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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Wie sind hämatopoetische Stammzellen definiert?

Obwohl die Frage nach dem Ursprung der Hämatopoese schon im 18. Jahrhundert aufge-

worfen wurde [64], ist bis heute die eindeutige Identifizierung von multipotenten hämato-

poetischen Stammzellen nicht gelungen. Alle Blutzellen entstehen durch Differenzierung

multipotenter Stammzellen, die bislang nur funktionell charakterisiert werden können. Sie

zeichnen sich durch ihre Kapazität aus, sowohl durch Zellteilung identische Nachkommen

zu generieren (self renewal), als auch über viele Reifungsstufen Effektorzellen aller häma-

topoetischen Differenzierungslinien zu bilden [46, 98]. Morphologisch und phänotypisch

können hämatopoetische Stammzellen zwar eingegrenzt, jedoch nicht eindeutig definiert

werden.

1.1.1 Morphologie und Immunphänotypisierung

Lichtmikroskopisch stellen sich diese frühen Vorläufer als etwa 15µm große Zellen dar,

die in der Kern-Plasma-Relation mit einem Lymphozyt vergleichbar sind, jedoch ein deut-

lich blasseres Zytoplasma besitzen [50]. Zur Anreicherung hämatopoetischer Stammzel-

len der Maus werden unter anderem physikalische Eigenschaften wie Dichtezentrifugation

(density centrifugation) [73] und countercurrent elutriation [80] ausgenutzt. Zudem kön-

1



2 KAPITEL 1. EINLEITUNG

Abbildung 1.1: Schema der myeloischen Hämatopoese nach Heckner/Freund [50]

nen anhand intrazellulärer Färbungen mit DNS-bindendem Höchst 33342 und mitochon-

drienfärbendem Rhodamin 123 [10, 110] Aussagen über den Zellzykluszustand getroffen

werden.

Die Entwicklung von monoklonalen Antikörpern gegen Oberflächenantigene gilt als wich-

tigster Schritt zur phänotypischen Charakterisierung dieser Zellen [46]. Inzwischen wer-

den die verschiedenen Differenzierungsstufen der Blutzellen durch diese immunologi-

schen Marker definiert. Die heutige Vorstellung, wie der Stammbaum der myeloischen

Blutzellen aussehen könnte, ist in Abb 1.1 dargestellt.

Die Tabelle 1.1 beschreibt den möglichen Phänotyp der hämatopoetischen Stammzellen
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nochmal im einzelnen, wobei im weiteren auf die in dieser Arbeit verwendeten Marker

CD34, AC133 und CD164 detaillierter eingegangen wird.

Tabelle 1.1: Phänotyp potentieller Stammzellenkandidaten;

Abkürzungen siehe Kapitel 1.1.2

Methode des Nachweises Referenz

CD34pos Lethally irradiated allogenic baboons [3]

CD34posThy-1pos CFC, HPP-CFC, LTC-IC [32]

CD34posCD45RApos CFU, LTC-IC [61]

CD34posCD38neg CFU-Bl, replating assay [100]

CD34posCD38neg Fetal sheep [29]

CD34posc-kitlow In utero transplantation [57]

CD34posAC133pos Fetal sheep, CFU [112]

CD34posAC133pos LTC-IC, NOD/SCID Maus [41]

CD34posFlt-3pos CFU, CAFC [86]

CD34posFlt-3neg CFU [44]

CD34brightCD38negCD164pos CFU, pre-CFU, LTBMC [117]

CD34negCD164pos Fetal sheep, CAFC [1]

LinnegCD71-H-2highc-kitlow CFU, LTC-IC [96]

TIE CAFC [60]

CD 34

Mitte der 80er Jahre beschrieben Andrews et al. [4] einen monoklonalen Antikörper, mit

Hilfe dessen aus Knochenmark sehr primitive koloniebildende Vorläuferzellen angerei-

chert werden konnten. Das später als CD34 geclusterte Antigen wird auf hämatopoeti-

schen Stamm- und Progenitorzellen, Leukämie-Zellen, Endothelzellen und einigen feta-
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len mesenchymalen Zellen exprimiert [40, 59]. Mit Hilfe von knock-out-Mäusen konnte

gezeigt werden, daß CD34pos Zellen eine wichtige Rolle in der Hämatopoese spielen [28]

und speziell diese Zellen die Fähigkeit zur Wiederherstellung aller reifen Blutzellen be-

sitzen (Repopulation)[3, 76]. Anhand weiterer Oberflächenmoleküle gelang es, die hete-

rogene CD34pos Zellpopulation in weitere Untergruppen unterschiedlicher Funktionalität

zu fraktionieren (siehe auch Tabelle 1.1).

Ende des vergangenen Jahrzehnts rückten CD34neg Stammzellen ins Zentrum des Inter-

esses: 1996 beschrieben Osawa et al. [75] eine lymphohämatopoetische Rekonstitution

durch eine CD34neg Zellpopulation im Mausmodell. Zwei Jahre später zeigten Zanjani et

al. [114], daß nach Transplantation von humanen CD34neg Knochenmarkszellen in fetale

Schafe CD34pos Zellen entstehen können. Im gleichen Jahr bestätigten Bhatia et al.[12]

den Stammzellcharakter von CD34negHLA-DRnegThy-1neg Zellen durch Transplantati-

onsexperimente in NOD/ SCID-Mäusen. Im Gegensatz zu CD34pos Zellen bildeten diese

Zellen keine Kolonien im long-term-culture-initiating-cell (LTC-IC, siehe unten)-Assay,

was als Hinweis auf frühere Reifungsstufen gewertet wurde.

AC 133

Ende der 90er Jahre identifizierten Yin et al ein neues, durch den Antikörper AC133 de-

finiertes Pentaspan-Oberflächenmolekül [70, 112] , das als neuer Marker für hämatopoe-

tische Stamm- und Progentitorzellen diskutiert wird. Dieses Antigen ist inzwischen als

CD133 Molekül geclustert. Wie ein Jahrzehnt zuvor im Falle der CD34pos Zellen konn-

te nach der Transplantation von AC133pos Zellen eine Differenzierung in verschieden-

ste Effektorzellen nachgewiesen werden. In weiteren Arbeiten wurde gezeigt, daß diese

humanen CD34posAC133pos Zellen auch NOD/ SCID-Mäuse repopulieren, zur Bildung

von pre-CFU-S (pre-colony-forming-units-spleen, siehe Kapitel 1.1.2) fähig sind und

sich als long-term-culture-initiating-cell(LTC-IC), high-proliferation-potential- colony--

forming-cells (HPP-CFC) und colony-forming-units-Blasts (CFU-Bl) präsentieren. Der

Antikörper AC133 markiert zudem Blasten von Patienten mit akuter myeloischer Leuk-

ämie [24, 45, 54, 58, 112], akuter lymphatischer Leukämie [83] und Myelodysplastischen
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Syndromen [45], sowie normale CD34pos B-lymphoide Vorläufer- [83] und Epithelzellen

[30, 31, 69]. In neuester Zeit wird die Existenz einer CD34negCD38negLinneg AC133pos

Stammzelle diskutiert [41].

CD164

Das CD164-Molekül konnte 1997 durch verschiedene von Dr. H.-J. Bühring generierte

Antikörper über Expressionsklonierung identifiziert werden [108]. Inzwischen hat sich

die Zahl der Antikörper auf vier erhöht [38, 106], mit denen drei Epitope des Transmem-

branmucins CD164 erkannt werden. Das Verteilungsmuster auf hämatopoetischem und

nicht hämatopoetischem Gewebe wurde in jüngster Zeit wie folgt beschrieben [107]: Der

CD164-Klasse I-Antikörper (105A5) bindet vor allem an lymphoide Zellen. Der das Klas-

se II - Epitop erkennende Antikörper 103B2/9E10 markiert vaskuläres Endothel, Endothel

in lymphoiden Geweben, Sinus in der Milz, sowie basale Epithelien in Thymus, Tonsillen

und der Haut. Zerebrales Endothel wird von beiden genannten Antikörper angefärbt. An-

tigene, die vom Klasse III - Antikörper (N6B6 und 67D2) erkannt werden, werden sehr

breit auf hämatopoetischem und nicht hämatopoetischem Gewebe gefunden. Das Expres-

sionsmuster unterstützt die Hypothese einer hämatopoetisch-endothelialen Vorläuferzelle

(Hämangioblast) [107].

Es wurde gezeigt, daß CD34pos CD38lo/neg wie auch die meisten LinnegCD34neg CD38lo/neg

und CD34high AC133high CD38lo/neg Zellen das CD164-Molekül exprimieren [86, 107,

108]. Die Untersuchungen von Almeida-Porada et al. zeigen, daß CD34neg CD164pos

Zellen zu einem höheren Prozentsatz als CD34neg CD164neg Zellen humane Zellen im

fetalen Schaf-Transplantations-Modell hervorbringen [1] (Erläuterungen siehe Abb. 1.2).

Auch in späteren Reifungsstadien kann CD164 nachgewiesen werden: Der Antikörper

103B2/9E10 bindet an pre-colony-forming-unit (pre-CFU), CFU- granulocyte/ makro-

phage, burst-forming-unit (BFU-E) und CFU-Mix [108, 117], wie auch an Proerythro-

blasten, Erythroblasten, polychromatische und basophile Normoblasten. Weiter ist be-

schrieben worden, daß letztgenannter Antikörper die Adhäsion von CD34pos Zellen an

allogenes Knochenmarksstroma in vitro verhindert [117].
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Die hier erwähnten Publikationen ergeben zusammengefaßt einen starken Hinweis darauf,

daß die CD164-Expression tatsächlich eine sehr primitive Stammzelle definiert.

1.1.2 Funktion

Der Phänotyp einer Zelle sagt nur beschränkt etwas über die biologischen Eigenschaften

aus. Um die Funktion der Zellen zu untersuchen, wurden diverse Modelle beschrieben,

die unterschiedliche Stufen der hämatopoetischen Differenzierung charakterisieren. Bis-

lang können Stammzellen nur indirekt durch Darstellung ihrer späteren Reifungsstadien

nachgewiesen werden. Dazu werden in vivo- und in vitro-Methoden verwendet: Ein Ziel

der in vivo-Modelle ist die Demonstration der Fähigkeit einer Zellpopulation, auf eine

längere Zeit hin die Blutbildung wiederherzustellen (long-term-repopulation). In vitro-

Versuchsanordnungen weisen eher reifere Zellpopulationen, aber auch, wie durch ver-

gleichende Versuche gezeigt, in vivo darstellbare long-term-repopulating-cells nach.

