auch De Wynter et al. beschreibt fir CD34+
Zellen im Knochenmark ahnliche Zahlen (84). Die verwendeten Knochenmarkproben
enthielten im Vergleich weniger CD34+ Zellen. Auch fur CD133+ Zellen lagen die
Zellzahlen im Vergleich zu De Wynter et al. niedriger. Sowohl bei de Wynter et al.
(84), als auch in der vorliegenden Arbeit wurden durchflusszytometrische Analysen
der Zellen basierend auf dem ISHAGE Protokoll durchgeflhrt. Somit kann die
unterschiedliche Zellzahl der CD34+ bzw. CD133+ Zellen nicht aufgrund von
unterschiedlichen Analyseverfahren erklart werden.

Ein mdglicher Grund fur die Unterschiede koénnte jedoch, neben
patientenspezifischen  Faktoren, der unterschiedliche @ Entnahmeort der
Knochenmarkprobe sein. De Wynter et al. verwendete Knochenmarkproben aus dem
Beckenkamm (84). Die Proben fur diese Arbeit wurden aus dem Sternum

entnommen.

Zur Charakterisierung der in vitro Migration wurde in den durchgefihrten Versuchen
die Boyden Kammer verwendet. Dabei wurde ein Zeitraum von 16 bzw. 24 Stunden
fur die Inkubation in der Boyden Kammer gewahlt. Im Vergleich beschreibt Rossi et.
al. in seiner Verdffentlichung eine deutlich kirzere Inkubationszeit von vier Stunden
(18). Brehm et al. verwendete ebenfalls eine Inkubationszeit von 24 Stunden (180).
Kurze Inkubationszeiten von 4-5 Stunden, wie von Rossi et al. angewandt,
ermdglichen eine Verminderung von Storfaktoren. So kann zum Beispiel eine
mdgliche Proliferation der Zellen die Migration beeinflussen. In den Experimenten der
vorliegenden Arbeit, in denen BM-TNCs zum Einsatz kamen, wurde ein Medium
ohne Zusatz von Wachstumsfaktoren verwendet, so dass Einflisse von
Zellproliferation nicht zu erwarten waren. Frisch isolierte CD133+ Zellen aus dem

Knochenmark benétigten im verwendeten CFU-EC mehrere Wochen fir die
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Proliferation und Differenzierung (173). So ist auch hier nicht von erheblichen
Einflussen madglicher Zellproliferation innerhalb von 16 Stunden auszugehen.

In der Boyden Kammer kommt es innerhalb von Stunden zu einem Ausgleich des
chemischen Gradienten zwischen der oberen und unteren Kammer. Langere
Inkubationszeiten von 16-24 Stunden, wie in den durchgefuhrten Versuchen
angewandt, ermoglichen es, auch Zellen zu erfassen, deren Migration durch
langsamere Aktivierung von Migrationsmechanismen oder langsames Durchwandern
der Membranpore bis zur Membranunterseite verzogert abgeschlossen wird.

Neben der Inkubationszeit haben auch weitere Faktoren Einfluss auf die Migration
der Zellen. So ist diese unter anderem von der Zelldichte und auch von der Grol3e
der Poren der Boyden Kammer abhangig (181). Angelehnt an das von Kaminski et
al. verwendete Protokoll wurde eine Porengrofe von 3,0 um gewahlt (182), eine im
Vergleich kleine PorengroRe. Rossi et al. verwendete in seinen Versuchen eine
PorengréRe von 5,0 um (18). Stein et. al konnte fir die Chemotaxis neutrophiler
Zellen zeigen, dass die PorengrofRe einen Einfluss auf die Anzahl der migrierten
Zellen hat (183). Fur die verwendeten neutrophilen Zellen fand eine verringerte
Migration bei einer Porengréf3e von 8,0 um statt. Basierend auf seinen Ergebnissen
kam er zum Schluss, dass auch mechanische Einflisse wie Zellgroke und

PorengroflRe die Zellmigration beeinflussen (183).

