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Gewidmet den Patienten, die diese Forschung erst ermdglichen.



Referat

Die Transplantation hamatopoetischer Stammzellen ist ein seit nahezu zwei
Jahrzehnten etabliertes Behandlungsverfahren in der Therapie hamatologischer und
onkologischer Neoplasien: neben der Fremdspenderstammzelltransplantation kommt
auch der Reinfusion autologer hamatopoetischer Stammzellen nach hochdosierter
Chemotherapie klinische groRe Bedeutung zu. Uberwiegend handelt es sich dabei um
peripher gewonnene hamatopoetische Stammzellen nach Stimulation mit Granulozyten

stimulierendem Wachstumsfaktor (G-CSF).

Die kryokonservierten Zellen werden nach Abschluss der Chemotherapie intravends
verabreicht, repopulieren das Knochenmark und sind nach ca. 2 Wochen in der Lage,
eine ausreichende Zahl von Thrombozyten und Granulozyten im peripheren Blut zu
gewabhrleisten. Der Prozess der "Wiedererkennung" und Ansiedlung dieser
Stammzellen im Stroma des Knochenmarks wird als "Homing" bezeichnet. Wahrend
die Charakterisierung der pluripotenten Vorlduferzellen der Hdmatopoese uber
Bestimmung des Cluster of Differentiation 34 — Antigens (CD34) klinisch routinemaRig
erfolgt, sind die Antigenstrukturen dieser Zellen bezuglich Engraftment, Proliferation
und Differenzierung im Zusammenhang mit dem Homing - Phdnomen bislang wenig
untersucht. In der vorgelegten Arbeit wurden bei 32 Patienten mit hamatologischen und
onkologischen Erkrankungen Blutstammzellapheresate der klinischen Routine mittels
fluoreszenzaktiviertem Zellsorting untersucht. Diese Antigenstrukturen haben dabei
nicht nur eine funktionale Bedeutung sondern spiegeln auch einen
Entwicklungszustand der Zelle wider. Wir fanden bei 62 % der untersuchten Proben
eine Expression des Rezeptors fur den Stem Cell Factor, bei nur 44 % die Expression
des Rezeptors fur den Stromal Cell Derived Factor und bei 48 % eine Expression des
CD133. Wir sehen in der Variabilitat des Nachweises dieser Antigenstrukturen eine
Bedeutung flir den Homingprozess; moglicherweise kann der Nachweis einzelner
Marker als prognostisch relevantes Kriterium flir den Erfolg der Stammzellretransfusion

herangezogen werden.

Abendroth, Jens: Charakterisierung homingrelevanter Eigenschaften adulter
hamatopoetischer Blutstammzellen
Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 41 Seiten, 2009
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Verzeichnis der Abklrzungen und Symbole

BFU
CFU
CD
CD34
CD184
CD123
CD128
CD133

CD117

CD49
CD38
FACS

FSC
G-CSF
GM-CSF
HSC
MMP9
SCF
SDF -1
SSC
VEGF-R
VEGF

Burst Forming Units
Colony Forming Unit
Cluster of differentiation

Cluster of differentiation 34

Cluster of differentiation 184, CXCR4, SDF — 1 - Rezeptor

Cluster of differentiation 123, Interleukin — 3 - Rezeptor
Cluster of differentiation 128, Interleukin — 8 - Rezeptor
Cluster of differentiation 133, AC133,

Hematopoietic stem cell antigen

Cluster of differentiation 117, c-kit, Stem — Cell — Factor —

Rezeptor

Cluster of differentiation 49, Very late antigen 4, VLA - 4
Cluster of differentiation 38

Fluorescens Activated Cellsorting,
Fluoreszensaktiviertes Zellsorting

Forward Scatter, Vorwartsstreulicht
Granulozytenstimulierender Faktor

Granulozyten — Makrophagenstimulierender Faktor
Hamatopoietic Stem Cell, Himatopetische Stammzelle
Matrix Metallopreotease 9

Stem — Cell — Factor

Stromal Cell derived Factor 1

Side Scatter, Seitwartsstreulicht

Vascular Endothelial Growth Factor Receptor

Vascular Endothelial Growth Factor

Schlagworte: CD34, Stamzelltransplantation, Homing, Engraftment



1 Einleitung

Seit fast 100 Jahren gibt es Hinweise auf die Entwicklung der Zellen des Blutes aus
einer gemeinschaftlichen hamatopoetischen Stammzelle. (Jansen et al., 2005). Heute
ist das Wissen um die Morphologie und die Funktionalitdt dieser Art der adulten
Stammzelle umfangreicher und wird fir die klinische Routine genutzt. Die Zellen der
Erythropoese, Granulozytopoese, der Lymphozytopoese, des Monozyten-
Makrophagensystems und der Megakaryozytopoese haben ihren gemeinsamen
Ursprung in einer hamatopoetischen Stammzelle, die zum Zweck der Zelltherapie
isoliert, kryokonserviert und transplantiert wird. Nach intravendser Reinfusion der
Stammzellkonzentrate erfolgt eine Repopulation des Knochenmarks. Eine
extramedullare Hamatopoese ist klinisch auf seltene Krankheitsbilder der
Osteomyelofibrose oder auf die fetale Hamatopoese beschrankt. Dies verdeutlicht die

Bedeutung der Knochenmarkstromazellen fur die Hdmatopoese.

Die Mobilitdt der hamatopoetischen Stammzellen ist schon in der Fetalperiode
ausgepragt (Dzierzak et al., 1995). Die fetalen Stammzellen (Hamangioblasten) sind
an der Angiogenese beteiligt. Dies verdeutlicht die Fahigkeiten der Vorlauferzellen. Die
Relevanz dieser Fahigkeit wird spater umso wichtiger, wenn es um Neovaskularisation

und Wundheilung geht.

Hamatopoetische Stammzellen finden sich Ublicherweise nur im Knochenmark und im
Nabelschnurblut. Nur nach massiver Stimulation mit Wachstumsfaktoren werden sie fir
kurze Zeit auch in das periphere Blut ausgeschwemmt. Daher unterscheiden sich die
peripher gewonnenen hamatopoetischen Stammzellen sowohl hinsichtlich ihres
Entwicklungsstandes als auch hinsichtlich ihrer Oberflachenantigenexpression von den

hamatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks.

Die adulte hamatopoetische Stammzelle ist durch ihre Eigenschaft, in geeigneten
Nahrmedien Kolonien auszubilden, ihre Morphologie und die Expression des

Oberflachenstrukturmerkmales Cluster of Differentiation (CD) 34 charakterisiert.

Nachdem 1984 auf der hamatopoetischen Stammzelle das Merkmal des Cluster of
Differentiation 34 (CD34) entdeckt wurde und vor ca. 25 Jahren die erste
Transplantation von peripheren Blutstammzellen erfolgte, ist dieses Verfahren
inzwischen etabliert und wird erfolgreich unter verschiedenen Indikationen angewandt.
Mit zunehmenden molekularbiologischen Kenntnissen und Méglichkeiten der Analyse

wachst zudem das Wissen Uber die Stammzelle.



In Uber 95 % der Transplantationen wird auf hamatopoetische Stammzellen aus dem
peripheren Blut zurlckgegriffen. Zunachst erfolgt die Mobilisierung der Stammzellen
mit Cytokinen: hierzu zahlt vor allem der Granulozyten stimulierende Faktor (G-CSF),
aber auch der Granulozyten und Makrophagen stimulierende Faktor (GM — CSF) sowie
der Stem Cell Factor (SCF). Diese bewirken unter anderem eine Differenzierung der
toti- und pluripotenten Stammzelle zu Granulozyten. Homing ist dabei ein wesentlicher
Bestandteil der Regeneration der Hamatopoese, abhangig von den physiologischen
Eigenschaften der Zellen selbst und ihrer Umgebung. Dabei wird beobachtet, dass die
Stammzelle fur diesen Prozess den komplexen Ablauf von Homing und Engraftment
(Lapidot et al., 2005) durchlaufen muss. Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte
Auswahl der Oberflachenstrukturen und Eigenschaften versucht dabei, wesentliche

Teilelemente des Weges von der Peripherie in das Knochenmark widerzuspiegeln.

Grundlage dieser Arbeit ist die Fragestellung, inwiefern der Phanotyp der peripher
entnommenen Stammzelle variabel ist und ob die weitere Subcharakterisierung der
CD34" Zellen zusatzliche Informationen in Bezug auf das Homingpotential der Zellen

bringen kann.

