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1. EinfGhrung

1.1 Einleitung

Das noch relativ junge Feld der regenerativen Medizin befasst sich mit der Heilung
verschiedener Erkrankungen durch die Wiederherstellung funktionsgestorter Zellen und
Gewebe. Das aktuelle Interesse an Stammzellen erwachst vor allem aus der Hoffnung, dass
sie fir die Behandlung von Organen bieten, welche bisher als nicht oder als nur sehr
eingeschrankt regenerationsfahig angesehen wurden, wie z.B. das Herz. Die Tatsache, dass
die Stammzellen schon seit Jahren im Rahmen der Knochenmarktransplantation klinisch
verwendet werden und daher gut charakterisiert sind [7], ermdglichte die zligige Entwicklung
entsprechender regenerativer Therapiekonzepte. Bisher wurden dazu zahlreiche
wissenschaftlichen Arbeiten und klinischen Studien veroffentlicht. [1] [8] [9] [10] [11] [12]
[13] [14] [15] [16] [17] [18] [21][26] Studien an Menschen folgten frilheren experimentellen
Daten [19,20], die u.a. auf eine kardial regenerative Wirkung der Knochenmarksstammzellen
hinwiesen.

Trotz der bis zum jetzigen Zeitpunkt erarbeiteten klinischen Zelltherapie-Protokolle, bleiben

zugrunde liegenden Mechanismen, flr die ausgewiesenen positiven funktionalen Effekten
der kardialen Stammzellen-Anwendung, unklar. Zur Beantwortung dieser Frage sind
verschiedene Hypothesen vorgeschlagen worden, einschlie3lich der Mdglichkeit, dass das

geschadigte Gewebe parakrine Faktoren sezerniert, die endogene Vorlaufer- und

Stammzellen rekrutieren. [25]

Das Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung des Migrationspotential einer spezifischen

Subpopulation, humaner CD 133" Knochenmarkstammzellen in vivo.



Hierzu wurde ein peripheres Muskelgewebe der Maus verwendet. Da flr ein erfolgreiches
“"Homing™" initial eine Interaktion zwischen den Stammzellen und Endothelzellen erforderlich
ist, wurden das sogenannte endotheliale “Rolling™ und die feste endotheliale Adhasion
unter Verwendung eines intravitalen Mirkoskops beobachtet. Bislang wird der SDF-
1/CXCR4-Achse die entscheidende Relevanz beim “Homing™ der humanen Stammzellen
zugeschrieben. [4] Daher wird in dieser Arbeit der Einfluss des endothelialen CXCR4-

Rezeptors beim ““Homing™" der humanen CD 133" Stammzellen untersucht.

1.2 Stammzellen

Als Stammzellen werden allgemein Korperzellen bezeichnet, die sich in verschiedene
Zelltypen oder Gewebe ausdifferenzieren kdénnen. Je nach Art der Stammzelle und ihrer
Beeinflussung haben sie das Potential, sich in jegliches Gewebe (embryonale Stammzellen)
oder in bestimmte festgelegte Gewebetypen (adulte Stammzellen) zu entwickeln.
Stammzellen sind in der Lage, Tochterzellen zu generieren, die selbst wiederum
Stammzelleigenschaften besitzen , aber auch solche mit groBerer Ausdifferenzierung. [2]
Die Fahigkeit der Selbsterneuerung und der Differenzierung sind somit die beiden Kriterien,
welche alle Stammzellen verbinden. Dabei sind zwei Begriffe wichtig, die im Folgenden
erklart werden.[3]

Totipotenz -. Die Fahigkeit einer Zelle, sich in sdmtliche Zellen eines Gesamtorganismus zu
entwickeln. Menschliche Embryonen verfliigen bis ca. zum Achtzellstadium Uber totipotente
Zellen, von denen sich jede einzelne als eigenstandiges Individuum entwickeln kdnnte, was
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alle embryonalen und extraembryonalen Zelltypen einschlie3t. Extraembryonale Strukturen,
wie Dbeispielsweise die Plazenta, werden vom Trophoektoderm gebildet. Das
Trophoektoderm und die innere Zellmasse, aus welcher sich der eigentliche Embryo
entwickelt, sind die beiden Zellgruppen, die aus den ersten Furchungsteilungen hervorgehen
(bis zum Achtzellstadium). Sie haben die gleiche Fahigkeit wie eine befruchtete Eizelle.
Pluripotenz: Innerhalb der inneren Zellmasse befinden sich nur noch Zellen, die dazu
befahigt sind, durch Teilung und Differenzierung alle Zelltypen des eigentlichen Embryos
(Zellen aller drei Keimblatter), nicht aber extraembryonale Strukturen, zu erzeugen. Sie
werden als pluripotente Zellen bezeichnet. [5-7] In der Literatur sind noch weitere Begriffe
erwahnt wie Multipotenz - welche zwar nicht in alle Zelltypen des adulten Organismus,

jedoch in viele verschiedene Zelltypen differenzieren konnen.

Man unterscheidet je nach Herkunft zwischen embryonalen und adulten
Stammzellen. Adulte Stammzellen kénnen ab der Geburt bis zum Tod entnommen werden.
Sie befinden sich im Knochenmark, Nabelschnurblut, Fettgewebe, sowie im peripheren
Blut. Auch der erwachsene Koérper benétigt zur Erneuerung seines Gewebes Stammzellen.
Besonders reichhaltig ist das Knochenmark, wobei nach einer kiinstlichen Stimulation des
Knochenmarks auch aus dem normalen Blut Stammzellen gewonnen werden kénnen. Die
Entwicklungspotenz von adulten Stammzellen galt bislang gegentiber embryonalen
Stammzellen als reduziert. Aber auch sie kénnen mittels Wachstumsfaktoren dazu angeregt
werden, sich in spezialisierte Zelltypen zu entwickeln. Sie bewahrten ihre Pluripotenz auch
nach 60 Zellteilungen. [3] Deshalb konnen Stammzellen theoretisch jedes zerstorte

Gewebe im Kdrper erneuern oder ersetzen.



1.2.1 CD 133" Stammzellen

Vor vierzehn Jahren wurde eine neuartige Cholesterin-Wechselwirkung, ein Pentaspan
Membranglykoprotein namens Prominin-1 (CD 133) als Oberflachenmarker von sowohl
neuronalen (Weigman et al. 1997) als auch hamatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen

(Yin et al. 1997) identifiziert . [23]

Extracellular space

NH,

COCH
Cytosol

Abb. 1. Membranprotein CD133 (AC133) [22]

Das CD 133-Antigen (Prominin-1) ist ein 5 Transmembran Glykoprotein mit einem
Molekulargewicht von ca. 120 kD. Es gibt eine N-terminale Domane und zwei grof3e
glykolisierte Schleifen extrazellular sowie zwei kleine zytoplasmatische Schleifen und das C-
terminale Proteinende intrazellular.[23] CD 133 wurde zuerst von Yin et al. 1997 als Marker
auf hamatopoetischen CD34" Vorlauferzellen des adulten menschlichen Blutes und
Knochenmarks sowie auf fetalen epithelialen Zellen der Leber oder der Niere beschrieben.
Im selben Jahr entdeckten Weigman und Kollegen Prominin, das homologe
Sequenzenanalog in der Maus. Zusatzlich zu den blutbildenden System- und Epithelzellen
ist Prominin-1 (CD133) in einer groBen Gruppe von somatischen Stamm- und
Vorlauferzellen zu finden [35] CD 133 zeigt eine bemerkenswerte zellulare Lokalisation. An

8



der Plasmamembran ist CD 133 auf bestimmte Teilbereiche beschrankt. In den epithelialen
Zellen ist Prominin-1 auf den Mikrovilli und &hnlichen Vorspriingen der apikalen
Plasmamembran konzentriert. In nicht-epithelialen Zellen, wie hé&matopoetischen
Stammzellen, ist Prominin-1 ebenfalls auf den Plasmamembran-Vorspriingen angereichert.
Uber die Funktion des CD 133-Rezeptors ist bisher wenig berichtet worden. [36]
[377 Dem CD 133 Molekul wird eine Rolle als Organisator der Plasma-Membran-
Vorspriinge zugeschrieben. [38] [39] In letzter Zeit werden CD 133" Stammzellen als Zellen
mit groBem regenerativem Potential angesehen. Im Jahr 2007 wurde gezeigt dass, humane
CD 133" Stammzellen das Potenzial haben, sowohl in Richtung endothelialer, als auch in

Richtung myokardialer Zelllinien zu diffrerenzieren. [40]

1.3 Stammzellhoming

1.3.1 Definition

Die Migration von hamatopoetischen Stammzellen tber das Blut, durch das Gefalisystem
hin zum Ziel-Organe bzw. das Knochenmark wird als “"Homing "-Prozess bezeichnet. [27]
Wahrend der Ontogenese werden die frihen Vorlaufer des blutbildenden System zun&chst
in der intraembryonalen Aorta-Gonaden-Mesonephros (AGM) gebildet, und es scheint sehr
wahrscheinlich, dass solche ,AGM-derived‘ hamatopoetischen Stammzellen auswandern und
die fetale Leber besideln, den wichtigsten Ort der embryonalen Blutbildung. Wé&hrend der
Neugeborenen-Stadien wandern die hAmatopoetischen Stammzellen erneut . Sie verlassen
die fetale Leber und gelangen durch den Blutstrom in das Knochenmark. [28]

In den letzten 30 Jahren konnte gezeigt werden, dass hamatopoetische

Stammzellen nach dem Neugeborenenstadium ihre  Fahigkeit zu



migrieren, behalten.[29][30] Das "Homing " ist nicht nur ein naturlicher Prozess, der standig
ablauft, sondern er kommt auch im Rahmen pathologischer Bedingungen im Sinne von
akuten Organschaden vor, wie z.B. dem Herzinfarkt. Der grote Teil der Stammzellen im
Knochenmark befindet sich normalerweise in Ruhestellung und zeigt keine proliferative
Aktivitdt. Kommt es aber im Organismus zu einem erhohten Bedarf, so werden diese
Stammzellen aktiviert und beginnen zu proliferieren und in Progenitorzellen zu differenzieren.
Schlief3lich kommt es zur Mobilisierung der Stamm- und Progenitorzellen in das periphere
Blut. Bei physiologischen bzw. pathophysiologischen Prozessen wie z.B. Gewebeischamie
kommt es Uber Stresssignale zu einer gesteigerten Mobilisierung von Stamm- und
Progenitorzellen, bevor sie aus dem Knochenmark-Mikromilieu Uber die Sinusoide des
Knochenmarks in die Zirkulation gelangen kdnnen. [41]

Es handelt sich um komplexe Prozesse, Signalwege und Mechanismen, die durch die
Wechselwirkung zahlreicher Faktoren (Zytokine, Chemokine, proteolytische Enzyme,

Wachstumsfaktoren und Adhasionsmolekiile) entstehen.[43]

1.3.2 Etappen, Mechanismen und Mediatoren

Das Stammzellhoming besteht aus mehreren Etappen. Zunachst werden Stamm- und
Progenitorzellen aus dem Knochenmark von verschiedenen Mediatoren stimuliert. Diese
Phase wird als Mobilisation bezeichnet. Als nachster Schritt folgt das sogenannte “Rolling™
und danach die Adhasion zwischen den Stammzellen und Endothelzellen. Danach folgt

transendotheliale Migration von dem Mikromilieus des Knochenmarks ins periphere Blut
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Uber die Sinusoide. “"Rolling™", Adhasion und schlieBlich transendotheliale Migration finden
auch im knochenmarkfernen Zielorgan statt. Ein erfolgreiches peripheres “"Homing " bildet

die Voraussetzung fur eine gewebe- und organspezifische Ausdifferenzierung der

Stammzellen.[42][56]

bone - -"w,_‘ /I proteases, protease inhibitors ',r" peripheral tissue

endogenous cytokine/GF levels,exogenous cytokine/GF
kinins

’ /
) | delivery, receptor blockers, statins, NO donors - (chemotaxts/ |
R onchoring ) proteases, protease ","’T""’“ tion)
oring T
Ny X ‘—~v\ inhibitors, endogenous /
3 cytokine/GF L@;?(a
iy f L

[ L
\ ._Q | active substances { P
levels, exogenous
y ==, | from serum and/ / e ST
il or platelets :/ = cytokine/GF defivery, /| ".lu )
e | Lendothetiol il receptor blockers, [ Al @"v—
Mo < X statins, NO donors «“ [ BANE
J =N | complement proteins | ~eN 7
x N @\ o
/ L X e
M"WPMQ;C".'- .. chemotaxis/ | A f] : PR
IR\ secretion | e [ e Iintrovasation proteases/protease 2 J N £, "
proteases, protease inhibitors / Z * ~ | inhibitors, receptor blockers, > adhesion supported by SOV
cytokine/GF levels, receptor A\J = e endogenous cytokine/GF platelets and octivated  eytokine release by
blockers sinu. | prostanoids levels, lipids | endothelium d | ischemic tissue
art U —— \ peripherol

osteoblastic niche : Y e —— e — tissue

legend

«%»  adhesion molecules e.g. integrins) @) stemcoll é}) stromal cell /’Q\ sinusoidal endothelial cell
o endothelial cell
. 93'3("“3"j1 active SU'JSB"W_ _ /*)  osteoblast vs% Dplatelets ——== (peripheral vasculature)
(e.g. cytokines, NO, sphingolipids) ~—
> direction of cell migration
hii
? receptor witl lugfnd (soluble or 9 osteoclast SR extracellular matrix s chemotactic gradient
membrane/matrix bound), e.g. CXCR4/SDF-1 v with bound GFs

Abb. 2. Etappen, Mechanismen und Mediatoren des Stammzellhomings [42]

1.3.2.1 SDF-1a und CXCR4 und Bedeutung der SDF-1a/CXCR4 - Achse beim

Stammzellhoming

SDF-1a .-

Das Chemokin “Stromalcell-derived factor 1a — (SDF-1 a) gehort zu den C-X-C-
Chemokinen, welches urspriinglich aus murinen Stromazellen des Knochenmarks isoliert

und zunéchst als ,,murine pre-B-cell growth stimulating factor™ bezeichnet wurde. [31]
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Die Chemokine stellen eine Familie kleiner Molekule dar, die fur ihre Fahigkeit bekannt sind,
Zellmigration im Korper zu steuern und zu kontrollieren. In jedem Chemokinmolekil findet
man zwei Cysteine direkt aufeinanderfolgend, und je nachdem, ob eine oder drei andere
Aminosauren dazwischen liegen, unterscheidet man CC-, CLC-sowie CL3;C-Chemokine.