Beim Vergleich der frischen BM-TNCs mit der Migrationskontrolle (Zellprodukt in
Boyden Kammer gegen Medium allein migriert) fiel auf, dass spontan migrierte viable
Zellen signifikant weniger Stammzellmarker trugen als das Ausgangsmaterial. Der
Monozytenmarker CD14 blieb hingegen von der spontanen Migration unbeeinflusst,
was gegen unspezifischen Verlust von Membranproteinen beim Durchtritt durch die
Boyden Kammer Pore spricht. Da hamatopoetische Stammzellen durch ex vivo
Kultivierung ihre Stammzellmarker verlieren kénnen (184), wurde zunachst Uberpruft,
ob die Kultivierung wahrend 24 Stunden im gewahlten Medium zu einer Veranderung
der Oberflachenmarker fuhrt. Da sich Inkubationskontrollen in normalen
Zellkulturplatten hinsichtlich der analysierten Stammzellmarker nicht signifikant von
frisch isolierten BM-TNCs unterschieden, konnte die Kultivierung als Ursache fur den
beobachteten Effekt ausgeschlossen werden. Die Fibronectinbeschichtung des
Zellkulturmaterials war ebenfalls ohne Einfluss, eine spezifische Adhasion von
hamatopoetischen Stammzellen an fibronectinbeschichtete Kulturplatten fand nicht
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statt. Die Verringerung des Anteils an CD34+, CD133+ und CD117+ Zellen nach
spontaner Migration konnte einerseits durch geringere Chemokinese dieser Zellen
bedingt sein, andererseits konnten die Marker bedingt durch Signalkaskaden des
Migrationsprozesses internalisiert oder downreguliert werden. Eine Downregulation
oder Internalisierung von Stammzellmarkern wie CD34, CD133 oder CD117 durch
Migration wurde bislang jedoch nicht beschrieben. CD117 kann nach Bindung seines
Liganden SCF (syn. Kit factor) internalisiert werden (185). CD133 bindet Cholesterol
und ist somit in cholesterolreichen Membrandomanen lokalisiert. Wahrend der
Differenzierung von Stammzellen wird es durch Exozytose in Membranvesikeln
freigesetzt (186). CD34 wurde nach Kontakt zu einem monoklonalen Antikorper, anti-
HPCA-1, internalisiert (187). Prinzipiell ist denkbar, dass wahrend der Migration
ahnliche Prozesse ablaufen.

Eine aktuelle Studie von Shin et al. zeigt auf, dass hamatopoetische Stammzellen,
bedingt durch unterschiedliche Lamin-Typen einen etwas weniger elastischen
Zellkern besitzen als reife Leukozyten, was ihre Migration durch mikropordse
Barrieren erschwert (188). Dies steht im Einklang mit dem Befund der vorliegenden
Arbeit.

Fir isolierte humane CD133+ Stammzellen konnte eine signifikant erhohte Migration
durch SDF-1 in vitro gezeigt werden.

Peled et. al konnte in Versuchen die Beeinflussung der Migration von CD34+
humanen Stammzellen durch SDF-1/CXCR4 nachweisen (175). Auch Aiuti et al.
berichtet in seiner Veroffentlichung ebenfalls von einer Zunahme der Migration von
CD34+ hamatopoetischen Vorlauferzellen durch SDF-1 (189).

Mittlerweile gelang es in unserer Arbeitsgruppe, unter Einbeziehung der hier
gezeigten in vitro Daten, sowie eines in vivo Modells (Intravitalmikroskopie am
Cremastermuskel der Maus) nachzuweisen, dass SDF-1 ebenfalls einen
signifikanten Einfluss auf die Migration von CD133+ humanen Stammzellen hat
(190). Lehwald et al. beschreibt analog zu den vorliegenden Ergebnissen in seiner
aktuell verdffentlichten Arbeit ebenfalls die SDF-1 vermittelte Mobilisierung von
CD133+ Zellen in der Regeneration der Leber (191).

In den mit BM-TNCs durchgefuhrten Versuchen konnte zwar nachgewiesen werden,
dass SDF-1 auf die Migration von Knochenmarkzellen tendenziell einen positiven
Einfluss hat. Dieser war jedoch nicht signifikant. Die vorliegenden Daten dieser Arbeit
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zeigen bei der Bestimmung der absoluten Zellzahl der migrierten Zellen eine knapp
nicht signifikante Zunahme durch SDF-1. In der durchflusszytometrischen Kontrolle
konnte fur die Zellen, die CD117, CD133 und CD34 als Marker fur hamatopoetische
Stammzellen trugen, eine Zunahme der Migration durch SDF-1 gezeigt werden.
Diese waren allerdings ebenfalls nicht signifikant.