So entspricht zum Beispiel die Zellpopulation, die in der Lage ist, eine subletal bestrahlte

Maus am Leben zu erhalten, der Zellfraktion, die noch nach sechs Wochen in Langzeit-

zellkultur sogenannte cobblestone-area-forming-cells (CAFC) bildet. Breems et al. be-

schrieben, daß die Zahl der CAFC in der 1. bis 4. Woche mit der Erholung der frühen

Hämatopoese nach Stammzelltransplantation korreliert [18]. Der CFU-Assay wird zur

Qualitätskontrolle bei der Stammzelltransplantation verwendet, wobei diese Versuchsan-

ordnung bereits differenziertere, sogenannte kommittierte Progenitorzellen, aber keine

Stammzellen mehr darstellt. Eine zentrale Rolle bei der Untersuchung der Hämatopoese

spielt die Maus, die als Modell für in vitro und in vivo Versuche dient [98]. Die Abbildung

1.2 gibt einen Überblick über die gegenwärtig genutzten Modelle.
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Abbildung 1.2: Versuchsanordnung zur Untersuchung der Funktionalität von Stamm- und

Vorläuferzellen [3, 13, 14, 46, 48, 51, 55, 63, 67, 68, 71, 74, 79, 80, 88, 94, 102, 103, 114]

Erläuterung zu Abb. 1.2

fetal sheep Assay: potentielle Stammzellen werden fetalen Schafen in utero transplan-

tiert; 60 Tage nach Transplantation Gewinnung von Zellen aus dem transplantierten Tier

und Retransplantation in ein zweites Schaf in utero; Nachweis humaner Zellen mittels

FACS oder PCR

SCID-hu, SCID-, NOD/SCID-, bg/nu/xid-Maus-Assay: immundefiziente Mäuse, de-

nen potentielle Stammzellen injiziert werden; die Entwicklung eines humanen Blutzell-

systems gilt als Stammzellnachweis

CFU-S-Assay: supraletal bestrahlten Mäusen werden potentielle Stammzellen injiziert;

nach 7-12 Tagen können in der Milz hämatopoetische Kolonien dargestellt werden

LTC-IC (long-term-culture-initiating-cell)-Assay : potentielle Stammzellen werden auf

humanen Stromalayern über Wochen kultiviert; zu bestimmten Zeitpunkten werden Zel-

len entnommen und deren klonogene Aktivität anhand des CFC-Assays (siehe dort) nach-

gewiesen

CAFC (cobblestone-area-forming-cell)-Assay: modifizierte Form des LTC-IC-Assays
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(siehe oben); potentielle Stammzellen werden in stroma-unterstützten Langzeitzellkultu-

ren beobachtet und mikroskopisch als pflastersteinartige Kolonien (= Klon, der aus einer

Stammzelle entstanden ist) ausgezählt

HPP-CFU-, CFU-Bl-, CFU-GM-, CFU-Mix-, BFU-E-, CFU-E-Assay: Nachweis von

klonogenen Progenitorzellen in mit Zytokinen angereicherten semisoliden Medien

1.2 Klinische Anwendung hämatopoetischer Stammzel-

len

Die Transplantation hämatopoetischer Stammzellen gilt in zunehmendem Maß als eta-

bliertes Verfahren zur Therapie maligner und einiger nicht maligner Erkrankungen. Vor

allem hämatologische und metabolische Erkrankungen sind Indikationen für allogene

Transplantationen, während die autologe Transplantation nach hochdosierten Chemo-

oder Bestrahlungstherapien hämatologischer und einiger solider Tumoren angewendet

wird [5]. Inzwischen wird auch von Erfolgen bei der Behandlung von Autoimmunerkran-

kungen berichtet [8, 25] . Cavazzana-Calvo et al. beschrieben kürzlich die erste erfolgrei-

che Gentherapie bei an SCID erkrankten Kindern; die Zielzellen des verwendeten Vektors

waren dabei CD34pos [27]. Dieser Versuch bestätigt frühere Aussagen [62], CD34pos hä-

matopoetische Stammzellen seien geeignete Ziele für Gentherapien. Als Stammzellquelle

diente bisher das Knochenmark, neuerdings werden hauptsächlich periphere Blutstamm-

zellen, die durch Chemotherapie und/oder Wachstumsfaktoren mobilisiert werden [82]

verwendet. Nabelschnurrestblut wird aufgrund der geringen Zellzahl meist nur bei Kin-

dern transplantiert [95].

1.2.1 Ansätze zur Optimierung

Trotz der inzwischen jahrzehntelangen Erfahrung ist vor allem die allogene Stammzell-

transplantation noch immer mit einer hohen Mortalität verbunden. Die Schwierigkeiten
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beginnen oft schon im Vorfeld mit der Suche nach einem geeigneten Spender und der

Toxizität der Konditionierungstherapie. Die Transplantation an sich erfordert eine ausrei-

chende Menge an Spenderzellen; im allgemeinen wird eine Zellzahl von über 4-5x106

CD34pos Zellen pro Kilogramm Körpergewicht angestrebt.

Nach der Transplantation besteht zunächst - neben der Gefahr der Transplantatabstoßung

- das Risiko einer Infektion oder Blutung infolge der therapieinduzierten Panzytopenie.

Mit der Etablierung des Transplantats im Körper des Empfängers kann es bei der al-

logenen Transplantation zu einer Graft-versus-Host-Reaktion kommen, bei der sich die

Spenderzellen gegen den Empfängerorganismus wenden. Dieser Komplikation versucht

man durch eine Reduktion des T-Zell-Anteils entgegenzuwirken, wobei mit sinkendem T-

Zell-Anteil jedoch der erwünschte Graft-versus-Leukemia-Effekt abnimmt, was das Risi-

ko eines Rezidivs der zugrunde liegenden Erkrankung erhöht und gleichzeitig das Risiko

viraler Infektionen einschließlich der EBV-asoziierten Neoplasien steigert.

Autologe Transplantationen bergen die Gefahr, daß das Transplantat mit Tumorzellen

kontaminiert sein könnte. Dieser Kontamination wird in der Praxis durch positive Selekti-

on von Stammzellen mittels dem Oberflächenantigen CD34 [42, 92, 109] oder AC133 [7]

entgegengetreten. In verschiedenen Studien wurde gezeigt, daß eine ex vivo Expansion

hämatopoetischer Zellen möglicherweise zu einer Reduktion der kontaminierenden Tu-

morzellen führen kann [22, 39, 105]. Klinische Hinweise, daß diese verringerte Tumor-

zellkontamination zu einer Verbesserung der Prognose von Tumorpatienten führt, sind

jedoch bislang nicht gegeben.

Die Tabelle 1.2 faßt Komplikationen einer Stammzelltransplantation zusammen und führt

mögliche Lösungsansätze auf.
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Tabelle 1.2: Mögliche Lösungsansätze im Rahmen einer

Stammzelltransplantation. Tx bedeutet Transplantation

Problem Lösungsansatz Referenz

vor Tx passender Spender große Zellzahlen können

HLA-Barrieren überwinden

(„megadose“-approach)

[6, 87]

Medikamententoxizität reduzierte Konditionierung [26, 72]

Tx geringe Zellzahl Expansion [21, 52, 89, 91]

Kontamination mit Tumor-

zellen

Selektion [7, 22, 42, 92,

108]

Expansion [20, 22, 39]

nach Tx Panzytopenie

–Neutropenie/Anämie „megadose“-approach [118]

Expansion [2, 23, 39, 91]

–Thrombozytopenie Expansion

–verzögerte Erholung des

Immunsystems

„megadose“-approach [87]

Medikamententoxizität reduzierte Konditionierung [26, 72]

GvH-D T-Zell-Depletion [39, 81]

Relaps Donorlymphozyteninfusion

Transplantatabstoßung Anpassung der T-Zell-

menge

[104]

Sekundäre Tumoren reduzierte Konditionierung [35]

virale Komplikationen virusspezifische T-Zellen [47]

Schädigung des Stromas Transplantation von Stroma [36]

Expansion von Stroma aus

Stammzellen
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Die ex vivo Expansion von Stamm- und Progenitorzellen ist eine der potentiellen Optio-

nen zur Verbesserung des Transplantationsverfahrens. Eine genaue phänotypische Cha-

rakterisierung von Stammzellen könnte zum Beispiel das optimale Ausgangsmaterial für

eine ex vivo Expansion definieren. Ein solcher Marker, der eine positive Selektion der

Stammzellen ermöglicht, wäre eine sicherere Voraussetzung, Tumorzellen aus einem Trans-

plantat zu eliminieren. Daher hat die Suche nach einem Stammzellmarker, der frühere als

CD34pos Zellen identifiziert, ebenso höchste Priorität wie der Versuch, ebendiese Zellen

oder bisher identifizierbare Stammzellen in vitro zu vermehren.
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1.3 Ziele der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, verschiedene phänotypisch charakterisierte Stamm-

zellpopulationen im Hinblick auf ihre funktionellen Eigenschaften in vitro zu untersu-

chen. Außerdem wurde versucht, die Potenz und Qualität von ex vivo Expansionen zu

beschreiben.

1.3.1 Etablierung des CAFC-Assays

Für die funktionelle Untersuchung der verschiedenen Zellpopulationen wurde der soge-

nannte cobblestone-area-forming-cell (CAFC)-Assay etabliert, der zur Untersuchung der

primitivsten in vitro nachweisbaren hämatopoetischen Stammzellen benutzt wird. Um

Zellpopulationen miteinander bezüglich ihrer Funktionalität auf Stamm- und Progenitor-

zellebene vergleichen zu können, sollte dieser Assay anhand von CD34pos Zellen etabliert

und validiert werden.

1.3.2 Vergleich von CD34pos und AC133pos selektierten Zellen in ex-

pandiertem und nicht expandiertem Zustand

Aufgrund phänotypischer Eigenschaften einer Stamm- beziehungsweise Progenitorzelle

allein können noch keine Aussagen über ihre Funktion gemacht werden. In der vorliegen-

den Arbeit sollten CD34pos und AC133pos selektierte periphere Blutstammzellen mittels

CAFC-Assay auf ihre Stammzell-Verhalten in vitro untersucht werden. Ergänzend wur-

den diese Zellen im CFU-Assay, der Progenitoreigenschaften quantifiziert, untersucht.

Damit sollte überprüft werden, ob AC133pos Zellen als Antikörper für frühere als CD34pos

Stammzellen darstellen. In einem weiteren Schritt wurden CD34pos und AC133pos Zel-

len in serumfreiem Medium mit SCF, Flt-3-Ligand und Thrombopoetin kultiviert. Um

zu untersuchen, ob sich Vorläuferzellen expandieren lassen und ob Unterschiede zwi-

schen CD34pos und AC133pos Zellen bestehen, wurden diese Zellpopulationen sowohl im

CAFC- als auch im CFU-Assay analysiert.
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1.3.3 Charakterisierung CD34neg Zellen mittels in vitro Zellkulturen

Im letzten Teil der Arbeit sollte der Frage nachgegangen werden, ob mit Hilfe des CD164-

Antigens Stammzellen positiv identifiziert werden können. Dazu wurde die Isolierung der

CD34neg Linneg Zellen aus gesundem Knochenmark und die elektronisch gesteuerte Sor-

tierung in CD34negCD164neg und CD34negCD164pos beziehungsweise CD34posCD164neg

und CD34posCD164pos Fraktionen im Labor von Dr. H-J Bühring durchgeführt. Mit Hilfe

des CAFC- und des CFC-Assays sollte anschließend das koloniebildende Verhalten der

beiden Populationen in vitro beurteilt werden.
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Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Materialien

Tabelle 2.1: Materialien

Kurzbezeichnung Bezeichnung Firma

MyeloCult MyeloCult Stem Cell Technologies

G-CSF NeupogenR©, 1,0 ml Amgen/ Roche

SCF Human SCF, 10µg TeBu

Flt-3-L TeBu

Tpo Cell Gro Cytokine human rec. TPO

25µg

Cell Genix

MethoCult MethoCult H4230 Stem Cell

IL-1ß IL-1ß Genzyme

GM-CSF GM-CSF Sandoz

SCF Recombinant Human Stem Cell

Factor

Tebu

IL-6 IL-6 Tebu

IL-3 IL-3 Sandoz

Epo Epo CILAG Fresenius

15
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IMDM Gibco BRL

X-Vivo 10 X-Vivo 10 serum free medium with

gentamicin

Bio Whittaker

FBMD-1 Praeadipozyten-Zelllinie, stromal

feeder

R. Ploemacher, NL

Antikörper

CD 34 Isolation-Kit MACS-Reagents: CD34 Isolation

Kit

Miltenyi Biotec

IgG-FITC/-PE Simultest Control Becton Dickinson

CD34-FITC CD34 anti-HPCA-2 Becton Dickinson

AC133-PE AC 133-PE Miltenyi Biotec

AC133 Kit AC133 Cell Isolation Kit Miltenyi Biotec

StemSep Antkörper StemSep - Cocktail for CD34+/38-

cells

CellSystems

CD 2-FITC Becton Dickinson

CD 3-FITC Becton Dickinson

CD 4-FITC Becton Dickinson

CD 8-FITC Becton Dickinson

CD 11c-FITC Serotec, UK

CD 13-FITC Immunotec, France

CD 14-FITC Becton Dickinson

CD 15-FITC Becton Dickinson

CD 16-FITC Immunotec, France

CD 20-FITC Immunotec, France

CD 56-FITC Becton Dickinson

GlycA-FITC Immunotec, France

103WB2 Labor Bühring

Anti IgG3-PE Labor Bühring
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CD 34-PE/Cy5 Immunotec, France

Chemikalien

Alkohol Ethanol 99,9% Universitätsapotheke

PBS PBS Dulbecco´s Gibco BRL

Ficoll Ficoll´sche Lösung Seromed

Trypanblau Trypan Blue Stain 0,4% Gibco BRL

DMSO Dimethyl Sulfoxide 10 ml Sigma

BSA Bovines Serum Albumin Boehringer-Mannh.

