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1. Einleitung

1.1 Die Stammzelle / hamatopoetische Vorlauferzelle: Ursprung,

Entwicklung, Therapeutischer Einsatz

1.1.1 Herkunft der Blutzellen

Die Neubildung von Blutzellen, Hamatopoese, geht von Stamm- bzw.
Vorlauferzellen aus und findet in hamatopoetischen Organen wie Knochenmark
und lymphatischem Gewebe statt. Die Hamatopoese umfasst im Rahmen der
Myelopoese, der Erythropoese und der Lymphopoese die Bildung aller Zellreihen:
Unter Myelopoese versteht man die Bildung von obligat markgebundenen
Zellreihen wie Granulozyten, Monozyten und Thrombozyten. Die Erythropoese
umfasst die Bildung der roten Blutkérperchen und ist beim Erwachsenen fast
ausschlief3lich an das Knochenmark gebunden, kann jedoch auch bei extrem
gesteigertem Bedarf in Leber und Milz stattfinden. Wahrend der Lymphopoese
hingegen werden Lymphozytenreihen gebildet. Diese Zellen stammen zwar von
einer Knochenmarks-gebundenen Stammzelle ab, wandern jedoch frihzeitig in
Thymus, Milz und Lymphknoten aus, wo sie unter dem Einfluss humoraler
Faktoren in die verschiedenen Immunzellen differenzieren.

Die Hamatopoese beginnt Dbereits wahrend der 3. Woche der
Embryonalentwicklung im Dottersack sowie in der embryonalen Aorta, spater auch
in Leber und Milz und ab dem 7. Monat der Fetalentwicklung Uberwiegend im
Knochenmark (Tavian et al. 2005, Bollerot et al. 2005). Bei Neugeborenen werden
noch in fast allen Knochen Blut gebildet, beim Erwachsenen hingegen dient nur
noch ca. 30 % des Knochenmarks, sogenanntes ‘rotes Mark’, der Hamatopoese
und befindet sich v.a. im Stammskelett und in den proximalen Anteilen der langen

Rohrenknochen.



1.1.2 Das Stammzellsystem

Nach ihrer Differenzierungspotenz unterscheidet man totipotente Stammzellen mit
uneingeschrankter Differenzierungs- und Selbsterneuerungspotenz von pluri- und
unipotenten Stammzellen. Die pluripotente Stammzelle leitet sich direkt vom
embryonalen Mesenchym ab und wird auch Hamozytoblast genannt. Sie wird in
allen blutbildenden Geweben gefunden und zirkuliert in kleinen Mengen auch im
peripheren Blut. Morphologisch gleichen die Stammzellen den Lymphozyten.
Durch differentielle Zellteilung der undeterminierten pluripotenten Stammzellen
entstehen determinierte unipotente Stammzellen, die auch als Vorlaufer- oder
Progenitorzellen bezeichnet werden. Aus den pluripotenten Stammzellen ist eine
Differenzierung in alle Zellen des myeloischen (Granulozyten, Monozyten,
Erythrozyten und Thrombozyten) oder lymphatischen (T-Lymphozyten, B-
Lymphozyten bzw. Plasmazellen und Natirliche Killerzellen) Systems mdglich
(Tavian et al. 2005, Blom et al. 2006). Sie sammeln sich im Knochenmark
entsprechend ihrer Zelldetermination zu koloniebildenden Einheiten (colony
forming units, CFU) und kdénnen von sogenannte colony stimulating factors (CSF)
aktiviert werden. Dabei ist im Rahmen der Myelopoese CFU-Eo fir die Ausbildung
zu eosinophilen Granulozyten, CFU-G/M fur die Entwicklung zu Granulozyten oder
Monozyten (Kubik 1980) verantwortlich. CFU-E/Mega determiniert die Bildung zu
Erythrozyten oder Megakaryozyten.

Fur diese Proliferations- und Differenzierungsprozesse sind verschiedene
hamatopoetische Faktoren verantwortlich, u.a. Interleukine, colony stimulating
factors (CSF), Erythropoetin und das Thrombopoetin.

Ha&matopoetische Regulation

Es wurde eine Reihe von Zytokinen identifiziert, welche die Proliferation und
Differenzierung der Stammzellen beeinflussen:
Der Stammzellfaktor (SCF) ist fur die Hamatopoese ein essentielles Zytokin, indem

es den Eintritt der Zellen in den Zellzyklus beeinflusst und die Differenzierung und

Proliferation der Zellen erleichtert. Dabei ist SCF alleine nicht in der Lage



Progenitorzellen in den Zellzyklus zu “schicken’; es schitzt sie jedoch vor
apoptotischem Zelltod. In Kombination mit anderen Zytokinen steigert SCF das
Zellwachstum CD34-positiver Zellen (Hassan et al. 1996).

Thrombopoetin (TPO), das u.a. in Leber, Niere und Knochenmarkstroma gebildet

wird, ist der bedeutsamste Regulator von Wachstum, Differenzierung und Reifung
von Megakaryozyten (Li et al. 2005, de Sauvage et al. 1994, Kaushansky et al.
1994). Der Serum-TPO-Spiegel korreliert signifikant mit dem Schweregrad einer
peripheren Thrombozytopenie. Weiter wurde eine inverse Korrelation zwischen
TPO-Spiegel und Thrombozytenzahl beobachtet (Shimazaki et al. 1997). Als c-
mpl-Ligand (Wendling et al. 1994) induziet TPO das Wachstum von
Megakaryozyten-Vorstufen sowie deren spatere Ausdifferenzierung zu
Thrombozyten Uber Aktivierung zahlreicher Signalkaskaden wie MAPK
(Ras/mitogen-activated protein kinase), STAT 5 (signal transducers and activators
of transcription 5), PI3-K (phosphatidyl-inositol 3-Kinase) und Protein C
(Matsumara et al. 2002). Interleukin-3 (II-3) ist dabei in der Lage, in vitro sowohl
Proliferation als auch Differenzierung von Megakaryozyten-Vorstufen zu induzieren
(Cardier et al. 1996).

Auf Grund der Komplexizitst der Regulation ist meist mehr als ein
Wachstumsfaktor an der Regulation einer Zellreihe beteiligt:

In Kombination von TPO mit Interleukin-3 oder SCF wird ein signifikanter Anstieg
der Zahl von CFU-Mega induziert (Cardier et al. 1996). Weiter hat die Kombination
von Interleukin-6 (lI-6) zusammen mit 1I-3 und TPO via Glycoprotein 130 einen
gunstigen Effekt auf die Entstehung von Megakaryozyten (Siu et al. 1999).

Auf die Differenzierung zu Granulozyten und Monozyten hat eine Kombination aus
den sechs Faktoren Interleukin-3 (IL-3), Stammzellfaktor (SCF), Thrombopoetin
(TPO), Interleukin-6 (IL-6), GM-CSF und G-CSF den gro3ten Einfluss (Laluppa et
al. 1997, Cook et al. 1989).

Viele Wachstumsfaktoren finden bereits Kklinischen Einsatz wie z.B. das
Erythropoetin zur Behandlung der renalen Anamie (Eschbach et al. 1987) oder G-

CSF zur Verkirzung einer Neutropenie im Rahmen einer Chemotherapie (Ravandi



F. 2006). Erythropoetin verstarkt zudem die proliferationsférdernde Aktivitat von
TPO auf Megakaryozyten (Cardier et al. 1996).

Identifikation humaner Stammzellen

Zur ldentifikation von humanen Stammzellen wurde eine Reihe von Markern
entdeckt. Das Differenzierungsantigen CD34 (cluster of differentiation) war der
erste Marker, der auf allen humanen hamatopoetischen Progenitorzellen gefunden
wurde (Civin et al. 1990). Es folgten weitere Charakterisierungen wie die
Zugehorigkeit der Progenitorzellen zur CD59 Familie (Hill et al. 1996) und zur
CD133 Klasse (Kobari et al. 2001). Wie die Maus-Stammzelle ist die humane
Stammzelle Thy-1 positiv (Baum et al. 1992), Lin negativ und beide exprimieren
die c-kit Rezeptor Tyrosinkinase. Dieser CD34+Tyr+Lin-(c-kit lo) Phanotyp
identifiziert humane hamatopoetische Stammzellen in adultem Knochenmark,
peripherem Blut, fetaler Leber, fetalem Knochenmark und Nabelschnurblut
(Lagasse et al. 2001). Es ist wichtig hervorzuheben, dass die CD34-positive
Zellpopulation 1 % - 6 % des Knochenmarks, dagegen die hamatopoetische
Stammzellen nur circa 0,5 % représentieren. Folglich enthalt die CD34-positive
Zellpopulation, im Gegensatz zu den hamatopoetischen Stammzellen, auch nicht-
hamatopoetische Stammzellen (Lagasse et al. 2001). In allen in dieser Arbeit
beschriebenen Experimenten handelt es sich um CD34-positive Progenitorzellen,
die synonym zu Stammzellen oder CD34-positiven Stammzellen verwendet

werden.

Granulozyten und Monozyten

Die Granulozyten werden im Knochenmark gebildet und ins Blut abgegeben. lhre
Lebensdauer betragt 2-3 Tage. Der anschlieende Abbau erfolgt im
mononuklearen Phagozytosesystem. Die Granulozyten konnen die Blutbahn
verlassen und ins Gewebe einwandern, wo sie vor allem der unspezifischen
Abwehr von Bakterien, Parasiten und Pilzen dienen. Man unterscheidet nach ihrem

Farbeverhalten neutrophile, basophile und eosinophile Granulozyten.



Die neutrophilen Granulozyten machen ca. 60 % der Zellen im Differentialblutbild

aus. Nach ihrem Reifungsgrad unterscheidet man jugendlich stabkernige von
ausgereiften segmentkernigen Granulozyten. Nach Aktivierung Uber Antigen-
Bindung wandern diese aktiv zu einem Infektionsherd aus, um dort Erreger zu
identifizieren, aufzunehmen und abzutdten. Neutrophile Zellen besitzen viele
Granula, die saure Hyrdolasen, Plasminogenaktivatoren, Myeloperoxidase und
neutrale Proteasen wie Elastase, Kollagenasen und Andere enthalten. Bei starker
Phagozytoseaktivitat werden auch sekundéare Granula entleert, die z.B. Lysozym
enthalten, das auf gram-positive Bakterien toxisch wirkt. Bei Infektionen kommt es
zu einem Anstieg der Zahl der neutrophilen Granulozyten.

Eosinophile Granulozyten haben etwa einen Anteil von 3 — 5 % der Zellen im

Differentialblutbild. Sie geben toxisch Enzyme (Peroxidase, eosinophiles
kationisches Protein etc.) nach auflen ab (Degranulation) und konnen somit
groRere extrazellulare Organismen wie Parasiten abtdten. Weiter wirken
Eosinophile bei der allergischen Immunantwort via Lipidmediatoren (z.B.
Leukotriene) mit.

Basophile Granulozyten besitzen spezifische Rezeptoren fur das sog. Fc-Fragment

von Immunglobulin E (IgE) und 16sen somit Hypersensitivitatsreaktionen aus. Eine
Aktivierung fuohrt zur Degranulation und somit Freisetzung von pro-
inflammatorischen Produkten wie Histamin, Proteasen und Proteoglykanen.
Basophile Granulozyten machen nur einen geringen Anteil (< 2 %) im
Differentialblutbild aus.

Monozyten sind mit einem Durchmesser von 12 — 25 pum die grof3ten Zellen im
Blut. Sie entstehen im blutbildenden roten Knochenmark und wandern Uber das
Blut in verschiedene Organe, wo sie sich je nach Gewebe in die entsprechenden
Zellen des mononukledren  Phagozytosesystems (z.B. Makrophagen,
Alveolarmakrophagen der Lunge, Mikroglia des ZNS, Langerhans-Zellen der Haut,
Kupffer-Zellen der Leber etc.) umwandeln kodnnen, aus. Im Rahmen der
Phagozytose nehmen diese Zellen kdrperfremdes Material oder Erreger auf, toten

diese ab und prasentieren sie schlie8lich den T-Lymphozyten als Vertreter der



spezifischen Immunabwehr als Antigen. Weiter wird durch Antigen-Bindung an das
CD14 Molekil auf der Oberflache von Makrophagen die Synthese und Freisetzung
entzindungsauslosender Mediatoren wie Interleukin Ibeta, Interleukin 6 oder

Tumor-Nekrose-Faktor verursacht.