2 Die hamatopoetische Stammzelle als adulte Stammzelle

Der erste Nachweis einer Oberflachenstruktur, die eine hamatopoetische Stammzelle
charakterisiert, wurde 1984 von Civin et al. gefuhrt (Civin et al.,, 1984). Unter
Beachtung morphologischer Eigenschaften beschrieb er My10 als ein Molekiil, welches
gehauft bei entsprechend potenten Vorlauferzellen vorkommt und heute als CD34
klassifiziert wird. Andere Autoren wie Watt und Sutherland bestatigten diese
Erkenntnisse (Watt et al., 1987). Sutherland et al. klarten auch die Struktur des
Proteins und seine Einzigartigkeit (Sutherland et al., 1988). Strukturell handelt es sich
um ein Glykoprotein, genauer ein Sialomucin (Krause et al., 1994). Es ist etwa 115 bis
120 kD grof3, wobei die exakte Struktur der extrazellularen Domane des CD34 vom
Funktionszustand abhangt (Gangenahalli et al., 2006). Die Regulation und Funktion
dieses Molekiils gehen dabei Uber die beschriebene Rolle als Marker fir
Vorlauferzellen hinaus. Untersuchungen an Endothelzellen von Gefallen wiesen auf
eine Rolle in der Zell — Matrix — Interaktion hin (Fina et al., 1990). Schon in einer friihen

Arbeit wurde die Interaktion zwischen der hamatopoetischen Stammzelle und dem



Knochenmarksstroma Uber CD34 beschrieben (Healy, 1995). Majdic et al. wiesen in
diesem Zusammenhang die Reaktion von Zellen unter anderem auf Antikérper gegen
CD34 - Epitope nach (Majdic et al., 1994). Hier zeigte sich eine deutliche Veranderung
in der Struktur des Zytoskelettes mit den Folgen einer Veranderung des Zellzustandes,
einer zunehmenden Motilitdt und Adhasion. Der Ligand ist jeweils L - Selectin
(Baumheter et al., 1993). Ebenfalls in der Arbeit von Majdic et al. wurde der Weg der
Signaltransduktion untersucht. Herbimycin A, ein Inhibitor der Proteinkinase C, fihrte
zu einer Abnahme der Aggregation der Zellen untereinander. Hinweisend auf diesen
Weg der Transduktion ist auch die Hochregulation von CD34 auf eine Stimulation der
Proteinkinase C hin (To et al., 1997). CD34 erweist sich demnach als ein Protein mit
multiplen Funktionen, welche unter anderem Migration und Adhasion der Zellen

betreffen.

Auch wenn die friihen Versuche — wie oben beschrieben - zu einer CD34" - Selektion
der hamatopoetischen Stammzellen in Forschung wie klinischer Anwendung fihrten
(To et al., 1997), fanden sich auch CD34~ Zellen, die es ermdglichten, die Lympho- und

Hamatopoese wieder aufzubauen (Osawa et al., 1996; Goodell et al., 1996).

Offenbar ist es nicht ohne weiteres moglich, den Begriff ,Hamatopoetische
Stammzelle® mit den CD34" Knochenmarksstammzellen gleichzusetzen. Hinweisend
kdnnen jedoch die Eigenschaften von embryonalen Stammzellen sein (Haar,
Ackermann, 1971). Auf diesen sind ebenfalls die fur die Transplantation relevanten
Rezeptoren erkennbar, so zum Beispiel CD184 (Kyba et al., 2002). In der frihen Phase
der Erforschung wurden fur die Stammzelle weitere Oberflachenstrukturen definiert, die
fur Stamm- oder Vorlauferzellen typisch sein sollten (Weissmann et al., 2001). Eine
andere Herangehensweise bietet die Arbeit von Dykstra et al. (Dykstra et al., 2006). Mit
einem Videoverfahren wurden vorher selektierte CD45™in"Rho'SP — Zellen in vitro
kultiviert. Es ergaben sich Hinweise darauf, dass auch morphologische Kriterien
angelegt werden kénnen, die das Aussehen und die Veranderung im Rahmen des ,self
— renewal” betreffen, wie es auch schon Majdic et al. untersucht haben (Majdic et al.,
1994). Auch auf genetischer Ebene lassen sich Merkmale finden, die typisch fir
hamatopoetische Stamm- und Vorlauferzellen sind (Terskikh, 2003). Die Vielfaltigkeit in
der Fahigkeit zur Repopulation wurde von Sieburg et al. festgestellt (Sieburg et al.,
2006). Es fanden sich verschiedene Muster der Repopulation, so dass die Autoren
darauf schliel3en, dass schon im Knochenmark verschiedene Differenzierungsgrade
dieser Zellpopulation vorhanden sein missen, deren damit mdglicherweise

unterschiedliche Funktion ausschlaggebend ist fir den Erfolg der Transplantation.
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Somit findet sich keine umfassende Definition fiir die ,Hamatopoetische Stammzelle®.

Lymphatische
Vorlauferzelle
Hamatopoetische Hamatopoetische Multipotente
Stammzelle Stammzelle hamatopoetische
LT-Pluripotent ST-Pluripotent Vorlauferzelle i
CD38+
CD34+
E‘.D34-_ CD133+ gg‘}g:h
Eo13s Coste. cose-
—
Abnehmendes Potential zur Selbsterneuerung .
Myeloische

Vorlauferzelle

CD34+
CD117+

Abbildung 1: Expression der hier detektierten Oberflachenstrukturen im Rahmen der
Stammzelldifferenzierung (LT: Long Time,ST: Short Time)

3 Die hamatopoetische Stammzelle und das Knochenmarkstroma

Als Stammzellnische wird der intersinusoidale Raum im Knochenmark angesehen
(Dorshkind, 1990). Historisch finden sich erste Darstellungen der hamatopoetischen
Vorlauferzellen 1958 (Donohue et al., 1958), der Begriff ,Stammzellnische“ wurde 1978
von Schofield gepragt (Schofield, 1978). Osteoblasten sind bei der Erhaltung und der
Differenzierung der hamatopoetischen Progenitorzellen (Taichman et al.,, 1996) ein
entscheidender Faktor fir die Entstehung der ,Colony Forming Units“ (CFU), den
Zellpopulationen, im Rahmen derer sich die adulten hamatopoetischen Stammzellen
entwickeln. Insbesondere die Sekretion von SDF-1 durch Osteoblasten, Fibroblasten

und Endothelzellen ist dabei entscheidend fiir die (Re-)Population des Knochenmarks.

Einen Hinweis auf die umfangreiche Regulation der Ansiedlung der Vorlauferzellen gibt
die Untersuchung des Verhaltens transplantierter Zellen. Dabei fanden sich ein klar
strukturierter Ablauf der Repopulation der Nische und eine unterschiedliche Ansiedlung

der Stammzellen im Bezug auf ihre Eigenschaften. Vordifferenzierte Zellen siedeln sich



demnach vorwiegend im zentralen Knochenmark, undifferenzierte eher im Bereich des
Endost an (Nilsson et al., 2001). Der direkte Kontakt zu Osteoblasten reguliert dabei
die Differenzierung (Arai, 2004). Die Notwendigkeit intakter Osteoblasten ergibt sich
aus der Arbeit von Visnjic et al., in der gezeigt werden konnte, dass eine induzierte
Entwicklungsstérung der Osteoblasten zu einer Abnahme der Hamato- und
Leukopoese flhrt (Visnjic, 2004). Bhatia et al., erarbeiteten hierzu die Rolle der ,bone
morphogenetic proteins®, Proteinen, die eine proliferationsférdernde Wirkung auf
CD34* \Vorlauferzellen haben und zudem bei einer Subpopulation den
Differenzierungsgrad nicht weiter steigern (Bhatia et al., 1999). Die Interaktion wurde
insbesondere zurlickgefihrt auf den Zell-Zell-Kontakt, wobei die Bindungen uber n-
Cadherin und beta-Catenin zwischen Osteoblasten und Vorlduferzellen eine
proliferative Wirkung haben koénnen (Zhang et al.,, 2003). Ebenso fordert die
Stimulation von Osteoblasten mittels Parathormon das Wachstum der Vorlauferzellen
(Calvi et al., 2003). Als weitere Interaktionsfaktoren ist Osteopontin bekannt geworden,
das von Osteoblasten sezerniert wird und sowohl fur die Migration, die Adhasion als
auch die Proliferation wichtig ist (Nilsson et al., 2005). Auch die Rolle des Granulozyten
— Kolonie stimulierenden Faktors G-CSF als mobilisierendem Faktor fur Vorlauferzellen
(Petit et al., 2002) ist bekannt, ebenso die Bedeutung der Bestrahlung des Patienten
und der konsekutiven Freisetzung von Wachstumsfaktoren (Heissig et al., 2005). Auch
ist eine Interaktion der CD34" Stammzellen mit Endothelzellen zu beobachten (Li et al.,
2004). Li et al. sahen eine haufigere Ausbildung von ,Colony forming units (spleen),
wenn die Vorlauferzellen mit Endothelzellen und Wachstumsfaktoren cokultiviert

wurden.

Die Hypothese der Stammzellnische als wichtigem Ort des Wachstums der CD34"
Zellen nach dem Homing ist umfangreich bestatigt worden und liefert ein Modell fir das
Ziel der Vorlauferzellen. Zuséatzlich wurde aber auch dokumentiert, dass schon im
Vorfeld im Bereich der Gefalle der Zell-Zell-Kontakt zu Endothelzellen eine Rolle

spielen kann.