Hydrocortison Hydrocortisone 21-Hemisuccinate Sigma

Heparin Heparin-Na Braun „,Multi“, 10000

IE/ ml

Braun

Gelatine Gelatine für Microbiologie Merck

Aqua dest. Aqua ad iniectabile, 10 ml Braun

Trypsin Trypsin-EDTA Life Technologies

0,9% NaCl E 0,9% NaCl, 250 ml Fresenius

HSA DRK-Albumin-Lösung 20 BaWü DRK

ACD Baxter

Na-Acid-Stammlsg Merck

Verbrauchsmaterialien

Zellfilter Pre-Separation Filters Miltenyi Biotec

96-well-Platten Nunclon Micro Well, flat bottom Nunc

Neubauer-Zählk. Neubauer 0,1 mm Tiefe 0,0025

mm2

Assistent, Deutschland

Pipettenspitzen gelb 1-100µl Greiner

Pipettenspitzen blau 100-1000µl Greiner

Eppendorf-Cups PP-Reaktionsgefäße 1,5 ml Greiner

Säulen MACS single use Separation Co-

lumns VS+

Miltenyi Biotec
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FACS-Röhrchen Falcon 2052 Polystyrene, round

bottom

Becton Dickinson

Einfrierbox Nalgene cryo 1◦C Freezing contai-

ner

Nalgene

Cryoröhrchen Cryo.s sterile Greiner Cellstar

CFU-Schälchen Gewebekulturschalen, steril

35,0/10 mm

Greiner

Petri-Schalen

Gewebekulturschalen Bio-Assay-Dish 245x245x25 SI Nunc

Kulturflaschen klein Tissue culture Flasks Becton Dickinson

Kulturflaschen groß Tissue culture Flasks Becton Dickinson

Combitip Combitips plus 2,5 ml Eppendorf

Handschuhe Satin Plus Powder Free M Safeskin Corp., USA

Parafilm Parafilm „,M“, 4“,x250’ American Nat. Can

Pipetten 5 ml Pipette mit Spitze 5 ml Greiner

Pipetten 10 ml Pipette mit Spitze 10 ml Greiner

Pipetten 25 ml Pipette mit Spitze 25 ml Greiner

StemSep Säulen StemSep - 0.5“Colum Gravity Feed CellSystems

15 ml Röhrchen PP-Röhrchen, steril 15 ml Greiner Cellstar

50 ml Röhrchen PP-Röhrchen, steril 50 ml Greiner Cellstar

Geräte

Pipettboy Vacu-petus Qualilab Bender und Hobein

Zentrifuge Minifuge GL Heraeus

Mikroskop Auflicht-Mikroskop Olympus

Laminar Flow Lamin Air Heraeus

Magneten Midi MACS Miltenyi Biotec

Vortex Certomat MU Braun Biotec

Facs-Gerät FACS-Calibur Becton Dickinson

FACS-Vantage FACS-Vantage Becton Dickinson
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Wasserbad Thermomix BU Braun

Kühlschrank Economic-cooler super automatic Bosch

Eppendorf-Multipette Eppendorf

Multikanalpipette Autoklavierbare Mehrkanalpipette Süd-Laborbedarf-GmbH

Zentrifuge Megafuge 1.0 R Heraeus

2.1.1 Zusammensetzung der Puffer, Lösungen und Medien

Einfrierlösung

• 90 ml PBS

• 80 ml HSA

• 400µl Heparin (10000 IU/ ml)

• 30 ml DMSO

MACS-Puffer

• 472 ml PBS

• 25 ml BSA

• 3 ml ACD

FACS-Puffer

• 500 ml PBS

• 5 ml BSA

• 2,5 ml Na-Acid-Stammlösung (4 g auf 20 ml PBS = 20 %)
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Expansionsmedium

• X-vivo 10

• Flt-3-Ligand ( c = 100 ng/ ml Medium)

• SCF (c = 10 ng/ ml Medium)

• Tpo (c = 10 ng/ ml Medium)

Zellkultur-Medium

• MyeloCult

• Hydrocortison ( c = 10−5 M )

• G-CSF ( c = 20 ng/ ml Medium)

• IL-3 ( c = 10 ng/ ml Medium)

Methylcellulose

• MethoCult

• IMDM

• IL-1ß ( c = 3 ng/ml Medium)

• SCF ( c = 3 ng/ml Medium)

• GM-CSF ( c = 100 ng/ml Medium)

• IL-6 ( c = 100 ng/ml Medium)

• IL-3 ( c = 100 ng/ml Medium)

• Epo ( c = 2 U/ml Medium)



2.1. MATERIALIEN 21

Gelatine-Lösung

• Gelatine

• 0,9% NaCl

Puffer für StemSep

• PBS

• 2-6% FCS
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2.2 Methoden

2.2.1 Isolierung der Zellen

Die zu untersuchenden Zellen wurden nach den geltenden ethischen Richtlinien aus Kno-

chenmark (KM-) Punktaten (gesunde Spender, nicht stimuliert) oder Leukapherisaten von

G-CSF und/oder Chemotherapie mobilisierten Patienten und Spendern gewonnen.

Probe Nr. Diagnose des Spenders Material

1 gesund Leukapherisat

2 gesund Leukapherisat

3 gesund Leukapherisat

4 Hoden-Ca Leukapherisat

5 Sarkom Leukapherisat

6 Hoden-Ca Leukapherisat

7 Sarkom Leukapherisat

8 gesund Leukapherisat

9 Mamma-Ca Leukapherisat

10 gesund Leukapherisat

11 gesund Leukapherisat

12 Sarkom Leukapherisat

13 gesund Leukapherisat

14 gesund, DKMS Knochenmark

15 gesund, DKMS Knochenmark

16 gesund, DKMS Knochenmark

17 gesund, DKMS Knochenmark

18 gesund, DKMS Knochenmark
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Isolierung der Mononukleären Zellen

Die Knochenmark-Proben und das Leukapherisat wurden mit PBS entsprechend einem

Endvolumen von 50 ml verdünnt, auf 15 ml Ficollsche Lösung aufgeschichtet und bei

20◦C und 700g 20 min lang ohne Bremse zentrifugiert. Die Interphase wurde erneut in

PBS verdünnt und 8 min bei 250g und 20◦C mit Bremse zentrifugiert. Der Überstand

wurde verworfen, das Pellet in PBS resuspendiert und unter den gleichen Bedingungen

zentrifugiert. Das nun entstehende Pellet wurde in 8 ml frischem PBS gelöst, langsam auf

4 ml zu Blasen aufgeschütteltes BSA in einem 15 ml Röhrchen aufgeschichtet und bei

325g und 20◦C für 8 min ohne Bremse zentrifugiert, um die Thrombozyten aus der Probe

zu entfernen.

Das Pellet wurde wieder in 10 ml MACS-Puffer verteilt und bei 250g und 20◦C 10 min

lang mit Bremse zentrifugiert und ohne Überstand in 2 ml MACS-Puffer, der 30 min lang

zuvor im Ultraschallbad entgast und anschließend bei 0◦C gekühlt wurde, resuspendiert.

Nun wurde die Zellzahl mittels Trypanblaufärbung in einer Neubauer-Zählkammer ermit-

telt und die Zellzahl durch Hinzufügen von MACS-Puffer auf108 Zellen/ 300µl Puffer

eingestellt.

Selektion der mononukleären Zellen nach Oberflächenantigenen

Isolierung von CD34pos Zellen Die in MACS-Puffer suspendierten Zellen wurden ent-

sprechend den Anweisungen des Herstellers mit Primär- und Sekundärantikörpern des

CD34-Isolation-Kits markiert.

Nun wurde eine Säule samt Filter im Magneten befestigt und zweimal mit MACS-Puffer

entgast. Auf die nun luftfreie Säule wurde langsam die Zellsuspension getropft. Die mit

Magnetic-Beads markierten CD34pos Zellen adhärieren an der magnetisierten Säule und

die übrigen Zellen wurden durch insgesamt 12 ml MACS-Puffer entfernt. Anschließend

wurde die Säule aus dem Magneten entnommen und die Zellen mit MACS-Puffer mittels

des Stempels aus der Säule gedrückt. Dieser Adhäsionsvorgang wurde wiederholt, um die

Reinheit zu verbessern.
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Isolierung von AC133posZellen Die mononukleären Zellen wurden mittels AC133-

Isolation-Kit den Angaben des Herstellers folgend mit Primär- und Sekundärantikörpern

konjugiert. Die so markierten Zellen wurden durch Zugabe von MACS-Puffer auf eine

Zellzahl von108 Zellen pro 500µl Puffer eingestellt, und auf eine Säule mit einem Nylon-

sieb von 30µm Porengröße, die im Magneten befestigt zweimal mit MACS-Puffer entgast

wurde, aufgetragen. Die Säule wurde nun durch insgesamt 12 ml MACS-Puffer gereinigt,

so daß lediglich die durch magnetisierbare Antikörper gekennzeichneten AC133pos Zel-

len in der Säule verbleiben. Zur Gewinnung der AC133pos Zellen wurde die Säule nun

vom Separator (Magneten) entfernt, zur Eluierung 5 ml MACS-Puffer aufgetragen und

durch Drücken mit dem Kolben die Zielzellen in einem 15 ml-Röhrchen aufgefangen.

Um die Reinheit zu verbessern, wurde erneut eine Säule durch zweimaliges Entgasen mit

3 ml MACS-Puffer vorbereitet, die Zellsuspension aufpipettiert und nach zweimaligem

Waschen mit 3 ml MACS-Puffer durch 2,5 ml MACS-Puffer eluiert.

Isolierung von CD34negCD164neg; CD34negCD164pos; CD34posCD164neg und CD34pos

CD164pos Zellen Nach der Isolierung mononukleärer Zellen wurden diese in Puffer

entsprechend einer Zellzahl von 1x108/ml resuspendiert, mit 100µl StemSep-Antikörper-

cocktail je ml 30 min und anschließend mit 60µl magnetischer Kolloide nochmals 30 min

auf Eis inkubiert. Währendessen wurden die StemSep-Säulen mit 15ml Puffer entlüftet.

Nachdem durch ein 200µm großes Netz die Zellaggregate entfernt worden waren, wur-

den die Zellen auf die StemSep-Säule aufgetropft und die unmarkierten Zielzellen nach

ihrer Passage durch die Säule aufgefangen.

Zur FACS-Isolierung wurden die in Puffer resuspendierten Zielzellen zunächst durch

die 15 minütige Inkubation bei 4◦C mit 1 ml Polyglobulin daran gehindert, unspezifi-

sche Bindungen einzugehen. Nach der folgenden 20minütigen Inkubation mit lin-FITC-

Antikörpern (CD 2-FITC, CD 3-FITC, CD 8-FITC, CD 11c-FITC, CD 13-FITC, CD

14-FITC, CD 15-FITC, CD 16-FITC, CD 20-FITC, CD 56-FITC, GlycA-FITC, je 10µl)

, 103B2-Überstand und CD 34-PE/Cy5 bei 4◦C und Dunkelheit wurden die Zellen mit

4 ml PBS 8 min bei 4◦C und 250g zweimal zentrifugiert, wobei jedesmal der Überstand
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verworfen wurde.