Megakaryozyten und Thrombozyten

Megakaryozyten sind die Vorlauferzellen der Thrombozyten (Blutplattchen) und
gehdren mit bis zu 0,1 mm Durchmesser zu den grof3ten Zellen des menschlichen
Organismus. Die Megakaryozyten machen im Gegensatz zu anderen Zellreihen
eine endomitotische Kernteilung ohne Auflésung der Kernmembran und ohne
Ausbildung einer Mitosespindel durch, wobei ein polyploider Chromosomensatz
entstent. Durch Abschnirung gibt der Megakaryozyt mehrere Tausend
Thrombozyten frei. Die kernlosen Blutplattchen sind mit 4,5 um die kleinsten
Blutpartikel. Die normale Zahl im Blut betragt 150 000 — 380 000/ul. Die
durchschnittliche Lebensdauer liegt zwischen 8 bis 12 Tagen; der Abbau findet in
Milz und teilweise auch in der Leber statt. Die Thrombozyten spielen eine wichtige
physiologische Rolle in der Blutgerinnung, in dem sie sich v.a. in den Arterien an
freiliegende Kollagenfasern verletzter Blutgefal3e in der ersten Phase der
Thrombozytenaggregation anlagern (Adhéasion), wobei Adenosindiphosphat eine
unterstiitzende Rolle hat. In der zweiten und irreversiblen Phase der
Thrombozytenaggregation werden Prostaglandine und vasoaktive Substanzen
gebildet, die zur Bildung des sog. ‘weiRen” Thrombus fihren. Acetylsalicylsaure
oder Clopidogrel finden heute therapeutischen Einsatz in der Hemmung der

Thrombozytenaggregation.

1.1.3 Therapeutischer Einsatz der Stammzellen

Aufgrund der hohen Selbsterneuerungspotenz der Stammzellen und ihrer
Fahigkeit zur Differenzierung in alle Blutzellinien finden diese heutzutage
therapeutischen Einsatz. Wahrend embryonale Stammzellen nur im frihen Embryo

vorkommen, finden sich adulte Stammzellen im Organismus nach der Geburt. Aus



diesen Zellen werden wéahrend der gesamten Lebensdauer des Organismus, zwar
mit eingeschréankterem Differenzierungspotential als embryonale Stammzellen,

neue spezialisierte Zellen gebildet.

Gewinnung von Stammzellen

Stammzellen kénnen durch Knochenmarkpunktion aus dem Beckenkamm oder
durch periphere Stammzellsammlung aus dem Blut gewonnen werden. Bei
letzterer werden Stammzellen aus dem Venenblut der Patienten oder Spender
gesammelt. Hierbei wird das Blut in einem standigen Kreislauf von einer Armvene
durch einen Zellseparator geleitet und schlie3lich Uber die andere Armvene
zuruckgefuhrt. Diesen Vorgang nennt man Leukapherese und er dient dem
Sammeln spezifischer Zellen bzw. peripherer Stammzellen fir eine
Transplantation. Eine mogliche Alternative zur Transplantation von Stammzellen
aus Knochenmark oder peripherem Blut ist die Gewinnung von humanen
Stammzellen aus Nabelschnurblut. Nach eingehender Praparation dieser Zellen
werden sie in Zellkulturen unter der Zugabe von hamatopoetischen Faktoren zum
Wachsen gebracht (Chivu et al. 2002).

Einsatz von Stammezelltransplantation (SZT) und Knochenmarktransplantation
KMT

Blutbildendende Stammzellen des Knochenmarks finden in der Behandlung von

Leukdmien und Lymphomen Einsatz (Yoshimura et al. 2000). Im Rahmen der
Therapie von Tumorerkrankungen kann eine myeloablative Hochdosis-
Chemotherapie eingesetzt werden, durch deren Zytotoxizitat, auch auf blutbildende
Stammzellen, eine Minderung der Zellzahlen (Zytopenien) die Folge ist. Im
Anschluss an diese Behandlungsform muss die Blutbildung durch KMT oder SZT
aus peripherem Blut regeneriert werden. Lymphoproliferative Erkrankungen,
Leukadmien, solide Tumore und verschiedene Autoimmunerkrankungen werden
dann mit einer autologen SZT in Form einer Eigenspende behandelt (Gratwohl

2002). Nach Transplantation der Stammzellen auf den Patienten siedeln sich diese



wieder im Knochenmark an und gehen ihrer urspriinglichen Aufgabe, der Bildung
von Blutzellen, nach.

Bei der autologen SZT werden Blutstammzellen von residualen Tumorzellen
gereinigt (Purging) (Civin et al. 1990). Die autologen Transplantate sind dann frei
von Tumorzellen. Die Stammzellen werden wéhrend einer Chemotherapie
tiefgefroren und anschlieRend dem Patienten zurlck transfundiert. Der Vorteil der
Verwendung autologer Vorlauferzellen liegt in der fehlenden Immunogenitat, d.h.
die transplantierten Zellen werden vom Immunsystem nicht als fremd erkannt.
Leukamien, lymphoproliferative Erkrankungen, aplastische Anamie und
kongenitale Erkrankungen des Knochenmarks sind die Hauptindikationen fir eine
allogene Transplantation (Gratwohl 2002, Laane et al. 2006, Hagemeister 2002).
Beispielsweise kann eine allogene SZT kurativ in der Behandlung des
myelodysplastischen Syndroms, einer Knochenmarkserkrankung der eine
Differenzierungsstoérung zu Grunde liegt, woraus eine ineffektive Hamatopoese
resultiert, kurativ eingesetzt werden (Germing U. 2006). Bei der allogenen
Transplantation ist es wichtig, dass die HLA-Gewebsmerkmale (humane
Leukozyten Antigene) der Fremdspende mit dem Empfanger tbereinstimmen, da
ansonsten Abstof3ungsreaktionen (graft-versus-host) ausgeldst werden (Ferrara et
al. 1996). Ein weiterer, jedoch umstrittener therapeutischer Nutzen fir den
Empfanger ist neben der Bereitstellung von gesunden humanen Stammzellen, das
Vorhandensein von T-Zellen und anderen Immunzellen im Transplantat, was als
graft-versus-tumor Reaktion bekannt ist (Antin et al. 1993).

Ein weiterer therapeutischer Einsatz der Stammzellen wird in der Behandlung von
Lebererkrankungen wie Hepatitis C diskutiert (Lagasse et al. 2000), da das adulte
Knochenmark eine potente Quelle fir Hepatozyten dar stellt (Alison et al. 2000,
Theise, Badves et al. 2000, Theise, Nimmakayalu et al. 2000). Nicht blutbildende
adulte Stammzellen aus dem Knochenmark konnten bereits Patienten nach
Herzinfarkt (Schachinger et al. 2006, Li et al. 2005) oder bei Multipler Sklerose

(Karussis et al. 2006) zu einer besseren Regeneration verhelfen (Pereira et al.



1995, Ferrari et al. 1998, Kopen et al. 1999). Weiter wurden Stammzellen mit
Erfolg in der Therapie von Morbus Parkinson eingesetzt (Snyder et al. 2005).



1.2 Der Zellzyklus

Definition

Der Begriff Zellzyklus beinhaltet die Abfolge der zellularen Ereignisse, die eine
Kdrperzelle durchlauft, um sich in zwei identische Tochterzellen zu teilen. Dieser
Vorgang wird als Reduplikation bezeichnet.

Jede zur Mitose (Kernteilung) beféahigte Zelle durchlauft einen Generationszyklus.
Dieser beginnt und endet mit Abschluss einer Zellteilung. Jeder Zellzyklus gliedert
sich in mehrere Abschnitte, und zwar in die Interphase und die anschliel3ende
Mitose. Die Dauer und Abfolge der jeweiligen Zyklusphasen werden im Rahmen
sogenannter Kontrollpunkte Uberwacht (z.B. mittels Zyklinen), so dass der néchste
Schritt des Zellzyklus erst nach vollstandigem Abschluss der vorherigen Phase
erfolgt (Viallard et al. 2001). An diesen Kontrollpunkten besteht die Méglichkeit
einer Unterbrechung des Zellzyklus oder gar der Apoptose. Es existieren spezielle
Zyklusproteine wie die CDKs (cycline dependent kinases) und die sogenannten
Zykline. Die Zyklin-Familie besteht aus zwei Hauptklassen: "G1-Zykline™ beinhalten
Zyklin C, D1-3 sowie E und sind konzentrationsabhangig fir den Ubertritt von der
G1- in die S-Phase verantwortlich. Die "G2-Zykline’, die aus Zyklin A und B
bestehen, sind in der Kontrolle des G2/M- Ubergangs und der Mitose involviert. Die
Zykline binden und aktivieren die CDK, was zur Phosphorylierung von
Tumorsuppressor-Proteinen (pRb) fihrt (Viallard et al. 2001). Die CDKs und ihre
Partner, die D-Zykline, bilden Komplexe, deren (De-) Aktivierung unter anderem
durch viele Wachstumsfaktoren und Proto-Onkogene gesteuert wird (Viallard et al.
2001).

Auf den Hintergrund der méglichen beeinflussenden Faktoren des Zellzyklus baut
die Krebstherapie, da der Zellzyklus neoplastisch veranderter Zellen nicht mehr
durch den Organismus reguliert werden kann. Die Zellen teilen sich autonom und
unkontrolliert, da jeder der Kontrollmechanismen in Tumorzellen dereguliert

werden kann (Viallard et al. 2001). Durch Bestrahlung beispielsweise werden die

10



Zellen in den besonders radiosensitiven Phasen der Mitose und der G1/S-Phase

gestoppt und gegebenenfalls Reparaturgene aktiviert (Blakely et al. 1989).

Die Interphase

Die Interphase stellt den zeitlichen Abschnitt zwischen zwei Zellteilungen dar. Sie
lasst sich in drei Stadien unterteilen, die DNA-Synthese-Phase (S-Phase) und die
zwei Luckenphasen (Gap-Phasen): G1-Phase, die Phase vor der DNA-
Verdopplung und G2-Phase, Phase nach der DNA-Verdopplung.

Die G1-Phase, auch Prasynthesephase genannt, beginnt im Anschluss an die
Zellteilung. Im Vordergrund steht ein intensives Wachstum der Zelle mit hoher
Protein- und RNA-Synthese. Der DNA-Gehalt bleibt weiterhin konstant. Die G1-
Phase kann in schnell proliferierenden Zellen wie Darmepithelzellen oder
Tumorzellen nur 3 h dauern, wahrend sie bei anderen Zellarten die langste Phase
des Zyklus ist.

Einige Zellen werden in der G1-Phase proliferativ inaktiv. Diese Zellen befinden
sich dann im GO-Stadium (Ruhepause). Von GO ist ein Wiedereintritt in den
Zellzyklus nur unter bestimmten Voraussetzungen oder gar nicht moglich. Das
Nukleotid cAMP scheint Zellen zum Eintritt in das GO-Stadium, und somit zur
Differenzierung zu férdern (Friedman D.L. 1976).

Die S-Phase ist die Periode des Zellzyklus, in der die Synthese (Replikation) und
Verdopplung der Chromosomen im Zellkern erfolgt. Sie betragt gewdhnlich 6-8 h.
Der DNA-Gehalt der Zelle nimmt stetig zu, so dass am Ende der S-Phase ein
tetraploider Chromosomensatz vorliegt. Fir die Aufspulung der neu synthetisierten
DNA werden vermehrt Histione produziert. Die wichtigsten Proteine fir die
Replikation sind die Primase, DNA-Polymerase, Replikase und die Topoisomerase
I und Il, die in der G1-Phase gebildet werden.

Die G2-Phase (pramitotische Ruhephase oder auch Postsynthesephase) ist mit
etwa 4 h der kirzeste Abschnitt. Sie liegt zwischen Ende der Synthese-Phase und

Beginn der Mitose. In G2 kommt es erneut zu RNA-und Proteinsynthese. Es
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werden Proteine zur Kondensierung der Chromosomen hergestellt. Ferner findet in

der G2-Phase ein Korrekturlesen und gegebenenfalls Reparation der DNA statt.

Die Mitose-Phase (M-Phase)

Wahrend der Mitose-Phase wird das in der S-Phase identisch reduplizierte

genetische Material gleichmaliig auf zwei Tochterzellen aufgeteilt, wobei beide
Zellen den gleichen diploiden Chromosomensatz enthalten. Die Chromosomen
werden als fadenférmige, kondensierte Strukturen sichtbar (mitos, gr.: Faden).

Die Mitose dauert etwa 60 min und wird in vier Stadien unterteilt, und zwar in
Prophase, Metaphase, Anaphase und Telophase.

In der Prophase beginnt die Kondensierung der Chromosomen. Im Zellkern bildet
sich ein Chromosomenknauel, das Spirem aus. Das zellulare Mikrotubulus-System
bricht zusammen. Im Zytoplasma trennen sich die in der G2-Phase gebildeten
Zentriolen und wandern zu entgegengesetzten Polen. Gegen Ende der Prophase
beginnt sich die Kernhille aufzulésen. Es bilden sich Mikrotubuli aus, die die
beiden Zentriolenpaare miteinander verbinden und die mitotische Spindel
ausmachen.