Die Chemokinrezeptoren besitzen sieben Transmembranhelices und gehéren zur Klasse
der G- Protein- gekoppelten Rezeptoren. Wie bei den Chemokinen unterscheidet man
zwischen Rezeptoren fir CXC und solche fir CC- Chemokine.

Das Chemokin SDF-1 a, ein alpha Chemokin, welches das G-gekoppelte Protein CXCR4
bindet, spielt eine zentrale Rolle bei der Regulation der Migration von Stamm- und
Progenitorzellen. Dabei wird SDF-1 a von den Knochenmarkstromazellen sezerniert und
spielt eine wichtige Rolle wahrend der Embryogenese fiir die Besiedlung des Knochenmarks
durch die hdmatopoetischen Stammzellen, die aus der fetalen Leber stammen. In den
letzten Jahren wurde berichtet, dass SDF-1 a auch von verschiedenen knochenmarksfernen
Organen und Geweben exprimiert bzw. sezerniert wird. z. B.Leber, Nieren, Gehirn, Haut,

Herz, besonders unter hypoxischen und ischamischen Bedingungen.[44] [63]

Der SDF-1 a — Rezeptor CXCR4 .-

Das Molekul CXCR4 ist ein Rezeptor-Transmembranprotein aus der Familie der
Chemokinrezeptoren. CXCR4 ist in vielen Zellen des blutbildenden Systems verbreitet und
wird insbesondere von vielen Stammzellen und Tumorzellen exprimiert. Verglichen mit
anderen Chemokinrezeptoren zeigt CXCR4 eine weite Verbreitung innerhalb des
Organismus. Dieser Rezeptor kann innerhalb des blutbildenden Systems in neutrophilen
Granulozyten, Monozyten, T-Lymphozyten, B-Lymphozyten, Pré-B-Zellen, dendritischen

Zellen, und Makrophagen nachgewiesen werden. Besonders charakteristisch ist die
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Expression von CXCR4 auf CD 34-positiven Vorlauferzellen. Dariiber hinaus wird CXCR4
von Zellen des BlutgefaR-Endothels, des ZNS und des Magen-Darm-Trakts gebildet. Auch
die Mehrzahl aller Tumoren ist CXCR4-positiv.

CXCR4 wird durch seinen Liganden SDF-la aktiviert, wodurch der Rezeptor eine
intrazellulare Signaltransduktionskaskade startet. Die SDF-1a -CXCR4-Achse stellt derzeit

einen der wichtigsten Signalwege des Stammzellhomings dar. [57][63][64]

1.3.2.2 TNFa als Homingfaktor

Die Abklurzung TNF-a steht fir Tumornekrose faktor alpha. Es handelt sich um ein Zytokin,
welches eine zentrale Bedeutung bei entzundlichen und immunologischen Reaktionen des
Kdrpers spielt.

Das Zytokin TNFa wird durch verschiedene Zellen und in verschiedenen Organen gebildet,
hauptsachlich durch Makrophagen, aber auch durch Mastzellen, Lymphozyten,
Endothelzellen, im Fettgewebe, in neuronalen Gewebe und im Herzen.

Das zZytokin TNFa wurde von verschiedenen Autoren wie Granger 1968, Rudel 1968 und
Lloyd 1975 beschrieben, wobei die Fahigkeit dieser Substanz Maus- Fibrosarcoma Zellen
zur Apoptose zu flhren, gezeigt wurde.[65][66]

Vorliegende klinische Daten zeigen, dass die TNFa-Produktion und -Freisetzung bei
Patienten mit Myokardinfarkt hochreguliert ist [68], wobei eine Abhangigkeit zwischen der
InfarktgroBe und der TNFa-Konzentration bei Patienten mit Myokardinfarkt postuliert
wird.[69] Experimentelle Studien zeigten, dass TNFa bei jedem Schritt der
transendothelialen Migration von Neutrophilen beteiligt ist. [70] Uberexpression von TNFa
durch Kardiomyozyten verstarkt die Migration von embryologischen SZ. [67] Das Zytokin

TNFa induziert die Leukozyten-Adhadsion im M. cremaster und induziert eine
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erhdhte Exprimierung von ICAM-1 auf den Endothelzellen.[72] [73] In einer
experimentellen Studie wurde gezeigt, dass sowohl die Anwesenheit von SDF-1a als auch
TNFa flur eine relevante, funktionelle Interaktion (Adhasion) zwischen c-kit" (CD 117%)
Stammzellen und Endothelzellen erforderlich ist.[71]

In dieser Arbeit wird Rolle von TNFa bei dem ““Homing "-Prozess von humanen CD 133"

Stammzellen in vivo untersucht.

1.3.2.3. Das 'Rolling™" und die Adhé&sion

Wahrend des Homingsprozesses ist es erforderlich, dass hamatopoetische Stammzellen
durch die Gefallwand transmigrieren — ein Prozess, der als Extravasation bezeichnet wird.
Die Extravasation von hamatopoetischen Stammzellen ist ein mehrstufiger Prozess, ahnlich
wie bei der Extravasation von Leukozyten in Entzindungsherde, und wird durch
stammzellseitige als auch endothelzellseitige Adhasionsmolekiile vermittelt. Zunachst
rollen die hamatopoetische Stammzellen entlang des Endothels. AnschlieBend aktivieren
Chemokine endothelzellseitige  Adhasionsmolekile, die eine feste Haftung zwischen
hamatopoetischen Stammzellen und Endothelzellen bewirken. Schlie3lich migrieren die
HSZ durch das Endothel in das Knochenmark oder in die KM-entfernten Organe. [34]

Wahrend der Homingprozess eine Kaskade von Ereignissen umfasst, ist der erste kritische
Schritt dieses Prozesses als “Rolling™™ bekannt, wobei die wandernden Zellen in eine
Interaktion von zundchst geringerer Affinitdt mit den Endothelzellen treten. [45]
Verschiedene endotheliale Selektinmolekule vermitteln, induziert durch
Entziindungsmediatoren und durch SDF-la das “Rolling™ von Stammzellen
[46,47,48,49,50].
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Abb.3. Molekile, die das endotheliale "Rolling™™ von Stammzellen vermitteln

[52]

Nach der "Rolling™ -Phase folgt die feste endotheliale Adhéasion, bei der es sich um eine
feste Verbindung zwischen Stammzelle und Endothelzelle unmittelbar vor der Extravasation
handelt. Es ist bekannt, dass SDF-1a die Adh&sion von Zellen an Fibrinogen, Fibronectin,
Stroma-und Endothelzellen moduliert. Diese Wirkung von SDF-la  wird durch die
Aktivierung verschiedener Adhéasionsmolekiile auf der Oberflache der Zielzellen, z.B.
Integrine vermittelt. Auferdem induziert SDF-1a die LFA-1/ICAM-1- und VLA-4/VCAM-1
vermittelte feste Adhasion und transendotheliale Migration von humanen CD34" -
Stammzellen. [48] Bis jetzt sind verschiedene, sowohl stammzellseitige als auch
endothelseitige Molekiile, die zum “"Homing™ bzw. Adh&sion der Stammzellen beitragen,
beschrieben worden (Abb. 4). In dieser Arbeit wird u.a. die Rolle des endothelialen CXCR4-
Rezeptors beim ““Homing™ (Adhasion und “Rolling™) der humanen CD 133" Stammzellen

im knochenmarkfernen Gewebe untersucht.
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2. Ziel der Arbeit und Aufgabenstellungen

In dem vorangehenden Text wurde erlautert , dass dem Stammzell -""Homing™™ eine
zentrale Rolle in der regenerativen Medizin zukommt. Das Stammzell - "Homing " stellt ein
Gebiet mit vielen unbekannten Einzelheiten dar. Das Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung
eines Abschnittes des Stammzellhoming-Prozesses. Es werden hierzu “"Rolling™ und
Adhasion von humanen CD 133" -Stammzellen in knochenmarksfernem Gewebe in vivo ,
unter Beeinflussung von bekannten Stammzellhoming-Faktoren, mit Hilfe der intravitalen

Fluoreszenzmikroskopie, untersucht.
Die Aufgabenstellungen dazu lauten:

1. Untersuchung von endothelialem “Rolling™ und endothelialer Adhéasion der

humanen CD 133" Stammzellen in vivo im unbehandelten M.cremaster der Maus.

2. Untersuchung von endothelialem “Rolling™" und endothelialer Adh&sion der humanen

CD 133" Stammzellen in vivo, mit SDF-1a behandeltem M.cremaster der Maus.

3. Untersuchung von endothelialem “Rolling™" und endothelialer Adhasion der humanen

CD 133" Stammzellen in vivo, mit TNFa behandeltem M.cremaster der Maus.

4. Untersuchung von endothelialem “Rolling™" und endothelialer Adh&sion der
humanen CD 133" Stammzellen in vivo, mit SDF-1a und TNFa behandeltem

M.cremaster der Maus.

5. Untersuchung der Expression des CXCR4-Rezeptors im GefalRendothel des
M.cremaster und Entwicklung einer neuen, prazisen Methode zur Quantifizierung des

CXCR4-Signals.

6. Welchen Parameter des Stammzellhomings beeinflusst die endotheliale CXCR4-
Expression ?
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3. Material und Methoden

3.1. CD133" - Stammzellisolation

Wahrend des Isolationsverfahrens wurden folgende Materialien verwendet:

- 50 ml- (50ml Leukosep-Rdhrchen), 15 ml- und 1ml- Réhrchen

- RPMI 1640 Medium

- Kollagenase B

- DNA-se (I)

- LSM Lymphozyte Separation- Medium, PAA

- MACS Puffer ( PBS, 2mM EDTA, 0,5% BSA)

- FCR blocking Reagent (Miltenyi), 100 uL CD 133 MicroBeads ( Miltenyi)
- MACS MS/LS Saulen , Pre-Separation Filter

- Sterile 3 ml Serum-Pipette ( Greiner)

- Trypan Blau Suspension

- 3% Ethansaure/ Methylenblau (stem cell technologies)

Humane hamatopoetische Stammzellen, charakterisiert durch die Expression des
Oberflachenmarkers CD133, wurden mit Hilfe von magnetischen microbead- gekoppelten,
monoklonalen anti-CD 133- Antikdrpern der Firma Miltenyi Biotec unter Verwendung des
MiniMacs Isolations-Sets (Miltenyi Biotec, Deutschland) isoliert. Humane hamatopoetische
CD 133" Stammzellen wurden aus dem Knochenmark von Patienten, bei denen ein
herzchrurgischer Eingriff durchgeftihrt wurde, entnommen, nachdem sie aufgeklart wurden.

(Klinik und Poliklinik fir Herzchirurgie Rostock).