Nun wurde das Pellet 15 min bei 4◦C dunkel mit antiIgG3, welches als Sekundäranti-

körper an den 103B2-(CD164-)Antikörper bindet, inkubiert und erneut nach den eben

genannten Bedingungen einmal mit PBS gewaschen. Das entstandene Pellet wurde in

3ml sterilem PBS aufgenommen, durch ein Zellnetz mit 200µm großen Poren pipettiert

und mit dem FACS-Vantage elektronisch in die oben genannten Subpopulationen sortiert.

Bestimmung der Reinheit

In vier FACS-Röhrchen wurden je 4µl Antikörper vorgelegt

Röhrchen Nr. 1: IgG1 - FITC/ IgG1 - PE

Röhrchen Nr. 2: CD45-FITC/ CD34-PE

Röhrchen Nr. 3: CD45-FITC/ AC133-PE

Röhrchen Nr. 4: CD34-FITC/ AC133-PE.

Zu den Antikörpern wurden je 100µl Zellsuspension hinzugefügt, beides gut mit dem

Vortex gemischt und für 25 min dunkel bei 20◦C inkubiert. Nach der Inkubationszeit

wurde in jedes der Röhrchen 2 ml FACS-Puffer zugegeben, und nach der Zentrifugation

bei 250g, 20◦C für 8 min der Überstand samt ungebundenen Antikörpern dekantiert. Die

Zellen wurden mit einem FACS-Calibur gemessen.

Einfrieren der Zellen

Bis zum Einsetzen der Zellen in die Zellkulturen wurden diese bei -80◦C gelagert. Dazu

wurden pro Cryo-Röhrchen zwischen106 und108 Zellen/ 900µl MACS-Puffer mit 900µl

Einfrierlösung im Cryoröhrchen vermengt und unverzüglich in einer Einfrierbox bei -

80◦C tiefgefroren.
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2.2.2 Funktionelle Charakterisierung

Expansion der CD34pos und der AC133pos Zellen

Die in Kryoröhrchen bei -80◦C gelagerten CD34pos und AC133pos Zellen wurden bei

37◦C aufgetaut und sofort in je ein 15 ml-Röhrchen überführt, in das zuvor 12 ml PBS

vorgelegt wurden. Die Zellsuspensionen wurde anschließend 8 min bei 20◦C und 250g

zentrifugiert, um das zytotoxische DMSO zu entfernen. Nachdem der Überstand dekan-

tiert wurde, wurde das Pellet in 2 ml X-Vivo 10 resuspendiert und mittels Neubauer-

Zählkammer die Zellzahl bestimmt. Die Zellen wurden in einer Konzentration von 3x104

Zellen/ ml in 20 ml Expansionsmedium eingesetzt, so daß pro Zellpopulation zwei kleine

Kulturflaschen, entsprechend 4 und 7 Tagen Wachstumszeit, bei 37◦C, 5% CO2, 5%O2

inkubiert wurden. Am vierten Tag der Inkubationszeit wurde die Zellzahl bestimmt und

jeweils eine Flasche pro Zellpopulation in ein 15 ml-Röhrchen überführt und bei 20◦C

und 250g 8 min lang zentrifugiert. Der Überstand wurde dekantiert, das Pellet in 900µl

PBS resuspendiert, 900µl Einfrierlösung zugegeben und wie oben beschrieben eingefro-

ren. Der gleiche Vorgang wurde am 7. Tag mit den verbliebenen expandierten Zellen

vollzogen.

CFU(Colony forming unit) - Assay

Das Methylzellulose-Medium wurde nach den Angaben des Herstellers mit Zytokinen

versetzt und in Portionen zu 2 ml eingefroren. Nach Bedarf wurden die Röhrchen aufge-

taut, je 1 ml in ein CFU-Schälchen pipettiert, die Zellzahl der einzusetzenden Zellen zwi-

schen 0,5 bis 1x104 Zellen/ml Medium eingestellt und einmal 1x103 und einmal 5x102

Zellen zugegeben. Die CFU wurden an Tag 14 unter dem Auflichtmikroskop bei 40facher

Vergrößerung ausgezählt.

CAFC (Cobblestone area forming cell) - Assay

Beschichten der Platten Die 96-well-Platten wurden unter sterilen Bedingungen in

große Gewebekulturschalen gesetzt, die vorher mit 70% Alkohol gereinigt wurden. Zur
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Beschichtung der Platten wurde mittels einer Combitip-Pipette jeweils 100µl der Gelatine-

Lösung in die inneren wells gegeben, über 12 Stunden bei 37◦C inkubiert, anschließend

mit einer Multipette wieder entfernt und über Nacht bei 37◦C im Brutschrank getrocknet.

Stroma-Layer Die Zellinie FBMD-1 wurde nach dem Auftauen bei 37◦C in 12 ml

PBS gegeben und bei 250g und 20◦C 8 min lang zentrifugiert. Nach Dekantierung des

Überstandes wurde das Pellet in 14 ml Zellkulturmedium resuspendiert und in eine große

Zellkulturflasche überführt. Die Zellen wachsen bei 37◦C, 5% O2, 5% CO2. Nachdem

dieselbe konfluent gewachsen war, wurde zunächst das Medium entfernt, die adhären-

ten Zellen mit 5 ml PBS gespült und mit 3 ml Trypsin über 5 min von dem Boden der

Zellkulturflasche gelöst. Ein Teil der Zellsuspension wurde anschließend in eine große

Zellkulturflasche mit 14 ml Zellkulturmedium überführt. Nicht benötigte Zellen wurden

wie oben beschrieben gereinigt und mit Trypsin gelöst, dann in ein mit 12 ml PBS gefüll-

tes 15 ml Röhrchen überführt, bei 250g und 20◦C 8 min lang zentrifugiert, das Pellet in

900µl PBS resuspendiert und in einem Cryoröhrchen mit 900µl Einfrierlösung vermengt,

das sofort in einer Einfrierbox bei - 80◦C eingefroren wurde.

Zellinie ausplattieren Um den Stroma-Layer zu erstellen, wurden Zellen verwendet,

die nach dem Auftauen nicht mehr als 20mal passagiert wurden. Sobald die Zellinie kon-

fluent gewachsen war, wurde die Kulturflasche mit 5 ml PBS gespült, der Layer mit 3 ml

Trypsin von der Flaschenoberfläche gelöst und nach 5 min in ein 15 ml - Röhrchen mit 10

ml Zellmedium überführt. Die Zellzahl wurde mittels Trypanblaufärbung und Neubauer-

Zählkammer bestimmt und anschließend die Zellzahl auf104 Zellen/ml eingestellt. Nun

wurden die äußeren wells einer mit Gelatine beschichteten Platte mit 100µl PBS und

die inneren wells mit 100µl Zellsuspension pro well gefüllt. Nach 2-5 Tagen bei 37◦C,

5%CO2, 5%O2 waren die Zellen konfluent gewachsen gewesen und die Platten verwendet

worden.
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Zellen einsetzten Die potentiellen Stammzellen wurden bei 37◦C im Wasserbad aufge-

taut, in ein mit 12 ml MyeloCult gefülltes 15ml-Röhrchen überführt und sofort bei 250g,

20◦C 8 min lang zentrifugiert. Nachdem der Überstand dekantiert wurde, wurde das Pel-

let in 10 ml MyeloCult resuspendiert und durch Trypanblaufärbung wie oben beschrieben

die Zellzahl bestimmt. Zur Untersuchung der AC133pos und CD34pos Zellen wurden die-

se in einer absteigenden Verdünnungsreihe in zwölf Stufen, beginnend bei 330 Zellen pro

well bis 15 Zellen pro well, jeweils zehn wells mit der gleichen Verdünnungsstufe einge-

setzt. Zur Untersuchung der CD34/CD164 charakterisierten Zellen wurde sechs Verdün-

nungsstufen zwischen 160 und 5 Zellen pro well, ebenfalls zehn wells pro Verdünnung

verwendet. Aus den konfluent mit FBMD-1 bewachsenen 96-well-Platten wurde mit der

Multikanalpipette 50µl Mediumüberstand entfernt und in jeweils eine Plattenreihe pro

well 50 µl der 12 beziehungsweise 6 Verdünnungen pipettiert. Die Platten wurden bei

32◦C, 10% CO2 inkubiert.

Mediumwechsel Jede Woche wurde unter sterilen Bedingungen durch eine Multikan-

alpipette die Hälfte des Mediums, entsprechend 50µl entfernt und durch 50µl Zellkul-

turmedium ersetzt, das durch G-CSF ( c = 20 ng/ ml) und IL-3 (c = 10 ng/ ml) ergänzt

wurde.

Auswertung der CAFC Die Auswertung der CAFC erfolgte unter dem Auflichtmikro-

skop bei 100facher Vergrößerung. Als „Cobblestone“-positiv wurden wells gewertet, die

auf der Ebene des Stromalayers mindestens eine große, pflastersteinartige Zellkolonie mit

mindestens 5 Zellen enthielten. Zusätzlich wurde der Zustand des Zellayers in Bezug auf

Konfluenz, Anzahl der Fett- und der reifen Zellen dokumentiert.

2.2.3 Statistik

Die Daten wurden anhand des Statistikprogrammes „jmp “Version 3.1.6.2; SAS Institute

Inc. ausgewertet und durch „Excel 97“, Microsoft Corporation dargestellt. Die Berech-

nung der CAFC-Frequenzen erfolgte mit der folgenden Formel (Dr. rer. nat. M. Eichner,
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Institut für Medizinische Biometrie):

−ln((1− e−ZZ∗c)ges.wells−neg.wells ∗ (e−ZZ∗c)neg.wells)

ZZ : eingesetzte Zellzahl pro well

ges.wells:Anzahl der wells pro Verdünnung

neg.wells:Anzahl der wells pro Verdünnung ohne charakteristische Zellkolonie

Anhand der Werte für ZZ, ges. wells und neg. wells wird das „c“- entsprechen der CAFC-

Frequenz - berechnet, für welches aufgrund dieser Werte unter Annahme einer Poisson-

verteilung am wahrscheinlichsten ist (maximal likelihood estimation).

Diese Formel wurde nach Bedarf erweitert, um Zellpopulationen zu vergleichen. Zum

Beispiel zum Vergleich einer CD34pos mit der AC133pos:

 −ln((1− e−ZZ·c)ges.wells−neg.wells(e−ZZ·c)neg.wells) ifZELLPOPcontainsCD,

−ln((1− e−ZZ·c·extra)ges.wells−neg.wells(e−ZZ·c·extra)neg.wells) otherwise

WobeiExtra der Faktor bedeutet, um den die andere - in diesem Fall die AC133pos Po-

pulation - sich von der CD34pos Population unterscheidet.
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Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 FACS-Analyse der durch MACS isolierten Zellen

Die Isolierung der Zellen durch einen Antikörper gegen CD34 und den Antikörper AC133

erfolgte nach den Angaben des Herstellers des Isolierungs-Kits. Die isolierten Zellen wur-

den bei -80◦C eingefroren und am Tag der Untersuchung wieder aufgetaut. Bei der FACS-

Analyse konnten folgende Reinheiten gemessen werden: Die Reinheit der CD 34 isolier-

ten Zellen war 81,83 +/- 11 % ,die AC133 isolierten Zellen zeigten eine Reinheit von

64 +/- 19 % in der FACS-Analyse. Die Reinheit der Zellpopulation wurde bei den be-

schriebenen Untersuchungen nicht mit einberechnet; die Ergebnisse beziehen sich auf die

Gesamtpopulation der durch CD34 beziehungsweise AC133 isolierten Zellen. Abb 3.1

zeigt als Beispiel die FACS-Analyse von AC133 isolierten Zellen.
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Abbildung 3.1: FACS-Analyse von AC133 isolierten Zellen (Patient 11)

3.2 Etablierung des CAFC-Assays

Zur Etablierung des von Breems et al. [14] beschriebenen Stammzellnachweises wur-

den zunächst isolierte CD34pos Zellen von sechs verschiedenen Spendern in die Lang-

zeitzellkulturen eingesetzt. Die Abbildungen 3.3 und 3.4 zeigt den zeitlichen Verlauf

der Anzahl der gebildeten pflastersteinartigen Kolonien, den „cobblestone area forming

cells“(CAFC). Die y-Achse beschreibt die Frequenz, das heißt die Zahl der Kolonien pro

105 eingesetzter Zellen. Tabelle 3.1 fasst diese Daten zusammen.
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Abbildung 3.2: Mikroskopische Aufnahme der CAFC (Pfeil), Vergrößerung 40x (oberes

Bild)und 100x (unteres Bild)
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Abbildung 3.3: Anzahl der CAFC pro 105 CD34pos Zellen der Proben 1-3; die unterbro-

chenen Linien stellen die Konfidenzintervalle dar
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Abbildung 3.4: Anzahl der CAFC pro 105 CD34pos Zellen der Proben 4-6; die unterbro-

chenen Linien stellen die Konfidenzintervalle dar
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Tabelle 3.1: CAFC pro 105 CD34pos Zellen; in Klammern Konfidenzintervalle. Material:

Leukapherisat

Woche 2 Woche 4 Woche 5 Woche 6

Patient 1 248 (157-369) 669 (473-924) 506 (351-706) 603 (425-832)

Patient 2 277 (179-407) 812 (579-1114) 778 (558-1062) 1570(1091-2251)

Patient 3 356 (238-509) 446 (305-628) 389 (262-555) n.d.