Auch Seeger et. al sieht in seiner Arbeit von 2009 einen erhdhte Migration von im
Knochenmark gereiften mononuklearen Zellen durch eine SDF-1 Stimulation (192).
Im Unterschied zur vorliegenden Arbeit zeigt er allerdings die verstarkte Migration
durch SDF-1 lediglich an mononuklearen Zellen, die CXCR4 als Oberflachenprotein

exprimieren.

Die Regulation des CXCR4 (CD184) in Bezug auf die Migration von
hamatopoetischen Stammzellen ist noch nicht vollstandig verstanden (148). Die
Regulation der Rezeptorexpression kann durch verschiedene Stammzellfaktoren,
sowie durch Interleukine, insbesondere Interleukin 6, beeinflusst werden (175). Im
hamatopoetischen System wird die Migration von HSCs in den Blutkreislauf durch die
Wechselwirkung zwischen CXCR4 und SDF-1 (CXCL12) beeinflusst (193). CXCR4
spielt somit bei der Migration von hamatopoetischen Stammzellen eine zentrale
Rolle. Auch beim Homing von hamatopoetischen Stammzellen, sowie bei der
Uberwindung der Knochenmark-Endothel-Schranke ist es beteiligt (148,194). Es gilt
jedoch als gesichert, dass es nach der Bindung von SDF-1 (CXCL12) durch
Endozytose zur Internalisierung des Rezeptors kommt (174). Allerdings scheint dies
konzentrationsabhangig zu sein, da es bei geringen Konzentrationen von SDF-1 im
Knochenmark zu einer Hochregulation von CXCR4 kommt (148).

Die nicht signifikant starkere Migration der CD184+ Zellpopulation zu SDF-1 legt die
Vermutung nahe, dass es bei CD184+ Zellen nach Migration durch den Kontakt mit
SDF-1 zu einer Rezeptorinternalisierung und hierdurch zu einer Verringerung der
CD184+ Zellpopulation kommt. Eine Verminderung der CXCR4 Expression durch die
in vitro Kultivierung der migrierten Zellen kann anhand der Inkubationskontrolle

ausgeschlossen werden.

In weiteren Versuchen mit isolierten Knochenmarkzellen konnten fir CD34+ Zellen,
sowie fur die CD133+/CD117+, CD34+/CD117+ und CD34+/CD133+/CD117+
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Subpopulationen eine signifikante Zunahme der Migration zu einer Kombination aus
SDF-1 und ATP gezeigt werden.

Auch Rossi et. al. beschreibt den Einfluss von extrazellularen Nukleotiden, wie ATP
und UTP, u.a. auch in Kombination mit SDF-1 auf die Migration hamatopoetischer
Stammzellen. Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit verwendete Rossi et al. in
seinen Chemotaxis-Assays CD34+ Zellen aus mobilisiertem peripherem Blut.
AuRerdem legte er eine kurzere Inkubationszeit und eine niedrigere Konzentration
von ATP zu Grunde (18). Die Ergebnisse seiner Veroffentlichung von 2007 zeigen flr
die Kombination aus SDF-1 und UTP eine signifikante Zunahme der Migration von
CD34+ hamatopoetischer Stammzellen. Fur die Kombination aus SDF-1 und ATP
konnte er allerdings kein Signifikanzniveau fir die Migration CD34+
hamatopoetischer Stammzellen zeigen.

Die vorliegenden Daten zur Migration von CD133/CD117, sowie CD34/CD117 und
CD34/CD133/CD117  Zellen lassen weiterfuhrende  Untersuchungen zum
regenerativen Potenzial dieser Population ratsam erscheinen. Da sie im
Knochenmark jedoch nur in geringer Zahl auftreten, sollte eine maogliche
Aufreinigung nach Expansion in vitro oder eine Isolation aus mobilisiertem
peripherem Blut in Erwagung gezogen werden.