Die Menge des Knochenmarks, welches unmittelbar vor der Sternotomie entnommen

wurde, betrug durchschnittlich 55 ml. Das entnommene Knochenmark wurde aus den
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Spritzen in einem 50 ml Réhrchen gesammelt, gemischt und anschlie3end wurden je 10 ml
in 50 ml Roéhrchen pipettiert. Vorab wurde eine 500ul Probe des Knochenmarks fur die
FACS-Analyse und Zellzdhlung der TNCs (total nuclear cells™) im Knochenmark
entnommen. Die Zellzdhlung erfolgte mit Hilfe einer Neubauer-Kammer. Dazu wurden 10pl
einer 1:10 Verdinnung mit PBS und 10 ul Ethansaure/ Methylenblau gemischt
(Endverdinnung 1:20).Zu den 10ml Knochenmarksproben wurden jeweils 6 ml PBS/EDTA
2mM, 20 ml vorgewarmtes RPMI-Medium, 175ul DNAse und 175 pl Collagenase
hinzupipettiert und anschlieend fir 30 Minuten schittelnd bei Raumtemperatur inkubiert.
Zwischenzeitlich wurden Leukosep-Rohrchen fir die Dichtezentrifugation mit 15 ml LSM
befillt und das Medium herunterzentrifugiert. Nach der Inkubation wurden die
Knochenmarksproben vorsichtig in die Leukosep-Roéhrchen dberfiihrt und nachfolgend bei
400 G 35 Minuten zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurden etwa 15 ml des Uberstandes
verworfen und anschlieBend die weilllich bis klare Monozytenschicht in ein neues 50 ml
Rohrchen transferiert. Die Probe wurde mit PBS-Puffer auf ein Volumen von 50 ml aufgefullt.
Aus dieser Probe wurden jeweils 10 pl fir eine Trypan-Blau - und eine Ethansaure/
Methylenblau — Farbung entnommen. Aus der 1:2 Verdinnung wurden MNC ("'mononuclear
cells™) " live, dead™ und MNC TNC bestimmt, wahrend die Zellen fir 10 Minuten bei 300 G
bei RT zentrifugiert wurden. Der Uberstand wurde entfernt, das Zellpellet in 14 ml kaltem
MACS-Puffer resuspendiert , in ein 15 ml Réhrchen tberfuhrt , fur 10 Minuten bei 4°C und
RT zentrifugiert und anschlieRend der Uberstand verworfen. Die Zellen wurden mit 300 pl
MACS-Puffer pro 1x10"8 Zellen resuspendiert, wobei das Pelletvolumen abgezogen wurde.
Eine 3 pl —Probe der MNCs (1 Mio. Zellen) wurde fir die FACS-Analyse entnommen und bei

4°C gelagert.

Es erfolgte die Zugabe von jeweils 100 pl FCR-blocking reagent und CD133" MicroBeads
pro 1x10"8 Zellen. Die Zellsuspension wurde fur 30 Minuten bei 4°C schittelnd inkubiert.
Danach erfolgte ein Waschschritt mit kaltem MACS-Puffer (1-2 ml pro 1x10"8 Zellen) und
Zentrifugation bei 300g, 10 min, 4°C. Wahrend der Zentrifugaton wurden die
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Separationssaule und der Filter mit 0,5/3 ml MACS-Puffer equilibriert. Fir weniger als
2x10"8 Zellen wurden die MS Saulen verwendet, ansonsten LS Saulen. Nach dem
Waschschritt wurde der Uberstand entfernt und das Zellpellet in MACS-Puffer resuspendiert
(500ul pro 1x1078 Zellen). Die Zellsuspension wurde anschlieRend auf die Sdule im
magnetischen Feld aufgebracht und dreimal mit MACS-Puffer (0,5/3 ml) gewaschen.
Wahrend des dritten Waschens wurde eine zweite Saule mit 0,5/3 ml MACS-Puffer
equilibriert. Aus der Negativfraktion (erster Durchfluss) wurden zweimal jeweils 500.000
Zellen zur FACS-Kontrolle entnommen. Die Zellfraktion der ersten Saule wurde mit 1/5 ml
MACS-Puffer eluiert und direkt auf die zweite S&ule aufgebracht. Der erste Durchfluss der
zweiten Saule wurde nochmals auf die zweite Saule gegeben und anschlieRend dreimal mit
0,5/3 ml MACS-Puffer gewaschen. Diese Zellfraktion wurde dann in ein 1,5 ml Eppendorf-
GefalR bzw. 15 ml Réhrchen eluiert, bei 300g fur 10 Minuten zentrifugiert und anschlielend
der Uberstand vorsichtig entfernt. AbschlieRend wurde das Zellpellet in 100-200 pl MACS-
Puffer resuspendiert und eine weitere Zellzdhlung mit Trypan Blau vorgenommen (1:2
Verdinnung). 30.000 Zellen der Zellsuspension wurden fir die FACS-Qualitatskontrolle

abgenommen.

3.1.1  Stammzellfarbung

Nach der Isolation der CD 133" Stammzellen erfolgte die Fluoreszenzmarkierung der
Zellen. Dafur wurde CFDA (Carboxyfluoreszin — Diazetatester) als Fluoreszenzmarker

verwendet.

Zunachst wurde das CFDA-SE Reagent vorbereitet. ( 1 vial component A + 90 ul
component B (DMSO)= 10 mM stock). Danach wurden 10 uM CFDA im PBS Puffer
vorbereitet (1pL von 10 mM stock wurde mit dem 999 uL PBS Puffer gemischt).
AnschlieRend wurde die Suspension auf 37 °C aufgewarmt. Die Zellen wurden bei 300 G fir
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10 Min. zentrifugiert und der Uberstand wurde verworfen. Im Anschluss wurden die Zellen
in CFDA-SE / PBS resuspendiert, danach erfolgte die Inkubation fur 15 Min. bei 37 °C. Im
Anschlul? erfolgte die Zentrifugierung bei 300 G fur 10 Min. Wahrend der Zentrifugierung
wurden 400 pL StemSpan aufgewarmt und anschlieRend wurden die Zellen im 400 pL
StemSpan aufgenommen nachdem der Uberstand verworfen wurde. Die Zellen wurden bei
37 °C fir 30 Min. inkubiert . SchlieB3lich wurde die Fluoreszenz unter dem Mikroskop

Uberpruft.

3.1.2 Bestimmung der Zellzahl

Nach der letzten Zentrifugation wurde das Zellpellet verworfen und die Zellen wurden in
100 — 200 pL MACS Puffer resuspendiert. Die letzte Zellzahlung erfolgte unter Verwendung
einer Neubauer Zahlkammer. Dafur wurde eine 6 pL- Menge der Zellen mit 6 uL Trypanblau

gemischt, um aulRer lebendigen, auch die Anzahl der toten Zellen zu zahlen.

Die Anzahl der isolierten humanen CD133" Stammzellen betrug durchschnittlich 0,802 x

10° + 0,141 x 10°.

3.1.3  Durchflusszytometrie (FACS)

Die fur die Durchflusszytometrie verwendeten Reagenzien wurden von Miltenyi Biotec (anti-
CD133-PE (293C2), anti-CD34-FITC) sowie von BD Biosciences bezogen (anti-CD45-APC-

H7, anti-CD44-PerCP-Cy5.5, anti-CXCR4-APC und 7-Aminoactinomycin, 7-AAD).

Die Zellen wurden in Puffer mit 0,5% bovinem Serumalbumin resuspendiert. Um
unspezifische Antikdrperbindung zu verringern, wurde zu allen Proben FcR blocking-
Reagenz (Miltenyi Biotec) gegeben. Die Zellen wurden fir 10 Min. bei 4°C lichtgeschitzt mit
den Antikorpern inkubiert und am LSR-II-Durchflusszytometer mit Hilfe der FACSDiva-
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Software (beides Becton Dickinson, CA USA) analysiert. Die Kompensation wurde mit Hilfe
von Einzelfarbungen erstellt, das ““Gating™™ nach passenden Isotyp/  Fluorescence minus
one” (FMO)-Kontrollen festgelegt. Zur Qualitatskontrolle der CD133-positiven Zellen wurde
eine auf booleschen Operationen basierte “Gating  -Strategie verwendet, die sich an den

ISHAGE-Richtlinien zur Ermittlung der Zahl CD34-positiver Zellen orientiert.

3.2. Tiermodell

3.2.1. Versuchsaufbau

Das Homingverhalten von CD 133" Stammzellen wurde mit Hilfe intravitaler
Fluoreszenzmikroskopie in der Mikrozirkulation des M. cremaster der Maus untersucht.
Dabei wurde die Interaktion akut arteriell injizierter CD 133" humanen Stammzellen mit
Endothelzellen beobachtet. Zunachst wurden humane CD 133" Stammzellen in
knochenmarksfernem Gewebe (M. cremaster) ohne Behandlung des M. cremaster
untersucht, eine Situation, welche standig im Organismus vorkommt. Als ndchstes wurde
eine Situation mittels SDF-1a stimuliert, welche normalerweise im Knochenmark zu finden ist
und bei erhéhtem Bedarf auch in einem peripheren Organ, z.B. im ischamischen Myokard,
vermehrt exprimiert bzw sezerniert wird. Weiterhin wurde die Interaktion zwischen den
humanen CD133" Stammzellen und Endothelzellen untersucht, nachdem der M.cremaster
mit einer Kombination von SDF-1a + TNFa superfundiert wurde, eine Situation die ahnlich
wie bei entziindlichen, hypoxischen oder ischamischen Prozessen, die z.B. in Rahmen
eines Myokardinfarktes zu finden ist. Des weiteren wurde eine alleinige Stimulation mit
TNFa durchgefihrt.
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Zur Quantifizierung des Stammzellhomings unter den 0.g. Umgebungsbedingungen wurden
zwei Hauptschritte der transendothelialen Migration untersucht : Das endotheliale “"Rolling™

und die feste endotheliale Adhasion.

3.2.2. \Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden mannliche Mause der Linie C.B. — 17 Icr- Prkdc * / Icrlco Crl
(Kurzbezeichnung : SCID Mause) verwendet. Begutachtet und genehmigt wurde die
Versuchsdurchfiihrung von den lokalen Behorden. ( Aktenzeichen 7221.3-1.1-021/11). Die
SCID- Mause wurden in der zentralen Tierhaltung am Institut fir Experimentelle Chirurgie
(Universitat Rostock) unter standardisierten Bedingungen, die den Richtlinien des deutschen
Tierschutzgesetzes entsprechen (Raumtemperatur + 20°C , relative Luftfeuchtigkeit 55%,
Tag-/ Nacht- Rhythmus 12 Stunden durch Kunstlicht bei 300 Lux und bei freiem Zugang zu
Trockenfutter und Wasser) gehalten. Zum Zeitpunkt der Versuche wogen die Tiere zwischen

16-24 g und waren 4- 12 Wochen alt.

3.2.2.1. Hintergrund der SCID-M&use

Im Jahr 1983 wurde erstmals von Bosma und Mitarbeitern [74] die SCID-Mutation der Maus
(severe combined immunodeficiency) beschrieben, ein autosomal-rezessiver Defekt, der auf

dem zentromeren Ende des Chromosoms 16 liegt.

Diese homozygote Mutation entspricht einem Defekt des VDJ (" variable diversity joining™)
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— Rekombinase — Systems ohne funktionelle coding joints und flhrt zu einem fehlenden
Gen — Rearrangement von funktionellen Antigen- Rezeptoren auf der Zelloberflache von
Lymphozyten-Vorlaufer-Zellen. Hierdurch kommt es bei den T-Zell-Vorlaufern zu einem
fehlenden bzw. gestorten Rearrangement der alpha/beta- bzw. gamma/delta-Kette des T-
Zell-Rezeptors (TCR) und bei den B-Zell-Vorlaufern zu einem Fehlen zellgebundener
Immunoglobuline. Dies fiihrt zu einer Entwicklung, wobei reife und funktionalféahige T- und B-
Lymphozyten fehlen.[75] SCID-Mause sind pathologisch-anatomisch gekennzeichnet durch
eine periphere Leukopenie mit relativer Granulozytose, Hypo- bzw. Agammaglobulinamie,

Thymushypoplasie, kleiner Milz, kleiner Lymphknoten und normalem Knochenmark.

Die SCID-Maus besitzt also aufgrund des Fehlens eines spezifischen Immunsystems eine
Immunotoleranz gegeniber allogenen sowie xenogenen Zellen und Geweben da ihr die
Antigen —Rezeptoren zu deren Erkennung fehlen.Dies fiihrte zu der Idee, die SCID-Maus mit

humanen Zellen zu rekonstituieren und als in-vivo —Modell zu benutzen.

Neben dem Transfer von humanen Tumoren und in-vivo Untersuchung des humanen
Immunsystems werden SCID-Méause in letzter Zeit auch im Rahmen der Forschung an

humanen Stammzellen benutzt.

3.2.3 Der chirurgische Eingriff

3.2.3.1 Materialien

OP-Mikroskop Leica M 651
OP-Tisch (Hitzplatte) HI 1220

Plexiglas

Mikroschere OC 498 R Aesculap®
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Katheter Protex non sterile Polythen Tubing 0,28 mm ID, SIMS Portex, UK
Gewebeklemmen WDT 27066 und BH1 08R 35GGS Aesculap®
Zwei Mikropinzetten FD 285 Aesculap®

Schere (gebogen) ABTS 1027 HH

Kauter Acu. Dispo Cautery DCFT 2

Nadelhalter BM 002 R DOO 3G

Spritzen OMNIFIX-F 1ml

Faden PROLENE EH 7406 H 6-0 75cm ETHICON und

Polyester —S griin USP 5/0 1x 400 cm

3.2.3.2 Narkose und Kanulierung der linken Arteria femoralis

Die Versuchstiere wurden mittels intraperitonealer Injektion von Ketamin (Ketanest)
75mg/kg und Xylazin (Rompun) 25 mg/kg anasthesiert. Die Operation wurde ohne
Beatmung durchgefiihrt und zur Sicherung der Spontanatmung wurde die Zunge luxiert. Vor
dem Beginn der OP wurden der linke Oberschenkel und das rechte Scrotum rasiert und
anschlielend wurden die Versuchstiere auf einem Praparationstisch aus durchsichtigem

Plexiglas in Ruckenlage fixiert.