4 Die Auswahl der Rezeptoren — Grundlagen und Zusammenfassung

Der Prozess des Homing ist eine komplexe Abfolge von einzelnen Leistungen der

Zelle, die bestimmte Rezeptoren erfordern. Um beschreiben zu kénnen, in welchem



Male die Vorlauferzellen dazu in der Lage sind, diese Leistungen zu erbringen, wurde
durch uns eine Auswahl von Rezeptoren und Faktoren getroffen, die reprasentativ fur
verschiedene Funktionen sind und das Leistungsvermégen der Vorlauferzelle
reprasentieren. Bei der Auswahl spielten vor allem die Kenntnisse Uber die einzelnen
Komponenten eine Rolle. AuRerdem sollte ihre Funktion im Rahmen des Homing und
der Proliferation und Differenzierung der Vorlauferzelle méglichst genau beschrieben
sein. Eine Literaturrecherche ergab die genannte Auswahl, die im Folgenden genauer

erlautert wird.

4.1 Chemokinrezeptor 4 (CD184)

Der Chemokinrezeptor 4, auch unter CD184 oder CXCR4 geflhrt, ist ein Rezeptor, der
auf hamatopoetischen Stammzellen exprimiert wird. Als einziger Ligand dient der
Stromal cell derived factor 1 (SDF-1 oder CXCL12). SDF 1 ist ein Chemokin, das einen
entscheidenden Einfluss auf die Migration der Stammzellen schon im Rahmen der
Embryonalentwicklung hat (McGrath et al., 1999). Verschiedene Untersuchungen
haben gezeigt, dass dieser Rezeptor auferdem auf Zellen der Immunabwehr
vorhanden ist (Rawluk, 2004). Ebenfalls ist die Funktion im Rahmen der Hamatopoese
und B — Zell — Entwicklung dokumentiert. Knock—Out-Mause fur diesen Rezeptor
weisen Immundefekte auf und versterben fruhzeitig (Nagasawa et al., 1996). SDF-1
wirkt dabei Uber einen G-Protein—gekoppelten JAK/STAT-Mechanismus auf die Zelle
ein. Ca?-abhangig kommt es dann zur Polarisation, Aktinpolymerisation und zur
Migration der Zelle (Hesselgesser et al., 1998). Relevant ist auch die Interaktion mit
Adhasionsmolekulen, so z. B. mit dem in der vorliegenden Arbeit untersuchten Very
late antigen 4 (CD49). So konnte gezeigt werden, dass SDF— 1 die Adhasion an das
Endothel Uber das Very late antigen (VLA-4) verstarken kann (Peled et al., 2000).
Zusatzlich ist CD184 bei der transendothelialen Migration wichtig, hier wurde eine
zellspezifische Verstarkung der Extravasation festgestellt, und ein Einfluss auf die
Migration der frihen hamatopoetischen Stammzellen festgestellt (Peled et al., 2000).
SDF-1 und CXCR4 haben auRerdem einen positiven Einfluss auf das Uberleben und

das Wachstum von einigen T- und B - Zelllinien (Kijowski et al., 2001).



4.2 Interleukin 3 - Rezeptor (CD 123)

Interleukin 3 (IL-3) ist seit langem als ein ,Colony Stimulating Factor® (CSF) bekannt
(Park et al., 1989; Rennick et al., 1989) und hat einen wachstumsférdernden Einfluss
auch auf hamatopoetische Stammzellen. Entsprechend fand sich eine héhere Anzahl
von Colony Forming Units (CFUs) nach Transplantation und ein verbessertes
Uberleben nach Stimulation mit IL3. Der IL3-Rezeptor wird auf hamatopoetischen
Vorlauferzellen (Park et al., 1989) sowie auf hamatopoetischen Stammzellen
(Broxmeyer et al., 1993) exprimiert. Es handelt sich dabei um einen Rezeptor mit 3
extrazellularen Domanen (Schofield et al., 1997). Schofield et al., untersuchten
ebenfalls das Integrin VLA-4 (CD49) im Zusammenhang mit IL-3 (Schofield et al.,
1997). Hierbei zeigte sich, dass IL-3 einen migrationsfordernden Einfluss auf die dort
untersuchte Zelllinie hatte, indem es die Expression von CD49 verringert.
Entsprechend fand sich auch in anderen Arbeiten, dass die Vorbehandlung von
Knochenmark mit Interleukin 3 zu einer grosseren Anzahl an koloniebildenden
Einheiten im Knochenmark nach der Transplantation flhrt (Tavassoli, 1991). IL-3
reduziert dabei die Adhasionsfahigkeit der Stammzelle deutlich (Schofield et al., 1997).

4.3 Interleukin-8 — Rezeptor (CD 128)

Ahnlich dem IL-3—Rezeptor handelt es sich bei dem Interleukin-8-Rezeptor um einen
G—Protein—gekoppelten transmembranen Rezeptor (Loetscher et al., 1994). Interleukin
8 (IL-8) ist bekannt als ein Chemokin, das bei Entziindungsprozessen chemotaktische
Auswirkungen insbesondere auf neutrophile Granulozyten hat (Loetscher et al., 1994).
Zudem bewirkt IL-8 eine Freisetzung von hamatopoetischen Stammzellen aus dem
Knochenmark im Rahmen eines Entziindungsprozesses (Lapidot und Petit, 2002). In
Tierversuchen wurde demonstriert, dass die alleinige Gabe von IL-8 eine Mobilisierung
von hamatopoetischen Stammzellen verursacht (Laterveer et al., 1995). Als Grundlage
fur die Freisetzung wurde die vermehrte Produktion der Matrix - Metalloprotease 9
(MMP-9) benannt (Janowska-Wieczorek et al., 2000), einer entscheidenden Protease,
die auch im Rahmen des Homing fur die Penetration der Basalmembran wichtig ist. Die
IL-8-Chemokinrezeptoren 1 und 2 wurden zudem auf Endothelzellen nachgewiesen.
Diese bewirken unter anderem eine Erhéhung der Permeabilitat des Gefallendothels

(Schraufstatter et al., 2001). Auch andere Liganden des IL8 — Rezeptors bewirken eine



Leukozytenmigration aus dem Knochenmark in die Peripherie, wobei auch hier MMP-9
eine zentrale Rolle spielt, welches von neutrophilen Granulozyten freigesetzt wird
(Pelus und Fukuda, 2006). Die Auswirkungen von IL-8 auf die hamatopoetischen
Vorlauferzellen haben Broxmeyer et al. untersucht. Hier zeigte sich eine Hemmung der

Proliferation der Stammzellen (Broxmeyer, 1993).

4.4 Stem cell factor-Rezeptor (CD117)

c-Kit (CD117) ist der Rezeptor fir den ,Stem Cell Factor® (SCF), wirkt antiapoptotisch
(Hassan et al., 1996) und férdert die Differenzierung von hamatopoetischen
Stammzellen (Hassan et al., 1996). Es handelt sich um einen Tyrosin-Kinase-Rezeptor
(Zsebo et al., 1990). Untersuchungen zeigen, dass insbesondere Stammzellen in ihrem
frihen Stadium (HLA-DR’) vom SCF in der Apoptose gehemmt werden (Briddell, 1992).
Er wird dabei als charakteristisch angesehen flr verschiedene Zellen, die im Rahmen
von Leukdmien auftreten (Brandt et al., 1994). Wesentlich fur die frihe Entwicklung der
hamatopoetischen Stammzellen ist die autokrine Wirkung tUber SCF und CD117
(Brandt et al., 1994). Die Expression von CD117 verandert sich im Laufe der
Differenzierung. CD117 ist ein Marker fir hamatopoetische Stammzellen in frihen

Stadien, kommt aber auch auf differenzierten Zellen der Erythropoese vor.

4.5 Very Late Antigen 4 (CD49)

Das Very Late Antigen 4 ist ein Integrin, welches auf Leukozyten im Allgemeinen, so
auch auf hdmatopoetischen Stammzellen, exprimiert wird. Die Regulation wie auch die
Funktion sind vielfaltig, wesentlich ist unter anderem die Funktion der Adhasion und
Extravasation von Leukozyten (Ronen und Sara, 2002). Als Liganden dienen dabei das
Vascular Cell Adhesion Molecule 1 (VCAM-1) und Fibronektin (Alon et al.,, 1995,
Vermeulen et al., 1998). In vivo wurde gezeigt, dass VLA-4 insbesondere das Homing
in das Knochenmark, nicht jedoch in die Milz, férdert (Vermeulen et al., 1998). Die
Regeneration des Knochenmarks wurde mit Blick auf die Expression wichtiger
Adhasionsmarker, unter anderem VLA-4, untersucht (Gold et al., 2006). Dabei fand
sich ein schnellerer Wiederanstieg der Zellen im peripheren Blut bei Probanden, deren

zuvor transplantierte Stammzellen eine hoéhere Dichte unter anderem von VLA-4



aufwiesen. Die Regulation erfolgt dabei zu mehreren Zeitpunkten. Untersuchungen mit
Antikdrpern haben gezeigt (Vermeulen et al., 1998), dass die Gabe von anti—VLA-4—
Antikérpern sowohl die Freisetzung positiv sowie das Homing von Stammzellen negativ
beeinflusst. Dartber hinaus erwies sich bei in vitro Versuchen mit einer Zelllinie VLA-4
als Suppressor der Apoptose und férderte das Wachstum von Stammzellpopulationen.
(Gold et al., 2006). Diese Wirkung ist sehr dynamisch und wird bei den CD34"
Stammzellen Uber Cytokine wie die Interleukine 3, 6 und 11 und SCF-1 reguliert, aber
auch Uber das Chemokin SDF-1 (Papayannopoulou et al., 1995; Wang et al., 1998).
Wahrend VLA-4 durch die Gabe der Interleukine 3, 6 und 11 herunterreguliert wurde,
fand sich bei der Gabe von SDF-1 eine Zunahme der Adhasion. In
Zellzyklusuntersuchungen ging die Reduktion der CD49-Expression einher mit dem
Eintritt der Zellen in die S-Phase des Zellzyklus (Becker et al., 1999).