In der vorliegenden Arbeit migrierten isolierte CD133+ Zellen signifikant starker zu
einer Kombination aus SDF-1 und ATP, sowie zu ATP (100 uM) allein im Vergleich
zur Migrationskontrolle. Auch hier zeigen die Ergebnisse von Rossi et al. nur eine
signifikante Zunahme der Migration durch UTP, allerdings nicht fir ATP (18).

Somit zeigt sich, dass die vorliegenden Ergebnisse im Widerspruch zu den Angaben
in der Literatur stehen. Moégliche Griinde hierfir sind die unterschiedlich verwendeten
Zellquellen. Rossi et al. verwendete CD34+ Zellen aus peripherem Blut im Vergleich
zum hier verwendeten Knochenmark (18). Auch die unterschiedlichen
Konzentrationen von ATP und die unterschiedlichen Inkubationszeiten konnen die

differenten Ergebnisse erklaren.

Mit weiteren Versuchen wiesen Rossi et al. durchflusszytometrisch nach, dass
extrazellulare Nukleotide wie UTP oder ATP auf die Dynamik von CXCR4 Einfluss
nehmen kénnen. Durch extrazellulares UTP bzw. ATP kann eine Herabregulation
von CXCR4 bzw. die Internalisierung des CXCR4 nach Bindung mit CXCL12
verhindert werden (18).
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Gestutzt auf diese von Rossi et al. postuliete Annahme, wurde in den
durchgefuhrten Versuchen der Einfluss einer ,ATP-Prakonditionierung” auf CD133+
Zellen und anschlieRender Migration gegen einen SDF-1 Gradienten getestet.

Die erzielten Ergebnisse zeigen eine moderate, nicht signifikante Zunahme der
Migration von CD133+ Zellen nach einer ,ATP-Prakonditionierung®.

Rossi et al. zeigte flr das Nukleotid UTP an CD34+ Zellen sowohl in vivo als auch in
vitro eine signifikant erhéhte Empfindlichkeit gegeniber einem SDF-1 Gradienten
nach einer einstundigen Prakonditionierung. Eine Prainkubation mit ATP mit
anschlielRender Migration gegen einen SDF-1 Gradienten wie in der vorliegenden
Arbeit wurde nicht getestet.

Somit konnte die von Rossi et al. gezeigte ,ATP-Prakonditionierung“ fir CD133+
Zellen mit den durchgefihrten Versuchen nicht festgestellt werden. Die Ursachen
hierflr liegen mdglicherweise auch im Unterschied der verwendeten Zellen bzw. in
der im Vergleich kurzen, einstiindigen Prakonditionierung der Zellen.

Fur die BM-TNCs wurde aufgrund der geringen Haltbarkeit des Produkts keine ,ATP-

Prakonditionierung® durchgefihrt.

Die durchflusszytometrische Analyse der migrierten BM-TNCs zeigte fur die
Zellpopulationen, die die Marker CD14, CD184, CD117 oder CD133 trugen, keine
signifikante Veranderung durch SDF-1 bzw. der Kombination aus SDF-1 und ATP.
Fir die CD34+ Zellpopulation der isolierten Zellen konnte allerdings fur die

Kombination aus SDF-1 und ATP eine signifikante Zunahme gezeigt werden.

Die SDF-1 und ATP abhangige Migration von Subpopulationen, die verschiedene
Stammzellmarker tragen, wurde nach unserem Kenntnisstand erstmals untersucht.

Basierend auf den dargestellten Ergebnissen stellt sich die Frage, warum
Zellpopulationen, die CD133 oder CD117 allein trugen, keine signifikante
Veranderung der Migration durch SDF-1 bzw. der Kombination aus SDF-1 und ATP
zeigten, hingegen Subpopulationen wie CD133/CD117, signifikant zu SDF-1/ATP-
migrierten. Eine mdogliche Erklarung ware die genauere Identifizierung von
Stammzellen in  der durchflusszytometrischen  Analyse, die  mehrere
Stammzellmarker auf ihrer Zelloberflache tragen. Da fir alle untersuchten
Stammzellpopulationen ein seit Jahren in der durchflusszytometrischen Analyse
erprobtes und standardisiertes Auswerteschema, entsprechend dem ISHAGE