Zunachst wurde die A. femoralis prapariert. Die Haut der Inguinalregion und der

Oberschenkel wurde entfernt, um die A.femoralis darzustellen.
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Abb.5. Kanulierung der A. femoralis

Um eine Blutleere im GefaR herzustellen, wurde die A. femoralis mit Hilfe eines
Ligaturfadens distal ligiert und proximal durch einen vorgelegten Knoten suspendiert und
abgeknickt. AnschlieRend wurde die A. femoralis inzidiert,der Katheter (“"Protex non sterile
PolythenTubing 0,28 mm ID, SIMS Portex, UK™") eingefiihrt und mit dem vorgelegten Knoten
fixiert. AnschlieBend wurde der M.cremaster prapariert. Wahrend der Praparation des
Muskels wurde der Katheter mehrmals mit Hilfe der NaCl-Lésung abgespult, um eine

Verstopfung des Katheters zu verhindern.

3.2.3.3 Chirurgische Praparation des M. cremaster

Die chirurgische Praparation des M.cremaster erfolgte unter Verwendung des
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Operationsmikroskops mit kleineren Modifikationen nach der Erstbeschreibung von Baez
1973. Nach Induktion der Narkose und retrograder Kanulierung der linken A.femoralis wurde
die Haut des Scrotums von seiner Spitze langs inzidiert. Die Inzision wurde von der
Scrotumbasis nach lateral zur Spina iliaca anterior superior fortgesetzt, und die darunter
liegende Muskelfaszie abprapariert.  An der Spitze des freiliegenden Muskelsacks wurde
ein atraumatischer Faden (Prolen 6-0 Ethicon) fixiert , Uber den der Cremastermuskel
senkrecht aufgespannt wurde, um anhaftende Bindegewebsreste zu I6sen und den Muskel

zu mobilisieren.

Abb.6. Praparierter M. cremaster

Mit der Mikroschere wurde der aufgespannte Muskelsack, unter grof3stmoglicher Schonung
der GefalRRarkaden vom proximalen Pol bis zu seiner Spitze erdffnet. Die Trennung der
Nebenhoden und Hoden vom M.cremaster, die nach oben und lateral abgelegt wurden,
erfolgte, nachdem die A. und V. epididymis mit Hilfe des Thermokauters koaguliert wurden
sowie das zwischenliegende Bindegewebe mit Hilfe der Mikroschere geldst wurde. Der
M.cremaster wurde danach durch weitere vier Nahte an den Randern fixiert, wodurch er
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ausgespannt wurde. Wahrend der chirurgischen Praparation, sowie im gesamten

Versuchsverlauf wurde der Muskel mit warmer (37°C) Salzlosung superfundiert.

3.3 Intravitalmikroskopie

3.3.1 IVM Grundlagen

Der Hintergrund des Fluoreszenzmikroskops beruht auf dem physikalischen Effekt der
Fluoreszenz. Bestimmte Molekile, sogenannte Fluorophore absorbieren Licht einer
bestimmten Wellenlange und emittieren dann Licht einer anderen (langerwelligen)
Wellenlange. Die Verwendung von Fluoreszenzmarkierungen ermdglicht die Lokalisierung
bestimmter Bestandteile komplexer biomolekularer Strukturen, inklusive von Endothelzellen
bzw. kleiner GefaRe und Stammzellen. Die Lichtquelle des Mikroskops liefern Licht, das
Wellenlangen aus dem gesamten Lichtspektrum enthalt. Dieses Licht wird anhand eines
dichromatischen Spiegels in seine Spektralfarben zerlegt. Der Anregungsfilter sorgt dafr,
dass nur die fur die Anregung einer bestimmten Wellenlange (z.B. blaues Licht) nétige Farbe
hindurch geht. Dieses nahezu einfarbige Licht erreicht das Préaparat und regt die Fluoreszenz
an, sodass Licht einer groReren Wellenlange (in diesem Fall grines Licht) emittiert wird. Der
Lichtstrom flieBt anschlieBend durch den Sperrfilter, der nur das durch das Praparat
emittierte langerwellige Fluoreszenz- Licht durchlasst, und das noch vorhandene blaue
Anregungslicht absorbiert. SchlieBlich kommt es zur Entstehung des Bildes, wobei
Objektdetails in der Farbe des entsprechenden Fluoreszenzlichtes auf dunklem Hintergrund

erscheinen. [76]
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Abb.7. Funktionsschema eines Fluoreszenzmikroskops

3.3.2 Aufbau des IVM

Die intravitalmikroskopischen Versuche wurden im Institut fur experimentelle Chirurgie
der Universitat Rostock durchgefiihrt. Ein Fluoreszenzmikroskop der Firma Zeiss ( Axiotech
Vario, Zeiss, Deutschland) wurde fir die Versuche verwendet. Die Versuche wurden mit
einem Wasserimmersionsobjektiv ( 20 x 0,5 W, Archoplan Zeiss, Deutschland) durchgefihrt.
(zur Beobachtung des “Rollings™ und der Adhasion der CD 133" Stammzellen 20- fache
VergroRRerung; zur Durchmusterung des gesamten Gefal3systems des M. cremaster wurde
eine 10-fache VergrofRerung verwendet). Im Lichtgang ist eine Schwarzweif3- Kamera ( FK
6990 IQ-S, Piper, Schwerte, Deutschland), mit deren Hilfe die dargestellten Bildelemente auf
einen Monitor Ubertragen wurden, angeschlossen. Eine 100 Watt HBO-Quecksilberlampe

diente als Anregungslichtquelle.

Die Zeitkodierung wurde mit einem Videozeitgenerator visualisiert ( VTG -33 For-A Japan),
der an einen Videorekorder ( S-VHS Panasonic AG 7350-E Matsuschita, Tokio, Japan)
angeschlossen ist. Das Signal wurde online computerunterstitzt tGber den Bildschirm
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dargestellt und auf VHS- Videokassetten zur spateren “offline™ -Auswertung aufgenommen.
Fur die Darstellung, der mit CFDA gefarbten CD 133" SZ wurde ein Anregungsfilter (450-490

nm) , sowie ein Sperrfilter (520 nm, Anregungsbereich blau) verwendet.

3.32.1 Rhodamin 6G als Fluoreszenzfarbstoff

Zur Visualisierung des GefalRsystems wurde Rhodamin 6G verwendet. Dabei handelt es
sich um einen kationischen, lipophilen Marker, der sich bei intravendser Applikation in den
Zellkernen und Mitochondrien von Leukozyten akkumuliert. Rhodamin 6G markiert
Granulozyten und Monozyten. Gleichzeitig akkumuliert Rhodamin 6G sich in den
Thrombozyten und Endothelzellen [24]. In unserem Fall diente Rhodamin 6G zur
Darstellung der BlutgefaRe, denn Endothelzellen weisen keine ausreichende Fluoreszenz
auf. Rhodamin 6G wurde durch den Katheter in die A. femoralis als Bolus von 0,05 mL

appliziert, nachdem der M.cremaster prapariert war.

3.3.2.2 Mikrozirkulatorische Parameter

Im Folgenden werden die intravitalmikroskopisch erhobenen Parameter beschrieben.
Venolendurchmesser. —

In den postkapillaren Venolen, wo die Untersuchung durchgefiuihrt wurde, wurde der
Durchmesser der Venolen mit dem Programm Caplmage gemessen. Hierzu wurde an 3
Stellen der GefaRdurchmesser ( das Lumen) als Einzelwert gemessen und als Mittelwert in
pm notiert. Die LAnge der jeweiligen GefalRabschnitte wurde als Einzelwert gemessen und in

pm notiert.
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BlutflieRgeschwindigkeit .-

Die BlutflieBgeschwindigkeit in den postkapillaren Venolen wurde unter Zuhilfenahme der
Software Caplmage berechnet. Hierzu wurde die " Line-Shift-Diagram - Methode

herangezogen und die Blutflie3geschwindigkeit in mm/s angegeben.

Das Programm "“Caplmage™ ermdglichte es in Echtzeit GefalRdurchmesser- , GefalRlangen-

und FluRgeschwindigkeitsmessungen durchzufihren.

Rollingsgeschwindigkeit.-

Die Geschwindigkeit des " 'Rollings”™ wurde ebenso mit Hilfe von Caplmage
ausgewertet.Hierbei wurden je 60 rollenden CD 133" SZ von allen Versuchsgruppen in pm/s
bewertet. Die Geschwindigkeit des “"Rollings™™ wurde als Lange (Strecke) des “"Rollings™
durch die Zeit gerechnet (um/s) mit der Formel V=S/t, wobei S — der Rollingstrecke und t —

diesem Zeitraum entspricht.

3.4 Versuchsgruppen

Das “'Rolling™ und die feste endotheliale Adh&sion von humanen CD133" Stammzellen

wurden in vier Gruppen von SCID-Mausen, mit jeweils 6 Tieren pro Gruppe, untersucht.

In der ersten Gruppe wurden das “Rolling™ und die feste endotheliale Adhasion im M.

cremaster der unbehandelten Mause beobachtet (Kontrollgruppe).

Die zweite Gruppe wurde durchgefiihrt, um den Einfluss des bekannten Stammzellfaktors

SDF-1a zu untersuchen. Hierzu wurde der M.cremaster mit SDF-1a superfundiert.

Die dritte Gruppe wurde durchgefiihrt, um den Einfluss des bekannten Entziindungsfaktors
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TNFa zu untersuchen. Hierzu wurde der M.cremaster mit TNFa superfundiert.

In einer weitere Gruppe wurde schlie3lich der Einflu einer kombinierten Applikation von

SDF-1a und TNFa untersucht.

Empfanger Spender M.cremaster
Versuchsgruppe | M.cremaster Stammzellen Superfusion Anzahl Tiere
Kontrolle SCID-Maus Mensch 0.9% NacCl 6
SDF-1a SCID-Maus Mensch SDF-1a 6
TNFa SCID-Maus Mensch TNFa 5
SDF-1a /TNFa | SCID-Maus Mensch SDF-1a /TNFa 6

Tab. 1. Ubersicht Versuchsgruppen

3.5 Versuchsablauf

Nach der Operation wurde zundchst die Mikrozirkulation unter dem Intravitalmikroskop
dargestellt, und es wurden nach dem Zufallsprinzip 5-8 postkapillare Venolen bestimmt,

wobei darauf geachtet wurde, dass die GefalRdurchmesser der ausgewahlten Venolen
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unterschiedlich waren. Die Durchmesser betrugen somit zwischen 20 und 140 um. In den
Versuchsgruppen, wo eine Stimulation mit SDF-1a, TNFa bzw. SDF-1a + TNFa stattfand,
wurde der Muskel mit diesen Mediatoren vorbehandelt (superfundiert), 15 Min. bevor die
humanen CD133" Stammzellen durch den, in der linken A. femoralis liegenden Katheter
injiziert wurden. In der Kontrollgruppe wurde der Muskel mit 0,9% NaCl behandelt. Die
Konzentration von SDF-1a war 200 ng/ml, wahrend die Menge an appliziertem TNFa 2000
U betrug (beide Substanzen wurden im 0,9%NaCl geldst). Die Applikation der Stammzellen

erfolgte durch 5 Einzelinjektionen der isolierten CD133" Stammzellen.

Das TRolling™ wurde im Anschluss an jede Injektion in vorher ausgewahlte Venolen
beobachtet. Hierbei wurde die Anzahl aller passierten Stammzellen (fir 1 Minute) gezahlt

und die Fraktion der rollenden Stammzellen als Prozentsatz quantifiziert.

- TRolling™ (voriibergehende Adhésion): Alle in der Beobachtung eines
GefaRquerschnitts erkennbaren CD 133" Stammzellen, die sich sichtbar an der
Gefalwand rollend bzw. in direktem Kontakt hierzu fortbewegen und weniger als 30
Sekunden adhérent sind, wurden als rollende Stammzellen definiert.

- Die Anzahl fest haftender (adharente) CD133" Stammzellen wurden 20-25 Minuten
nach der letzten Zellinjektion bestimmt. Die Anzahl adharenter CD 133" Stammzellen
wurde als Zellzahl pro mm?2 quantifiziert.