In der Metaphase sind Kernhulle und Nukleolen verschwunden. Die Chromosomen
ordnen sich in der Aquatorialebene an. Wahrend der Anaphase werden die
Spalthélften der Chromosomen durch den Spindelapparat auseinandergezogen, so
dass aus jedem Mutterchromosom zwei Tochterchromosomen hervorgehen. Die
Telophase stellt das Endstadium der Mitose dar. Die Chromatiden entspiralisieren
sich wieder und werden von einer Kernmembran umgeben. Die Kerne der beiden
Tochterzellen gehen in die Interphase Uber. Die Zytokinese ist das letzte Stadium
der Zellteilung. Hier wird der noch gemeinsame Zellleib genau in der Mitte

zwischen den beiden Tochterkernen durchtrennt.
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1.3 Zyklische Nukleotide: Vorkommen und Wirkung

Wichtige Derivate der Nucleosidtriphosphate Adenosintriphosphat (ATP) und
Guanosintriphosphat (GTP) sind das zyklische Adenosinmonophosphat (CAMP)
sowie das zyklische Guanosinmonophosphat (cGMP). Beide Nukleotide entstehen
intrazellular unter Einwirkung spezifischer Zyklasen. Intakte Gefalendothelzellen
produzieren physiologischerweise vasodilatierende Substanzen wie EDRF
(Endothelium-Derived Relaxing Factor) und Prostazyklin (PG-I;), die fur eine
Plattcheninhibition verantwortlich sind (Vane et al. 1990, Schwarz et al. 2001,
Woulfe et al. 2001). Diese Substanzen bewirken einen Anstieg der zellularen
Konzentration der zyklischen Nukleotide cGMP und cAMP: EDRF, der mit
Stickstoffmonoxid (NO) identisch ist (Moncada et al. 1991), und NO-freisetzende
Substanzen wie Natriumnitroprussid (SNP) heben Uber eine direkte Aktivierung der
Guanylzyklase die cGMP-Konzentration in Blutplattchen an (Ignarro 1989). PG-I,
und andere Prostaglandine wie das in der vaskularen Therapie eingesetzte
Prostaglandin E; (PG-E;) erhéhen die Konzentration von cAMP, indem sie
zunachst an den in der Plasmamembran integrierten Prostaglandin-Rezeptor
binden und so Uber die a-Untereinheit eines stimulierenden G-Proteins (Gs) die
Adenylylzyklase aktivieren, wobei Pyrophosphat abgespalten wird. Die
inhibitorische Einheit des G-Proteins (Gi) hemmt die Adenylylzyklase und senkt so
den cAMP-Spiegel wieder ab.

Phosphodiesterasen bauen cGMP und cAMP wieder ab und werden von diesen in
positiven oder negativen Feedback-Schleifen gehemmt oder aktiviert (Eigenthaler
et al. 1994).

Die Proteinkinase A (PK-A) ist in Abwesenheit von cAMP ein tetrameres,

enzymatisch inaktives Protein bestehend aus je zwei identischen Untereinheiten:
die R-Untereinheiten (la, 1B, lla, lIB) tragen mit unterschiedlicher Affinitat je zwei
Bindungsstellen fur cAMP. Die Bindung von je zwei cAMP-Molekulen fihrt zur
Freisetzung der katalytischen C-Untereinheiten (a, B, y), die enzymatisch aktiv

sind. Die Proteinkinase A vermag nun die Phosphorylierung verschiedener
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Proteine bis der cAMP-Level wieder abféllt. (den Dekker, G. Gorter et al. 2002).
Die freie C-Untereinheit phosphoryliert ein weites Spektrum an Proteinen im
Zytoplasma und Nukleus, abhangig vom Zelltyp, dem Stadium der Differenzierung
und dem hormonellen Milieu (Spaulding 1993).

Die Proteinkinase G (PK-G) ist in einer Vielzahl von Organismen wie dem

einzelligen Paramecium als auch im Menschen nachweisbar (Lohmann et al. 1997,
Pfeifer et al. 1999). In Saugetieren konnten bereits zwei Gene, die PK-G-I und PK-
G-l kodieren, identifiziert werden, wobei in Blutplattchen die im Zytoplasma
lokalisierte Form PK-G-I vorherrscht (Keilbach et al. 1992, Pfeifer et al. 1999). Die
Bindung von cGMP an die regulatorische Doméane der Proteinkinase hat eine
Konformationsédnderung zur Folge, die eine Inhibierung der katalytischen Doméane
der PK-G aufhebt und eine Substratphosphorylierung erméglicht (Wall et al. 2003).
In Thrombozyten hemmen zyklische Nukleotide die Aggregation hauptsachlich
Uber diese Proteinkinasen (PK-A und PK-G) (Sandberg et al. 1991, Butt et al.
1992, Geiger et al. 1992, Walter et al. 1993, Waldmann et al. 1986), die ihrerseits
eine Reihe von Proteinen phosphorylieren und so eine Hemmung der
Plattchenfunktion bewirken.

Weitere Aufgaben der zyklischen Nukleotide liegen in der Regulation des
Zellstoffwechsels, Wachstums und Differenzierung von Zellen (Spaulding 1993).
Auf die Proliferation von Progenitorzellen zu neutrophilen Granulozyten und
Makrophagen hat cAMP jedoch keinen modulierenden Einfluss (Cook et al. 1989).
Bei dem intrazellularen Kalziumanstieg von Thrombozyten haben zyklische
Nukleotide hemmende Effekte (Geiger et al. 1992, Geiger et al. 1994). In humanen
Megakaryozyten erhéht cCAMP die intrazellulare Kalziumkonzentration unabhéngig
der PK-A (den Dekker et al. 2002).
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1.4 Das Vasodilatator-stimulierte Phosphoprotein (VASP)

In Thrombozyten wurden bereits zahlreiche Substrate der PK-A und der PK-G
identifiziert (Schwarz et al. 2001). Das am besten charakterisierteste Substrat ist
das Vasodilatator-stimulierte Phosphoprotein (VASP) (Halbriigge et al. 1990,
Waldmann et al. 1987), das Bestandteil vieler Zellen und Geweben ist (Reinhard et
al. 1992, Haffner et al. 1995). VASP befindet sich zytoskelettal assoziiert in fast
allen Zelltypen und ist hauptsachlich an fokalen Kontakten, Stressfasern und Zell-
Zell-Kontakten lokalisiert (Reinhard et al. 1992). In Thrombozyten liegt VASP in
sehr hoher Konzentration vor (Eigenthaler et al. 1992). Bisher sind etliche
Interaktionen von VASP mit Zytoskelettproteinen wie Aktin, Vinculin, Profilin und
Zyxin und auch dem Oberflachenprotein ActA des humanpathogenen Bakteriums
Listeria  monocytogenes beschrieben worden (Reinhard, Giehl et al. 1995,
Reinhard, Jouvenal et al. 1995 Reinhard et al. 1996, Chakraborty et al. 1995).
VASP besitzt mindestens drei Phosphorylierungsstellen — Serin-157, Serin-239
und Threonin-278 - wobei wenigstens zwei von beiden Proteinkinasen gemeinsam,
aber mit unterschiedlichen Affinitdten genutzt werden (Butt et al. 1994, Smolenski
et al. 1998). Serin-157 ist das von der PK-A, und Serin-239 das von der PK-G
bevorzugte Substrat. Die Phosphorylierung von Serin-157 &ndert das
Laufverhalten von VASP in SDS-Polyacrylamidgelen. Dadurch kommt es zur
Anderung (sogenannter “Shift”) seiner Molekularmasse von 46 kDa (an Ser-157
nicht-phosphoryliertes VASP, Dephospho-VASP) nach 50 kDa (an Ser-157
phosphoryliertes VASP, Phospho-VASP) (Halbriigge et al. 1989). Dieses
veranderte Laufverhalten von VASP nach einer Phosphorylierung in SDS-
Polyacrylamidgelen und der Einsatz spezifischer Antikdrper, die das nicht-
phosphorylierte VASP und das phosphoryliertes VASP erkennen, geben die
Mdoglichkeit zur Untersuchungen der Kinetik der VASP-Phosphorylierung in
humanen Stammzellen durch die Western-Blot-Technik.

In Thrombozyten korreliert die Phosphorylierung des Ser-157 mit einer Hemmung

der Blutplattchen, insbesondere des Fibrinogenrezeptors (Horstrup et al. 1994).
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Des weiteren verstarkt VASP eine Aktinpolymerisation und die Bindelung von
Aktinfilamenten (Bachmann et al. 1999) und ist so vermutlich an der
Neuorganisation des Zytoskeletts beteiligt, die zur Aktivierung des
Fibrinogenrezeptors fuhrt. Jedoch ist VASP zum Einen nur eines der Substrate der
PK-A und der PK-G, die bei der Organisation des Zytoskeletts eine Rolle spielen;
zum Anderen ist die genaue Aufgabe von VASP und dessen Phosphorylierung bei

der Reorganisation des Zytoskeletts noch unklar.
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1.5 Ziel der Arbeit

Humane hamatopoetische Stammzellen finden aktuell breite interdisziplindre
Anwendung fur Therapie oder Therapieversuche akuter und chronischer
Erkrankungen, dennoch sind viele Aspekte ihrer biochemischen Regulation noch
unklar. In dieser Arbeit wird der Einfluss der zyklischen Nukleotide cAMP und
cGMP auf die Regulation der humanen hamatopoetischen Stammzellen als
Vorlaufer aller Blutzellen untersucht.

Der erste Teil dieser Arbeit geht auf den biochemischen Nachweis der einzelnen
Komponenten der cGMP- und cAMP-regulierten Signalwege sowie deren
Aktivierbarkeit in humanen CD34-positiven Stammzellen ein. Im zweiten Abschnitt
werden die Effekte von cGMP auf Proliferation (mit Zellzyklus-Analyse) sowie

Differenzierung der Stammzellen untersucht.
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2. Abkirzungen und Mal3einheiten

Abkiirzungen
Abb.

AC
AML
ATP
BSA
caz
cAMP
cBIMPS

CD
CDK
CFU
cGMP
CML
CSF

DEA/NO
DETA/NO

DMSO
DNA
ECL

EDRF
EDTA
ELISA
ENA

Abbildung

Adenylylzyklase

Akute myeloische Leukamie

Adenosintriphosphat

Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)
Calcium

zyklisches Adenosin-3":5-Monophosphat
5,6-Dichloro-1-R-Dribofuranosylbenzimidazol-3°,5 -cyclic
monophosphorothioate, SP-isomer
Differenzierungsantigen (cluster of differentiation)
Zyklin-abhangige Kinase (cycline dependent kinase)
Kolonie-bildende Einheit (colony forming units)
zyklisches Guanosin-3":5-Monophosphat
Chronische myeloische Leukamie

Kolonie-stimulierender Faktor (colony stimulating factor)

2-(N,N-diethylamino)-diazenolate-2-oxide
1-(2-(aminoethyl)-N-(2-ammonioethyl)amino)diazen-I-
ium-1,2-diolate

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonucleinsaure

verstarkte Chemolumineszenz (enhanced
chemoluminescence)

endothelium derived relaxing factor
Ethylendiamintetraessigsaure

Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay

Drosophila Enabled
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EPO
FACS

FCS
FITC
FSC

GC
G-CSF
Glc
GM-CSF
GTP
HRP

-3

-6

IP3

MAPK

Mg?*

NO

PAGE
8-pCPT-cGMP
PBS

PG-E;
PG-I,
PK-A
PK-C
PK-G
RT
SCF

Erythropoetin

Fluoreszenz-aktivierte Durchflusszytometrie
(fluorescence-activated cell sorting)

Fetales Kalberserum (fetal calf serum)
Fluorescein-isothiocyanat
Vorwartsstreulicht (forward scatter)
Guanylatzyklase
Granulozyten-stimulierender Faktor
D-Glucose

Granulozyten und Monozyten-stimulierender Faktor
Guanosintriphosphat
Meerettich-Peroxidase

Immunglobulin

Interleukin 3

Interleukin 6

Inositol-1,4,5-trisphosphat
mitogenaktivierte Proteinkinase

Magnesium

Stickstoffmonoxid
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
8-(4-chlorophenylthio) cGMP
Phosphat-gepufferte Sazlésung (phosphate-buffered-
saline)

Prostaglandin E;

Prostaglandin I, (Prostazyklin)
cAMP-abhéangige Proteinkinase
Proteinkinase C

cGMP-abhangige Proteinkinase
Raumtemperatur

Stammzellfaktor (stem cell factor)
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SDS Natriumdodecylsulfat

SNP Natriumnitroprussid

SSC Seitwartsstreulicht (side scatter)

Tab. Tabelle

TBS Tris-gepufferte Salzlésung (Tris buffered saline)
TEMED N, N, N°, N'- Tetramethylendiamin

TPO Thrombopoetin

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

VASP Vasodilatator-stimuliertes Phosphoprotein

MalReinheiten

A Ampere

T Grad Celsius

Da Dalton

g Erdbeschleunigung
g Gramm

h Stunde

I Liter

M Molar

min Minute

rpm Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute)
S Sekunde

Vv Volt

Dezimale Teile und Vielfache

n nano (10 x -9)
M mikro (10 X -6)
m milli (10 x -3)
Kk kilo (10 x 3)
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3. Materialien

3.1 Antikdrper und Antiseren

Die nachfolgende Tabelle zeigt eine Ubersicht tiber die in der vorliegenden Arbeit

verwendeten Antikérper und Antiseren.