5. Diskussion 79

Gatingverfahren fur CD34+ Zellen, angewandt wurde, scheint dies wenig
wahrscheinlich (195). Eine weitere mogliche Erklarung ware, dass Subpopulationen,
die verschiedene Markerkombination tragen, funktionelle Unterschiede zu den
Ubrigen Stammzellen aufweisen. So lassen sich CD34+ Stammzellen mit Hilfe
weiterer spezifischer Membranantigene in ihrem Entwicklungsstadium und ihrer
Entwicklungsrichtung charakterisieren (85,86). CD34+ Zellen konnen entsprechend
ihrem Entwicklungsstadium auch CD133 und CD117 exprimieren (87). Wahrend
CD34 auch auf granulozytaren und monozytaren Vorlauferzellen exprimiert wird
(196), tragen nur primitivere Stammzellen zusatzlich CD133. Bissels et al.
charakterisierte durch die Analyse der zellularen miRNA, sowie Genexpression von
CD34+CD133+ im Vergleich zu CD34+CD133- Stammzellen
subpopulationsspezifisch verschiedene Entwicklungsstadien der Zellen (197).

Die Ergebnisse zeigten ein unterschiedliches Migrationsverhalten von unreiferen
Stammzellen im Vergleich zu reifen Stammzellen. Basierend hierauf ware denkbar,
dass unreife Stammzellen insbesondere an der Regeneration von geschadigtem
Myokard beteiligt sind. Weitere Versuche mit entsprechenden unreifen Zellen,

charakterisiert durch die jeweiligen Oberflachenproteine, waren nétig.

Innerhalb der CD184+ Zellen nahm die CD117+ Subpopulation nach Migration zu
einem SDF-1/ATP Gradienten signifikant zu. Die CD34+ Subpopulation war nicht
signifikant verandert. Denkbar ist, dass die Kombination SDF-1/ATP einen
spezifischen migratorischen Reiz fur CD117+ Zellen darstellt; moglicherweise hemmt
CD117 aber auch die Rezeptorinternalsierung von CD184 in Anwesenheit von SDF-
1. Wojakowski et al. beschreibt eine Mobilisierung der CD117+ CD184+
Subpopulation im Rahmen eines Myokardinfarktes, die unter anderem von SDF-1
beeinflusst wird (198). Auch Brzoska et al. berichtet in ihrer Veroéffentlichung von
2012 Uuber die positive Auswirkung von SDF-1 auf die Mobilisierung von
CXCR4/CD34+  nicht-muskularen  Stammzellen und  Myoblasten  (199).
Stammzellpopulationen, die CD184 tragen, sind offenkundig von hohem
therapeutischem Interesse.

Das Ausmal} der Migration von CD117+ CD184+ Zellen zu SDF-1/ATP kann an
isolierten humanen CD117+ Zellen weiter charakterisiert werden. Diese waren auch
einer Prakonditionierung mit ATP besser zuganglich als das Zellgemisch der BM-
TNCs, das neben Stammzellen Granulozyten und Erythrozyten enthalt, die durch
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Degradation die Zellen negativ beeinflussen kénnen (200). Werden die frisch
isolierten BM-TNCs direkt nach der Isolation angewandt, kann es von Vorteil sein,
bei geringem Zellverlust hohe Zahlen frischer, autologer humaner Zellen zur
kardialen Transplantation verfigbar zu machen. Die vorliegenden Daten belegen,
dass BM-TNCs mehrere Stammzellpopulationen enthalten, die von SDF-1 und ATP

angeregt selektiv in ischamisches Gewebe einwandern konnen.