- Feste endotheliale Adhéasion: Alle in der Beobachtung eines GefalRquerschnitts
erkennbaren CD 133" Stammzellen, die sich wahrend einer Beobachtungszeit von 30
Sekunden nicht fortbewegen und dabei als am GefalRendothel haftend zu

identifizieren sind, wurden als adhéarent definiert.
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3.6 Fluoreszenzimmunohistochemie

3.6.1 Gewebeschnitte

Nach der intravitalmikroskopischen Untersuchung wurde der M. cremaster entnommen, mit
Tissue Tek eingebettet, anschlieRend in Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert. Zur
Detektion von CXCR4 in den Endothelzellen des M. cremaster wurde das Gewebe mit Hilfe
eines Mikrotoms in 7 pm dicke Schnitte, bei einer Kammertemperatur von -23°C;
geschnitten. AnschlieBend wurden je 2 Schnitte auf einen Objekttrager aufgenommen. Die

fur Immunfarbung angefertigten Gewebeschnitte wurden bei -20 °C gelagert.

3.6.2 Grundlagen der Immunfarbung

Bei der Fluoreszenzimmunohistochemie wird ein bestimmtes Protein mit Hilfe eines
spezifischen primaren Antikérpers, an dessen Fc-Abschnitt ein sekundarer Antikérper bindet,
der mit einem fluoreszierenden Agens gekoppelt ist, detektiert. So kénnen die Strukturen

wie z.B. CXCR4 unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden.

3.6.3 Immunfarbung des M.cremaster

Die Gewebeschnitte wurden zunéchst fir 5 Min. gewaschen. AnschlieRend wurden die
Schnitte fiir 20 Min. in 4% (PFA) Paraformaldehyd fixiert. Um das Formalin zu entfernen und
die Rezeptorbindungsstellen zu befreien, wurden die Gewebeschnitte funf Mal flr jeweils
5,15,5,5,5 Min. gewaschen. AnschlieRend wurden sie mit einem DAKO PEN eingekreist um
die Positiv- und Negativkontrolle getrennt zu behandeln (mit primarem Antikorper bzw. ohne
priméaren Antikorper). Anschlielend wurden die Schnitte fur 30 Min. mit Protein Blocking-
Reagenz (DAKO) inkubiert, um Proteinbindungsstellen die eine spezifische Bindung imitieren
koénnen, zu blockieren und damit falsche Signale zu vermeiden.

34



Zur Detektion von CXCR4 wurde ein primarer Antikdrper (Rat anti Mouse CD184(CXCR4)
Clone 2B11, eBioscience) in einer Konzentration von 1:100 verwendet. Die Antikorper-
Verdinnung erfolgte mit dem Antibody dilution —Reagenz (eBioscience), von dessen Losung
je 50 pl auf jeden Schnitt aufgebracht wurden. AnschlieRend wurden die Gewebeschnitte in
einer Feuchtkammer bei 4 °C, Uber Nacht inkubiert. Am zweiten Tag wurden die Schnitte
zunachst 5x5 Min. in der PBS-Kammer, schittelnd gewaschen bevor sie mit dem
sekundaren Antikérper (donkey anti rat 1gG, Molecular Probes ALEXA Fluor 488) fur 4
Stunden, in Dunkelheit bei 22°C inkubiert wurden. Die Konzentration von sekundaren
Antikorpern betrug 1:1000. Nach der Inkubationszeit erfolgte das Waschen der Schnitte 8x5
Min., schittelnd in der PBS-Kammer. Danach wurden die Gewebeschnitte zur
Zellkernfarbung mit DAPI (4,6-Diamidin-2 phenylindol-dihydrochlorid) fir 10 Min. in einer
Konzentration von 1:20000 inkubiert. Anschlie3end wurden die Schnitte 3x5 Min. gewaschen
und zum SchluR? erfolgte die Einbettung (Fluor Save, Calbiochem) und Abdeckung. Bei den

Negativkontrollen wurde bei der Inkubation auf primare Antikdrper verzichtet.

3.6.4 Quantifizierung des CXCR4-Signals

Die “Laser Scanning™ Mikroskopie (LSM) ist eine weit verbreitete Technik, die serielle
optische Schnitte von Gewebeprobe, zur Verfigung stellt. Zur Visualisierung einzelner

Strukturen werden Fluoreszenzfarbungen verwendet.

Die letzten Generationen von konfokalen Mikroskopen werden mit empfindlichen
Detektoren geliefert und bieten eine Auflésung von bis zu 200 nm, womit weitere Details
sichtbar gemacht werden koénnen. Diese Funktionen ermdglichen es uns, LSM nicht nur fir
die Bildgebung und qualitative Analyse zu verwenden, sondern auch um quantitative
Aussagen zu treffen. Zur Visualisierung und weiteren CXCR4 - Signalintensitat-

Quantifizierung der vorbereiteten Proben wurde das LSM 780 ELYRA PS.1 Mikroskop (Carl
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Zeiss, Jena, Deutschland) verwendet.

Im LSM-Modus wurde Alexa Fluor mit einem 488 nm-Laser angeregt und mit dem 510 bis
550 nm Filter (Main dichoric beam splitter (MBS) 488) aufgenommen. Die Anregung von
DAPI erfolgte mit einem 405 nm-Laser und wurde mit 415 bis 470 nm Sperrfilter (MBS 405)
aufgenommen.

Alle Experimente wurden unter Verwendung eines 63x-Plan Apochromatobjektives
(numerische Apertur (NA) = 1.4) mit Immersions6él (Immersol ™ 518F, Carl Zeiss)
durchgefuhrt. Die Aufnahmeeinstellungen wurden nach initialer Etablierung fur alle

analysierten Proben konstant gehalten. (Tab. 2.)

Channel 1 | Channel 2
- /"\\
(Nuclei) (CXCR4) Hintergrund 2(\J}
Laser line 405 nm 488 nm
MBS 405 488
Innerbereich:
Laser power | 0.1 mW 0.675 mW A2, 12, Pixel2
Gain 791 720 AuBenbereich?
Al, I1, Pixell
Offset 18 21
Pinhole 70 pum 72 um
Tab. 2. LSM Akquisitionseinstellungen Abb.8. Definierte Elemente der Intensitat-Analyse

Die Bilder wurden als sogenannte " z-Stacks', bestehend aus 6 optischen Schnitten,
(1um) generiert. Danach wurden die “Maximum Intensity Projections™ der “z- Stacks™
gebildet und mit Hilfe der “Histogramm view ZEN 2010D Software™" (Carl Zeiss, Jena,
Deutschland) analysiert. Die CXCR4-Expression wurde in Bezug auf die Intensitat des Alexa
Fluor 488-Signals analysiert.
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Das Mikroskop fiihrte nach der Definition von Elementen wie Hintergrund, Innenbereich,
AulRenbereich (siehe Abb. 8) automatisch die Berechnung folgender Werte durch: Pixel, den
Perimeter und die Oberflachen sowie den Mittelwert der Signalintensitat der oben genannten
Oberflachen. Der Pixel, der als Quadrat oder Bildpunkt mit einer konstanten Oberflache am
Monitor erschien, weist dabei jeweils eine unterschiedliche Intensitéat in Abhangigkeit von der
Starke des Signals auf. Um eine totale Intensitat der Oberflache des Endothels zu erheben,
wurde die durchschnittliche Intensitat mit der Anzahl des Pixels multipliziert. Da wir nur die
Intensitat von der Endotheloberflache ausrechnen wollten, haben wie von der gesamten
Oberflache des GefaRes die Lumenoberflache abgezogen. Wegen der unterschiedlichen
GefalRgrofRen mit unterschiedlichen Endotheloberflachen wurde die totale Intensitdt immer
durch eigene Oberflache geteilt. Um ein reines Signal auszurechnen, wurde immer der
gleiche Hintergrundwert, der sogenannte “~Threshold™ - Wert, (bis zu einer bestimmten

Anzahl von Pixeln) vom Bild abgezogen.

Die Formel, mit der die totale Intensitat pro um? des CXCR4-Signals ausgerechnet wurde

lautet:

(I1 * Pixel1) — (12 = Pixel2)
01-02

Intensitit/pm? =

O1 - Die Oberflache (um?), definiert durch die &uRere Grenze des Endothels

O2 - Die Oberflache (um?) , definiert durch die innere Grenze des Endothels

11 - Mittlere Intensitat der Oberflache 1
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12 - Mittlere Intensitat der Oberflache 2

Pixel 1 - Gesamtzahl der Pixel in der Oberflache 1

Pixel 2 - Gesamtzahl der Pixel in der Oberflache 2

LSM-Bilder wurden - wie oben beschrieben — von 15 verschiedenen Gefal3en von je 4

Mausen pro Gruppe gesammelt und analysiert.

3.7 Statistik und Auswertung

Alle Daten wurden als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes dargestellt. Die
statistischen Analysen wurden mit Hilfe des t-tests des SigmaPlot 11-Programms

durchgefihrt. Ein p-Wert von <0.05 wurde als statistisch sigifikant erachtet.
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4.  Ergebnisse

4.1 Ergebnisse der FACS-Analyse von isolierten humanen CD 133"
Stammzellen aus dem Knochenmark
Die FACS-Analysen der isolierten und in vivo verwendeten CD133" Stammzellen, die zur

Bestimmung des Viabilitéat- und Reinheitsgrades durchgefiihrt worden waren, zeigten eine

Reinheit der humanen CD 133" SZ von 82,85 + 2,33 % und Viabilitdt von 94,61 + 1,54 %.
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Abb. 9. Darstellung der FACS-Analyse zur Bestimmung des Reinheits- und

Viabilitatsgrades der isolierten humanen CD 133" Stammzellen.
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4.2 Mikrozirkulatorische Ergebnisse

Die mit dem Caplmage erhobenen mikrozirkulatorischen Parameter im postkapillaren

Bereich des M. cremaster zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Versuchsgruppen.

Gefalldurch- | GefaRlange | Blutflussgesch- | Scherkraft

Versuchsgruppen | messer (um) windigkeit (s'l)
(Hm) (mmfs)

Kontrolle 73,96 +(626,28 +£|0,349x0,02 (247
3,85 14,01

SDF-1a 73,45 +/570,61 +(0,411+0,02 [29+5
3,05 14,4
65,08+4,74 | 603132 0,429+0,02 338

TNFa

SDF-1a /TNFa | 63,76 +/526,64 +/0,339+£0,01 (265
3,27 14,63

Tab. 3. Darstellung der erhobenen hdmodynamischen Parameter im Bereich der

Mikrozirkulation des M. cremaster.
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4.3 Rolling -Analyse als Stammzellhoming- Parameter

4.3.1 “Rolling " in der Kontrollgruppe

Das Rolling™ fand in postkapillaren Venolen des M.cremaster statt. Der Anteil der
rollenden, humanen CD 133" Stammzellen, betrug nach akutem arteriellen Bolus in der

Kontrollgruppe 20,42 + 3,52 %.
4.3.2 “Rolling™" in der SDF-1a Gruppe

In dem, mit SDF-1a behandelten Muskel, war nach der Bolus- Applikation der CD133"
Stammzellen eine deutliche Erhéhung des Anteils rollender CD 133" Stammzellen in den

postkapillaren Venolen zu verzeichen.
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Abb.10. Bildmaterial aus den intravitalmikroskopischen Untersuchungen der SDF-1a -
Gruppe, wobei mehrere (4), sowohl rollende als auch adhéarente (roter Pfeil) CD133"

Stammzellen, dargestellt sind. 20xVergroferung.

Dieser Anteil war im Vergleich zu der Kontrollgruppe mehr als doppelt so grof3 und betrug

45,47 + 2,57 % in SDF-1a™ vs. 20,42 + 3,52 % in ““Kontrolle™, p < 0,001 .

4.3.3 “Rolling " in der TNFa-Gruppe

Nach Behandlung des M. cremaster mit TNFa wurde kein signifikanter Unterschied
im Vergleich zu der Kontrollgruppe gemessen. ( 25,55 + 2,1 % in "TNFa ™ vs 20,42 +

3,52 % in “Kontrolle™, p=0,26).

4.3.4 “Rolling in der SDF-1a /TNFa Gruppe

Bei der SDF-1a /TNFa- Versuchsgruppe wurde ebenso eine signifikante Erhdhung des
“Rollings™ im Vergleich zu der Kontrollgruppe detektiert. Es wurde jedoch kein sinifikanter

Unterschied im Vergleich zu der SDF-1a - Gruppe beobachtet. Der Anteil der rollenden
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CD133" SZ betrug 42,72 +5,08 % in =~ SDF-1a /TNFa™ vs 20,42 + 3,52 % in ~"Kontrolle™,

p=0,005.

70

60 -

50 4

40

30 +

20

10

% der rollenden CD 133+ SZ

Kontroll SDF-1 TNFa SDF-1/TNFa

Abb.11. Darstellung des Prozentsatzes der rollenden CD133" Stammzellen

in den vier Versuchsgruppen.