Tab. 1: Antikdrper und Antiseren

Bezeich - |Antigen Markierung | Spezies Bezugsquelle |Endkonzen -
nung tration /
Verdiinnung
16C2 Phospho- - Maus Nano Tools 1:50
Ser-239-
VASP
5C6 Phospho- - Maus Nano Tools 1:100
Ser-157-
VASP
M4 VASP - Kaninchen, |Immuno Globe 1:1500
polyklonal
14A3 PK-G - Maus Nano Tools 1:1in6 %
I3 Milchpulver in
TBS/Tween
Anti-CD41 |CD41 - Maus Cymbus 100 pg/mi
Biotechnolo-
gies
Anti-CD15 |CD15 - Maus Cymbus
Biotechnolo-
gies
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Ziege-anti- | Maus IgG FITC Ziege Sigma 1:45
Maus-

FITC

Ziege-anti- | Kaninchen HRP Ziege Bio-Rad 1:3000
Kaninchen |IgG

-HRP

Ziege-anti- | Maus IgG HRP Ziege Bio-Rad 1:3000
Maus-HRP
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3.2 Kulturmedien und — zusatze

Penicillin-Streptomycin-Ldsung (Sigma)

XVIVo-20-Medium (Bio Whittaker)

3.3 Chemikalien und L6sungen

Der folgende Abschnitt ist eine Aufstellung der Bezugsquellen fur die verwendeten

Chemikalien, die alle von analytischem Reinheitsgrad waren.

Sp-5,6-DCI-cBIMPS (Biolog)
Bromphenolblau (Sigma)
DEA/NO (Alexis Biochemicals)
DMSO (Sigma)

Ethanol (J.T. Baker)
ECL (Amersham)

Ficoll Paque TM Plus (Amersham Pharmacia)

human G-CSF, recombinant (Biosource International)
human GM-CSF, recombinant (Biosource International)
human II-3 (R&D Systems)

human II-6 (R&D Systems)

human stem cell factor, recombinant (R&D Systems)
human thrombopoetin (Biosource International)
Methanol (J.T. Baker)

Milchpulver (BioRad)
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PBS Dulbecco's, ohne Kalzium, ohne Natriumbikarbonat (Life Technologies)

Prostaglandin E; (Sigma)
Penicillin-Streptomycin-L6sung (Sigma)
Rinderserum — BSA (Sigma)

Rotiphorese Gel 30, 30 % Acrylamid, 0,8 % Bisacrylamid (Carl Roth GmbH)
SDS (Merck)

SNP (Sigma)

Temed (Sigma)

Wasser: Aqua ad iniectabilia (Pharmacia & Upjohn), Ampuwa (Fresenius)

Alle Gbrigen Reagenzien wurden im jeweils hochsten erhaltlichen Reinheitsgrad

von der Firma Sigma bezogen.

3.4 Kits

BCA Protein Assay Kit (Pierce)

CD34 Progenitor Cell Isolation Kit (Milteny Biotec)
Cycle Test TM Plus (Becton Dickinson)

DNA Reagent Kit (Becton Dickinson)

ECL Kit (Amersham Pharmacia Biotech)
LeucoCount Kit (Becton Dickinson)
PrepaCyte-™-SC (Biocarta)

True Count TM (Becton Dickinson

3.5 Verbrauchsmaterialien

Blotting-Papier (Hartenstein GB33)
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Eppendorf-Caps (Eppendorf)
FACS-R6hrchen (Becton Dickinson)
Gewebekulturplatten mit Abdeckplatte (Greiner)

Macs separation columns (Milteny Biotec)

Nitrozellulose Transfermembran: Protran, Porengréf3e 0,2 um (Schleicher &
Schuell)

Pre- Seperation filters mesh size 30 um (Milteny Biotec)

Reagenzglaser (Eppendorf)

Rontgenfilm: Hyperfilm ECL (Amersham Pharmacia Biotech), Medical Film
(Konica)

Whatman-Papier (Schleicher & Schuell)

3.6. Geréate

BioCard Hood: Baker Company, Sanford
Blot-Kammer: BioRad

Durchflusszytometer: FACSScan (Becton Dickinson)

FACSCalibur (Becton Dickinson)
Elektrophoresekammern fur Polyacrylamid-Minigele: Mini Protean Il (BioRad)
Forma Scientific CO, Water Jacketed Incubator (Thermo Life Sciences)

Geltrockner, Model: BioRad

ELISA-Reader: Molecular Devices, Microplate Reader:
MWG-Biotech

Mikroskop: Axiovert 25 (Zeiss)

Scanner: Studiostar (Agfa)
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Software:

Spannungsgerat:

Transferkammer fur Western Blots:

Zellzahlgerat:

Zentrifugen:

CellQuest (Version 1.0, 1994, Becton
Dickinson)

NIH Image (Version 1.61)

PhotoLook (1996, Agfa-Gevaert N.V.)
Power Pac 200 (BioRad)

Trans-Blot Cell (BioRad)

Technicon H-1 System (Bayer)

Roto Silenta/K (Hettich)

Eppendorf Zentrifuge 5415 C (Eppendorf)

Eppendorf Zentrifuge 5417 R (Eppendorf)
Rotixa/K (Hettich)
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4. METHODEN

4.1 Die Durchflusszytometrie — Prinzip

Die Durchflusszytometrie, auch als FACS-Analyse (Fluorescence Activated Cell
Sorting) bezeichnet, ist ein Verfahren zum automatisierten Zahlen und Analysieren
von physikalischen und molekularen Eigenschaften von Partikeln innerhalb
heterogener Zellgemische.

Die in Suspension befindlichen Zellen flieRen bei der FACS-Analyse hintereinander
durch eine dinne Messkammer (Flow Cell) und werden von der Seite mit einem
Laserlicht geeigneter Wellenlange angestrahlt, wobei Streulicht (Light Scatter)
verursacht wird. Dieses wird meist an zwei Stellen gemessen, namlich in Richtung
des urspringlichen Strahls (Vorwartsstreulicht) und im 90° - Winkel dazu
(Seitwartsstreulicht). Das Vorwartsstreulicht (Forward Scatter) gibt Auskunft Uber
die GroRBe der Zelle, wohingegen das Seitwartsstreulicht (Side Scatter)
Informationen Uber die Binnenstruktur (Granularitat des Zytoplasmas, GroRRe des
Zellkerns usw.) der Zellen gibt. Die Messdaten werden grafisch in einem
Punktwolkenhistogramm (Dot-Plot) dargestellt, wobei auf der x-Achse das Forward
Scatter und auf der y-Achse das Side Scatter aufgetragen wird. So wird eine
Auswertung der wichtigsten Zellgruppen ermaoglicht, die gemald ihrer Anordnung
auf einem Dot-Plot einer Zellpopulation zugeordnet werden kdnnen.

Aul3er dieser rein morphologischen Eigenschaften ist die Durchflusszytometrie in
der Lage, Fluoreszenzsignale mit Hilfe spezifischer Detektoren in bestimmten
Wellenlangen zu erkennen und deren Intensitat zu messen.

Ausgangspunkt dafir ist die Moglichkeit, ein zu untersuchendes Molekul spezifisch
mit einem Fluoreszenzfarbstoff zu markieren. Dies ist unter Einsatz
hochspezifischer Antikérper und fluoreszenzmarkierter Sekundarantikdrper
durchfuhrbar. Mit dieser Methode kénnen so unter anderem Oberflachenantigene
wie CD15 und CD41, die fur die Erkennung von Granulozyten/Monozyten sowie

von Megakaryozyten notwendig sind, nachgewiesen werden.
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Die Messergebnisse konnen ebenfalls wieder grafisch in einer Dot-Plot Grafik
dargestellt  werden. Mittels Gaten  (Schleusen) werden  bestimmte
Parameterbereiche, deren Inhalte fur die betreffende Messung nicht von Interesse
sind, ausgeschlossen und die zu untersuchenden Zellen und Zellmerkmale
definiert. Dabei wird ein Analysenfenster eng um die betreffende Zellpopulation
gelegt, um andere Zellen oder Zellreste auszuschliel3en. Jede Messung wird nach
Erfassung einer bestimmten Anzahl von Ereignissen beendet. Die Berechnung der
Zellkonzentrationen erfolgt Uber die Anzahl von erfassten Referenzpartikeln
(beads).

Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm CellQuest.
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4.2 Humane CD34-positive hamatopoetische Stammzellen

4.2.1 Praparation von adulten humanen CD34-positiven hamatopoetischen
Stammzellen

Far die Arbeit mit Stammzellen ist es erforderlich, diese aus dem zu
untersuchenden Material zu isolieren. Das hamatopoetische System ist eines der
am Besten charakterisiertesten Systeme in Bezug auf die Isolation der
Stammzellen.

CD34-positive  Vorlauferzellen wurden aus Leukapheresematerial von
Tumorpatienten ohne hamatologische Erkrankungen sowie aus
Leukapheresematerial oder peripherem Blut Gesunder isoliert. Das Material wurde
freundlicherweise vom Institut fir Klinische Transfusionsmedizin  und
Hamotherapie der Universitatsklinik Wirzburg zu Verfiigung gestellt. Die Isolation
hamatopoetischer Zellen beruhte auf der positiven Selektion CD34-exprimierender
Zellen durch eine indirekte magnetische Auftrennung mit Hilfe von an MicroBeads
gekoppelten Antikorpern (Milteny Biotec).

Die Isolierung der Stammzellen erfolgte unter sterilen Bedingungen.

Isolierung CD34-positiver Stammzellen aus humanem peripherem Blut

PBS/BSA/EDTA: Dulbecco's PBS (Ca?* - und Mg?* - frei)
0,5 % BSA (0,5 g/100 ml)
2 mM EDTA

Praparation des peripheren Blutes

300 ml peripheres Blut, behandelt mit ACD-Puffer (74,8 mM Sodium Citrat, 38,1
mM Citric acid, 136 mM Glucose, pH 5,0), wurde mit 300 ml PrepaCyte™-SC
(Biocarta) vermischt und in jeweils 50 ml Réhrchen 30 min auf dem Schdttler

geschittelt. Danach wurden die Rohrchen fur 30 min aufrecht aufgestellt, damit
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sich Agglutination und Prazipitationsreaktionen ausbilden konnten. Der
entstandene Uberstand mit unprazipierten Zellen wurde vorsichtig ohne Zerstérung
der darunterliegenden roten Zellschicht mit einer Pipette abgenommen und in ein
neues Gefal3 Uberfuhrt. Die Zellen wurden mit PBS/BSA/EDTA bei 300 g fir 20
min (1.450 rpm in Hettich Zentrifuge) zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt
und das Zellpellet in einem Endvolumen von 300 pl pro 10° Zellen resuspendiert.
Zur Zellzahlbestimmung wurde ein Aliquot entnommen und mittels eines

automatisierten Zahlgerates die genaue Anzahl ermittelt.

Isolierung CD34-positiver Progenitorzellen aus Leukapheresematerial

PBS/BSA/EDTA: Dulbecco's PBS (Ca?* - und Mg?* - frei)
0,5 % BSA (0,5 g/100 ml)
2 mM EDTA

Préaparation des Leukapheresematerials

Leukapheresematerial wurde durch einen 30 pm Nylon-Filter gefiltert, um
Zellkonglomerate zu entfernen, danach zu gleichen Teilen mit PBS/BSA/EDTA
verdinnt und bei 300 g fur 10 min bei 20 T (1.450 rpm in Hettich Zentrif uge)
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in Resuspensionspuffer resuspendiert, die
Zellzahl mit  einem Zellzéhlgerat bestimmt und die Zellzahl auf eine

Endkonzentration von 300 pl pro 10° Zellen eingestellt.

4.2.2 Separation der CD34-positiven Stammzellen

Die verwendeten MicroBeads enthalten metallische Partikel und erlauben somit
eine Auftrennung im Magnetfeld. Um unspezifische oder Fc-Rezeptor vermittelte
Bindungen der CD34 MicroBeads an unerwiinschte Zellen zu vermeiden, wurden
100 pl Reagenz humanen 1gG's (FcR-Blocklosung) pro 10° Gesamtzellen der

Zellsuspension zugefugt und gut vermischt. Zu der darauffolgenden Auftrennung
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wurden 100 pl Reagenz von CD34 MicroBeads pro 10° Gesamtzellen zugegeben,
erneut gut vermischt und fir 30 min bei 6-12 T ink ubiert. Das aufzutrennende
Endvolumen betrug 500 pl pro 10° Gesamtzellen. Zum Waschen wurden die Zellen
mit 12 ml PBS/BSA/EDTA fir 10 min bei 240 g bei RT (1.500 rpm, Hettich
Zentrifuge) zentrifugiert und nachfolgend der Uberstand mit einer Vakuumpumpe
vollstdndig entfernt. Das Zellpellet resuspendierte man mit PBS/BSA/EDTA zu
einem Endvolumen von 500 pl pro 10° Gesamtzellen.