Die signifikante Zunahme der Migration von Knochenmarkzellen bzw. CD133+ Zellen
zu ATP, insbesondere in Kombination mit SDF-1, konnte in der vorliegenden Arbeit
gezeigt werden. Auch der Einfluss einer ,ATP-Prakonditionierung“ wurde untersucht.
Basierend auf den Ergebnissen stellt sich die Frage nach einem maoglichen klinischen
Einsatz von ATP in der Vorbehandlung von isolierten Zellen zur kardialen
Transplantation. Lemoli et al. sieht physiologisch niedrige Konzentrationen von
Nukleotiden als stimulierend auf hamatopoetische Zellen an und beschreibt eine
Stimulation der Koloniebildung durch extrazellulares ATP (157). In der vorliegenden
Arbeit konnte gezeigt werden, dass extrazellulares ATP in einer Konzentration von
100 yM keine schadigende Wirkung auf CD133+ Zellen hat und ihre Proliferation
nicht hemmt. Eine Stimulation der Koloniebildung war nicht erkennbar. Dies kdnnte
auf die unterschiedlichen verwendeten Konzentrationen zurtickgehen oder darauf,
dass der von Lemoli angewandte Assay die Bildung hamatopoetischer Kolonien
zeigt, wahrend im CFU-EC endotheliale Vorlauferzellen untersucht werden, was
einen engeren Bezug zur kardialen Regeneration hat. Auch Ferrari et. al beschreibt
in der Untersuchung von hamatopoetischen Zellen weder einen negativen Einfluss
auf die Proliferation noch eine toxische Wirkung von ATP auf die Zellen (201).
Insgesamt scheint die Wirkung von extrazellularem ATP konzentrationsabhangig zu
sein. Eine Konzentration zwischen 1 nM und 10 uM sieht Lemoli et al. als optimale
Konzentration fur die Stimulierung von hamatopoetische Zellen (157). Die in den hier
beschriebenen Versuchen verwendeten Konzentrationen liegen zwischen fir den
Extrazellularraum (10 nM) und das Zytosol (10 mM) in der Literatur genannten
Werten flur lebende Zellen (12). In Anbetracht der beschriebenen Erhéhung der
extrazellularen ATP-Konzentration im ischamischen Myokard (11-15), erscheinen die
hier verwendeten Konzentrationen plausibel, im Vergleich zu Rossi et al. und Lemoli
et al. sind sie hoch (18,157). Allerdings konnte aufgrund der durchgeflhrten

Versuche keine schadigende Wirkung von ATP 100 uM auf die isolierten Zellen
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gezeigt werden. So kann man davon ausgehen, dass mit der verwendeten ATP-

Konzentration bei niedriger Toxizitat eine maximale Wirkung erreicht werden konnte.

Aufgrund der nicht signifikanten Migrationsverstarkung durch das Priming der
CD133+ Zellen mit ATP erscheint eine klinische Nutzung dieses Verfahrens derzeit
wenig sinnvoll. Basierend auf den Ergebnissen von Rossi et al. kdnnte jedoch ein
Priming von Knochenmarkzellen durch das Nukleotid UTP weiter untersucht werden.
Eine endgultige Aussage Uber den klinischen Einsatz einer solchen Vorbehandlung
kann jedoch nur mit Hilfe von klinisch einsetzbaren Zellisolierungsverfahren und
deren Produkte getroffen werden. Das ResQ-Zellprodukt, das mit einem
geschlossenen Point-of-Care-System Res-Q" 60 BMC aufgereinigt wird, ist daflr
prinzipiell geeignet. Um eine bessere Aussage bezuglich der klinischen Nutzbarkeit
zu bekommen, sollte nicht wie im Material- und Methodenteil beschrieben, mit dem
MiniMACS®-System gearbeitet werden, sondern mit dem im klinischen Betrieb
eingesetzten CliniMACS®-System.

Die erhobenen Daten bieten aulerdem eine Grundlage fur Folgeversuche, in denen
der Mechanismus der Migration der Zellen unter Einfluss von ATP geklart werden
konnte. Insbesondere auch, inwieweit spezifische ATP-Rezeptoren an der Migration
von CD133+ Zellen bzw. BM-TNCs beteiligt sind. Durch die mogliche Identifikation
eines fur die gezeigten Ergebnisse verantwortlichen Rezeptors kann ggf. unter
Zuhilfenahme von Inhibitoren die zugrunde liegende intrazellulare Signalkaskade

identifiziert werden.

Die Migrationsversuche der vorliegenden Arbeit wurden mittels der Boyden Kammer
als in vitro Versuche durchgefihrt. Hierbei lagen idealisierte Bedingungen fur die zu
migrierende Zellen vor. Ein direkter Rickschluss auf die Verhaltnisse in vivo ist mit

den unter in vitro Bedingungen durchgeflihrten Versuchen somit nicht moglich.