4.4 “Rolling als variabler Parameter

Die in der vorliegenden Arbeit durchgeflhrten intravitalmikroskopischen
Untersuchungen boten Hinweil3e, dass das “Rolling™ als ein wichtiger Schritt des
Stammzellhomings nicht nur ein Prozess ist, der stets in konstanter Form ablauft, sondern
dass dieser Prozess in seiner Auspragung variabel sein kann.

Hierzu wurde die Geschwindigkeit des "Rollings™ beobachtet und quantifiziert.
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4.4.1 Geschwindigkeit des "Rollings™ in der Kontrollgruppe

In den postkapillaren Venolen des unbehandelten M.cremaster wurde eine umgehende,
schnelle Interaktion zwischen den Stammzellen und den Endothelzellen beobachtet. Die

Geschwindigkeit des “"Rollings™ in der Kontrollgruppe betrug 102,15 + 11,68 um/s.

4.4.2 Geschwindigkeit des "Rollings™ in der SDF-1a Gruppe

Die Geschwindigkeit des “"Rollings™ betrug in dieser Gruppe 47,29 + 3,76 pum/s, und war
damit signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe (47,29 + 3,76 ym/s. in ~"SDF-1a™ vs.

102,15 + 11,68 um/s in “"Kontrolle™ p < 0,001).

4.4.3 Geschwindigkeit des “"Rollings™ in der SDF-1a /TNFa- Gruppe

Die Geschwindigkeit des Rollings™, die in dieser Versuchsgruppe gemessen wurde,
zeigte noch niedrigere Werte als bei der SDF-1a - Gruppe. Die Geschwindigkeit betrug
31,12 £ 2,13 ym/s. (31,12 £ 2,13 pm/s. in “SDF-1a+TNFa™™ vs. 102,15 £ 11,68 pm/s in

“Kontrolle™ p < 0,001).

4.4.4 Geschwindigkeit des “"Rollings™ in der TNFa- Gruppe

Die Geschwindigkeit des “"Rollings™, die in dieser Versuchsgruppe gemessen wurde,
zeigte noch niedrigere Werte als bei der SDF-1a / TNFa - Gruppe. Die Geschwindigkeit des
“Rollings™ betrug 27,50 £ 2,24 pm/s, (27,50 £ 2,24 pm/s in "TNF-a™ vs 102,15 + 11,68

pm/s in “"Kontrolle™ p < 0,001).
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Abb.12. Darstellung der unterschiedlichen Rollingsgeschwindigkeitswerte in den

vier Versuchsgruppen

4.5 Adhasion-Analyse als Stammzellhoming- Parameter

4.5.1 Adhasion in der Kontrollgruppe

Die Adhésion der humanen CD133* Stammzellen fand in den postkapillaren Venolen des
Gefallsystemssystems statt.. In der Kontrollgruppe war die Stammzelladhdsion, am
Endothel nur sehr gering ausgepragt. Die Anzahl der adharenten CD 133" humanen

Stammzellen am Gefalendothel der SCID- Maus betrug 2,22 + 1,04 Zellen pro mm2.

4.5.2 Adhasion in der SDF-1a - Gruppe

Nach der Behandlung mit SDF-1a wurde eine Erh6éhung der Anzahl der adharenten

Stammzellen im Vergleich zu der Kontrollgruppe festgestellt, die jedoch keine statistische
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Signifikanz erreichte. Die Anzahl der adharenten Stammzellen betrug 9,05 + 2,98 Zellen/
mm?2 (9,05 + 2,98 Zellen/ mm2 in TSDF-la 7 vs. 2,22 + 1,04 Zellen pro mm?2 in

“Kontrolle™, p = 0,056).

4.5.3 Adhasion in der TNFa- Gruppe

Nach der Behandlung mit TNFa wurde eine signifikante Erhdéhung der Anzahl der
adharenten Stammzellen im Vergleich zu der Kontrollgruppe festgestellt. Die Anzahl der
adharenten Stammzellen betrug 13,57 + 3,81 Zellen/ mm2. (13,57 = 3,81Zellen/ mm?2 in

“TNFa™ vs. 2,22 + 1,04 Zellen pro mm2 in ““Kontrolle™, p = 0,01)

4.5.4 Adhéasion in der SDF-1a/ TNFa- Gruppe

In dieser Gruppe war der Anstieg der Zahl adharenter CD133" Stammzellen, deutlich im
Vergleich zu den anderen drei Gruppen. Die Anzahl der fest haftenden CD133" Stammzellen
betrug 28,19 + 6,3 Zellen/ mm2. ( 28,19 * 6,3 Zellen/ mmz2 in ~'SDF-1a / TNFa™ vs. 2,22 +

1,04 in “Kontrolle™ p <0,01).
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Abb.13. Quantitative Darstellung der adharenten CD133" SZ bei den vier Gruppen
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Abb. 14. Die dargestellten Bilder sind reprasentativ und charakteristisch fur die SDF-

la /TNFa Versuchsgruppe. Die Bilder zeigen das typische Adhasionsverhalten von
CD 133" SZ in der SDF-1a /TNFa- Versuchsgruppe. (10xVergroRerung)(blauer Pfeil

passierende Stammzellen; gelber Pfeil rollende Stammzelle)

4.6 Expression von CD 44 und CXCR4 auf der CD 1337

Stammzelloberflache

Die durchgefiihrten FACS - Analysen zur Bestimmung des Anteils der unbehandelten
humanen CD 133"- Stammzellen, die CD44- und CXCR4- Rezeptoren, spontan auf ihrer
Membranoberflache exprimieren, ergaben folgende Ergebnisse.
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CXCR4 exprimieren 71, 7 £ 3,49 % von allen Stammzellen, die gleichzeitig CD133-

Rezeptor exprimieren.

CD44 exprimieren 99,56 + 0,24 %  von allen Stammzellen, die gleichzeitig CD133-

Rezeptor exprimieren.
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AbDb.15. Quantitative Darstellung des Anteils aller CD 133" Stammzellen, die CD44

bzw. CXCR4 auf ihrer Oberflache tragen.

4.7 Expression des CXCR4-Rezeptors in den Endothelzellen

Wahrend der Auswertung der Intensitat der endothelialen CXCR4- Expression wurde ein
signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen festgestellt. Im unbehandelten M.
cremaster betrug die Intensitat 308,16 + 52,43 |/um2. In der SDF-1a -Gruppe betrug die
Intensitat 1170, 75 + 181,23 1/um? (p<0.05 vs Kontrolle). In der SDF-1a /TNFa Gruppe war
die Intensitat mehr als 10-fach gréfRer im Vergleich zu der Kontrollgruppe und betrug 3316,46

+ 596,43 I/um2. (p < 0,001 vs Kontrolle).
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Abb.16. Quantitative Darstellung der Intensitat der endothelialen CXCRA4-

Expression in den Versuchsgruppen “Kontrolle™, "SDF-1a ™ und “"SDF-1a/TNFa™

Um detaillierter Aussagen zu der Intensitat der Expression des CXCR4-Rezeptors (CD184)
in den Endothelzellen zu erfahren, wurden die BlutgeféaRe nach ihrem Durchmesser in zwei
weitere Gruppen eingeteilt und erneut untersucht. Die Gefalle, deren Durchmesser 20-70
um betrug, wurden als Gruppe der “kleinen GefaRe™ bezeichnet und die andere Gruppe
wurde als ““groRe GefaRe™™ (71-140 pm) bezeichnet. Die BlutgefaRe wurden getrennt

untersucht und anschlieRend quantifiziert.

4.7.1 Expression des CXCR4-Rezeptors in den “grofRen Gefallen™ (71-140 um)

4.7.1.1 Kontrollgruppe

Das schwachste Signal, welches Uberhaupt detektiert wurde, war in der Kontrollgruppe bei

den ““groRBen GefaRen™ zu finden. Hier betrug die Intensitat 254,3 + 47,85 1/um2.
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Bild1 Bild 2 Bild 3

Abb. 17. Die dargestellten Bilder sind reprasentativ fur die Kontrollgruppe — ““grof3e
GefalRe™ (71-140 um). Das Bild 1, welches im Modus “transmited light™™ aufgenommen
ist, stellt die GefaRstrukturen und umgebenden Muskel-und Bindegewebe dar. Im Bild
2 ist nur der channel 2 ausgewahlt, so dass nur das CXCR4-Signal dargestellt ist. Bild
3 préasentiert sowohl das CXCR4-Signal als auch das Signal der Endothelzellkerne
(channel 2 + channel 1). Die Bilder 2 und 3 wurden im Modus “reflected light™

aufgenommen.

4.7.1.2 SDF-1a - Gruppe

Das Signal, das in dieser Gruppe detektiert wurde, zeigte eine Erhéhung des CXCR4-

Signalwertes in den Endothelzellen im Vergleich zu der Kontrollgruppe (598,62 + 106,39

I/um2in ,SDF-1a“ vs 254,3 £ 47,85 I/um? in ~Kontrolle™™, p = 0,012) .

Bild1 Bild2 Bild3 50



Abb.18. Reprasentative Bilder fur die SDF-1- Gruppe (" 'grofRe GefaRe ™ 71-140 pm)
- Das Bild 1, welches im Modus ‘transmited light™ aufgenommen ist, stellt die
Gefalistrukturen und umgebenden Muskel-und Bindegewebe dar. Im Bild 2 ist nur der
channel 2 ausgewahlt, so dass nur das CXCR4-Signal dargestellt ist. Bild 3 prasentiert
sowohl das CXCR4-Signal als auch das Signal der Endothelzellkerne (channel 2 +

channel 1). Die Bilder 2 und 3 wurden im Modus “‘reflected light™ aufgenommen.

4.7.1.3 SDF-la/TNFa - Gruppe

Die Kombination von SDF-1a und TNFa steigerte die Intensitdt des CXCR4 -Signales
signifikant mehr als SDF-1a allein (872,34 + 176,06 in "SDF-1a /TNFa™™ vs 254,3 + 47,85

I/umz in “Kontrolle™, p = 0,004).

20pm

Bild1 Bild2 Bild3

Abb.19. Reprasentative Bilder fur die SDF-1a/TNFa- Gruppe ('groBe GefaRe™™ 71-140
pum) Das Bild 1, welches im Modus “‘transmited light™ aufgenommen ist, stellt die
GefaRstrukturen und umgebenden Muskel-und Bindegewebe dar. Im Bild 2 ist nur der
channel 2 ausgewahlt, so dass nur das CXCR4-Signal dargestellt ist. Bild 3 prasentiert
sowohl das CXCR4-Signal als auch das Signal der Endothelzellkerne (channel 2 +

channel 1). Die Bilder 2 und 3 wurden im Modus “‘reflected light™ aufgenommen.
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Abb.20. Quantitative Darstellung der Intensitat der CXCR4-Expression in der

Gruppe der “‘groRen GefalBen™ (71-140 um) Intensitat/um?2

4.7.2 Expression des CXCR4-Rezeptors in den “kleinen GefalRen™ (20-70 pum)

4.7.2.1 Kontrollgruppe

Die CXCR4-Expression in den “kleinen Gefal3en™ (20-70 um) der Kontrollgruppe betrug

355,29 + 88,95 I/um?2.

Bild1 Bild2 Bild3

Abb.21. Repréasentative Bilder fur die Kontrollgruppe (" kleine GefalRe™ 20-70 um)
Das Bild 1, welches im Modus “transmited light™ aufgenommen ist, stellt die
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Gefalistrukturen und umgebenden Muskel-und Bindegewebe dar. Im Bild 2 ist nur der
channel 2 ausgewahlt, so dass nur das CXCR4-Signal dargestellt ist. Bild 3 prasentiert
sowohl das CXCR4-Signal als auch das Signal der Endothelzellkerne (channel 2 +

channel 1). Die Bilder 2 und 3 wurden im Modus “‘reflected light™™ aufgenommen.

4.7.2.2 SDF-1a - Gruppe

In der SDF-1la -Gruppe wurde ein vielfach starkeres Signal als in der Kontrollgruppe

detektiert (1671,37 £ 194,83 in "SDF-1a’ vs. 355,29 + 88,95 I/um?2 in “Kontrolle™, p <

0,001).

Bild1 Bild2 Bild3

Abb.22. Reprasentative Bilder fir die SDF-1- Gruppe (" kleine GefaRe™™ 20-70 um)
Das Bild 1, welches im Modus “‘transmited light™ aufgenommen ist, stellt die
GefalRstrukturen und umgebenden Muskel-und Bindegewebe dar. Im Bild 2 ist nur der
channel 2 ausgewahlt, so dass nur das CXCR4-Signal dargestellt ist. Bild 3 prasentiert
sowohl das CXCR4-Signal als auch das Signal der Endothelzellkerne (channel 2 +

channel 1). Die Bilder 2 und 3 wurden im Modus “reflected light™™ aufgenommen.
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4.7.2.3 SDF-1la /TNFa-Gruppe

In der mit SDF-1a /TNFa behandelten Versuchsgruppe wurde eine fast 14- fache,
Erhdhung der Intensitat der CXCR4-Expression in den Endothelzellen im Vergleich zu der
Kontrollgruppe festgestellt (4945,87 + 441,55 I/ um2 in “"SDF-1a/TNFa™ vs 355,29 + 88,95

I/um?2in ““Kontrolle™, p < 0,001).