CD38 ist ein multifunktionelles Enzym, dessen Ligand PECAM-1 (CD31) ist. Es wird
von hamatopoetischen Stammzellen exprimiert und wurde als Differenzierungsmarker
frher und vordifferenzierter Stammzellen entdeckt (Hao et al., 1995; Reinherz et al.,
1980). Dabei wurde festgestellt, dass CD38 wahrend der Lymphozytenreifung bis zum
pra-B-Zell-Stadium exprimiert wird, bei weiterer Ausreifung reduziert, dann aber mit der
Ausreifung der B — Zellen wieder verstarkt exprimiert wird. CD38 wurde auf Leukozyten
als Adhasionsmolekll definiert (Dianzani und Malavasi, 1995). Die Signalkaskade
wurde dabei umfangreich beschrieben (Shubinsky und Schlesinger, 1997) und flhrt
demnach sowohl Uber eine Proteinkinase C als auch G—Protein — gekoppelt zu einer
intrazellularen Messenger — Funktion. Neuere Ergebnisse bestatigen jedoch eher die
haufigere Expression von CD38 auf differenzierten Zellen (McGuckin et al., 2003), die

ihren pluripotenten Stammzellcharakter verlieren.

4.7 Vascular endothelial growth factor — Rezeptor 1 (flt-1)

Der Vascular endothelial growth factor - Rezeptor 1 wurde 1990 entdeckt und zunachst
unter dem Begriff fms-like Tyrosinkinase (flt) bekannt (Shibuya et al., 1990). Wenig

spater wurde er als Rezeptor fir den ,Vascular Endothelial Growth Factor® (VEGF)



benannt (de Vries et al.,, 1992). Es existieren mehrere hochaffine transmembrane
Rezeptoren flur VEGF (Cross et al., 2001). Der Wirkungsmechanismus ist komplex,
wesentliche Elemente sind Dimerisierung und die Autophosphorylierung von Tyrosin
(Sawano et al., 1997). Dabei haben die beiden am haufigsten gefundenen Rezeptoren
VEGFR-1 und VEGFR-2 unterschiedliche und selbst regulierende Effekte (Shen et al.,
1999). Schon in der Embryogenese wie auch bei der Neovaskularisation erfolgt die
Regulation u.a. durch VEGF (Shalaby, 1995; Fong et al., 1995, 1999; Carmeliet, 1996).
Fur die spatere Angiogenese sind adulte CD34" Stammzellen erforderlich, wobei auch
CD34 Zellen entdeckt wurden, die Endothelzellen ausbilden kénnen (Harraz et al.,
2001). Dabei erweisen sich CD34" Zellen aus Nabelschnurblut weitgehend als VEGF —
Rezeptor — negativ, wahrend mit fortschreitender Differenzierung eine Erhéhung der
Expression erreicht wird (Sawano et al., 2001). Der Nachweis der entsprechenden
mMRNA ist bei CD34" Zellen nicht gelungen (Pomyje et al., 2003). Damit kann der VEGF
- Rezeptor 1 als ein Marker flr entsprechend vordifferenzierte Stammzellen angesehen
werden, der nur zu geringen Teilen auf frihen Zellen vorkommt. Versuche haben
gezeigt, dass dieser Rezeptor auf den Vorlauferzellen von Megakaryozyten und
Monozyten vorkommt (Casella et al., 2003, Barleon et al., 1996). Monozyten im
peripheren Blut weisen zudem eine gerichtete Migration auf, abhangig von VEGF und
dem VEGF-Rezeptor-1 (Casella et al., 2003). Das Expressionsmuster andert sich
deutlich im Rahmen von hamatologischen Erkrankungen (Bellamy et al., 1999; Fiedler
et al.,, 1997), wobei insbesondere der Ligand VEGF relevant sein kann fur eine
autokrine Stimulation der Leukdmie — Zellen (Fiedler et al., 1997). Im Rahmen der
Tumormetastasierung wird flt-1 eine Rolle zugeordnet, hier werden hamatopoetische
Vorlauferzellen als wichtige Komponenten am Ort der Tumormetastasierung
beschrieben (Kaplan et al., 2005).

4.8 Vascular endothelial growth factor (VEGF-A)

Der ,Vascular Endothelial Growth Factor” wurde als proliferationsférderndes Zytokin fir
Endothelzellen von Gefassen entdeckt (Ferrara und Henzel, 1989). Die Funktion
beschrankt sich nicht nur auf Endothelzellen. An Tumorzellen wurde eine
migrationsfordernde (Clauss, 1990) wie auch direkt wachstumsférdernde Wirkung
gefunden, unter anderem bei nichtkleinzelligen Bronchialkarzinomen (Bonnesen et al.,
2009) und Kolorektalen Karzinomen (Bendardaf et al., 2008). Entscheidend ist seine

Rolle im Rahmen der Gefal3bildung, insbesondere die Entwicklung von
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Megakaryozyten und die Wirkung auf Thrombozyten ist herausgearbeitet worden
(Mohle et al., 1997). Dabei wird VEGF unter anderem von in der Entwicklung
fortgeschrittenen hamatopoetischen Stammzellen wie z. B. Megakaryozyten sezerniert,
aber auch intrazellular gespeichert und erst im Rahmen der Blutstillung durch die
Thrombozyten freigesetzt (Bautz et al.,, 2000). Auch durch glatte Muskelzellen und
Zellen des Nierencortex werden Isoformen des VEGF freigesetzt (Neufeld et al., 1994).
Die Wirkung auf hamatopoetische Stammzellen ist unter verschiedenen Aspekten
untersucht worden (Bautz et al., 2000). Die Sekretion von VEGF-A nahm unter Zytokin
— Stimulation zu, wenn auch die Sekretion bei frisch isolierten Stammzellen gering ist.
Zusatzlich wurde hier das Migrationsverhalten der hamatopoetischen Stammzellen
(HPSC) unter Einfluss von VEGF untersucht und eine deutliche Erhéhung der
transendothelialen Bewegung festgestellt. Hierzu konnte gezeigt werden, dass VEGF
die vaskulare Permeabilitat erhéht, indem es das Endothel direkt fenestriert (Roberts et
al., 1995), und wie entscheidend VEGF fir die Mobilitat der mononuklearen Zellen wie
auch die der hamatopoetische Stammzellen ist (Gerber et al., 2002). Bei fehlender
Mdglichkeit der VEGF-Produktion war die Repopulation des Knochenmarkes nach
Bestrahlung nicht feststellbar, auch die sonst fur HPSC und ihre Differenzierung
typische Bildung von Kolonien war gestort. Die Bildung von VEGF in zahlreichen
hamatologischen (Dias et al., 2000; Fragoso et al., 2007) wie auch soliden Tumoren
wurde untersucht. Hier fand sich eine deutliche Erhéhung von VEGF (Gerber und
Ferrara, 2000).

4.9 Matrixmetalloprotease 9 (MMP9)

Matrixmetalloproteasen dienen der Veranderung extrazellularer Matrix. Die hier
untersuchte MMP 9 gehort zur Gruppe der Gelatinasen und degradiert Kollagen Typ 4
(Goetzl et al., 1996). Sie wird unter anderem von Makrophagen (Welgus et al., 1990)
und T-Zellen (Leppert, 1995) produziert. Zusatzlich ist die Aktivitat vergleichsweise
haufig in peripher enthommenen hamatopoetischen Stammzellen gegenuiber sessilen
Stammzellen nachzuweisen (Janowska-Wieczorek, 1999). Deutlich reduziert war die
Migration Uber eine Basallamina hinweg bei reduzierter MMP9 Sekretion. Eine weitere
Demonstration erfolgte in einer Arbeit von Janowska-Wieczorek (Janowska-Wieczorek,
2000). Hier zeigte sich neben einer erhdhten Migration der CD34* Zellen bei Gabe von
SDF-1 eine Abhangigkeit der Produktion von MMP9. Dabei wurde dessen Produktion
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durch SDF-1 und den Tumornekrosefaktor Alpha beziehungsweise Interleukin 8
gesteigert. Dies gilt insbesondere fur Zellen aus dem Knochenmark. Dies zeigte auch
eine Arbeit von Byk et al. (Byk et al., 2005). Hier wurde unter Stimulation eine
Erhdéhung der Produktion von MMP9 und ein verbessertes Repopulationsverhalten der
Zellen gezeigt. Dies wurde grundlegend auch schon in einer friiheren Arbeit an der
physiologischen Reaktion der adulten hamatopoetischen Stammzellen auf
Stresssignale (Kollet et al., 2003) wie auch flir Stammzellen aus Nabelschnurblut
gezeigt (Rao et al., 2004).