Auch eine Vergleichbarkeit zwischen den isolierten CD133+ Zellen und den isolierten
BM-TNCs ist aufgrund unterschiedlicher Methoden- bzw. Versuchskonstellationen
nur eingeschrankt moglich. Die unterschiedliche Zellart, die abweichende Zellzahl
und die unterschiedlichen Arten der Auswertung (FACS vs. mikroskopische Zahlung),
die in den jeweiligen Versuchen zugrunde gelegt wurden, lassen einen direkten

Vergleich nicht zu.
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Allerdings lasst sich erkennen, dass sowohl bei isolierten CD133+ Zellen, als auch
bei der CD133+ Population der BM-TNCs eine gleichsinnige Tendenz in der
Migration zu SDF-1 bzw. der Kombination von SDF-1 und ATP besteht.
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6. Zusammenfassung

Im ischdmischen Myokard kommt es durch Uberexpression von SDF-1 zu vermehrter
Rekrutierung von Stammzellen aus dem Knochenmark. Zudem werden Nukleotide
wie ATP bei Myokardischamie in den Extrazellularraum freigesetzt.

In der vorliegenden Arbeit wurde die selektive Migration von hamatopoetischen
Stammzellen des Knochenmarks zu SDF-1/ATP gezeigt. Die Daten legen die
Bedeutung von Nukleotiden fur die Migration von Stammzellen in das ischamisch
geschadigte Gewebe nahe. Isolierte CD133+ Stammzellen migrierten in vitro sowohl
zu SDF-1 als auch zu ATP und einer Kombination beider Faktoren. lhre Viabilitat und

Koloniebildung wurden durch ATP nicht beeintrachtigt.

BM-TNCs migrierten signifikant nur zu einer Kombination aus SDF-1 und ATP.
Insbesondere Subpopulationen, die CD34, CD133 und CD117 koexprimierten,
wanderten verstarkt. Die gewonnenen Daten legen nahe, zuklnftig die
therapeutische Aktivitat gerade dieser frUhen Stammzellpopulationen naher zu
untersuchen. CD184+ Zellen waren in der zu SDF-1 migrierten Zellpopulation
vergleichbar haufig wie nach Chemokinese, obwohl fir CD184 als SDF-1 Rezeptor
eine entscheidende Rolle bei der Migration zu erwarten war. Mit SDF-1 direkt
inkubierte Zellen zeigten eine Reduktion von CD184 auf der Zelloberflache. Eine
Downregulation dieses Rezeptors durch seinen Liganden SDF-1 wurde bereits
gezeigt und kann diesem Effekt zugrunde liegen. Nach Chemokinese (in
Abwesenheit von SDF-1 und ATP) wiesen BM-TNCs einen verringerten Anteil an
CD133+, CD34+, CD117+, sowie CD184+ Zellen auf.

Wahrend eine Vorbehandlung von Zellprodukten mit ATP klinisch nicht
aussichtsreich scheint, sollte das Potential anderer migratorischer Faktoren wie UTP
nicht aus den Augen verloren werden. Mit dem Res-Q™ 60 BMC System
aufkonzentrierte BM-TNCs enthielten migratorisch aktive Stammzellpopulationen, die
therapeutisches Potenzial fir die kardiale Regeneration erwarten lassen. Die
vorliegende Arbeit bietet damit eine eingehende Charakterisierung wirksamer
Bestandteile eines klinisch einsetzbaren Zellprodukts. Die neuen Erkenntnisse zur
geringeren Chemokinese von Stammzellpopulationen aus einem Zellgemisch heraus
konnten zudem eine Anreicherung der Zellen ohne Zugabe weiterer Reagenzien

(Antikorper, Magnetpartikel) ermoéglichen.
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i. Erganzende Diagramme
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Abb. 30 — Subpopulationen migrierter CD133+ Zellen innerhalb der BM-TNCs
n=24; *p<0,05; Sdulen zeigen Mittelwert + Standardfehler
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Abb. 31 — Subpopulationen migrierter CD34+ Zellen innerhalb der BM-TNCs
n=24; *p<0,05; Sdulen zeigen Mittelwert + Standardfehler
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Abb. 32 — Subpopulationen migrierter CD117+ Zellen innerhalb der BM-TNCs
n=24; *p<0,05; Sdulen zeigen Mittelwert + Standardfehler
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ii. Abkilirzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