Patient 4 447 (309-626) 557 (391-770) 439 (303-613) 507 (355-703)

Patient 5 282 (182-415) 386 (261-548) 262 (169-387) 209 (37-319)

Patient 6 165 (97-319) 354 (237-506) 339 (218-499) n.d.

3.3 Vergleich CD34pos und AC133pos Zellen

3.3.1 Vergleich nicht expandierter Zellen

Um die Anzahl der Kolonien absolut vergleichen zu können, wurde das Leukapherisat

eines Patienten in zwei gleiche Proben geteilt, die dann einerseits nach dem Oberflä-

chenantigen CD34 und andererseits mit Hilfe des Antikörpers AC133 isoliert wurden.

Die Zellpopulationen wurden nach der im Stammzelllabor verwendeten Methode in Me-

thylcellulose und in die zuvor etablierte Langzeitzellkultur eingesetzt. Bei diesen Unter-

suchungen wurde Leukapherisat von gesunden Spendern und von Patienten mit nicht-

hämatologischen Erkrankungen verwendet. Der Vergleich dieser beiden Gruppen ergab

keinen signifikanten Unterschied, so daß die statistische Analyse und Darstellung ge-

meinsam durchgeführt wurde.

CFU-Assay

Die AC133pos und die CD34pos Zellpopulation unterscheiden sich weder in der Fähigkeit,

CFU-G/GM oder BFU-E, noch in der Gesamtzahl der beiden CFUs Kolonien zu bilden.

Da die Aussage sowohl bei 500 wie auch bei 1000 eingesetzten Zellen /ml identisch ist,
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wurden nur die ersteren Werte in Tab. 3.2 dargestellt. Die abgebildeten Werte wurden

durch den beidseitigen t-Test auf Signifikanz geprüft, der Unterschied ist nicht signifikant.

Tabelle 3.2: Colony forming cells (CFC)/ 500 Zellen . Material: Leukapherisat,n = 4.

Abkürzungen: BFU-E burst forming unit-erythropoietic; GFU-GM colony forming unit--

granulocyte/macrophage; SD Standardabweichung

BFU-E CFU-GM gesamt

AC 133+ CD 34+ AC 133+ CD 34+ AC 133+ CD 34+

Patient 7 3 9 17 14 20 23

Patient 8 11 9 18 17 29 26

Patient 9 22 20 15 22 37 42

Patient 10 16 15 26 9 42 24

Mittelwert 15,5 13,5 19 15,5 32 28,7

SD 4,80 5,32 4,83 5,45 9,63 8,92
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CAFC-Assay

Die CAFC-Frequenz, d.h. die Anzahl der pflastersteinähnlichen Kolonien pro 105 einge-

setzter Zellen, wurde nach der in Kapitel 2 beschriebenen Formel nach dem Prinzip der

maximal likelihood estimation bestimmt. Soweit nicht anders erwähnt sind 99% Konfi-

denzintervalle angegeben (α = 0, 01).

Tabelle 3.3: CAFC pro 105 AC133pos Zellen; in Klammern Konfidenzintervalle. Material:

Leukapherisat

Woche 2 Woche 4 Woche 5 Woche 6

Patient 7 312 (259-413) 320 (235-425) 242 (172-329) 281 (203-379)

Patient 8 286 (208-382) 377 (283-492) 292 (213-389) 217 (153-298)

Patient 9 228 (161-311) 275 (198-370) 339 (248-449) 329 (216-479)

Patient 10 324 (239-429) 399 (300-521) 345 (265-452) 251 (180-340)

Tabelle 3.4: CAFC pro 105 CD34pos Zellen; in Klammern Konfidenzintervalle. Material:

Leukapherisat

Woche 2 Woche 4 Woche 5 Woche 6

Patient 7 65 (35-109) n.d. 231 (160-320) n.d.

Patient 8 325 (239-432) 418 (314-545) 249 (178-336) 191 (131-268)

Patient 9 174 (118-246) 441 (335-569) 204 (142-283) 158 (106-226)

Patient 10 289 (209-389) 473 (358-613) 233 (165-317) 159 (106-228)

Der Vergleich der beiden Zellpopulationen ergab, daß die Zahl der Kolonien der AC133pos

Zellen in der 2. und 6. Woche der Langzeitzellkultur signifikant höher war als die Kolo-

niezahl der CD34pos Zellen. In den vier und fünf Wochen alten Kulturen zeigten sich

jedoch keine Unterschiede. In der Abbildung 3.5 und 3.6 werden die CAFC-Frequenzen

im zeitlichen Verlauf, nach Patient und Zellpopulation getrennt dargestellt.



3.3. VERGLEICH CD34POS UND AC133POS ZELLEN 39

Tabelle 3.5: Faktoren, um welche AC133pos Zellen im Vergleich zu den CD34pos Zellen

mehr CAFC bilden.s signifikant,nsnicht signifikant, in Klammern Konfidenzintervalle

CAFC Woche 2 CAFC Woche 4 CAFC Woche 5 CAFC Woche 6

Faktor1,42 (1,05-1,93)s 0,77 (0,58-1,02)ns 1,32 (0,99-1,78)ns 1,54 (1,08-2,21)s

Abbildung 3.5: CAFC pro 105 Zellen des Patienten 7
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Abbildung 3.6: CAFC pro 105 Zellen der Patienten 8 bis 10
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3.3.2 Expansion

Um die Vergleichbarkeit zu gewährleisten, wurden auch in diesem Versuch die CD34pos

und AC133pos Zellpopulationen aus den gleichen Proben isoliert (n=3; 2 gesunde Spender,

ein Patient, der an einem Sarkom erkrankt ist). Als Ausgangswert wurden nicht expan-

dierte Zellen im CFU- und CAFC-Assay untersucht, ein Teil der Zellpopulationen jedoch

in serumfreiem Medium mit Flt-3-Ligand, SCF und Tpo 4 und 7 Tage lang inkubiert.

Die absolute Zahl der Zellen konnte weder signifikant vermehrt werden, noch bestand ein

Unterschied zwischen CD34pos und AC133pos Zellen.

Tabelle 3.6: Absolute Zellzahlen nach Expansion, Angabe in 104/ml

Zellpopulation Tag 0 Tag 4 Tag 7

Patient 7 CD34+ 3 4,75 9,75

Patient 7 AC133+ 3 1,75 4,75

Patient 11 CD34+ 3 5 14,75

Patient 11 AC133+ 3 3,5 9

Patient 12 CD34+ 3 3,5 4

Patient 12 AC133+ 3 2 3,25

CFU-Assay

In diesem Versuch zur Untersuchung kommittierter Progenitorzellen konnte weder in der

Reihe der erythroiden noch in der der der myeloischen Vorläuferzellen ein Unterschied

festgestellt werden. Das Experiment bezog sich einerseits auf den Vergleich der beiden

Zellpopulationen hinsichtlich der Art der Kolonie - BFU-E als Vorläuferzellen der ery-

throiden Zellreihe oder CFU-G/GM als Vorläuferzelle der myeloischen Zellreihe, wie

auch der Summe der Kolonien - aufgeteilt nach Expansionsdauer und eingesetzter Zell-

zahl. Andererseits wurde die Koloniebildungsfähigkeit im Verlauf der Expansion inner-

halb der Zellpopulation betrachtet; auch hier konnten keine signifikanten Unterschiede

festgestellt werden (Tab. 3.7 und 3.8).
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Tabelle 3.7: CFC pro 500 eingesetzter Zellen, Material: Leukapherisat

Tag 0 BFU-E CFU-GM gesamt

AC 133+ CD 34+ AC 133+ CD 34+ AC 133+ CD 34+

Patient 7 13 1 17 2 30 3

Patient 11 4 20 2 9 6 29

Patient 12 6 10 11 15 17 25

Tag 4 BFU-E CFU-GM gesamt

AC 133+ CD 34+ AC 133+ CD 34+ AC 133+ CD 34+

Patient 7 8 6 29 14 37 20

Patient 11 10 16 8 2 18 18

Patient 12 0 0 15 2 15 2

Tag 7 BFU-E CFU-GM gesamt

AC 133+ CD 34+ AC 133+ CD 34+ AC 133+ CD 34+

Patient 7 3 11 9 21 12 32

Patient 11 8 4 4 0 12 4

Patient 12 1 0 8 4 9 4
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Tabelle 3.8: CFC pro 1000 eingesetzter Zellen, Material: Leukapherisat

Tag 0 BFU-E CFU-GM gesamt

AC 133+ CD 34+ AC 133+ CD 34+ AC 133+ CD 34+

Patient 7 18 6 29 5 47 11

Patient 11 2 28 7 13 6 41

Patient 12 9 11 20 23 29 34

Tag 4 BFU-E CFU-GM gesamt

AC 133+ CD 34+ AC 133+ CD 34+ AC 133+ CD 34+

Patient 7 24 11 38 32 62 43

Patient 11 17 32 16 22 33 54

Patient 12 0 3 14 10 14 13

Tag 7 BFU-E CFU-GM gesamt

AC 133+ CD 34+ AC 133+ CD 34+ AC 133+ CD 34+

Patient 7 5 21 15 42 20 63

Patient 11 7 13 10 6 17 19

Patient 12 0 0 10 3 10 3



44 KAPITEL 3. ERGEBNISSE

CAFC-Assay

Die Betrachtung der frühesten in vitro nachweisbaren Stammzellen bezog sich wie auch

im oben beschriebenen CFU-Assay auf die Anzahl der Kolonien im Vergleich zwischen

CD34pos und AC133pos Zellen bezüglich Expansions- und Kulturdauer.

Tabelle 3.9: CAFC pro 105 Zellen, in Klammern Konfidenzintervalle

AC133pos Exp.-Tag Woche 2 Woche 5

Patient 7 0 312 (206-449) 242 (154-360)

4 594 (422-815) 547 (382-760)

7 232 (147-347) 490 (340-684)

Patient 11 0 71 (31-134) 253 (150-398)

4 372 (240-548) 271 (140-468)

7 99 (42-192)

Patient 12 0 106 (52-177) 365 (230-547)

4 193 (117-298) 384 (252-559)

7 259 (240-279) 267 (166-404)

CD34pos Exp.-Tag Woche 2 Woche 5

Patient 7 0 70 (31-132) 231 (142-352)

4 222 (138-335) 343 (222-503)

7 311 (206-448) 488 (338-682)

Patient 11 0 48 (18-102) 272 (165-418)

4 371 (245-538) 299 (181-463)

7 102 (51-180) 289 (176-445)

Patient 12 0 171 (100-269) 641 (425-932)

4 311 (204-453) 271 (167-412)

7 195 (119-300) 260 (135-448)
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Dabei zeigte sich, daß die Anzahl der CAFC-bildenden AC133pos Zellen an Tag 0, ent-

sprechend nicht expandierten Zellen, in der 2. Woche der Langzeitzellkultur um den Fak-

tor 1,67 höher lag als die CAFC-Frequenz der CD34pos Zellen. An den Expansionstagen

4 und 7 konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (α = 0, 01). Das heißt,

daß sich in der nicht expandierten AC133pos Zellfraktion in der 2. Woche mehr CAFC

nachweisen lassen als in der CD34pos Zellpopulation (Tabelle 3.10).