Bild1 Bild2 Bild3

Abb.23. Reprasentative Bilder fur die SDF-1/TNFa -Gruppe (" kleine Gefale™ 20-70
pum) Das Bild 1, welches im Modus ““transmited light™ aufgenommen ist, stellt die
GefaRstrukturen und umgebenden Muskel-und Bindegewebe dar. Im Bild 2 ist nur der
channel 2 ausgewahlt, so dass nur das CXCR4-Signal dargestellt ist. Bild 3 prasentiert
sowohl das CXCR4-Signal als auch das Signal der Endothelzellkerne (channel 2 +

channel 1). Die Bilder 2 und 3 wurden im Modus "‘reflected light™™ aufgenommen.

54



6000

5000 -

4000 +

3000 H

2000 -

1000 A

CXCR4-Expression in den Endothelzellen
Kleine Gefalle ( 20-70 pm)

Kontroll SDF-1 SDF-1/TNFa

Abb.24. Quantitative Darstellung der Intensitdt der CXCR4-Expression in der

Gruppe der “kleinen Gefazen™ (20-70 um) Intensitat/umz2 .

Bild 1 Kontroll Bild 2 SDF-1 Bild 3 SDF-1/TNFa

Bild 4 Kontroll Bild 5 SDF-1 Bild 6 SDF-1/TNFa

Abb.25. Darstellung der endothelialen CXCR4-Signalstérke. Bilder 1- 3 sind
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reprasentativ fur die "groRen Gefalle (71-140 um). Bilder 4 - 6 sind reprasentativ fur
die “kleinen GefaRe™ (20-70 um). Die Bilder wurden im Modus "reflected light™

aufgenommen.

7000

6000 -

5000 -
4000 o
3000 -
2000 o
1000 - '

Kontroll SDF-1 SDF-1/TNFa

CXCR4-Expression in den Endothelzellen

[ GroRe Gefalke 71- 140 ym
N Kleine Gefalke 20 -70 pm

Abb.26. Quantitative Darstellung der Intensitdt CXCR4-Expression in

Abhéangigkeit vom GefalRdurchmesser und der Vorbehandlung des M. cremaster.

4.8 Das endotheliale "Rolling™™ und die Adh&sion in Abhéngigkeit des

GefalRdurchmessers

Zur Untersuchung der Abhangigkeit des “"Rollings™ und der endothelialen Adhasion von
der GefalRgroRe, wurden die entsprechenden Parameter selektiv innerhalb der Gruppen
“"groRe GefalRe " (71-140 ym) und " kleine GefalRe™ ( 20-70 um) gemessen.

In der Gruppe der “‘gro3en Gefalen™ zeigte sich eine unterschiedliche Auspragung des
Anteils rollender Stammzellen in Abh&ngigkeit der Vorbehandlung des Muskels (16,19 + 3,62

% in"Kontrolle™ vs. 44,32 £ 2,01 % in "SDF-1a"" vs. 44 + 4,41 %. in "SDF -1a /TNFa™),
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["SDF-1a™ vs.'Kontrolle™, p< 0,001]

Auch In der Gruppe der “kleinen GefalRen " zeigte sich eine unterschiedliche Auspragung
des Anteils rollender Stammzellen in Abhangigkeit der Vorbehandlung des Muskels (17,93 +
3,26 % in ,Kontrolle* vs. 47,42 + 3,1 % in "SDF-1a™" vs. 40,85 + 4,01 % in~ SDF-

1a/TNFa™), [ 'SDF-1a’ vs.'Kontrolle™, p< 0,001]

80
60 +
oo T
é 40 -
°
o=
20 o
0
Kontroll SDF-1 SDF-1/TNFa
| 20-70 pum (Kleine GefaBe)
] 71-140 pm (GroBe GefiRe)
Abb.27. Quantitative Darstellung des endothelialen “Rollings™ CD 1337

Stammzellen in Abhangigkeit der Gefalldruchmessers und der Vorbehandlung des M.

cremaster.

In der Gruppe der ““gro3en GefalRe™ zeigte sich eine unterschiedliche Anzahl fest
adharenter CD 133" Stammzellen in Abhangigkeit von der Vorbehandlung des Muskels (1,18
+ 0,63 SZ/mm2 in “Kontrolle™ vs. 6,99 + 1,65 SZ/mm2 in "SDF-1a” vs. 11,19 + 3,02

SZ/mm2 in "SDF-1a/TNFa™) , [ 'SDF-1a™ vs “Kontrollgruppe™, p = 0,004].

Auch in der Gruppe der “kleinen GefalRe™" zeigte sich eine unterschiedliche Anzahl fest

adharenter CD 133" Stammzellen in Abhangigkeit von der Vorbehandlung des Muskels (2,68
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+ 2,06 SZ/mm2 in “Kontrolle™ vs. 13,09 + 3,68 SZ/mm?2

SZ/mm?2

in = SDF-1a/TNFa™) [ "SDF-1a™ vs ““Kontrollgruppe™,

1a0/TNFa™ vs "SDF-1a™", p = 0,002].
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in "SDF-1a™" vs. 36,75 * 6,08

p = 0,012], [ SDF-
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[l 71-140 pm GroRe GefiRe

Abb. 28. Quantitative Darstellung der festen endothelailen Adh&asion CD 133"

Stammzellen in Abhangigkeit des GefalRdurchmesser und der Vorbehandlung des M.

cremaster.
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5. Diskussion

5.1 Versuchsmodell und Xenotransplantation

Die effiziente Migration von Knochenmarkstammzellen zu einem ischdmischen Myokard
bildet die Grundlage einer mdglichen therapeutischen Wirksamkeit von Stammzellen, die zur
Regeneration des Herzgewebes verabreicht werden. Obwohl bereits bekannt ist, dass eine
Reihe von Chemokinen im Rahmen einer Myokardischamie hochreguliert werden und die
Stammzellmigration férdern, [32] sind die Knochenmark-Stammzellsubpopulationen,die im
Rahmen klinischer Studien verwendet werden, nicht abschlieend in Bezug auf ihrer in-vivo
Migrationskapazitat in Richtung von Chemokin-Gradienten, charakterisiert worden.

im Rahmen klinischer Studienverwendet werden

Das Ziel dieser Arbeit war die in-vivo Untersuchung der Migrationskapazitat der humanen
CD 133" Knochenmarkstammzellen, die seit mehreren Jahren u.a. in unserer Klinik zur

Regeneration von ischdmisch geschadigtem Herzmuskelgewebe appliziert werden.

Es wurde hierzu ein Tierversuchsmodell verwendet. Unter Verwendung von
immuninkompetenten SCID Mausen  wurde das Homingverhalten von intraarteriell
applizierten humanen CD 133" Stammzellen in der Mikrozirkulation des M. cremaster mit
Hilfe eines Intravitalmikroskops beobachtet. Als Schwerpunkt wurde hierbei zum Einen die
Interaktion zwischen den humanen CD 133" Stammzellen und den GefaRendothelzellen
eines knochenmarkfernen Skelettmuskelgewebes einer SCID-Maus beobachtet.  Zum
anderen wurde die Rolle dieser Endothelzellen beim ““Homing™ der humanen CD 133"
Stammzellen in einem peripheren Gewebe evaluiert. Das M. cremaster Versuchsmodell
ermdglichte es, durch einfache Superfusion mit verschiedenen Mediatoren,
Gewebssituationen, die z.B. einer Myokardischamie nahekommen, zu simulieren. [63]
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Als eine wichtige Voraussetzung fur die Sinnhaftigkeit eines solchen Xenotransplantation-
Versuchsaufbaues ist eine Homologie der beteiligten Faktoren notwendig. Bisherige
experimentelle Studien zum endothelialen “Rolling™ und zur festen endothelialen Adhasion
von Stammzellen konnten eine hochgradige Sequenzhomologanalogie der maf3geblich
beteiligten Moleklile (VCAM-1, LFA-1, ICAM-1, E-selektine, SDF-1a, CXCR4) zwischen

Menschen und Mausen zeigen. [77] [78] [79] [80] [81]

5.2 Rolling™ als Stammzellhoming-Parameter

Das endotheliale “Rolling“ wird definiert als der initiale Kontakt zwischen den Zellen, die

sich im Kreislaufsystem befinden und mit den GeféaRendothelzellen. Das endotheliale
“Rolling™ von Leukozyten ist bereits relativ gut erforscht und die daftr verantwortlichen
Molektle sind grof3teils bereits benannt worden ( z.B.Integrine und Selektine). In der
letzten Zeit mehren sich Ergebnisse, die darauf hinweisen, dass das endotheliale ""Rolling™
von Stammzellen z.T. durch die selben Molekile wie das leukozytare “"Rolling™ vermittelt
wird. [82] Dabei scheinen u.a. Selektine eine zentralle Rolle zu spielen . Sackstein et al.
haben gezeigt dass das "Rolling™ bei mesenchymalen SZ von der Interaktion zwischen den
HCELL (Hematopoietic Cell E-selectin/L-selectin Ligand ( CD44 glykoform)) und E-
Selektinen vermittelt wird. Neben E-Selektinen, ist auch VLA-4 unter  bestimmten

Bedingungen als ein “"Rolling™" beeinflussendes Molekul beschrieben worden. [51][55]

In dieser Arbeit stellte sich heraus, dass eine lokale SDF-1a -Stimulation, die Quantitat des
“Rollings™ von humanen CD 133" Stammzellen im Vergleich zur unbehandelten
Kontrollgruppe signifikant erhéht. Die Tatsache, dass einerseits fast alle (99,56 %) der
humanen CD 133" Stammzellen das CD44-Molekiil exprimieren und andererseits andere
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experimentelle [83], [84] Studien gezeigt haben, dass SDF-1a zu einer Hochregulation von
E-Selektine fuhrt, legt nahe, dass u.a. die CD44-E-Selektin Interaktion fir das SDF-la
vermittelte endotheliale ““Rolling™ der CD 133" Stammzellen verantwortlich sein kénnte.
Hinsichtlich der Quantitat des “"Rollings™, zeigte eine kombinierte Behandlung mit SDF-1a

und TNFa keine weitere Erh6hung im Vergleich zu der SDF-1a -Gruppe.

5.2.1 Rolling als variabler Parameter

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Qualitat des endothelialen
“Rollings™ unterschiedlich sein kann. Bei der Messung der Geschwindigkeit des “"Rollings™
waren sowohl Geschwindigkeits- als auch morphologische Unterschiede der rollenden
Stammzellen zwischen den Versuchsgruppen festzustellen. In der Kontrollgruppe wurde
das schnellste "Rolling™ erhoben. In der SDF-1a-Gruppe war die Geschwindigkeit der
rollenden Stammzellen signifikant langsamer im Vergleich zu der Kontrolle.
Interessanterweise fand sich, in der Versuchsgruppe wo eine kombinierte SDF-1a und
TNFa-Stimulation des Endothels stattfand, eine nochmal um das doppelte reduzierte

Geschwindigkeit des “"Rollings™", mit der Tendenz zum Adhérieren.

Der Grund aller diesen Unterscheide kénnte darin liegen, dass TNFa eine de novo-
Synthese- und Hochregulation von CXCR4 [86],[87] und Integrinen [88] bewirkt. Im
Zusammenspiel mit der bereits 0.g. SDF-1a vermittelten Hochregulation von Selektinen und
Integrinen scheint es zu einer Intensivierung der initialen Stammzell-Endothelinteraktion zu
kommen, die sich als deutlich reduzierte Geschwindigkeit des endothelialen “Rollings™

manifestiert.
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5.2.2 CD 133 als "Rolling "-beeinflussendes Molekdl

In letzter Zeit konnte verschiedentlich gezeigt werden, dass die Molekile, die fiur das
“Homing™" verantwortlich sind, sich an den Membran-Vorspringen (Mikrovilli) befinden.
Bruehl et al. haben gezeigt, dass die Liganden die das endotheliale ""Rolling™" vermitteln, an
den Spitzen der Mikrovilli verteilt sind.[85] Uber die Funktion des CD 133-Molekiils ist zurzeit
extrem wenig bekannt. AuRRer, dass CD 133 ausschlie3lich an den Membran-Vorspringen
exprimiert wird, und ihm daher die Funktion als Organisator der Membran-Vorspriinge

(Mikrovilli) zugeschrieben wird, ist fast nichts anderes zur Funktion dieses Molekiils bekannt.