Eine positive Selectionssdule (MACS Seperation Columns) wurde mittels
Saulenadaptor in dem magnetischen Feld des MACS Separators befestigt und mit
500 pul PBS/BSA/EDTA befeuchtet (der Puffer sollte Raumtemperatur haben). Die
zu trennenden Zellen wurden, um Zellkonglomerate zu entfernen, durch ein
ebenfalls mit PBS/BSA/EDTA befeuchtetes 30 um Nylonnetz gefiltert. Jeweils 1,5
ml Zellsuspension wurden nun auf die S&ule aufgetragen und passierten diese,
wobei die mit Hilfe der MicroBeads magnetisch markierten Zellen in der S&ule
zurlckgehalten wurden. Danach wurde diese dreimal mit je 500 ul PBS/BSA/EDTA
gespult, um nicht markierte Zellen auszuwaschen und anschlieend vom MACS
Separators aus dem magnetischen Feld genommen und auf ein passendes
Rohrchen gesetzt. Es wurden zweimal je 500 ul Puffer auf die Sdule gegeben, um
so die magnetisch zurickgehaltenen Zellen zu gewinnen. Der Magnet-
Trennungsschritt wurde, um eine moglichst reine Auftrennung zu erhalten,
wiederholt. Die ausgewaschene Zellsuspension wurde auf eine neue befeuchtete
positive Selectionssaule aufgetragen, wobei diesmal mehr als 1,5 ml der
Suspension pro Saule verwendet werden konnten. AbschlieRend wurde dreimal
mit 500 ul PBS/BSA/EDTA gewaschen und die noch in der Saule verbliebenen
Zellen mit 500 pl Puffer in ein R6hrchen ausgewaschen. Die gesammelten Zellen
standen nun fir weitere Versuche oder Zellkultivierung zu Verfigung.

Die Stammzellen wurden mit LeucoCount Kit, wie in 4.2.3 beschrieben, gezéhlt.
Die durchschnittliche Reinheit der CD34-positiven Zellpopulation betrug mehr als
95 %.
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4.2.3 Zahlung der Zellen mittels LeucoCount Kit

Zur Ermittlung der Gesamtzellzahl wurde ein kleines Aliquot mit dem LeucoCount

Kit der Firma Becton Dickinson gez&hlt:

30 ul Stammzellsuspension wurden mit 120 pl Dulbecco's PBS im Verhaltnis 1:5
verdinnt, um die Zellen homogen zu verteilen. 100 pl dieser Zellsuspension
wurden in ein TrueCount Roéhrchen (Mikropartikel enthaltend, die als interne
Referenz fur die genaue Bestimmung der absoluten Anzahl der Zellen verwendet
wurden) gegeben. In jedes Rohrchen wurde 400 pl LeucoCount Reagenz, eine
standardisierte grin fluoreszierende Propidiumjodid-Losung, die selektiv zellulare
DNA farbt, hinzugegeben. Die Ro6hrchen wurden mit einer Plastikkappe
verschlossen, vorsichtig auf dem Vortexmischer gemischt und fir 5 min bei RT im

Dunkeln inkubiert.

Messung am Durchflusszytometer

Die Zellen wurden durchflusszytometrisch mit schneller Flussgeschwindigkeit am
FACSCalibur der Firma Becton Dickinson mit folgender Instrumenteneinstellung
analysiert: Forward Scatter (FSC) EO00 V, Side Scatter (SSC) 284 V. Der
Fluorescence Channel (FL-1) lag bei 525 V, der Fluorescence Channel (FL-2) lag
bei 440 V. FSC wurde auf lineare Verstarkung gesetzt, die anderen Detektoren auf
logarithmische Verstarkung.

TrueCount Roéhrchen enthalten Mikropartikel, die als Referenz fir die genaue
Bestimmung der Stammzellzahl verwendet werden. Diese Partikel werden am
FACSCalibur in einem Fenster R1 detektiert bis 10000 Ereignisse erreicht sind.
Die gesuchten Zellen werden in einem Fenster R2 gezadhlt. Die absolute
Stammzellzahl erh&lt man durch Division der Anzahl der erfassten
Stammzellereignisse durch die Anzahl der erfassten Mikropartikelereignisse und
Multiplikation mit der Mikropartikelkonzentration. Unter Berlcksichtigung der

Verdinnung und dem totalen Volumen der Zellsuspension kann so die absolute
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Zellzahl ermittelt werden. Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm
CellQuest.

4.2.4 Einfrieren und Auftauen CD34-positiver Stammzellen
Einfriermedium: 1 ml DMSO

4 ml FCS

5 ml PBS/BSA/EDTA

Zur langfristigen Lagerung der Stammzellen wurden diese in flissigem Stickstoff
eingefroren.

Gewaschene Stammzellen wurden in PBS/BSA/EDTA resuspendiert und auf eine
Endkonzentration von 500.000/ml aufgefillt. FCS und DMSO wurden im Verhaltnis
4:1 gemischt, danach 1:1 zu der Stammzellsuspension zugegeben und vermischt.
AnschlieRend wurde je 1,5 ml des Gemisches (375.000 Zellen) in Kryoréhrchen
Uberfuihrt und sofort bei =70 T eingefroren. Nach z wei bis drei Tagen wurden die
Zellen zur endgultigen Lagerung in flissigem Stickstoff platziert.

Das Auftauen der Zellen erfolgte im Wasserbad bei 37 €. Der Inhalt eines
Kryorohrchens wurde in ein mit 2 ml FCS befilltes 15 ml Réhrchen pipettiert. Um
DMSO zu verdiunnen, wurden 5 ml Zellkulturmedium, wie in 4.4.1 beschrieben,
zugefiigt und 5 min bei 1.200 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und
die Zellen zu gewiinschter Konzentration mit Medium resuspendiert und sorgfaltig

vermischt.
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4.3 Immunologischer Nachweis von Proteinen durch Western-Blot-
Technik

4.3.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Praparation von Stammzellen zur Proteinbestimmung
PBS/GIc/EDTA: Dulbecco's PBS (Ca?* - und Mg®* - frei)
5,5 mM D-Glucose
1 mM EDTA

Isolierte CD34-positive Stammzellsuspension wurde fur 10 min bei 240 g und RT
(1.500 rpm, Eppendorf-Zentrifuge) zentrifugiert, der Uberstand vollstandig
abgenommen und das Pellet in 500 pul PBS/GICc/EDTA gewaschen. Das Zellpellet
wurde in Resuspensionspuffer resuspendiert und die Zellzahl auf eine
Endkonzentration von 2x10° Zellen/ml eingestellt.

30 pl der Stammzellsuspension wurde mit 30 pl 0,2 N Natronlauge gemischt, fur 5

min bei 95 T erhitzt und dann bis zur Probenbestim mung bei —20 T aufbewabhrt.

Proteinbestimmung nach Lowry

BCA-Reagenz A: Sodium Carbonat, Sodium Bicarbonat, Bicinchoninische Sé&ure,
Sodium Tartrat in 0,2 N Sodium Hydroxid
BCA-Reagenz B: 4 % Kupfersulfat

Die Proteinbestimmung der Lowry-Proben wurde nach Anleitung des BCA Protein
Assay Kits der Firma Pierce durchgefihrt.

Grundlage der BCA-Protein Reaktion ist die Biuret-Reaktion (Reduktion von Cu®*
zu Cu' durch Proteine in alkalischem Medium) und die nachfolgende hoch
sensitive kolorimetrische Detektion der Cu'* - Kationen mit Hilfe des BCA-

Reagenz. Dieser wasserldsliche Komplex weist eine starke Absorption bei 562 nm
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auf, die linear zu der steigenden Proteinkonzentration von 20 pg/ml bis 2.000 pg/ml
ist.

Zuerst wurde eine Verdunnungsreihe des Rinderserumalbuminstandards von
2.000 pg/ml bis 100 mg/ml und eine Probe destillierten Wassers vorbereitet.
AnschlieRend wurde die Lowry-Probe unverdinnt, in den Verhaltnissen 1:3 und 1:9
zu dreifacher Bestimmung prapariert. Die BSA-Standardproben und die Lowry-
Proben wurden in je 200 pl BCA-Losung (50 Teile Reagenz A + 1 Teil Reagenz B)
aufgenommen und in eine 96 well -Platte Uberfihrt. Nach 30 min Inkubation bei
37 T erfolgte die Messung der Extinktion im Photom eter mit dem Programm soft
max bei einer Wellenl&ange von 550 nm. Anschliel3end konnte der Proteingehalt der
Proben fur die SDS-PAGE anhand der Eichgeraden des BSA-Standards bestimmt

werden.

4.3.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese und Western-Blot
Probenaufbereitung der Proteine fur den Nachweis mittels Western-Blot-Technik
PBS/GIc/EDTA: Dulbecco's PBS (Ca?* - und Mg?** - frei)

5,5 mM D-Glucose

1 mM EDTA
SDS-Stoplésung: Trizma-Base, pH 6,7 200
Glycerin 15%
SDS 6 %
Bromphenolblau 0,03 %
2-Mercaptoethanol 10 % = erst kurz vor Gebrauch

zugeben
Fur Western-Blot-Proben wurde die isolierte Stammzellsuspension fir 10 min bei

240 g und RT (1.500 rpm, Eppendorf-Zentrifuge) zentrifugiert, der Uberstand
vollstdndig abgenommen und das Pellet in 500 pul PBS/GIc/EDTA gewaschen. Das
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Zellpellet wurde in Resuspensionspuffer resuspendiert und die Zellzahl auf eine
Endkonzentration von 2x10° Zellen/ml eingestellt.

Nach Stimulation wurden die Proben mit 100 pl SDS-Stoplésung gemischt und
sofort fur 5 min bei 95 C gekocht. Bis zur Analyse wurden die Proben bei —20 C

gelagert.

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese und Western-Blot

Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte mittels diskontinuierlicher
SDS-Polyacrylamidgelen. Bei diesem Gelsystem werden die Proteine zunachst in
einem Sammelgel konzentriert und anschlie3end in einem Trenngel entsprechend

ihrer molekularen Masse aufgetrennt.

Als Sammelgel diente ein 3 %iges SDS-Polyacrylamidgel mit folgender

Zusammensetzung:

Aqua destillata 2,77 ml
30 % Acrylamid, 0,8 % Bisacrylamid 375 ul
0,5 M Trizma-Base, pH 6,7 470 pl
10 % SDS 37,5 ul
TEMED 1,87 ul
10 % APS 75 ul

Als Trenngel wurde in allen Féllen ein 9 %iges SDS-Polyacrylamidgel verwendet,

welches sich wie folgt zusammensetzte:

Aqua destillata 4,2 ml
30 % Acrylamid, 0,8 % Bisacrylamid 2,25 ml
3 M Trizma-Base, pH 8,9 0,94 mi
10 % SDS 75 ul
TEMED 3,75 ul
10 % APS 75 ul



Es wurden ausschlie3lich Gele von 1,5 mm Dicke gegossen. Nach Polymerisation
der Gele wurden diese in eine Elektrophoresekammer fur Minigele eingestellt und
diese mit Elektrophoresepuffer beflllt. Vor dem Auftragen auf das Acrylamidgel
wurden die Proben fur 5 min bei 95 T im Thermoblock erhitzt. Jede Geltasche
wurde mit dem gleichen Volumen beflllt, wobei pro Geltasche 15-20 pg
Gesamtprotein aufgetragen werden konnten.

Die Elektrophorese wurde mit einer Maximalspannung von 80 Volt begonnen, um
so eine Fokussierung der Proteine im Sammelgel zu erreichen. Nach Ubertritt der

Proteine in das Trenngel wurde die Spannung auf 150 Volt erhoht.

Elektrophoresepuffer: Trizma-Base 50 mM
Glycin 191 mM
SDS 0,1%

Transfer auf Nitrozellulose-Filter

Transferpuffer: Trizma-Base 25 mM
Glycin 193 mM
Methanol 20 %

Nach der Elektrophorese wurde ein Nitrozellulose-Filter auf das Trenngel gelegt,
beide zusammen luftblasenfrei zwischen Whatman-Filterpapier und Kunststoff-
Vliese in Plastikgitter geklemmt und in eine mit auf 4 < vorgekihltem
Transferpuffer geflllte Blotkammer gegeben. Dabei wurde die Membran zum
positiven Pol der Kammer hin ausgerichtet, da die im Gel enthaltenen Proteine
durch das SDS negativ geladen waren. Der Transfer der Proteine von dem Gel auf

die Nitrozellulose erfolgte bei einer konstanten Stromstarke von 1 A fir 1 h.

Anfarben der Proteine auf Nitrozellulose-Filtern

Um die Effizienz des Transfers zu Uuberprifen und die Positionen des

Molekulargewichts-Standards zu markieren, wurden die Nitrozellulose-Filter nach
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erfolgtem Transfer mit 0,1 % Ponceau S in 5 % Essigsaure kurz angeféarbt. Durch
Schwenken in deionisiertem Wasser wurde der Hintergrund entfarbt, danach zur
Dokumentation eine Fotokopie angefertigt und zum Schluss die Proteine in TBS-

Tween vollends entfarbt.