Tabelle 3.10: Faktoren, um welche AC133pos Zellen im Vergleich zu den CD34pos Zellen

mehr CAFC bilden, in Klammern Konfidenzintervalle.s signifikant,nsnicht signifikant

CAFC Woche 2 CAFC Woche 5

Expansion Tag 0 1,67 (1,05-2,70)s 0,80 (0,61-1,05)ns

Expansion Tag 4 1,26 (0,92-1,76)ns 1,35 (0,96-1,92)ns

Expansion Tag 7 0,89 (0,60-1,31)ns 1,01 (0,67-1,53)ns

Der zweite Aspekt beleuchtet das Verhalten einer Zellpopulation im Laufe der ex vi-

vo Kultivierung (Tabelle 3.12). Hierbei zeigte sich, daß sowohl die CD34pos als auch

die AC133pos Zellen an Tag 4 bezogen auf Tag 0 in der 2. Woche des CAFC-Assays

signifikant mehr Kolonien bilden. In der 5. Woche konnte diese Vermehrung der CAFC-

Frequenz nicht mehr nachgewiesen werden.

Tabelle 3.11: Multiplikationsfaktor der expandierten Zellen im Vergleich nicht expandier-

ten (Tag 0 ) Zellen.s signifikant,nsnicht signifikant

AC133pos Expansionsdauer CAFC Woche 2 CAFC Woche 5

4 Tage 2,41 (1,67-3,50)s 1,50 (1,06-2,13)ns

7 Tage 1,23 (0,82-1,87)ns 1,34 (0,92-1,94)ns

CD34pos Expansionsdauer CAFC Woche 2 CAFC Woche 5

4 Tage 3,1732 (2,08-4,97)s 0,90 (0,63-1,29)ns

7 Tage 2,13 (1,37-3,39)s 1,19 (0,80-1,74)ns

An Tag 7 im Vergleich zu Tag 0 konnte man eine signifikante Zunahme der CAFC nur

aus CD34pos Zellen in der 2. Woche der Langzeitzellkultur beobachten.
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3.4 CD34neg und CD164pos/neg Subpopulationen

3.4.1 CFU

In dem hier beschriebenen Versuchsaufbau war es nicht möglich, aus CD34neg Stammzel-

len CFU zu generieren. Bei den CD34posCD164neg und auch bei den CD34posCD164pos

Zellen konnten im Verhältnis zu den CD34negCD164pos und CD34negCD164neg Popu-

lationen signifikant mehr Kolonien festgestellt werden. CD34posCD164neg bilden nach

diesen Untersuchungen mehr CFU als CD34posCD164pos Zellen. Die bisherigen Anga-

ben beziehen sich auf eine Ausgangszellzahl von 500. Diese Ergebnisse konnten sich bei

einer Ausgangszellzahl von 1000 nur dahingehend bestätigen lassen, daß die CD34pos-

CD164neg signifikant mehr Kolonien bilden als die CD34neg Subpopulationen. Die sta-

tistischen Analysen wurden anhand des t-Tests mit einem Konfidenzintervall von 95%

durchgeführt.

Tabelle 3.12: CFC der CD34/CD164-charakterisierten Zellen. Angabe in CFC /eingesetz-

te Zellen. Material: Knochenmark
CD34negCD164neg CD34negCD164pos CD34negCD164high CD34negCD164low

Pat. 13 1 /2250 3 /275

3 /4500 12 /550

Pat. 14 0 /160 1 /160 0 /160

1 /320 2 /320 0 /320

Pat. 15 0 /500 2 /500

0 /1000 6 /1000

Pat. 16 0 /500 0 /500 0 /50 0 /500

0 /1000 0 /1000 0 /100 0 /1000

CD34posCD164neg CD34posCD164pos

Pat. 17 0 /1000 1 /1000 40 /1000 15 /1000

Pat. 18 1 /500 5 /500 30 /500 12 /500

0 /1000 70 /1000 61 /1000
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3.4.2 CAFC

Unter den oben beschriebenen Bedingungen ließen sich in der CD34neg Zellfraktionen

keine oder nur sehr vereinzelt CAFC darstellen. Die als Kontrolle eingesetzten CD34pos

isolierten Zellen bildeten in der 2. Woche der Langzeitzellkultur 36,4 (14,95-112,2) fach

mehr CAFCs und in der 5. Woche 109,8 (37,9 - nicht berechenbar)fach mehr CAFC als

die CD34neg Zellfraktion.

Der Vergleich zwischen CD34posCD164neg und CD34posCD164pos ergab für die 2. Wo-

che eine 2,62 (1,45-4,87) fach vermehrte Bildung von CAFC in der CD34posCD164neg

charakterisierten Zellfraktion.

Abbildung 3.7: CAFC pro 105 Zellen des Patienten 13
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Abbildung 3.8: CAFC pro 105 Zellen der Patienten 14 bis 16
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Abbildung 3.9: CAFC pro 105 Zellen der Patienten 17 und 18
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Tabelle 3.13: CAFC pro 105 Zellen, in Klammern Konfidenzintervalle. Material: Kno-

chenmark

CD34negCD164neg CD34negCD164pos CD34negCD164high CD34negCD164low

Pat. 13

Woche 2 32 (0,4-195) 0

Woche 5 66 (5-267) 32 (0,4-197)

Woche 8 0 0

Woche 10 0 0

Pat. 14

Woche 2 32 (0,4-197) 0 0

Woche 5 32 (0,4-197) 0 32 (0,4-197)

Woche 8 33 (0,4-205) 32 (0,4-197) 0

Woche 9 32 (0,4-200) 32 (0,4-197) 0

Pat. 15

Woche 2 0 33 (0,4-200)

Woche 5 0 0

Woche 8 0 0

Woche 9 0 0

Pat. 16

Woche 2 66 (5-268) 0 0 0

Woche 5 0 0 0 0

Woche 8 32 (0,4-197) 32 (0,4-197) 0 0

Woche 9 0 33 (0,4-200) 0 0

CD34posCD164neg CD34posCD164pos

Pat. 17

Woche 2 0 101 (14-334) 1060 (556-1834) 290 (99-634)

Woche 5 0 0 1304 (685-2253) 1505 (833-2513)

Woche 8 0 0

Pat. 18

Woche 2 0 0 957 (386-1956) 565 (206-1216)



Kapitel 4

Diskussion

4.1 Methode

Unter den in dieser Arbeit gewählten Methoden steht der sogenannte cobblestone-area-

forming-cell-assay (CAFC-Assay) im Vordergrund, einer der Prototypen der in vitro Unter-

suchungsmethoden, durch welche die frühesten in vitro nachweisbaren blutbildenden

Stammzellen mittels „limiting dilution“quantifiziert werden können. Der CAFC-Assay

wurde aufgrund seiner einfacheren Durchführbarkeit den anderen in vitro assays für pri-

mitive Stamm- und Progenitorzellen wie zum Beispiel dem LTC-IC (long-term-culture-

initiating cell, siehe Einleitung)-Assay, aber auch dem CFU-S und HPP-CFC-Assay vor-

gezogen. In seinem für diese Methode grundlegenden Artikel stellt Breems et al. [14] die

Vorzüge gegenüber dem colony-forming-unit- (CFU) Assay und dem von Sutherland et al.

[99] beschriebenen long-term-culture-initiating-cell (LTC-IC) Assay heraus. Der CAFC-

Assay ermöglicht eine Beurteilung der CAFC-Frequenz zu verschiedenen Zeitpunkten.

Da zur Quantifizierung der LTC-IC die Stammzellkandidaten in semisoliden Medium re-

platiert werden, ist mit der Bestimmung des zeitlichen Verlaufs der Frequenz eine un-

gleich größere Menge an Knochenmark und an Aufwand verbunden. Beide Testsysteme

qualifizieren jedoch eine weitgehend identische Zellpopulation.

In den vergangenen sechs Jahren wurden diese Versuchsbedingungen modifiziert, das

51
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Grundkonzept ist jedoch erhalten geblieben: Als Stromalayer werden unter anderem die

murine Stromazelllinie Sys-1 und die murine Präadipozytenzellinie FBMD-1 verwendet.

In Tabelle 4.1 werden die verschiedenen Kulturbedingungen verglichen, die in Zusam-

menhang mit der Zellinie FBMD-1 beschrieben werden. Um Unregelmäßigkeiten und

Kontaminationen bei der Herstellung des Mediums zu vermeiden, wurde hier das Kom-

plettmedium „MyeloCult“gewählt. Die anderen Bedingungen entsprechen den in der Li-

teratur beschriebenen Parametern.

Tabelle 4.1: Kulturbedingungen aus der Literatur

HC Hydrocortison,ME Mercaptoethanol,SM Streptomycin

Autor Breems et al. van Hennik et al. Rappold et al. eigene Bedingun-

gen

Medium IMDM IMDM with

Glutamax

MyeloCult MyeloCult

10% FCS 10% FCS

5% horse Serum 5% horse Serum

10−4 M 2-ME 10−4 M 2-ME

10−5 M HC 10−5 M HC 10−6M HC 10−6M HC

100 U/ml Penicillin 100 U/ml Penicillin

100µg/ml SM 100µg/ml SM

10 ng/ml IL-3 10 ng/ml IL-3 10 ng/ml IL-3

20 ng/ml G-CSF 20 ng/ml G-CSF 20 ng/ml G-CSF

Zellzahl 10-320 Zellen 10-320 Zellen

Inkubation 33◦C, 10% CO2 33◦C, 10% CO2 33◦C, 10% CO2 33◦C, 10% CO2

Auswertung 2., 4., 6. Woche 2., 4., 6. Woche 5. Woche 2., 4., 5., 6. Woche

Kriterien 1 Klon≥ 5 Zellen 1 Klon≥ 5 Zellen 1 Klon≥ 5 Zellen 1 Klon≥ 5 Zellen

Referenz 17 51 86
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Zur Etablierung des CAFC-Assays wurden aus Leukapherisat per Ficoll-Gradient und

MACS-Selektion CD34pos periphere Stammzellen gewonnen, in den Zellkulturen nach

den oben beschriebenen - durch Literatur bestätigten - Bedingungen inkubiert und ausge-

wertet. Die Ergebnisse entsprechen den bisher veröffentlichten Frequenzen (siehe Tabelle

4.2).

Tabelle 4.2: Referenzergebnisse CAFC-Frequenzen pro

105Zellen der 5. oder 6. Woche,eigene Ergebnisse

Material Phänotyp CAFC Referenz

Leukapherisat (Tumorpatienten) CD34+ 493 [9]

Leukapherisat (Lymphom, MM, solide

Tumoren)

CD34+ 151-780* [67]

Leukapherisat (NHL, Burkitt, Hodgkin,

MM)

CD34+ 8330 [15]

Leukapherisat (NHL, MM, Hoden-Ca,

M.Hodgkin)

CD34+ 300 [18]

Leukapherisat (NHL, MM, Burkitt) CD34+ 84 [16]

Leukapherisat (gesund) CD34+ 763 [77]

Knochenmark (gesund) CD34+ 280-406* [67]

Knochenmark (gesund) CD34 580 +/-210 [99]

Knochenmark (gesund) CD34+ 379-1563 [53]

Leukapherisat (gesund/ solide Tumo-

ren)

CD34+ 204-778 eigene

Werte

∗ korrigiert anhand Reinheit

Grundsätzlich ist in Betracht zu ziehen, daß die Mobilisation der peripheren Blutstamm-

und Progenitorzellen durch G-CSF und auch zum Teil durch Chemotherapeutika die Zel-

len in vivo beeinflußen könnte. So wurde zum Beispiel nachgewiesen, daß G-CSF eine

verstärkte Expression von Differenzierungsantigenen hervorruft [101]. Als Vorgriff auf
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die Expansionsversuche sei hier anzumerken, daß, ausgehend von einer Gabe 5µg G-

CSF/ kg Körpergewicht und Tag [93] und einem Blutvolumen von 65 ml/kg Körperge-

wicht [84], die Plasmakonzentration zumindest kurzzeitig bei 77 ng/ml liegt. Der Zyto-

kinspiegel liegt damit in einem Bereich, der in Expansionsversuchen verwendet wird.