4 .10 Hematopoietic stem cell antigen (CD 133)

CD133 wurde 1997 definiert als ein Protein, welches auf CD34" - Zellen vorkommt (Yin
et al., 1997). In der Arbeit von Yin et al. (Yin et al., 1997) wurden unterschiedliche
Zelllinien und Gewebe auf die Expression von CD133 untersucht. Dabei fand sich
dieses Molekul ausschlieBlich auf CD34* Zellen und Retinoblastom bzw.

Teratocarzinom - Linien. Hier wird zudem eine phanotypische Expression von

20-60 % auf den CD34" Zellen genannt. Dies wurde spater durch Matsumoto et al.
bestatigt, hier fand sich ein Bereich von 41 - 73 % im peripheren Blut (Matsumoto et
al., 2000). Auf weiter differenzierten Zellen, die hier durch CD64, CD19, CD71 und
CD38 charakterisiert wurden, nahm die Expression von CD133 ab. In keiner der
Arbeiten wurde die Funktion von CD133 erarbeitet, so dass diese Frage zunachst offen
bleibt. Spater wurde dann das proliferative Potential von CD133" Zellen untersucht.
Hier zeigte sich, dass CD133" Zellen im Vergleich zu CD133" Zellen in vitro signifikant
mehr Colony forming colonies ausbilden und zudem die Vitalitdt der CD133" Zellen
auch am Tag 9 der Kultur deutlich héher ist (de Wynter et al., 1996). De Wynter et al.
untersuchten ebenfalls Vorlauferzellen unterschiedlichen Ursprungs (Peripheres Blut
nach der Apherese, Knochenmarkpunktate und Nabelschnurblut). In ihrer Arbeit
zeigten sie auf, dass der Anteil der CD133* Zellen an den CD34" Zellen im peripheren
Blut 75,3 % betragt, wahrend dieser fir Knochenmarkszellen 36,3 % betragt (de
Wynter et al., 1996). Zudem war die Anzahl der Kolonie - bildenden Zellen unter den
CD347/CD133" Zellen mit 67,1% nahezu doppelt so gro3 im Vergleich zu
CD34*/CD133 Zellen. Das Engraftment der CD133" Zellen ist hier ebenfalls deutlich
héher als das der CD133" Zellen (de Wynter et al., 1996). Erganzend ist eine Studie

von Gallacher et al. zu erwadhnen (Gallacher et al., 2000). Ein Ergebnis war die
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Entdeckung von Kolonie - bildenden Zellen aus Nabelschnurblut, die
CD133*/CD34/CD387/Lin  waren.

Aufgrund dieser Ergebnisse kamen die Autoren zu dem Schluss, dass es neben den
CD34* Zellen weitere gibt, die zwar CD34" sind, jedoch in vergleichbarer Weise die das
Knochenmark repopularisierenden Eigenschaften von hamatopoetischen Stammzellen

aufwiesen.

5 Materialien und Methoden

5.1 Proben.

Grundlage  der  Untersuchung waren Proben aus kryokonservierten
Stammzellapheresaten. Es handelt sich um Apheresate die in der klinischen Routine
zu Transplantationszwecken gewonnen und gelagert wurden. Mit der Aufklarung tber
den Transplantationsprozess hatten die Patienten ihr Einverstandnis zur
wissenschaftlichen Untersuchung erteilt. Untersucht wurden im Rahmen dieser Arbeit
die separat gelagerten Kontrollproben, die flr eine Transplantation hergestellten
Konzentrate wurden nicht verwandt. Die Lagerung erfolgte entsprechend den Leitlinien
(Bundesarztekammer, 1997). Es handelte sich um Patienten mit unterschiedlichen

Neoplasien (hamatologische und solide Tumore).

Es standen insgesamt 88 Proben von 32 Patienten in Form von kryokonservierten
Apheresekonzentraten zur Verfigung. Aus den Patientenakten und den
Begleitscheinen  wurden weitere Informationen  hinzugenommen, so die
Grunderkrankung, das Alter und das Geschlecht der Patienten. Zusatzlich wurden die
Therapie, die Mobilisierungsstrategie und die Anzahl der vorhergehenden
Therapiezyklen / Mobilisierungen erfasst. Die Diagnosen waren Non Hodgkin (15) und
Hodgkin Lymphom (1), Plasmozytom (7), Sarkom (14), Keimzell (11) - und Hoden-
Tumore (7), Mamma-Karzinome (6), Histiozytome (3), akute myeloische Leukamien
(2). 62 % der Proben stammten von mannlichen Patienten (n = 41) und 38 % von
weiblichen (n = 25).Im Rahmen der Untersuchungen wurde das Alter der Patienten
zum Zeitpunkt der Apherese mit erfasst. Dabei ergab sich die folgende Verteilung (Abb.
2).
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Abbildung 2: Altersverteilung der Patienten zum Zeitpunkt
der Apherese

5.2 Antikérper

Es wurden kommerziell hergestellte Antikérper von den Herstellern BD Biosciences,
R&D Systems, BD Pharmingen und Miltenyi Biotec verwendet, die exakten

Beschreibungen der verwendeten Reagenzien finden sich im Anhang.

Grundlage fiur die Auswahl der Antikérper war die Empfehlung der General
Haematology Task Force of the British Committee for Standards in Haematology, die
ISHAGE Guidelines waren Grundlage fir die Messauswertung (Gating). Die folgenden

Darstellungen dienen der Verdeutlichung, die Arbeitsanleitung findet sich im Anhang.

Einschlusskriterien fiir die folgende Selektion der Zellen waren CD45 (Abb. 3), CD34"
(Abb. 4), SSC<400 (Abb. 5).
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Abbildung 3: In R1 (rot, rechter oberer und unterer Quadrant wurden alle CD45+ Zellen
eingeschlossen, die griin dargestellten Signale représentieren CD34 (rechter unterer Quadrant,
siehe hierzu auch Abb.4)

Patient ID:

Gate: G1=R1
Gated Events: 48536
Total Events: 50000

Region Events % Gated % Total
R1 48536 100.00 97.07
R2 R2 960 108 192

10! 102 10° 10
CD34 FITC

Abbildung 4: Griin und umrandet kommen die Signale der CD34+ Zellen zur Darstellung,
die Gberdie R2 definiert wurden. Zur Darstellung kommen ausschliellich die CD45+
Zellen (R2) die wie in Abb. 3 beschrieben selektiert wurden.
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Abbildung 5: Aus den in den Abb. 3 und Abb. 4 definierten Gruppen

ergibt sich hier der Anteil der CD34+/CD45+ und VEGF-R- Zellen
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Hinzugefligt wurde jeweils eine Kontroll — Messung mit Maus — IgG (Isotyp — Kontrolle,
Abbildungen 6,7,8).
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Abbildung 6: Darstellung der  Abbildung 7: Darstellung der Abbildung 8: Darstellung der
Maus-Kontrolle im FSC und  Kontroll-Messung fir PE und Kontroll-Messung fiir PerCP
SSC FITC
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5.3 Zur Methodik des FACS

Das ,Fluorescence Activated Cell Sorting” ist eine seit 1974 etablierte Methode zur
Messung von Zelleigenschaften mittels Fluoreszenz—markierten Antikérpern. Durch die
vom Laser emittierte kohdrente Strahlung kdnnen bestimmte Farbstoffe zur
Fluoreszenz angeregt werden, die dann entsprechend ihrer Intensitat festgestellt
werden kann. Hinzu kommt die Wahrnehmung der Streuung und Ablenkung des
Lichtbindels, so dass auch optische Dichte (SSC) und Grofle der Zelle (FSC)

wahrgenommen werden kénnen.

Hierdurch lassen sich Aussagen nicht nur Uber die Morphologie, sondern auch Uber

Oberflachenstrukturen wie auch intrazellulare Strukturen der Zelle treffen.

Dabei ist eine Kombination der Fluorochrome Fluoreszeinisothiocyanat (FITC),
Peridinin Chlorophyll Protein (PerCP) und Phycoerythrin (PE) verwendet worden.
Werden diese Fluorochrome an Antikérper gebunden, kann lUber diese Kombination
eine Aussage darUber getroffen werden, inwieweit eine Zelle die entsprechende

Antigenstruktur aufweist.