Waschpuffer, TBS-Tween: PBS/TBS 400 ml (10 %)
Tween-20 0,2 ml (0,05 %)

Abséattiqung unspezifischer Bindungsstellen

Unspezifische Bindungsstellen auf der Membran wurden durch Inkubation der

Nitrozellulose in 6 % Milchpulverlésung wahrend 45-60 min abgesattigt.

Blockmedium: 6 % Milchpulver in Waschpuffer

4.3.3 Inkubation mit spezifischen Antiseren und Proteinnachweis

Inkubation mit spezifischen Antiseren

Die geblockte Nitrozellulose wurde fir mindestens 1 h bei RT mit
Primarantikbrpern in 3 % Milchpulver unter Schwenken inkubiert. Die
Konzentrationen der Antiseren sind Tab. 3.1 zu entnehmen. Uberschiissige
Antikodrper wurden daran anschlief3end in drei Waschschritten fur jeweils 5 min mit

Waschpuffer entfernt.

Nachweis der Proteine durch Chemolumineszenz

Der Nachweis des gebundenen Primarantikorpers erfolgte durch eine
Chemolumineszenz-Reaktion. Dabei wurden die Blots mit einem in Blockmedium
verdinnten Peroxidase-konjugierten Sekundarantikérper fir 45 min bei RT
inkubiert. Nach funfmaligem Waschen a 12 min wurde die Nitrozellulose fir 1 min
mit ECL inkubiert, nach Abtropfen der Lésung in Overhead-Folie verpackt und
sofort fur einige Sekunden bis Minuten auf einem Réntgen-Film exponiert und

somit detektiert. Zur Analyse wurden die entwickelten Filme mit dem Programm
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PhotoLook eingescannt und der Schwarzungsgrad der Banden mit dem Programm

NIH Image analysiert.
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4.4 Zellkultur

4.4.1 Kulturbedingungen

Das Zellkulturmedium setzte sich wie folgt zusammen:

Substanz Stocklésung Endkonzentration
XVIVO-20 Medium

-3 1,5 pg/mi 1,5 ng/ml
SCF 100 pg/ml 50 ng/ml

-6 20 pg/ml 10 ng/ml
GM-CSF 8 pg/ml 4 ng/ml
TPO 50 pg/ml 25 ng/ml
G-CSF 6 pg/mi 1,5 ng/ml
Penicillin Streptomycin- 1:100
LOsung

Die CD34-positiven Zellen wurden in 1 ml Zellkulturmedium resuspendiert und
gemaR der Zellzahl zu einer Endkonzentration von 1x10* Zellen/ml mit
Kulturmedium aufgefillt. Je 1 ml des Zell-Mediumgemisches wurde in acht innere
(oder zentrale) Schalen einer sogenannten “24-well-Platte ausgesat. Die
restlichen &ufReren Schalen wurden mit sterilem Wasser befullt, um ein
Verdampfen der inneren Schalen zu minimieren. Die Zellen wurden bei 37 T und
5 % COzim Brutschrank inkubiert.

An Tag 6 wurde je 1 ml frisches Kulturmedium, Wachstumsfaktoren und Antibiotika

enthaltend, zu den Zellschalen zugegeben.
4.4.2 Stimulation CD34-positiver Progenitorzellen mit DEA/NO

DEA/NO setzt NO mit einer Halbwertszeit von 2 min frei. DEA/NO-L6sung wurde

kurz vor Gebrauch frisch zubereitet, indem DEA/NO-Pulver in destilliertem Wasser
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gelést wurde. Um die Freisetzung bis zur Stimulation der CD34-positiven
Progenitorzellen zu verzoégern, wurde die DEA/NO-LOsung auf Eis gekuhlt.
Zur Analyse des Einflusses von DEA/NO auf die Proliferation und Differenzierung
CD34-positiver Zellen wurden diese unter sterilen Bedingungen in folgenden
Konzentrationen taglich stimuliert und fur neun bis zwdlf Tage kultiviert, wobei
jeweils vier Schalen mit derselben Konzentration stimuliert wurden:

1) 0,1 uM DEA/NO, tagliche Stimulation

2) 0,5 uM DEA/NO, tagliche Stimulation

3) 1 uM DEA/NO, tagliche Stimulation

4) 5 uM DEA/NO, tagliche Stimulation

5) 10 uM DEA/NO, tagliche Stimulation
Als Negativ-Kontrolle erfolgte eine tagliche Stimulation mit Aqua destillata.

Die Ernte der Zellen erfolgte nach neun und nach zwolf Tagen.

4.4.3 Durchflusszytometrische Analyse der CD34-positiven Stammzellen
PBS/GIc/BSA:  Dulbecco’s PBS (Ca* - und Mg?" - frei)

0,5 % BSA (0,1 g/20 ml)

5,5 mM D-Glucose

Nach Ernte der kultivierten und stimulierten Stammzellen, wurden diese fir 10 min
bei 240 g (1.500 rpm, Hettich Zentrifuge) bei RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde
vorsichtig mittels einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt und das Zellpellet in 170 pl
PBS/GIc/BSA resuspendiert. Dann wurden 10 pl des Primérantikdrpers (100 mg/ml
Maus anti-CD41 oder 100 pg/ml Maus anti-CD15) zu jeweils 50 pl
Stammzellsuspension zugegeben und fir 30 min bei RT inkubiert. Fir jeden
Versuch wurde zuséatzlich eine Kontrollfarbung ohne Primarantikorper
durchgefihrt. Fur die Sekundarantikérperfarbung wurden die Zellen fir 2 min bei
2.700 g bei RT (5.000 rpm, Eppendorf Zentrifuge 5417R) zentrifugiert. Das Pellet
wurde in 100 pl PBS/GIc/BSA resuspendiert, 3 ul des Fluoreszenz-markierten

Antikdrpers FITC-anti-Maus zugegeben und 20 min im Dunkeln inkubiert.
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Vor der Analyse im Durchflusszytometer wurden die Zellen in 300 ml PBS/GIc/BSA
aufgenommen und bis zur Messung bei 4 € im Dunkeln aufbewabhrt.

Messung am Durchflusszytometer

Die CD34-positiven Zellen wurden durchflusszytometrisch mit langsamer
Flussgeschwindigkeit am FACSCalibur der Firma Becton Dickinson mit folgender
Instrumenteneinstellung analysiert: Forward Scatter (FSC) EOO V, Side Scatter
(SSC) 350 V. Der Fluorescence Channel (FL-1) lag bei 600 V. Alle drei
Photodetektoren wurden auf logarithmische Verstarkung eingestellt.

In der FSC-SSC-Einstellung wurden die Stammzellen durch Setzen
entsprechender Regionen (=Gates) identifiziert. Fur jede Messung wurden 10.000
Zellen analysiert. Nachfolgend diente die durchschnittliche Fluoreszenzintensitét
der gemessenen Ereignisse der statistischen Weiterbearbeitung.

Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm CellQuest. In Form von
Histogrammen wurde die Fluoreszenzintensitdt gegen die Anzahl der Zellen

aufgetragen.
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4.5 Die Zellzyklus-Analyse

Prinzip

Die Untersuchung des zellularen DNA-Gehalts ist eine Methode, die Informationen
sowohl fur die Zellzyklus-Analyse, als auch fir die Festlegung eines DNA-Indexes
fur diploide und aneuploide Zellen in Krebsstudien liefert. Die meisten normalen
ruhenden Zellen besitzen einen diploiden Chromosomensatz, wéhrend
proliferierende Zellen in unterschiedlichen Stufen von Ploidie existieren. Wahrend
der verschiedenen Phasen des Zellzyklus (GO, G1, S, G2, und M) enthalt der
Zellkern eine unterschiedliche Menge an DNA, die charakteristisch fur den Grad
der Proliferation ist. Zellen eines einheitlichen Zellkollektivs sind somit auf Grund
ihres unterschiedlichen DNA-Gehaltes den verschiedenen Phasen eines Zellzyklus
zuzuordnen. In  der GO-Phase (Ruhephase) und der G1-Phase
(Prasynthesephase) liegt der Chromosomensatz diploid (= 2n) vor (n= einfacher
bzw. haploider Chromosomensatz). In der S-Phase (Synthesephase), wahrend die
Replikation der DNA statt findet, nimmt der DNA-Gehalt stetig zu; am Ende der S-
Phase enthalt die Zelle schlie3lich einen tetraploiden Chromosomensatz (2n <
Chromosomensatz < 4n). In der Mitose-Phase wird das replizierte Genmaterial auf
zwei Tochterzellen, welche den gleichen diploiden Chromosomensatz enthalten,
verteilt.

Die nukledre DNA kann mittels spezieller fluoreszierender Farbstoffe (z.B.
Propidiumjodid) angefarbt und so mit einem geeigneten Laser angeregt werden.
Da die entstehende Fluoreszenz proportional zu dem DNA-Gehalt einer Zelle ist,
ist es somit moglich, durchflusszytometrisch den Zellzyklus-Status einer Zelle zu
ermitteln.

Diese Methode wird auch zur Feststellung von Aneuploidie (Verdnderungen des
Chromosomensatzes) z.B. in Tumorzellen verwendet.
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Praparation der Stammzellen

Kultivierte Stammzellen wurden an Tag 4 mittels einer Pipette geerntet und in 15
ml Rohrchen Uberfihrt und fir 5 min bei 300 g und RT (Hettich-Zentrifuge)
zentrifugiert. Den Uberstand saugte man mittels einer Wasserstrahlpumpe ab,
wobei 50 pl Uberstand im Rohrchen belassen wurde, um das Zellpellet nicht zu
zerstbren. Man fuagte 1 ml der Pufferldsung hinzu und resuspendierte die Zellen
durch sorgféltiges Mischen bei niedriger Geschwindigkeit. Nach erneutem
zweimaligem Waschen mit Pufferlésung tberfihrte man anschlieRend je 5x10°
Zellen in ein Eppendorf-Réhrchen. Die Zellsuspension wurde bei 400 g fir 5 min
bei RT (2.000 rpm Eppendorf-Zentrifuge) zentrifugiert und der Uberstand durch

Dekantieren abgegossen.

Isolation und Farbung der Zellnuclei

Die Isolation und Farbung der zu untersuchenden Zellkerne erfolgte nach
Anleitung von CycleTest™ Plus DNA Reagent Kit, Becton Dickinson.

Zur Auflésung der Zellmembranlipide und Eliminierung des Zellzytoskeletts wurden
250 pl Trypsin-Puffer zu jeder Probe zugegeben und durch Antippen der Réhrchen
vorsichtig vermischt. Die Lésung lieR man 10 min bei RT reagieren. Um die
Reaktion zu beenden und um RNA zu verdauen, fugte man 200 pl Trypsin Inhibitor
und Rnase-Puffer hinzu, mischte die Proben durch Antippen erneut durch und
inkubierte die Proben fir 10 min bei RT. Zur Farbung der DNA wurden 200 ul kalte
Propidiumjodid-haltige Losung zu jedem Eppendorf-Réhrchen zugegeben, die
stochiometrisch an die sauberen, isolierten Zellkerne bindet. Nach Mischen der
Proben durch vorsichtiges Antippen wurden diese fir 10 min im Dunkeln auf Eis
oder im Kuhlschrank bei 2 T bis 8 T inkubiert. Di e Proben wurden durch einen 50
pm Nylonfilter in ein 12x75 R6hrchen Gberfihrt, verschlossen und bis zur Messung

im Durchflusszytometer im Dunkeln bei 2 C bis 8 T aufbewabhrt.
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Messung am Durchflusszytometer

Propidiumjodid gefarbte Nuclei emittieren Fluoreszenzlicht bei einer Wellenlange
zwischen 580 nm und 650 nm. Ein mit einem 585/42 Filter ausgestatteter
FACSScan Fluoreszenz-Detektor wurde fur die Analyse von emittiertem Licht
gefarbter Zellen zwischen 564 nm und 606 nm verwendet.

Bekannte DNA aus PBMCs (Peripheral Blood Mononuclear Cells) wurde als
Referenz zur Ermittlung des Gehalts an DNA-Aberrationen verwendet.

Fur optimale Ergebnisse und zur Verifizierung der Messung mit FACSCalibur
wurde der DNA QC Particles Kit von Becton Dickinson verwendet. Dies ist eine
Methode zur Einstellung der Spannung des Photomultiplier-Réhrchens und zur
Uberpriifung der Linearitat des Durchflusszytometers.