Es konnte weiterhin gezeigt werden, daß durch Hinzufügen von G-CSF und IL-3 in sehr

geringen Konzentrationen (20 beziehungsweise 10 ng/ml) im CAFC-Medium die Ausbil-

dung von CAFC gefördert und auch im fetalen Schafmodell die Detektion von Donor-

Zellen unterstützt [116] wird. Die sich anschließende Isolierung der Blutzellen durch

Dichtezentrifugation wurde, wie auch die MACS-Separation, als bereits im Labor be-

stehende Methode übernommen. Zusätzlich zu den Angaben des Herstellers bezüglich

der MACS-Selektierung wurde der Separationsvorgang wiederholt, um die Reinheit der

Zellen zu erhöhen. Anschließend wurden die Zellen eingefroren. Die hier nach dem Auf-

tauen gemessenen Reinheiten von 81% bei CD34pos und 64% bei AC133pos isolierten

Zellen könnten Folge des Einfrierens und Auftauens sein.

Der CFU-Assay wurde als im Labor etablierte Versuchsanordnung übernommen. Sowohl

für den CFC- als auch für den CAFC-Assay gilt, daß alle Auswertungen von einem Un-

tersucher vorgenommen wurden, um die Vergleichbarkeit zu gewährleisten.

4.2 Vergleich AC133pos und CD34pos Zellen

Die ersten Veröffentlichungen zu AC133 beschreiben diesen Antikörper in Zusammen-

hang mit CD34pos Zellpopulationen. Man vermutete, daß AC133pos Zellen eine frühere

Stamm- und Progenitorzellpopulation als die CD34pos Zellen darstellen.

CD34negAC133pos Zellen konnten zu diesem Zeitpunkt nicht nachgewiesen werden [111,

112]. Gallacher et al. [41] identifizierten und charakterisierten diese Zellen, in ihren Ex-

perimenten bilden AC133pos in der CD34negCD38neg Zellfraktion, in der sie 0,2% der

Zellen darstellen, mehr colony forming cells (CFC) als die AC133neg. Die Zellzahl einer

Ausgangspopulation CD34negCD38negLinnegAC133pos Zellen vervielfacht sich nach drei

Tagen 3-4fach - im Gegensatz zu CD34negCD38negLinnegAC133neg Zellen, die sich nicht
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vermehren. Außerdem können nur in mit CD34negCD38negLinnegAC133pos Zellen trans-

plantierten NOD/SCID Mäusen humane Zellen nachgewiesen werden. Dies bedeutet, daß

CD34pos Stamm- und Progenitorzellen und AC133pos Stamm- und Progenitorzellen über-

lappende Zellpopulationen sein könnten, die AC133pos Population im Vergleich zu der

heterogenen Fraktion der CD34pos aber selektiver ist.

Je nach Herkunft der untersuchten Zellen beträgt der Anteil der AC133pos in der CD34pos

Population 30-70% [112]. Bei der Betrachtung der hier erhobenen Daten sollte beachtet

werden, daß 54% der CD34 isolierten Zellen und 73% der AC133pos Zellen beide Anti-

gene tragen.

Da die Zellen erst nach dem Auftauen durch FACS-Analysen phänotypisiert wurden, kann

keine Aussage über die Verteilung der Oberflächenantigene der frisch isolierten Zellen

beziehungsweise eine Veränderung derselben durch den Prozeß des Einfrierens und Auf-

tauens gemacht werden.

Vergleich der nicht expandierten Zellen

In der vorliegenden Arbeit konnte kein Unterschied im Anteil an klonogenen Progeni-

torzellen in den untersuchten Zellpopulationen nachgewiesen werden, was anhand des

CFU-Assays überprüft wurde. Matsumoto et al. [66] beschreiben jedoch, daß CD34pos

Zellen signifikant mehr BFU-E bilden als AC133pos und AC133pos mehr CFU-GM als

CD34pos Zellen; dabei ist zu erwähnen, daß die CFC in BFU-E, CFU-Mix und CFU-GM

unterteilt wurden. In dieser Arbeit wurden lediglich BFU-E und CFU-G/GM differen-

ziert. Da das Verhältnis von eingesetzten Zellen und CFC nicht linear ist, können die von

Matsumato erhobenen Werte, die sich auf 100 eingesetzte Zellen beziehen, nicht absolut

mit den hier ermittelten Daten in Beziehung gesetzt werden, die von einer Zellzahl von

500 und 1000 ausgehen. Die Ergebnisse können nur relativ verglichen werden, sprich die

Klonogenitäten der untersuchten Zellpopulationen in einem Versuchsansatz. Die diffe-

rierenden absoluten Resultate könnten - neben der unterschiedlichen Ausgangszellzahl -

daher entstanden sein, daß andere Zytokine zum CFU-Medium zugesetzt wurden. Matsu-

moto verwendete G-CSF, jedoch kein IL-1β und IL-6.



56 KAPITEL 4. DISKUSSION

Bei der Untersuchung der primitiven Stamm- und Progenitorzellen durch den CAFC-

Assay zeigen die AC133pos Zellen in der 2. und 6. Woche der Langzeitzellkultur in dieser

Arbeit eine signifikant höhere Anzahl von Stammzellen als die CD34pos Zellpopulati-

on. Dieses Ergebnis bestätigt die Versuche von Matsumoto et al., die ebenfalls in der

AC133pos Zellpopulation mehr LTC-IC zeigten. Diese Untersuchungen weisen somit dar-

auf hin, daß die AC133pos Stamm- und Progenitorzellpopulation tatsächlich primitivere

Zellen enthält als die CD34pos Zellfraktion.

4.2.1 Vergleich der CD34pos versus AC133pos Stammzellpopulatio-

nen bezüglich der ex vivo Expansionsfähigkeit

Die Möglichkeit, Stammzellen zu vermehren, würde - wie schon in der Einleitung er-

läutert - die Therapieoptionen der Stammzelltransplantation möglicherweise verbessern.

Die ersten Experimente zur in vitro Expansion CD34pos Zellen wurde 1992 beschrie-

ben. Damals wurden die CD34pos aus peripherem Blut [39, 49] gewonnen. Zu diesen

Studien verwendeten Haylock et al. eine Zytokinkombination aus IL-1β, IL-3, GM-CSF

und SCF und erreichten damit eine 20-60fache Vermehrung der Zellzahl. Seither wurden

verschiedenste Zytokinkonzentrationen, Wachstumsfaktorkombinationen, Zeitpunkt des

Mediumwechsels und anderen Parameter in den Kulturansätzen verändert. Die am häu-

figsten benutzten Zytokine in in vitro Experimenten sind SCF, IL-1, IL-3, IL-6, G-CSF,

GM-CSF, Erythropoetin, Thrombopoetin und Flt-3-Ligand [11, 21, 23, 37, 78, 85, 113].

Im Folgenden wird die Verwendung von SCF (= kit-Ligand = mast cell growth factor =

steel factor), Thrombopoetin (= MGDF) und Flt-3-Ligand diskutiert, die in der hier vor-

liegenden Arbeit verwendet wurden, da mit dieser Zytokinkombination am ehesten pri-

mitive Stammzellen expandiert werden können. Petzer et al. zeigten, daß sowohl Throm-

bopoetin allein als auch Flt-3-Ligand allein und mit IL-3 und SCF die LTC-IC-Frequenz

steigern [78]. Thrombopoetin gilt als wichtigster Wachstumsfaktor für Megakaryozyten,

sowie deren Reifung und Bildung von Thrombozyten [56]. Der Rezeptor für dieses Zy-

tokin befindet sich demnach auf CD34pos Zellen als Vorstufen der Megakaryozyten, auf
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Megakaryozyten selbst und auf Stammzellen.

SCF wird sowohl in der embryonalen als auch in der adulten Hämatopoese eine ent-

scheidende Rolle zugewiesen [19], jedoch vor allem in Kombination mit anderen Zyto-

kinen [11, 113], allein erhält es lediglich die Fähigkeit zur Langzeit-Repopulation von

RholowLinnegSca-1pos Zellen [19].

Flt-3-Ligand beeinflußt präferentiell „frühere“als „spätere“Zellen [37], wie es zum Bei-

spiel den Anteil der CD34pos Zellen ausgehend von einer CD34posCD38dim Zellpopulati-

on vergrößert. Die Kombination mit SCF führt zu einem starken Synergismus.

Die Verwendung aller drei Zytokine - Flt-3-Ligand, Thrombopoetin und SCF - fördert ins-

besondere das Wachstum multipotenter Progenitorzellen [85] und erhält Progenitorzellen

die Fähigkeit, auf lange Zeit lymphohämatopoetische Zellen bilden zu können [97].

In den hier dargestellten Versuchen war durch eine 4 beziehungsweise 7 Tage dauernde

Kultivierung von CD34pos und AC133pos Zellen im serumfreien Medium mit Throm-

bopoetin, Flt-3-Ligand und SCF keine signifikante Erhöhung der Zellzahl nachweisbar.

Im Vergleich der beiden Zellpopulationen konnte weder ein Unterschied in der Anzahl

der CFC noch in der Frequenz der CAFC festgestellt werden. Das Ergebnis der Ver-

gleichsgruppe dieses Expansionsversuchs, das heißt die „Tag 0-Zellen “, respektive nicht

expandierte Zellen, bestätigen die Daten des CAFC-Assays zum Vergleich der nicht ex-

pandierten CD34pos und AC133pos Zellen: AC133pos Zellen bilden in der 2. Woche der

Langzeitzellkultur um den Faktor 1,67 mehr CAFC als CD34pos Zellen.

Matsumoto et al. [66] beschreiben eine Vermehrung der Zellzahl um das 14-23 fache in

einer zweiwöchigen Kultivierung von AC133pos und CD34pos Zellen in serumfreiem Me-

dium mit Flt-3-Ligand; jedoch kann auch hier kein Unterschied zwischen diesen beiden

Populationen festgestellt werden. In der funktionellen Analyse durch den CFU-Assay zei-

gen die AC133pos eine 7,1 fache, die CD34pos eine 2,9 fache Vermehrung. Die in dieser

Arbeit dargestellten Experimente zeigen nach der 4 beziehungsweise 7 Tage dauernden

Kultivierung keine Vermehrung der Zellzahl.

Die Betrachtung der CAFC-Frequenz im zeitlichen Verlauf der ex vivo-Kultivierung in-

nerhalb einer Zellpopulation zeigte, daß bei CD34pos und AC133pos Zellen in den hier dar-
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gestellten Daten nach vier Tagen Expansion im serumfreien Medium die CAFC-Frequenz

Woche 2 zugenommen hatte, die CAFC-Frequenz der 5. Woche sich jedoch im Vergleich

zu den nicht expandierten Zellen nicht geändert hatte. Das legt die Vermutung nahe, daß

eine Differenzierung der Zellen stattgefunden hat, die in nicht expandiertem Zustand viel-

leicht die Eigenschaften sehr früher Stammzellen besessen hatten, wodurch eine relative

Vermehrung der „späteren“CAFC Woche 2 - Zellen eventuell aus CAFC Woche 5 resul-

tiert (siehe auch Einleitung), oder aber daß sich die CAFC Woche 2 absolut vermehrt

haben. Es sei nochmal daran erinnert, daß die CAFC-Frequenz, die durch die Anzahl der

Kolonien in der 2. Woche der Langzeitkultur berechnet werden kann, mit klonogenen,

kommittierten Progenitorzellen korreliert.