In dieser Arbeit wurden sowohl intrazellulare als auch extrazellulare Merkmale

gemessen, auch eine Vitalitdtsbestimmung wurde vorgenommen.

5.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe von SPSS 15.0. Dabei wurden die
Verfahren der Mittelwertberechnung, der Berechnung des Medians und der
Berechnung der Standardabweichung angewandt. Zusatzlich wurde ein

Mittelwertvergleich durchgeflhrt, hierzu diente der t-Test nach Student mit p < 0,05.

Im Rahmen der grafischen Darstellungen wurde eine lineare Regression mit dem
zugehdrigen 95 % - Konfidenzintervall berechnet und mit dargestellt. Sofern ein

signifikanter Zusammenhang vorlag, wurde dieser mit angegeben.
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6 Ergebnisse

6.1 Analyse der Proben

Untersucht wurde die gemeinsame Expression von Strukturen durch hamatopoetische
Stammzellen, die Uber den Rezeptor CD34 identifiziert wurden. Die untersuchte
Population bestand aus Patienten unterschiedlichen Alters mit unterschiedlichen
Grunderkrankungen und Vortherapien. Die Analyse der gemeinsamen Expression
erfolgte mittels linearer Regression. Bei der Beurteilung der Ergebnisse ist die
Heterogenitat der Population zu berticksichtigen. Der durchschnittliche Anteil der
CD34* Zellen an allen Zellen in den Apheresaten betrug 0,95% (0,82 % - 1,08 %). Der
Anteil der vitalen Zellen unter den CD34" Zellen war im Mittel 79,63 % (66,1 % - 93,16
%).

In Tabelle 1 sind die Ergebnisse der statistischen Untersuchungen fiur die untersuchten
Oberflachenstrukturen angegeben bezogen auf die CD34" Zellen im Apheresat

(Angabe in Prozent).

Tabelle 1: Mittelwert, Median und Standardabweichung der untersuchten

Oberflachenstrukturen bezogen auf die CD34+ Zellen im Apheresat (Angabe in

Prozent).
Anteil Anteil Anteil Anteil Anteil Anteil Anteil Anteil Anteil Anteil
CD184'/ | CD123*/ | CD128* | CD117*/ | CD133* | CD49"/ VEGF-R*/ VEGF*/ MMP9*/ CD38"/
CD34* CD34" /CD34* CD34* CD34* CD34" CD34* CD34* CD34* CD34"
N 82 83 84 82 84 82 82 80 79 49
Mittelwert
%) 44,69 58,89 8,06 62,17 48,56 66,55 6,43 17,07 5,05 67,26
0
Median
%) 42,43 63,54 3,83 69,49 56,02 81,76 2,31 5,28 2,06 71,03
0
Standard-
abweichung 27,90 28,75 12,87 30,54 28,32 33,27 14,52 27,17 12,25 21,89
(%)
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Eingruppierung nach Grunderkrankung

Abbildung 9: In Abbildung 9 sind in Form eines Boxplots der Median und die Verteilung der
CD34+ Zellen in Abhangigkeit von der Grunderkrankung dargestellt. Der Median, hier als
schwarzer Balken dargestellt, zeigt die unterschiedliche Haufigkeit des CD34 innerhalb der hier
untersuchten heterogenen Population.

Die Verteilung, in Abbildung 9 dargestellt als Box um den Median, ist inhomogen und

weit gestreut.

Der Anteil der CD34" Zellen, die den Rezeptor des flir das Homing entscheidenden
Stromal Cell Derived Factors (CD184%) exprimieren, war mit 44,7 % (+/- 27,9 %) im
Mittel gering. Die Anzahl der CD 184*/CD34*Zellen korrelierte positiv mit der Anzahl der
CD1177/CD34" Zellen.

Der Anteil der Interleukin — 3 — Rezeptor — positiven (CD123") Zellen betrug 58,89 %
(+/- 28,75 %).

Die Expressionsrate dieses Rezeptors weist einen signifikanten Zusammenhang mit

der des Rezeptors fur den Stem Cell Factor (CD117), des Markers fur die frihe
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Vorlauferzelle CD133, und der des Adhasionsmolekiils CD49 auf (p < 0,01).

Der Interleukin — 8 - Rezeptor CD128 wird nur in geringem Malfe exprimiert. Der Stem
Cell Factor Rezeptor CD117 als fiir das Zellwachstum wichtiger Rezeptor wird auf 62
% der gemessenen CD34" Zellen exprimiert. Signifikant assoziiert war die Haufigkeit
der Expression des fir das Homing entscheidenden Stromal — Cell — Derived - Factor —
1- Rezeptors (CD184") mit der Expression des Adhasionsmolekiils CD49 (p<0,01). Je
héher die Expression von CD117, desto héher ist auch die Expression von CD184 und
CD49 auf den hier untersuchten Zellen. Der fir die Zelladhasion wichtige Rezeptor
CD49 wird im Mittel auf 67 % (+/- 33,2 %) der hier untersuchten CD34" Zellen

exprimiert.

Fir das Zellwachstum sind sowohl der Vascular Endothelial Growth Factor wie auch
seine Rezeptoren wichtig. Der hier untersuchte Rezeptor ist der Vascular Endothelial
Growth Factor Rezeptor 1. Dieser wurde von einem nur geringen Anteil der Zellen

exprimiert. Auch VEGEF liefl3 sich nur in wenigen Zellen nachweisen.

Fur die Permeabilisierung von Gefaliendothel, einem wesentlichen Teilprozess der
Extravasation der hamatopoetischen Vorlauferzellen, werden Proteasen bendtigt,
exemplarisch wurde hier die Matrix Metalloprotease 9 untersucht. In nur einem

geringen Anteil von 5 % der CD34" Zellen lie3 diese sich nachweisen.

CD133 wird vornehmlich auf frihen Entwicklungsstadien der hamatopoetischen
Vorlauferzellen exprimiert. Im hier untersuchten Kollektiv fand sich eine mittlere
Expression auf 48 % der CD34" Zellen.

6.2 Vergleich bezuglich des Alters

In der Literatur finden sich Hinweise auf die Alterung hamatopoetischer Stammzellen
(Dykstra et al., 2008). Hierzu wurde eine vergleichende Untersuchung durchgefiihrt.
Die Expression von CD49, CD117 und CD133 ist geringer in den untersuchten
Apheresaten alterer Patienten (Abb. 10). Die Ursache hierfir allein im Alter der
Patienten zu sehen ist aufgrund der Heterogenitdt von Grunderkrankung und
Vortherapie jedoch nicht mdglich. Es kann insgesamt eine niedrigere Expression von
CD133, CD123, CD49 und CD117 mit steigendem Alter beobachtet werden.
Entgegengesetzt verhalt es sich bei CD38, welcher mit dem Alter vergleichsweise stark

ansteigt. Ein Zusammenhang zwischen der Expression von CD128, CD184, MMP9
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und den VEGF-R kann in den vorliegenden Daten nicht gesehen werden.
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Abbildung 10: Anteil der CD133+/CD34+ Zellen in Abhangigkeit vom Alter zum Zeitpunkt der
Apherese

7 Diskussion

Die hamatopoetischen Vorlauferzellen werden im Rahmen der
Stammzelltransplantation inzwischen nur selten Uber eine Punktion des
Knochenmarkraumes entnommen. Haufiger ist die Entnahme von Zellen aus dem
peripheren Blut nach Mobilisierung mit Granulozyten stimulierendem Faktor (G-CSF)
allein oder in Kombination mit einer Mobilisierungschemotherapie. Die Repopulation
des Knochenmarks durch diese Zellen nach der Rickgabe wird als Homing
bezeichnet. Bislang fehlten systematische Untersuchungen zur  Struktur
kryokonservierter peripher gewonnener hamatopoetischer Stammzellen fir Homing
relevante Faktoren. Ziel dieser Arbeit ist es, die Expression von mdglicherweise flr das
Homing relevanter Oberflachenantigenstrukturen und intrazelluldaren Parametern
mittels fluoreszenzaktiviertem Zellsorting (FACS) zu Uberprifen. Bei der zuvor schon
beschriebenen  Heterogenitdt des Patientenkollektivs ist eine eindeutige
Kausalattribution allerdings schwierig: zum Beispiel unterscheidet sich Auswahl und

Dosierung der zuvor eingesetzten Zytostatika je nach Grunderkrankung der Patienten;
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auch die Anzahl der Vortherapien war nicht einheitlich.