ADP Adenosindiphosphat

AMP Adenosinmonophosphat

ATP Adenosintriphosphat

BM Knochenmark — engl. Bone marrow

bzw. beziehungsweise

ca. circa

CD Cluster of differentiation

cDNA Komplementare DNA

CLP common lymphoid progenitor

CXCR4 CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 4, syn. SDF-1-Rezeptor (CD184)
DNA Desoxyribonucleinsaure

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

FACS Durchflusszytometrie - engl. Fluorescence activated cell sorting
G-CSF Granulozyten — Kolonienstimulierender Faktor
HIF-1 Hypoxie-induzierter Faktor-1

hMSC Humane mesenchymale Stammzellen
HSC Hamatopoetische Stammzelle

HWZ Halbwertszeit

IGF-1 Insulin-like growth factor-1

iPS induzierte pluripotente Stammzellen

KM Knochenmark

Konz. Konzentration

MACS Magnetisch aktivierte Zellsortierung

MAPK Mitogen-aktivierte Protein Kinasen (MAPK)
Min. Minute

MNCs mononukleare Zellen

MSC mesenchymale Stammzellen

MW Mittelwert

NO Stickstoffmonoxid

PBS Phosphatgepufferte Salzlésung

RNA Ribonukleinsaure

RT Raumtemperatur
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RT-PCR Reverse Transkriptase Polymerase Kettenreaktion

SCF Stem cell factor

SDF-1 Stromal cell-derived factor 1, syn. CXCL12, Ligand von CD184
s. Abb. siehe Abbildung

SE Standardfehler

Sek. Sekunde

SZ Stammzelle

TNC Kernhaltige Zellen - engl. Total nucleated cells

TNF-alpha Tumor Nekrose Faktor

VEGF Vascular endothelial growth factor

Vgl. Vergleich

VS. versus

ZP Zellprodukt

Zusatzlich gelten die allgemeinen S| Einheiten und die chemischen Elementsymbole.
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8. Anhang 101

V.

Thesen

. Knochenmarkstammzellen spielen eine wichtige Rolle in der Regeneration

von ischamisch geschadigtem Myokardgewebe. Nach intramyokardialer
Transplantation autologer CD133+ Zellen aus Knochenmark konnte sowohl im
Tiermodell als auch in klinischen Studien Phase I/ll eine Verbesserung der

Herzfunktion nachgewiesen werden.

. Durch kardiale Ischamie kommt es zu einer HIF-1 bedingten verstarkten SDF-

1 Expression, was zur Rekrutierung von Knochenmarkstammzellen in das

geschadigte Gewebe fuhrt.

3. Isolierte CD133+ Stammzellen migrieren zu SDF-1.

4. Da ATP im Extrazellularraum unter ischamischen Bedingungen erhoht ist,

wurde der Einfluss von ATP auf die Migration von CD133+ bzw.
Knochenmarkzellen (BM-TNCs) untersucht.

Isolierte CD133+ Stammzellen migrieren zu 100 yM ATP in vitro, diese
Konzentration ist fur die Zellen untoxisch.

Eine Kombination von SDF-1 und ATP wirkt als starker migratorischer Reiz
auf BM-TNCs in vitro.

Nach Chemokinese weisen BM-TNCs einen verringerten Anteil
hamatopoetischer Stammzellen auf.

Migration zu einer Kombination aus ATP und SDF-1 hin fihrt dagegen zu
einem erhohten Anteil der CD34+, sowie CD133+/CD117+ Zellpopulationen in
BM-TNCs.

Nach Inkubation mit SDF-1 und ATP ist der Anteil der CD184+ Zellen
innerhalb der BM-TNCs erniedrigt, was durch Rezeptorinternalisierung nach

Ligandenkontakt begriindet sein kann.

10.Ein mit dem Point-of-Care-System Res-Q™ 60 BMC aufgereinigtes Zellprodukt

enthalt migratorisch aktive Stammzellpopulationen, die therapeutisches

Potenzial fur die kardiale Regeneration besitzen.