Die sieben Tage lang expandierten Zellen zeigten nur eine Zunahme der CD34pos Zellen

in der 2. Woche des CAFC-Assays,was ebenfalls darauf hindeutet, daß die Expansion

CAFC-bildender Zellen unter diesen Kulturbedingungen nicht möglich ist.

Bhatia et al. [11] beschreiben eine ex vivo Expansion von CD34posCD38pos und CD34pos

CD38neg Zellen unter Zusatz der Wachstumsfaktoren SCF, Flt-3-Ligand, G-SCF, IL-3 und

IL-6 , bei der sich über Tag 4 bis Tag 9 eine Zunahme der Zellzahl zeigte, die Vermehrung

der CFC jedoch am 9. Tag im Vergleich zum 4. Tag bei den primitiveren CD34posCD38neg

schon wieder abgenommen hatte. Diese Tendenz zur Abnahme der Repopulationsfähig-

keit setzte sich im SRC-Modell (in vivo-assay) fort: Es zeigte sich am Tag 4 im Ver-

gleich zu Tag 0 kein oder ein nur sehr geringer Unterschied in der Fähigkeit, SCID-Mäuse

mit humanen Zellen erfolgreich zu transplantieren, während 9 Tage kultivierte Zellen in

SCID-Mäusen kein Engraftment mehr zeigten. Die FACS-Analyse ergab, daß der Phäno-

typ bei den 4 Tage lang ex vivo kultivierten Zellen identisch geblieben war; an Tag 9 nahm

bei den anfangs CD34posCD38neg der Anteil der der CD34pos CD38pos zu, die zunächst

(an Tag 0) CD34posCD38pos Zellen differenzierten sich zu einem CD34negCD38neg Phä-

notyp. Die Autoren folgern daraus, daß die Anzahl der Zellen absolut, der CFC und der

CD34pos Zellen nicht mit der Fähigkeit expandierter Zellen zur Repopulation korreliert.

In Bezug auf die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse läßt sich schließen, daß die Fä-

higkeit zur kurzzeitigen Repopulation, nachgewiesen durch den CFU-Assay, unter den
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oben beschriebenen Expansionsbedingungen während vier Tagen erhalten bleibt oder

durch Zunahme der CAFC Woche 2 begründet sogar zunimmt, das in vitro nachweisbare

long-term-engraftment (entsprechend den CAFC Woche 5/6) sich jedoch nicht verändert.

4.3 CD34neg und CD164pos/neg Subpopulationen

Die Arbeitsgruppe um Osawa zeigte 1996 erstmals [75], daß eine einzelne CD34low/neg

c-kitposSca-1posLinneg murine Zelle eine lymphohämatopoetische Rekonstitution bei töd-

lich bestrahlten Ly 5.2 Mäusen erzielen konnte. Dies war der erste Hinweis, daß CD34pos

Zellen nicht als „die Stammzellen“betrachtet werden können. Da zu diesem Zeitpunkt

die Vergleichbarkeit des murinen und des humanen Stammzellsystems noch nicht er-

wiesen war [33], konnte noch keine Aussage über das humane Expressionsmuster bei

hämatopoetische Stammzellen getroffen werden. 1997 identifizierten Goodell et al [43]

eine CD34neg Zellpopulation beim Menschen, bei Affen und bei Mäusen. Die zunächst

CD34neg Zellen der Rhesusaffen exprimierten im Laufe der Kultivierung im LTC-IC-

Assay das CD34- Oberflächenmolekül, was zeitlich mit der Fähigkeit, Kolonien zu bilden,

korrelierte.

Zwei Jahre später folgten Untersuchungen mit humanen CD34neg Stammzellen: Zum

einen konnte anhand des fetalen Schafmodells [115] gezeigt werden, daß CD34neg Stamm-

zellen in vivo die Fähigkeit besitzen, einen Organismus langfristig zu repopulieren und

daß CD34neg Zellen Vorläuferzellen von CD34pos Zellen sind. Zum anderen wurde mit

Hilfe des SCID-Maus-Modells eine „SCID-Maus repopulierende Zelle (SRC)“beschrieben,

die als CD34neg HLA-DRnegThy-1neg phänotypisiert wurde [12]. Diese Zelle wies keine

klonogene Aktivität in vitro auf, proliferiert im Gegensatz zu LinnegCD34posCD38pos Zel-

len unter serumfreier ex vivo-Kultivierung und zeigt eine verstärkte Fähigkeit zur SCID-

Repopulation nach Kultivierung mit fetalem Kälberserum (FCS) oder humanem durch

Umbilicalvenenendothelzellen konditioniertes Medium (HUVEC-CM).

Trotz der bewiesenen frühen hämatopoetischen Aktivität CD34neg Zellen konnten die-

se Zellen nicht positiv identifiziert werden. Gallacher et al. vermuteten, daß diese sehr
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kleine Zellfraktion innerhalb der CD34negLinneg Zellpopulation durch den Antikörper

AC133 positiv charakterisieren könnte [41]. Sie sortierte CD34negLinnegCD38neg Zel-

len in AC133pos und AC133neg Subpopulationen, wobei sie in der AC133pos Zellfraktion

keine oder wenig klonogene Aktivität fand, allerdings in geringem Ausmaß NOD/SCID-

Mäuse erfolgreich transplantieren konnte. Um eine höhere Rate von erfolgreichen Trans-

plantationen zu erzielen, stimulierte sie vor der Injektion der CD34negCD38negLinneg-

AC133pos diese ex vivo mit Zytokinen, wobei sie eine Vermehrung der Zellzahl um das

drei- bis vierfache innerhalb drei Tagen sowie die Expression des CD34-Oberflächen-

moleküls zeigen konnte.

Diese Ergebnisse wurden jedoch durch eine von Sato et al. [90] vorgelegte Arbeit re-

lativiert, der durch Gabe von 5-Fluoruracil (5-FU) die Expression von CD34 reversibel

ändern konnte. Das wiederum stützt die Hypothese, daß das Oberflächenantigen CD34

die Aktivität einer hämatopoetische Stammzelle widerspiegeln könnte.

In der hier vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob CD164 ein geeigneter Marker

ist, die CD34neg, als Stammzellen bezeichneten Zellen positiv zu identifizieren. Es war

jedoch nicht oder in einem nur sehr geringen, nicht signifikanten Umfang möglich, sowohl

aus CD34negCD164neg als auch aus CD34negCD164pos Zellen in in vitro Zellkulturen als

hämatopoetische Stamm- oder Progenitorzellen darzustellen. Die Ursache dafür könnte

ein Mangel an adäquaten Wachstumsfaktoren [1, 41] sein. Die in Kooperation mit E.

Zanjani durchgeführten Transplantationen der gleichen Zellen im Schafmodell zeigten

jedoch eine Stzammzell-Aktivität vor allem der CD34negCD164pos Zellfraktion. Daraus

läßt sich schließen, daß die CD34negCD164pos/neg Zellen zu unreif sind, um im CAFC-

Assay in vitro entdeckt werden zu können.

Die als Kontrollgruppe verwendeten CD34posCD164pos und CD34posCD164neg Zellen

zeigten im CAFC-Assay eine signifikant höhere koloniebildende Aktivität als die CD34neg

Populationen. Das Überraschende jedoch ist, daß die CD34posCD164neg Subpopulati-

on sowohl im CFU- als auch im CAFC-Assay mehr Kolonien bildet als die CD34pos-

CD164pos Zellfraktion. Das widerspricht den von Zannettino et al. [117] veröffentlichten

Daten, die im pre-CFU-Assay eine wesentlich höhere klonogene Aktivität der CD34pos-
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CD164pos Subpopulation zeigen. Auch die höhere Repopulationsrate der CD164pos Zel-

len im fetalen Schafmodell [1] steht im Mißverhältnis zu den hier dargestellten Daten.

Die hier als Kontrolle erhobenen Werte der CD34pos Population sollten auch als solche

betrachtet werden und den Differenzen innerhalb dieser Gruppe angesichts der niedrigen

Fallzahlen keine wesentliche Bedeutung beigemessen werden.

Basierend auf unseren eigenen Daten und der verfügbaren Literatur konnten wir zeigen,

daß CD34neg Zellen in in vitro assays nicht detektierbar sind. Es scheint möglich, daß

das inzwischen als CD133 geclusterte Antigen, das durch den Antikörper AC133 erkannt

wird, die „früheste“, in vitro darstellbare Stammzellpopulation definiert. Weitere, insbe-

sondere in vivo assays müssen zeigen, welche phänotypisch definierten Populationen den

primitivsten hämatopoetischen Stammzellen zuzuordnen sind.
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Kapitel 5

Zusammenfassung

Bis heute ist die eindeutige Identifizierung hämatopoetischer Stammzellen nicht gelun-

gen. In dieser Arbeit sollten mit Hilfe von in vitro assays phänotypisch charakterisierte

Zellpopulationen verglichen werden, die möglicherweise als frühe Vorläuferzellen be-

trachtet werden können. Zunächst wurde anhand CD34pos Zellen der CAFC-Assay eta-

bliert. Dieser Assay gilt als die Methode, die die primitivsten in vitro darstellbaren Stamm-

und Progenitorzellen quantifiziert. Die Darstellung früher Stammzellen wurde durch den

CFU-Assay ergänzt, der wesentlich differenziertere, kommittierte Progenitoren detektiert.

Nachdem die Methoden anhand von Daten aus der Literatur verifiziert worden waren,

wurden in einer ersten Versuchsreihe CD34pos und AC133pos Zellpopulationen nativ und

nach vier beziehungsweise sieben Tagen ex vivo-Kultivierung untersucht; in einer zweiten

Versuchsreihe wurden noch primitivere LinnegCD34neg Stammzellkandidaten analysiert,

die elektronisch mit Hilfe eines Zellsorters in eine CD164neg und eine CD164pos Subpo-

pulation geteilt worden waren.

Aus den Untersuchungen der CD34pos und AC133pos Zellen konnte geschlossen werden,

daß die durch den Antikörper AC133 charakterisierten Zellen einer unreiferen Populati-

on angehören als die heterogenen CD34pos Zellen: In den Experimenten zeigte sich eine

signifikant höhere Anzahl von CAFC der 2. und 6. Kulturwoche innerhalb der AC133pos

Zellen. Die ex vivo Expansion der beiden Zellpopulationen in mit SCF, Flt-3-Ligand und

Tpo ergänzten serumfreien Medien hatte keine Auswirkung auf die Frequenz der in vi-

63
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tro nachweisbaren Stammzellen. Der Anteil der Progenitorzellen, quantifiziert als CAFC

Woche 2, nahm jedoch zu.

In den Untersuchungen der CD34neg Zellen konnten unter den hier gewählten Bedin-

gungen weder CD34negCD164neg noch CD34negCD164pos Zellen im CAFC- oder CFU-

Assay nachgewiesen werden; diese Daten bestätigen und ergänzen bereits veröffentlichte

Ergebnisse. Die gleichzeitig in Kooperation mit E. Zanjani durchgeführten Transplanta-

tionen der CD34negLin neg Zellpopulationen zeigen jedoch ein Engraftment vor allem der

CD34negCD164pos Zellen im fetalen-Schaf-Modell.

In vitro-Methoden scheinen somit für unreifere als CD34pos Zellen nicht adäquat. CD34neg

Linneg Zellen lassen sich unter den bisher verwendeten ex vivo Bedingungen nicht un-

tersuchen. Um weitere Aussagen über diese Zellen treffen zu können, müssen in vivo-

Modelle wie zum Beispiel das fetal-sheep-Modell oder die Transplantation derartiger

Zellen in NOD/SCID-Mäuse herangezogen werden.
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