Hinsichtlich der oberflachenassoziierten Antigenstrukturen (CD184, CD117, CD133 und
CD49) ist bezuglich des flr das Homing entscheidenden Chemokinrezeptors CXCR4
(CD184) festzustellen, dass er nur von 44,69 % der Vorlauferzellen exprimiert wird.
CXCRA4 ist wichtig flr die gerichtete Migration zum Knochenmark. Hierlber folgen die
Vorlauferzellen dem Stromal-Cell-Derived Factor—1— Gradienten (SDF-1-Gradient).
Die reduzierte Expression erklart sich mdglicherweise zum Teil aus der Tatsache, dass
im Rahmen der Stimulation eine Reduktion der Expression von CXCR4 (CD184)
erfolgt. Dies scheint auch eine Vorraussetzung fir eine erfolgreiche Mobilisierung zu
sein (Gazitt, Akay, 2004). Migrationsversuche haben ein geringeres Potential zur
gerichteten Migration von peripher enthommenen Stammzellen gezeigt als das der
Zellen, die direkt aus dem Knochenmark enthommen wurden (Aiuti et al., 1997). Die
Plastizitat dieses Rezeptors hat sich in Versuchen gezeigt, bei denen CD34" Zellen im
Rahmen eines Migration-Assays zunéchst stimuliert wurden. Die vermehrte Expression
von CD184 fuhrte zu einer verstarkten Migration entlang des SDF1-Gradienten
(Wysoczynski et al., 2005).

Von besonderem Interesse war fur uns die Bedeutung der Coexpression von CD184

(CXCRA4) und weiteren fir das Homing relevanten Merkmalen auf CD34" Zellen.

Zellen aus Apheresaten mit einer Coexpression von CD34 und CXCR4 (CD184)
exprimierten zusatzlich den Rezeptor fiur den Stem Cell Factor - Rezeptor (CD 117),
einen Marker fur wenig differenzierte Zellen der Hamatopoese und wichtigen Rezeptor
fur den Wachstumsfaktor SCF. Dies bedeutet einen akkumulierten Vorteil fur die Zellen,

die beide Rezeptoren exprimieren.

Zellen, die eine niedrige Coexpression von CD34 und CD184 aufweisen, weisen
zusatzlich in den untersuchten Apheresaten ebenfalls eine geringe Expression von
CD133 auf. Dies konnte als Ausdruck einer fortgeschrittenen Differenzierung der
CD184 — negativen Zellen gewertet werden. Einschrankend ist anzumerken, dass hier
die Untersuchungen in unterschiedlichen Ansatzen und die Messungen nicht simultan
in einem Ansatz durchgefihrt wurden. Dies entspricht dem standardisierten Vorgehen

in hamatologischen Routinediagnostik.

CD133 wurde nicht nur als Marker fir friihe CD34" Stammzellen erkannt, sondern auch
von manchen Autoren sogar als Referenzmerkmal flr die zu transplantierende
Vorlauferzelle angesehen (Matsumoto et al., 2000; Gallacher et al., 2000). Jedoch trug

nur die Halfte aller im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten CD34" Zellen
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zusatzlich dieses Merkmal.

Annlich verhalt sich die Expression des Rezeptors CD117. Der Ligand von CD117 ist
der Stem Cell Factor. Insbesondere die autokrine Wachstumsregulierung (Ratajczak et
al., 1995) und der direkte Einfluss auf den Zellzyklus (Morita et al., 2003) machen
CD117 zu einem Marker fir eine frihe, durch den Kklinischen Einsatz von

hamatopoetischen Wachstumsfaktoren leicht zu modifizierende Stammzelle.

Der Arrest in der GO — Phase dauert unter Kulturbedingungen in CD117- Zellen langer
an (Morita et al., 2003). Dies weist darauf hin, dass ein Grofteil der hier untersuchten
Zellen schon in die G1-/ oder S - Phase eingetreten ist bzw. eintreten wird. Im Sinne
der schnellen Rekonstituierung der Granulozytopoese ist dies vorteilhaft, fir eine
langerfristige Rekonstitutierung der Hdmatopoese beim Patienten kdnnen diese Zellen
maoglicherweise nicht entscheidend mitwirken.Im Zusammenhang mit der Literatur I&sst
sich postulieren, dass CD117 nicht nur als Marker fiur einen frihen
Entwicklungszustand einer hamatopoetischen Stammzelle anzusehen ist, sondern
auch als ein Indikator fiur die Zellproliferation. Somit sind die Zellen, die mit der
Expression von CXCR4 eine gute Voraussetzung fir das Homing mitbringen,
moglicherweise eher zu einer schnellen Differenzierung befahigt als zur langfristigen

Repopularisation des Knochenmarks.

Bei der hier durchgefuihrten Messung der Expression von Oberflachenmolekilen wurde

neben CD133 auch CD49, ein wichtiges Adhasionmolekul, analysiert.

Frihe HSC mit dem Merkmal CD133 exprimieren in den hier durchgefihrten
Untersuchungen zusatzlich das Adhasionsmolektl CD49 und haben damit einen Vorteil
im Rahmen des Homing. Hinzu kommt eine vermehrte Expression von CD123, die bei
der Ausbildung von Kolonien als Rezeptor fur das Interleukin 3 von Vorteil ist. CD49
wird als ein Adhasionsmolekiil beschrieben, dessen Expression umfangreich reguliert
und mit Eintritt in die S - Phase des Zellzyklus seltener exprimiert wird (Becker et al.,
1999). Dieser Zusammenhang ist moglicherweise bedeutsam fir die weitere

Entwicklung der hamatopoetischen Stammzelle.

Zusatzlich zu den Oberflachenantigenstrukturen wurden noch die intrazellularen
Proteine VEGF und MMP untersucht.

Der gemessene niedrige Anteil an VEGF - produzierenden CD 34" Zellen deckt sich mit
den Ergebnissen anderer Autoren (Bautz et al., 2000). Trotz der umfangreichen

Stimulation der Patienten mit Wachstumsfaktoren findet sich eine nur geringe
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Produktion von VEGF intrazellular in den CD34" Zellen der Apheresate. Zwar war auch
im Rahmen der Untersuchungen von Bautz et al. (Bautz et al., 2000) VEGF in peripher
entnommenen Stammzellen kaum nachweisbar, wurde nach Stimulation in vitro aber
rasch heraufreguliert. Hamatopoetische Vorlauferzellen produzieren VEGF in
Abhangigkeit von der Umgebung und den auf sie wirkenden Stimuli (Bautz et al.,
2000). Diese Regulation ist umfangreich. Beispielhaft seien an dieser Stelle die
Interaktion von Endothel und Vorlduferzellen aufgezeigt. Unter anderem uber ein
negatives Feedback Uber ein inhibierendes Molekll wird die Angiogenese gehemmt
(Naito et al., 2009). Die Synthese dieser Faktoren lasst sich in hamatopoetischen
Vorlauferzellen in vitro ebenfalls induzieren. Ein weiterer Regulationsmechanismus
geht ebenfalls vom Endothel des Knochenmarkstromas aus. Uber hypoxieinduzierte
Faktoren wird die Synthese von VEGF gesteigert und die Mobilitat der Vorlauferzellen
nimmt zu (Lévesque et al., 2007). Unter pathologischen Bedingungen, wie etwa im
Rahmen eines Multiplen Myeloms, korreliert die Heraufregulierung von VEGF in den
Myelomzellen mit deren Mikroangiogenese, einer wichtigen Vorraussetzung fur die
Ausbreitung des Myeloms (Markovic et al., 2008). Vergleichende Untersuchungen
bezuglich der Grunderkrankung waren in der hier durchgefuhrten Untersuchung auf

Grund der Heterogenitat des Patientenkollektivs nicht maglich.

Ebenfalls gering war die hier gemessene Expression des VEGF - Rezeptors. Ganz
ahnlich verhielten sich CD34/CD38" Zellen in einer Arbeit von Sawano et al. (Sawano
et al., 2001) beziglich des VEGF-Rezeptors. Die von dieser Arbeitsgruppe
untersuchten Zellen aus Nabelschnurblut wiesen eine nur geringe Expression von
VEGF-R auf, nach Stimulation mit den Cytokinen Interleukin 3 und 6, GM-CSF, M-CSF
und FLT3 - Ligand steigerte sich diese jedoch auf 95 %. Dies ging einher mit einer
Differenzierung der Zellen. Die fehlende Coexpression von VEGF und VEGF-R ist

daher mit den Ergebnissen aus in vitro Versuchen zum Teil erklarbar.