Die Messung und Auswertung der Daten erfolgten mit dem Programm CellQuest.
Die Darstellung des Verlaufs der Zellzyklus-Analyse erfolgte in Form von DNA-

Histogrammen.
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5. Ergebnisse

5.1 Biochemischer Nachweis der cGMP- und cAMP-regulierten
Signalwege in humanen CD34-positive hamatopoetischen

Stammzellen

In diesem Teil wurde untersucht, ob die aus anderen Zellen bekannten
Bestandteile der Signalwege der zyklischen Nukleotide einschliel3lich des
Effektorproteins VASP auch in CD34-positiven Stammzellen nachweisbar sind und
ob eine in vivo Aktivierung des Signhalweges mit konsekutiver Phosphorylierung

von VASP mdglich ist.

5.1.1 Nachweis der cGMP-abhangigen-Proteinkinase I (cGMP-PK IB) in CD34-
positiven Stammzellen

Zunachst konnte mit Hilfe der Western-Blot Technik, wie in 4.3.2 beschrieben, in
CD34-positiven Stammzellen unter Verwendung des monoklonalen Antikdrpers
14A3 gegen cGMP-PK IB die cGMP-Proteinkinase biochemisch nachgewiesen

werden.

83 kDa —p» ‘
62 kDa —» ‘
1 2

Abb. 1: Western-Blot-Analyse CD34-positiver Stammzellen, gefarbt mit dem monoklonalen anti-
cGMP-PK IB - Antikérper 14A3. Spur 1: 5 ng gereinigte cGMP-PK IB als Positiv-Kontrolle. Spur 2:

CD34-positive Stammzellen.
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5.1.2 Nachweis des Vasodilatator-stimulierten Phosphoproteins (VASP) in CD34-
positiven Stammzellen

Fur den Nachweis von VASP standen drei unterschiedliche Antikorper zur
Verfuigung: (M4, 16C2 und 5C6), die - neben dem verdnderten Laufverhalten von
VASP in SDS-Polyacrylamidgelen nach einer Phosphorylierung - auch zur
Untersuchung des Phosphorylierungszustandes dienen.

Der polyklonale Antikdrper Anti-VASP-M4 erkennt VASP unabhéngig von seinem
Phosphorylierungszustand. Eine VASP-Phosphorylierung am Serin-157 kann man
an einem Molekulargewichts-Shift im SDS-Polyacrylamidgel von 46 kDa (entspricht
nicht phosphoryliert) nach 50 kDa (entspricht phosphoryliert) erkennen (Halbriigge
et al. 1989).

Der monoklonale Antikorper Anti-Phospho-VASP-16C2 erkennt spezifisch die
Phosphorylierung am Serin-239, die keinen Shift des Molekulargewichts bewirkt.
Er erkennt das Dephospho-Protein nicht. Eine doppelte Phosphorylierung am
Serin-157 und am Serin-239 lasst sich jedoch an der Molekulargewichtsanderung
und den entstehenden Doppelbanden erkennen.

Der Antikorper Anti-Phospho-VASP-5C6 erkennt spezifisch die Phosphorylierung
am Serin-157, es zeigt sich daher immer nur eine Bande bei 50 kDa. Auch dieser

Antikorper erkennt das nicht-phosphorylierte Protein nicht.

Die im Folgenden aufgefiihrten Western-Blot-Analysen zeigen die Ergebnisse der

unterschiedlichen VASP-Antikorper in unstimulierten CD34-positiven Stammzellen.

50 kDa »
46 kba —»
1 2 3 4 5 6

M4 16C2 5C6

Abb. 2: Western-Blot-Analysen unstimulierter CD34-positiver Stammzellen.
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Spuren 1 und 2: Farbung mit dem Antikérper M4. Spur 1. CD34-positive Stammzellen, Spur 2:
humane Thrombozyten stimuliert mit 10 uM PG-E; als Positiv-Kontrolle.
Spuren 3 und 4: Farbung mit dem Antikérper 16C2. Spur 3: CD34-positive Stammzellen, Spur 4:
humane Thrombozyten stimuliert mit 10 uM PG-E; als Positiv-Kontrolle.
Spuren 5 und 6: Farbung mit dem Antikdrper 5C6. Spur 5: CD34-positive Stammzellen, Spur 6:

humane Thrombozyten stimuliert mit 10 uM PG-E; als Positiv-Kontrolle.

In nicht-stimulierten CD34-positiven Stammzellen kann nicht-phosphoryliertes
VASP mit Hilfe des Anti-VASP-M4-Antikoérpers in Form einer 46 kDa Bande
nachgewiesen werden.

Eine Phosphorylierung kann in unstimulierten CD34-positiven Zellen mit den
Antikdrpern M4, 16C2 und 5C6 nicht nachgewiesen werden. Entsprechend zeigt
sich mit dem Antikoérper M4 nur die 46 kDa Bande, mit den Antikdrpern 16C2 und
5C6 keine Bande.

Somit liegt in unstimulierten Stammzellen (,basal“) VASP nahezu vollstandig in der

nicht-phosphorylierten Form vor.
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5.1.3 Einfluss von cAMP und cGMP auf die VASP-Phosphorylierung in CD34-

positiven Stammzellen

Wie in Kapitel 1.4 beschrieben, besitzt VASP drei Phosphorylierungsstellen (Serin-
157, Serin-239 und Threonin-278), die mit unterschiedlichen Affinitdten von
Proteinkinasen genutzt werden: Serin-157 ist das von der PK-A, und Serin-239 das
von der PK-G bevorzugte Substrat (Butt et al. 1994, Smolenski et al. 1998).

Mit cAMP— und cGMP-erh6henden Substanzen wurde versucht, in vitro den
Nachweis einer VASP-Phosphorylierung in Stammzellen zu fihren. Von den
CAMP- und cGMP-erh6henden Substanzen wurden Konzentrationen eingesetzt,
welche in Experimenten bei humanen Thrombozyten einen maximalen Effekt auf
die VASP-Phosphorylierung gezeigt hatten.

PG-E; bewirkt nach Bindung an seinen Rezeptor Uber ein stimulatorisches G-
Protein eine Aktivierung der Adenylylzyklase, welche den intrazellularen cAMP-
Spiegel erhoht. Die verwendete Konzentration fur die Stimulation mit dem PG-E;
betrug 10 pM.

Das bisher noch nicht untersuchte Sp-5,6-DCI-cBIMPS (im Folgenden cBIMPS) ist
ein membrangangiges und sehr stabiles cAMP-Analogon mit hoher Selektivitat fir
die cAMP-abhéngige PK-A. Die Zellen wurden mit den Konzentrationen von 2 mM
und 10 mM stimuliert.

Natriumnitroprussid (SNP) ist ein anorganischer NO-Donor, welcher einen Anstieg
von cGMP bewirkt. Die Konzentration fur die Stimulation fir das SNP betrug 100
MM. Es wurden flr jede Substanz zwei verschiedene Zeitpunkte untersucht (30 und
60 Sekunden fur cBIMPS, 10 und 30 Sekunden fur PG-E; und SNP).

Dabei ergeben sich mit den unterschiedlichen Antikérpern folgende Bandenmuster:
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50 kDa —»
46 kDa —»

Abb. 3: Western-Blot-Analyse mit dem Antikérper Anti-VASP M4,

Spur 1: unstimulierte CD34-positive Stammzellen. Spur 2 und 3: Stimulation von CD34-positiven
Stammzellen mit 10 mM cBIMPS fur 30 bzw. 60 Sekunden. Spur 4 und 5: Stimulation von CD34-
positiven Stammzellen mit 2 mM cBIMPS fiir 30 bzw. 60 Sekunden. Spur 6 und 7: Stimulation von
CD34-positiven Stammzellen mit 100 uM SNP fur 10 bzw. 60 Sekunden. Spur 8 und 9: Stimulation
von CD34-positiven Stammzellen mit 10 pM PG-E; fir 10 bzw. 30 Sekunden. Spur 10: Stimulation
von humanen Thrombozyten mit 10 pM PG-E; als Positiv-Kontrolle.

50 kba —» Serin-239-
4_
46 kba —» Phospho-VASP

Abb. 4: Western-Blot-Analyse mit dem Antikérper Anti-phospho-VASP 16C2.

Spur 1: unstimulierte CD34-positive Stammzellen. Spur 2 und 3: Stimulation von CD34-positiven
Stammzellen mit 10 mM cBIMPS fur 30 bzw. 60 Sekunden. Spur 4 und 5: Stimulation von CD34-
positiven Stammzellen mit 2 mM cBIMPS fiir 30 bzw. 60 Sekunden. Spur 6 und 7: Stimulation von
CD34-positiven Stammzellen mit 100 uM SNP fur 10 bzw. 60 Sekunden. Spur 8 und 9: Stimulation
von CD34-positiven Stammzellen mit 10 uM PG-E; fir 10 bzw. 30 Sekunden. Spur 10: Stimulation

von humanen Thrombozyten mit 10 uM PG-E; als Positiv-Kontrolle.
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Serin-157-
4_
Phospho-VASP

Abb. 5: Western-Blot-Analyse mit dem Antikdrper Anti-phospho-VASP 5C6.

Spur 1: unstimulierte CD34-positive Stammzellen. Spur 2 und 3: Stimulation von CD34-positiven
Stammzellen mit 10 mM cBIMPS fur 30 bzw. 60 Sekunden. Spur 4 und 5: Stimulation von CD34-
positiven Stammzellen mit 2 mM cBIMPS fur 30 bzw. 60 Sekunden. Spur 6 und 7: Stimulation von
CD34-positiven Stammzellen mit 100 uM SNP fur 10 bzw. 60 Sekunden. Spur 8 und 9: Stimulation
von CD34-positiven Stammzellen mit 10 uM PG-E; fir 10 bzw. 30 Sekunden. Spur 10: Stimulation

von humanen Thrombozyten mit 10 uM PG-E; als Positiv-Kontrolle.

Bei Stimulation mit dem cAMP-Analogon cBIMPS kommt es zu einer
konzentrationsabhangigen Phosphorylierung an Serin-157, erkennbar an der 50
kDa-Bande im M4-Blot und im 5C6-Blot. Die Phosphorylierung an Serin-239 ist bei
cBIMPS konzentrationsabhangig deutlich geringer als an Serin-157 bzw. bei 2 mM
nicht mehr nachweisbar. Dies kann erklart werden durch die hohe Spezifitat fur die

PK-A, welche bevorzugt das Serin-157 phosphoryliert.

Bei einer Stimulation mit 10 pM PG-E; kommt es ebenfalls zu einer starken
Phosphorylierung an Serin-157. Im Unterschied zum cBIMPS kommt es bei der
Stimulation mit 10 pM PG-E; aber auch zu einer starken Phosphorylierung am
Serin-239, erkennbar an der Bande im 16C2-Blot. Die hier eingesetzte
Konzentration liegt wahrscheinlich im submaximalen Dosisbereich, so dass auch
das durch die G-Kinase weniger bevorzugte Serin-157 vollstédndig phosphoryliert
wird. Dieser Effekt ist aus den Thrombozyten bekannt (siehe Spur 10 in den 3
Western-Blot-Abbildung).
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Bei Stimulierung mit 100 uM des cGMP-erhéhenden NO-Donors SNP kommt es zu
einer praferentiellen Phosphorylierung an Serin-239 (Banden im 16C2-Blot), aber
auch zu einer zusatzlichen Phosphorylierung an Serin-157 (50 kDa-Bande im M4-
Blot und im 5C6-Blot). Die Doppelbande im 16C2-Blot lasst sich wieder dadurch
erklaren, dass sowohl einfach-phosphoryliertes VASP (nur Serin-239, kein
Molekulargewichts-Shift) als auch doppelt-phosphoryliertes VASP (Serin-239 und
Serin-157, mit Molekulargewichts-Shift) vorliegen.

Zusammenfassend ergeben sich daraus folgende Erkenn  tnisse:

a) In den isolierten CD34-positiven Stammzellen las  sen sich PK-G (direkt
und indirekt), PK-A (indirekt) sowie VASP (direkt) nachweisen.

b) VASP liegt in den nicht-stimulierten CD34-positi  ven Stammzellen in
nicht-phosphoryliertem Zustand vor.

c) VASP-Phosphorylierung kann durch die aus anderen Zellsystemen
bekannten Signalkaskaden der zyklischen Nukleotide CAMP und cGMP
auch im Zellkultursystem von CD34-positiven Stammze llen in vitro
ausgelost werden.

d) Mit den zu Verfigung stehenden Methoden und Anti  kdrpern sind diese

Signalwege einer funktionellen Analyse zuganglich.
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5.2 Einfluss von cGMP auf Proliferation und Differenzierung humaner

CD34-positiver hdmatopoetischer Stammzellen

In diesem Teil der Arbeit wurde der Einfluss eines NO-Donors (DEA/NO) auf die
Proliferation und Differenzierung von humanen CD34-positiven Stammzellen zu
Granulozyten/Monozyten und Megakaryozyten untersucht.

DEA/NO setzt NO frei und stimuliert somit in Zellen die PK-G, die wiederum VASP

und andere Substrate phosphoryliert.