Des Weiteren ist berichtet worden, dass CD 133 immer zusammen mit anderen Molekilen,
die fur das Homing verantwortlich sind (wie CD 44, ICAM-1, PSGL-1), an den Membran-
Vorspriingen exprimiert wird. [35] Experimentellen Studien aus unser eigenen Abteilung
aus dem Jahr 2008 [71] , welche die Untersuchung der Interaktion von von autologen
murinen c-kit (CD 117) Stammzellen mit Endothelzellen als Ziel hatten, haben die
folgenden Ergebnisse gezeigt: Hinsichtlich der Adhéasion kamen die Autoren zu einem
ahnlichen Ergebnniss bezliglich der Anzahl fest adharenter Stammzellen, wie in dieser Arbeit
gezeigt. Im Gegensatz dazu, wiesen in der Kontrollgruppe nur 6%, in der SDF-1a - Gruppe
12% und in der SDF-1a / TNFa-Gruppe 14% der SZ “Rolling™ auf. In dieser Arbeit sind
jeweils 20%, 45% und 42% erhoben worden , d.h. die Verwendung von humanen CD133"
Knochenmarkstammzellen fihrte zu einer deutlichen Steigerung des Anteiles rollender
Stammzellen.

Alle diese eindeutigen Ergebnisse und die oben genannten Befunde kdnnten ein deutliches
Zeichen dafiir sein, dass das CD 133-Molekil ein “Rolling™" beeinflussendes Molekil ist
Die Tatsache, dass das Zellroling als eine Methode zur Auswahl von Zellen mit
therapeutischen und diagnostischen Anwendungen gilt [62],[61],[60] kénnte zu dem Schluss
fuhren, dass die CD 133" Stammzellen geeignet zur Anwendung in der regenerativen

Medizin sind.
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5.3 Adhasion als Stammzellhoming-Parameter

In dieser Arbeit stellte es sich heraus, dass SDF-1la allein nicht in der Lage ist, eine
suffiziente lokale Adhasion von CD 133" Stammzellen herbei zu fiihren. Im Gegensatz dazu
zeigte sich nach Kombination von SDF-1a und TNFa eine signifikant hthere Zahl adharenter
CD 133" Stammzellen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Diese Ergebnisse passen zu der
Tatsache, dass wahrend einer entzuindlichen/ischamischen Reaktion nicht nur SDF-1a,
sondern gleichzeitig andere Mediatoren wie z.B. u.a. TNFa sezerniert werden.  Bisher ist
mehrere Male bestatigt worden, dass SDF-1a Adhasionsmolekile ,wie z.B. Integrine sowie
Selektine, auf den Endothelzellen moduliert/hochreguliert. [59]  Gleichzeitig ist berichtet
worden, dass TNFa Adhasionsmolekiile aus der Gruppe der Integrine hochreguliert. [72] [73]
Es scheint eindeutig, dass es sich um eine additive Wirkung von SDF-1a und TNFa bei der
Adhasion der humanen CD 133" Stammzellen handelt. Dies wird noch im weiteren Text

diskutiert.

5.3.1 Additive Wirkung von SDF-1a und TNFa bei der Expression von Adhasions-

Molekilen

Derzeit ist bereits mehrfach belegt worden, dass TNFa Adhasionsmolekile wie ICAM-1
und VCAM-1 hochreguliert [73] [88] [54]. Hierbei ist es im Vorfeld teilweise gelungen, die
Signalwege, durch die, TNFa, die Adhasionsmolekile ICAM-1 und VCAM-1 hochreguliert,

abzuklaren.
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Abb.29. SDF-1la - CXCR4 - Signalwege [53]

Die durch TNFa bewirkte ICAM-1- und VCAM-1-Hochregulierung wird durch den NF-kB-
Faktor vermittelt, bevor die entsprechenden Gene transkribiert werden [88]. Ein ahnlicher,
NF-kB abhangiger Signalweg, ist fur die CXCR4 vermittelte SDF-1a Wirkung beschrieben

worden [Abb.29].

In der vorliegenden Arbeit konnte man nachvollziehen, dass da wo SDF-1a zusammen mit
TNFa verwendet wurde, eine hochsignifikante Steigerung der endothelialen Adhasion von
humanen CD 133" Stammzellen zu verzeichen war im Vergleich zu der Gruppe in der SDF-
la allein verwendet wurde.  Ursdachlich fur dieses Ergebnis konnte die Tatsache sein, dass
sowohl SDF-1a als auch TNFa Uber NF-kB vermittelte Signalwege, die Expression von
Adhasionsmolekiile induzieren. Diese parallele Wirkung auf einem Signalwege mit
identischer Endstrecke konnten danach zu einer “~Additiven Wirkung™™ bei der Expression
von Adhasionsmolekilen fiihren. Des weitern konnte eine bereits nachgewiesene
Hochregulation des CXCR4-Rezeptors durch TNFa [33] [86] [87] eine vermehrte SDF-1a -
CXCRA4 Interaktionen vermitteln, im Sinne einer “feed forward™™ Regulation.
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54 Der endotheliale CXCR4-Rezeptor fordert die Adhasion der

humanen CD 133" Stammzellen

Die Ergebnisse, die unter Verwendung der LSM - Mikroskopie erhoben wurden, weisen
darauf hin, dass die schon beschriebene feste Adhasion der humanen CD 133" Stammzellen
von dem endothelialen CXCR4-Rezeptor abhangig zu sein scheint. Die kombinierte SDF-
1a/TNFa Stimulation des Muskelgewebes fuhrte zu einer mehr als zehnfachen Verstarkung
des endothelialen CXCR4-Signals im Vergleich zu der Kontrollgruppe. Diese Starke des
Signals wurde in der Versuchsgruppe gemessen, wo die Adhasion der CD 133" Stammzellen

sehr stark ausgepragt war.

Die Einteilung der GefaRe in sogenannte “kleine™ ( 20-70 um GefalRdurchmesser) und
grolRe™ (71-140 um GefaRdurchmesser) und die getrennte Analyse der Adhasion und
endotheliale CXCR4-Expression fiihrte zu dem Ergebnis, dass die Adhasion der CD 133"
Stammzellen deutlich ausgepragter (siehe Abb.28.) in den™" kleinen Gefalen™™ (Venolen) im
Vergleich zu den “"gro3en GefaRen™ (innerhalb einer Gruppe (SDF-1a/TNFa)) war. Parallel
dazu wurde festgestellt, dass in den “kleinen GefaRen™ (Venolen) das endotheliale CXCR4-
Signal mehr als flnffach starker als in den ““groRBen GefalRen™ (innerhalb einer Gruppe

(SDF-10/TNFa)) war (siehe Abb.26.).

Diese Ergebnisse stiitzen die o.g. Hypothese, dass neben stammzellseitigen Faktoren, die
endotheliale Aktivierung mit Hochregulation vom CXCR4, eine bedeutende Rolle bei der

endothelialen Adh&sion der humanen CD 133" Stammzellen spielt.
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5.5 Die neue Methodik der Quantifizierung des Endothelsignals

Mit Hilfe eines modernen konfokalen Mikroskops ( LSM 780 ELYRA PS1 microscope Carl
Zeiss, Jena, Germany) und seiner Eigenschaften wurde in dieser Arbeit eine neue Methodik
zur hochprazisen Quantifizierung von endothelialen Fluoreszenzsignalen entwickelt. Die

Einzelheiten dieser Methode sind im dritten Kapitel beschrieben worden.
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6. Zusammenfassung

Bereits, seit mehreren Jahren werden humane CD 133" Stammzellen im Rahmen
regenerativer Therapiekonzepte zur Behandlung der Herzinsuffizienz nach Myokardinfarkt
verwendet und untersucht. Das Zielwanderungspotential dieser Zellpopulation nach erfolgter
Isolation aus dem humanen Knochenmark, als eine wesentliche Voraussetzung fur die
erfolgreiche Besiedelung eines Zielgewebes, ist bisher noch nicht ausreichend untersucht.
Die Fragestellung dieser Arbeit war daher die Untersuchung der Zielwanderungs- oder
Homingkapazitat humaner CD 133" Knochenmarkstamzellen in knochenmarksfernem
Gewebe in vivo nach intraoperativer Isolation. Dabei erfolgten einerseits Untersuchungen im
Gewebe unter physiologischen Bedingungen, sowie anderseits unter ischamisch-
entziindliche Bedingungen, welche durch die lokale Applikation spezifischer Mediatoren
nachempfunden wurden. Hierzu wurde intravitalmikorskopische Untersuchungen am M.
cremaster Modell unter Verwendung von SCID-Mausen durchgefiihrt. Dabei wurden das
endotheliale “Rolling™ und die feste endotheliale Adhasion der humanen CD 133°
Stammzellen als zentrale Teilschritte und Parameter des effektiven Stammzellhomings

analysiert.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass humane CD 133" Stammzellen,
nach intraoperativer Isolation, als Xenotransplantat eine spontane Fahigkeit zur
Zielwanderung auferhalb des Knochenmarks aufweisen. Jedoch wird das Ausmal der
effektiven Migration durch SDF-1a und TNFa deutlich verstarkt. Durch diese Mediatoren
werden die humanen CD 133" Stammzellen von entzindlich-ischamischem Gewebe
angelockt. Durch diese Mediatoren erfolgt eine entzundlich-ischdmischem
Gewebsakivierung, v.a. im Bereich des GeféafRendothels. Dieser Endothelaktivierung, mit
Hochregulation des CXCR4 - Rezeptors, kommt eine Schlisselrolle bei der
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erfolgreichen CD 133" Stamzell - Endothelinteraktion zu. Zur Detektion bzw.
Quantifizierung des CXCR4-Rezeptor-Signals in den Endothelzellen wurde eine neue
hochprazise Methode entwickelt, welche bisher weder im Inland noch im Ausland so

verwendet worden ist (siehe Kapitel 3 und 5).

Die vorliegenden Ergebnisse bestéatigen ein relevantes Migrationspotential humaner CD
133" Knochenmarkstammzellen nach intraoperativer Isolation in knochenmarksfernem
Zielgewebe in vivo. Es erscheint daher gerechtfertigt diese Subpopulation der weiteren

Testung im Rahmen experimenteller und klinischer Studien zu unterziehen.
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8. Anhang

Thesen

Das Homingverhalten der humanen CD 133" Stammzellen wurde in den GefaRen des
M.cremaster, dessen Eigenschaften ein in-vivo Modell erméglichen, mit Hilfe der

intravitalen Mikroskopie beobachtet.

Zu diesem Zweck wurden SCID-Mause, die eine fehlende zellulare Immunitéat aufweisen,
verwendet, um Immun-Reaktionen zu verhindern, wahrend die humanen CD 133"

Stammzellen im Sinne eines Xenotransplantates verwendet wurden.

Das Human-Maus-Modell, welches in unserem Fall verwendet wurde, ist sinnvoll, da die
Molekile, die fir das endotheliale “"Rolling”™ und die endotheliale Adhasion
verantwortlich sind (SDF-1a, CXCR4, E-Selektine, VCAM-1, ICAM-1), eine

Sequenzhomologanalogie von 73 — 99% aufweisen.

Humane CD 133" Stammzellen zeigen eine spontane ““Homing - Neigung, wahrend
unter lokaler Behandlung mit SDF-1a und TNFa diese Zielwanderung vielfach verstarkt

wird.

Dem stammzellseitige CD 133-Molekiil kénnte eine Rolle bei der Vermittlung des initialen

Stammzellrollings zukommen.

Die Adhéasion der humanen CD 133" Stammzellen findet vorrangig in den kleinen

Venolen, die einen GefalRduchmesser von 20 — 70 um haben, statt.
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7. Dem auf Endothelzellen exprimierten CXCR4-Rezeptor kommt eine zentrale Rolle bei

der Vermittlung der endothelialen Adhasion humaner CD 133" Stammzellen zu.

8. Die erhobenen Ergebnisse deuten auf eine additive Wirkung von SDF-1a und TNFa bei

der Vermittlung der endothelialen Adhasion von humanen CD 133" Stammzellen hin.

+

9. Neben SDF-1a, ist TNFa ein wichtiger Stammzellhomingsfaktor der humanen CD 133

Stammzellen.

10. In der vorliegenden Arbeit wurde eine neue Methode zur hochprazisen Quantifizierung

des CXCRA4-Rezeptor-Signals in den Endothelzellen entwickelt.
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IV Liste haufig verwendeter Abklrzungen:

Abb. Abbildung

CD Cluster of differentiation

CFDA Carboxyfluoreszin-Diacetatester

FACS Fluorescence activated cell sorting

HA Hyaluronsare

HCELL Hematopoietic Cell E-selectin/L-selectin Ligand
HSZ Hamatopoetische Stammzelle

ICAM-1 Intercellular Adhesion Molecule 1

KM Knochenmark

LFA-1 Lymphocyte function-associated antigen 1
LSM Laser scanning microscopy

MACS Magnetic cell sorting

NF-kB Nuclear Factor-Kappa B

PBS Phosphatgepufferte Salzlésung

PSGL-1 P-selectin glycoprotein ligand-1

RT Raumtemperatur

SDF-1a Stromal cell-derived factor 1 alpha

84



SZ

TNF-a

VCAM-1

VLA 4/5

Stammzellen

Tumor necrosis factor alpha

Vascular cell adhesion molecule 1

Very Late Antigen-4/5
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