Um die Gefallwand permeieren zu koénnen, ist auch eine Protease wie die
beschriebene Matrixmetalloprotease 9 erforderlich. Auch deren Sekretion ist gering.
Vorarbeiten haben jedoch gezeigt, das eine Stimulation Uber die beschriebene SDF1-
CD184—Achse in vitro zu einer Hochregulation der MMP — Produktion fihrt (Janowska-
Wieczorek, 2000). Insofern kann von einer Veranderung ausgegangen werden, sofern
die Zelle entsprechend den Chemokin Rezeptor 4 (CD184) exprimiert, was im Rahmen
der hier durchgefuhrten Untersuchungen an CD34" peripher entnommenen

Stammzellen nur in einem Teil der Falle nachgewiesen werden konnte.
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Zusammenfassend handelt es sich in den durchgefihrten Untersuchungen um
Proben, die einem heterogenen Patientenkollektiv entstammen. Die niedrige
Expression des CXCR4 sowie die fehlende Synthese von VEGF sowie der MMP9
weisen darauf hin, dass das Homingpotential der CD34* Zellen in den verschiedenen
Apheresaten sehr unterschiedlich ist. Die Ursachen hierfiir sind sicherlich multifaktoriell
und teilweise durch unterschiedliche Stimulation mit Wachstumsfaktoren,
unterschiedliche Vitalitdt der Hamatopoese vor der Mobilisierungschemotherapie und
moglicherweise auch durch die Grunderkrankung beeinflusst. Aus den gewonnenen
Daten ergibt sich die Notwendigkeit einer Verlaufsuntersuchung zu einem definierten
Zeitpunkt der Apherese hinsichtlich der Homingfaktoren unter Einbezug der
durchgefuhrten Therapie, der Krankheit, der Vortherapie und der Stimulation des
Knochenmarks. Die besondere Rolle des CD34 als relevantem Molekul fur Adhasion
und Extravasation ist hervorzuheben (Gangenahalli et al., 2006). In Frage gestellt
werden kann angesichts der Relevanz und der Variabilitdt in der Expression der
anderen hier beschriebenen Rezeptoren die ausschliellliche Selektion von CD34*
Zellen. Aufgrund der hier gezeigten Daten ist zu vermuten, dass innerhalb der
Population der CD34" Zellen unterschiedliche Reifungsstadien der Stammzellen

vorliegen konnten.

Gute Parameter bei einer simultanen Untersuchung waren CD133, CD117 und CD184.
In  dieser Kombination kdénnen diese Parameter zu einem definierten
Untersuchungszeitpunkt diskriminieren, da sie im Laufe der Zellentwicklung
unterschiedlich exprimiert werden. Aullerdem werden sie insbesondere von den
Vorlauferzellen exprimiert, die ein hohes Homingpotential haben, da diese CD184
exprimieren. Als CD133 und CD117 — positive Zellen sind sie zudem frihe
Vorlauferzellen, die eine langfristige Repopularisation des Knochenmarks ermadglichen.
Alternative Mobilisierungskonzepte, die auf andere Rezeptoren fokussieren, zeigen,
dass diese offenbar flir den eigentlichen Homingprozess unentbehrlich sind (Pelus,
2008). Es fehlt derzeit noch die Moglichkeit einer Behandlung der Zellen in vitro. Mittels
differenzierter Kulturbedingungen kénnte versucht werden, den Zellen schon vor der
Transplantation ein Milieu anzubieten, welches den Homingprozess sicherstellt und
beschleunigt. Erste Versuche weisen auf mogliche Verbesserungen hin (Ohno et al.,

2008), sofern Vorlauferzellen vor der Transplantation kultiviert werden.

Die Betrachtung der Vorlauferzellen im Bezug auf homing-relevante Merkmale ware in
diesem Zusammenhang unerlasslich und kénnte zu einem verbesserten Verstandnis

fur die Physiologie der Stammzelltransplantation und im Speziellen des Homing fiihren.
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9 Anhang

9.1 Messverfahren

Als Messgerat diente das FACSCalibur Cytometer von Becton Dicinson Biosciences.
Die Ausflihrung enthielt einen 488 nm Argon — Laser und einen 635 nm Dioden — Laser
(rot) Eine Mehrfarb — Messung war so maoglich, als Fluoreszenz — Farbstoffe wurden
entsprechend FITC (Fluorescein Isothiocyanat), PE (Phycoerytherin) und PerCP

(Peridinin-chlorophyll-protein complex) verwendet.

Die Farbstoffe emittieren Licht mit einer Wellenlange von ca. 525 nm (FITC),575nm
(PE) und 650 nm (PerCP).

Als Wasch- und Messpuffer diente kommerzielle verfigbare PBS (s. Tabelle 2).

Die Farbung erfolgte Gber 15 Minuten in kihler und dunkler Umgebung. Um Stdérungen
wahrend der Messung zu vermeiden, erfolgte eine Lyse der Erythrozyten Gber 10

Minuten in ebenfalls kiihler und dunkler Umgebung.

Zur Messung der intrazellularen Marker erfolgte eine Fixierung und Permeabilisierung
der Zellen nach der Anfarbung der Oberflachenstrukturen. AnschlieRend wurde in

einem weiteren Schritt die intrazelluldre Struktur getrennt angefarbt.

Zusatzlich wurde bei jeder Messung die Vitalitdt der Zellen mittels 7-AAD Uberpruft,
diese Methodik wurde entsprechend von Schmid et al. beschrieben (Schmid et al.,
1992).

Um maoglichst exakte Ergebnisse zu erhalten, wurde eine Mindestanzahl von 500
CD34" Zellen definiert.
Es erfolgte eine Messung ohne Ausschlusskriterien, so dass alle Zellen registriert

und beurteilt wurden.
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9.2 Verzeichnis der verwendeten Reagenzien und Antikorper

Tabelle 2: Verwendete Reagenzien

Antikorper Herstellerinformationen

CD34 BD Biosciences, Monoclonal Mouse anti-human CD34, Clone
581, Isotype IgG1, FITC oder PE - konjugiert

CD45 BD Biosciences, Monoclonal Mouse anti-human CD45, Clone
2D1, 1gG1, k, PerCP

CD184 R&D Systems, PE-conjugated mouse monoclonal anti-human,
Clone: 12G5, Ig class: mouse IgG2A

CcD123 BD Pharmingen R-PE-Conjugated Mouse Anti-Human Monoclonal
Antibody, Clone : 7G3, Isotype : Mouse IgG2a

CD128 BD Pharmingen PE Conjugated Mouse Anti-human CD128b (IL-
8RB/CXCR?2), Clone: 6C6, Isotype: Mouse 1gG1, A

CD133 Miltenyi Biotec PE-conjugated CD133/1 (AC133) Antibody, Clone:
AC133, Isotype: Mouse IgG1

CD117 BD Pharmingen R-PE-Conjugated Mouse Anti-Human Monoclonal
Antibody, Clone : YB5.B8, Isotype : Mouse IgG1

CD49 R&D Systems Monoclonal Anti-human Integrin a4/CD49d-

Phycoerythrin, Clone: 7.2R, Isotype: mouse IgG;
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Fortsetzung Tabelle 2: Verwendete Reagenzien

CD38 BD Pharmingen FITC — Conjugated Mouse Anti-Human
Monoclonal Antibody, Clone: Hit 2, Isotype: IgG1

VEFG-R1 R&D Systems, Phycoerythrin-conjugated mouse monoclonal
anti-human VEGF R1 (Flt-1), Clone: 49560, Isotype: mouse
9G4

VEGF R&D Systems, Phycoerythrin-conjugated anti-human VEGF,
Clone: 23410, Specificity: rhVEGF-A, Ig class: mouse IgGza

MMP9 R&D Systems, Anti-human MMP-9-Fluorescein Monoclonal
Antibody, Clone: 56129, Isotype: mouse 1gG2B

CD45/ 34 BD Biosciences, CD45FITC/34PE, Clone 2D1, 8G12, IG
Class: Mouse 1gG1

7-AAD BD Pharmingen, 7-AMINO-ACTINOMYCIN D

Isotyp - Kontrollen

BD Biosciences Simultest Control IgG 1/1IgG 1 FITC/PE,

Clone X40Biosciences / Mouse IgG1, PerCP

Erytrozyten - Lyse

Apotheke des Universitatsklinikums Krollwitz, Steril filtrierte
Lésung zur Erythrocytenlyse (829mg Ammoniumchlorid, 100
mg 3,72

Natronlauge 1 M, pH 7,3)

Kaliumhydrogencarbonat, Natriumedetat,

Fix & Perm Cell

Permeabilization Kit

An Der Grub Bio Research GmbH, Fix & Perm cell

permeabilization

PBS

Biochrom AG, PBS - Trockensubstanz ohne Ca* Mg*
(Dublecco)
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Thesen

1: Das Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Apherese beeinflusst die Expression von

Homing — relevanten Merkmalen

2: Mit steigendem Alter sinkt die Fahigkeit zur langfristigen Repopularisation des

Knochenmarks durch verminderte Expression des CD133

4: Ein grofRer Anteil der CD34" Zellen exprimiert zusatzlich CD117 und fuhrt zu einer
kurzfristigen Repopularisation des Knochenmarks. Dies geht jedoch einher mit einer

raschen Ausdifferenzierung dieser Zellen.

5: Die Expression von CD49 ist hoher bei frihen Vorlauferzellen, die ein hdheres
Wachstums- und Homingpotential haben, abzulesen an der Expression von CD117 und
CD133.

6: CD34" Vorlauferzellen produzieren nach der Apherese nur in geringem Male die

Matrixmetalloprotease 9. Damit ist das Homing erschwert.

7: Fur das Homing forderliche Eigenschaften potenzieren sich und treten gemeinsam

auf.

8: Im Rahmen der Stammzellapherese werden verschiedene Populationen von

Vorlauferzellen mit unterschiedlichen Eigenschaften freigesetzt und gesammelt.
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