5.2.1 Einfluss von cGMP auf die Proliferation CD34-positiver hamatopoetischer

Stammzellen

CD34-positive Stammzellen wurden, wie im Methodenteil beschrieben, aus
peripherem Blut oder Leukapheresematerial isoliert. Diese Zellen wurden
anschlieBend in  mit  Wachstumsfaktoren  versehenem  N&ahrmedium
(Zusammensetzung in 4.4.1 beschrieben) kultiviert. An Tag 1 wurden jeweils
10.000 isolierte CD34-positive Stammzellen pro Schale ausgesét, nach 9 bzw.
nach 12 Tagen die jeweils bis dahin gewachsenen Stammzellen abgeerntet und

durchflusszytometrisch beztiglich Proliferation und Differenzierung analysiert.

5.2.1.1 Proliferation unstimulierter CD34-positiver Stammzellen
Nach 9 Tagen Zellkultivierung fand sich in allen durchgefihrten Experimenten ein
durchschnittlich ca. 30-facher Anstieg der Zellzahl. An Tag 12 stieg die Zellzahl

durchschnittlich weiter auf ein ca. 60-faches der Ausgangszellzahl an.

5.2.1.2 Proliferation CD34-positiver Stammzellen un  ter Stimulation mit dem
cGMP-Analogon DEA/NO

Die Stammzellen wurden 9 bis 12 Tage lang taglich mit verschiedenen
Konzentrationen des NO-Donors DEA/NO (0,1 puM, 1 uM, 5 uM, 10 pM) stimuliert.
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Die unstimuliert gewachsenen Stammzellen wurden fir jedes einzelne der
folgenden Stimulations-Experimente als 100 %-Ausgangswert gesetzt. Die
Proliferation der CD34-positiven Stammzellen unter der Zugabe verschiedener
Konzentrationen von DEA/NO wurde als relative Veranderung zu der Zahl der
unstimulierten CD34-positiven Zellen dargestellt. Dabei wurden Mittelwert und

Standardfehler aus mindestens 3 unabhangigen Experimenten berechnet.

Proliferation CD34-positiver Stammzellen unter
Stimulation mit DEA/NO
15,00
10,00 +
i T
5,00 ~ T _I_|
0,00 t :
| T

-5,00 ] I O Mittelwert Tag 9
-10,00 - - l I OMittelwert Tag 12
-15,00 - l 1
-20,00 -
-25,00

0.1 uM 1uM 5 uM 10 uM

Abb. 6: Effekt von DEA/NO auf die Proliferation CD34-positiver Stammzellen an Tag 9 und Tag 12.
Mittelwerte dreier unabhangiger Experimente. X-Achse: steigende Konzentration von DEA/NO
(LM). Y-Achse: Relative Proliferationsrate bezogen auf unstimulierte CD34-positive Stammzellen.
Graue Balken: Analyse an Tag 9, jeweils mit Standardfehler. Wei3e Balken: Analyse an Tag 12,

jeweils mit Standardfehler.

DEA/NO hat einen konzentrationsabhangigen Einfluss auf die CD34-positiven
Zellen. Wahrend die Konzentration von 0,1 um keine signifikante Anderung des
Wachstumsverhaltens ergibt, hemmt die Konzentration von 1 puM DEA/NO
signifikant die Proliferation an Tag 9 und Tag 12 (p=0,03 bzw. p=0,04). Dagegen
fordert die hohere Konzentration von 5 uM DEA/NO signifikant das Wachstum der
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hamatopoetischen Zellen an beiden Tagen (p=0,04 bzw. p=0,01). Nach Stimulation
mit 10 uM DEA/NO kommt es zu einer signifikanten Wachstumshemmung an
beiden Tagen (p=0,04 bzw. p=0,03).

Der Stickstoffmonoxid-Donor DEA/NO hat zusammenfass end folgende
Einflisse auf das Proliferationsverhalten humaner C D34-positiver
Stammzellen:
a) Eine Konzentration von 0,1 uM DEA/NO hat keinen  Einfluss auf
das Wachstumsverhalten der Stammzellen.
b) Eine Konzentration von 1 pM DEA/NO hat einen hem menden
Einfluss auf das Wachstumsverhalten der Stammzellen
C) Dagegen beeinflusst die hohere Konzentration von 5 uM
DEA/NO das Zellwachstum positiv.
d) Die Konzentration von 10 pM DEA/NO hemmt die Pro liferation
stark, was moglicherweise durch einen toxischen Eff ekt von NO

zu erklaren ist.

5.2.2 Einfluss des cGMP-Analogons DEA/NO auf den Zellzyklus CD34-positiver
hamatopoetischer Stammzellen

Bisher wurde der Einfluss von DEA/NO auf das Proliferationsverhalten von CD34-
positiven Stammzellen beschrieben. In diesem Abschnitt wird die Wirkung des NO-
Donors auf den Zellzyklus der Stammzellen untersucht. Dafir wurden die
Stammzellen aus Leukapheresematerial oder peripherem Blut (siehe Methodenteil)
isoliert und wie in 4.4.1 dargestellt unter sterilen Bedingungen in einer "24-well -
Platte kultiviert. Dabei wurden die Zellen taglich mit DEA/NO in den
Konzentrationen von 1 pM und 5 pM stimuliert.

An Tag 4, also 72 h nach Aussaat der Zellen und taglicher Stimulation mit
DEA/NO, wurden diese geerntet und wie in 4.5 beschrieben zur Zellzyklus-Analyse

vorbereitet. Anschlieend wurden die Proben durchflusszytometrisch analysiert
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und die Verteilung der Zellen in die jeweiligen Phasen des Zellzyklus grafisch

dargestellt.

5.2.2.1 Darstellung eines typischen Zellzyklus unst  imulierter CD34-positiver

Stammzellen

Auf Grund des Zyklus-abhangigen unterschiedlichen DNA-Gehaltes einer Zelle
lassen sich folgende Untergruppen unterteilen:
1. GO- und G1-Phase: diploider Chromosomensatz (x=2n)
2. S-Phase: Chromosomensatz liegt zwischen diploidem und tetraploidem
Chromosomensatz (2n < x < 4n)
3. G2- und Mitose-Phase: tetraploider Chromosomensatz (x=4n)
Die folgende Abbildung zeigt exemplarisch das typische Verteilungsmuster der

CD34-positiven Zellen in den unterschiedlichen Zyklusphasen:
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Abb. 7: FACS-Analyse von CD34-positiven Stammzellen: Typisches Verteilungsmuster der
Interphase: M1= GO0/G1-Phase, M2 = G2/M-Phase und M3 = S-Phase. Abbildung eines
Histogrammplots: X-Achse: Fluoreszenzintensitat (FL2-Area, entspricht dem relativen DNA-Gehalt),

Y-Achse: gezéahlte Zellen (counts).
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5.2.2.2 Zellzyklus CD34-positiver Stammzellen unter  Stimulation mit DEA/NO
Um den Einfluss von DEA/NO auf den Zellzyklus CD34-positiver Zellen zu
untersuchen, wurden diese nach der Aussaat taglich mit 1 uM oder 5 uM DEA/NO
stimuliert. Nach 72 h wurden die bis dahin gewachsenen Stammzellen abgeerntet,
zur Zellzyklus-Analyse prapariert und durchflusszytometrisch analysiert.

Die Abbildung 8 zeigt ein repréasentatives Experiment der Verteilung CD34-
positiver Stammezellen in die einzelnen Zellzyklusphasen nach taglicher Stimulation
mit 1 oder 5 uM DEA/NO.
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Abb. 8: Reprasentative Darstellung des Zellzyklus CD34-positiver Zellen ohne Stimulation (A), nach

Stimulation mit 1 uM DEA/NO (B) und 5 pM DEA/NO (C) fur 72 Stunden.

X-Achse:

Fluoreszenzintensitat (FL2-Area, entspricht dem relativen DNA-Gehalt), Y-Achse: gezahlte Zellen

(counts).
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Die folgenden Grafiken, Mittelwert von drei Experimenten, verdeutlichen die
Verteilung der Stammzellen in den unterschiedlichen Zyklusphasen unter
Stimulation mit 1 bzw. 5 uM DEA/NO in relativer Veranderung zu unstimulierten
Stammzellen. Die unstimuliert gewachsenen Stammzellen wurden fur jedes
einzelne folgende Stimulations-Experiment als 100 %-Ausgangswert gesetzt. Die
Veranderung der Zellzyklusphasen der CD34-positiven Stammzellen unter der
Zugabe verschiedener Konzentrationen von DEA/NO wurde als relative
Veradnderung zu den Phasen der unstimulierten CD34-positiven Zellen dargestellt.
Dabei wurden Mittelwert und Standardfehler aus mindestens 3 unabh&ngigen

Experimenten berechnet.

Einfluss von 1 uM DEA/NO auf den
Zellzyklus CD34-positiver Stammzellen
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Abb. 9: Einfluss von 1 uM DEA/NO auf den Zellzyklus CD34-positiver Stammzellen. X-Achse:
Darstellung der Zellzyklusstadien: GO/G1-Phase, S-Phase und G2/M-Phase (Mittelwerte dreier
unabhangiger Experimente); Y-Achse: Relative Anderungen der Zellzyklusphasen bezogen auf

unstimulierte CD34-positive Stammzellen, jeweils mit Standardfehler.
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Einfluss von 5 pyM DEA/NO auf den
Zellzyklus CD34-positiver Stammzellen

4,0

30 + '|'
:) ol

-1,0 +
2,0 + [
30 +

40 \

5,0 +

-6,0

G0/G1 S G2+M

Abb. 10: Einfluss von 5 uM DEA/NO auf den Zellzyklus CD34-positiver Stammzellen. X-Achse:
Darstellung der Zellzyklusstadien: GO/G1-Phase, S-Phase und G2/M-Phase (Mittelwerte dreier
unabhangiger Experimente); Y-Achse: Relative Anderungen der Zellzyklusphasen bezogen auf

unstimulierte CD34-positive Stammzellen, jeweils mit Standardfehler.

Bei beiden Konzentrationen zeigt sich, bezogen auf unstimulierte Stammzellen,
eine vermehrte Anzahl von Zellen, die sich in der S-Phase befinden.

Dagegen nimmt die Anzahl an Zellen, die sich in den Ruhephasen GO und G1
befinden, bei beiden Konzentrationen von DEA/NO ab, bei 5 uM aber deutlicher als
bei 1 uM DEA/NO. Dazu passend finden sich bei einer Stimulation mit 5 yuM
DEA/NO deutlich mehr Zellen in der pramitotischen G2-Phase und in der Mitose,
im Gegensatz zu mit 1 uM DEA/NO stimulierten Zellen, die eine nahezu gleiche

Anzahl an Zellen wie unstimulierte Stammzellen zeigen.
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Zusammenfassend ergeben sich aus der Zellzyklus-Ana lyse folgende

Ergebnisse:

a) DEA/NO steigert in beiden Konzentrationen (1L uyM  und 5 puM) den Anteil
an Stammzellen, die sich in der Synthese-Phase befi  nden.

b) Nur DEA/NO in der Konzentration von 5 uM steiger t den Anteil an
Stammzellen, die sich in der pramitotischen Ruhepha se und in der
Mitose (G2/M-Phase) befinden.

c) DEA/NO verringert in beiden Konzentrationen (1 ¢ M und 5 pM) den
Anteil an Stammzellen, die sich in der Ruhephase (G 0/G1l-Phase)

befinden.
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5.2.3 Einfluss des NO-Donors DEA/NO auf die Differenzierung CD34-positiver
Stammzellen

Nachdem ein Proliferationsverhalten CD34-positiver Stammzellen unter
Zellkulturbedingungen und unter Stimulation mit dem NO-Donor DEA/NO sowie
dessen positiver Einfluss auf Synthese-Phase und Mitose im Zellzyklus der
Stammzellen nachgewiesen werden konnten, sollte im n&chsten Schritt die
Differenzierung unter DEA/NO-Stimulation untersucht werden.

Nach Isolation und Kultivierung der CD34-positiven Stammzellen, wie im
Methoden-Teil beschrieben, wurden diese an Tag 9 und Tag 12 geerntet und mit
gegen die Oberflachenmerkmale CD15 und CD41 spezifischen Antikoérpern
inkubiert. Das Antigen CD15 dient dabei zur Identifizierung von
Granulozyten/Monozyten, das Antigen CD41 von Megakaryozyten. Daran
anschlieend folgten die Markierung mit einem Fluoreszenz-markierten

Sekundarantikorper und die durchflusszytometrische Analyse am FACS-Gerat.

5.2.3.1 Differenzierung humaner  CD34-positiver Stam mzellen zu
Granulozyten/Monozyten (CD15-positiv)

Als Referenzwert fiur das Differenzierungsverhalten unter DEA/NO-Stimulation
wurde die Differenzierung unstimulierter Stammzellen zu CD15-positiven Zellen,
das heil3t ohne Zugabe von DEA/NO, verwendet.

Die unstimuliert differenzierenden Stammzellen wurden fir jedes einzelne der
folgenden Stimulations-Experimente als 100 %-Ausgangswert gesetzt. Die
Differenzierung der CD34-positiven Stammzellen zu Granulozyten/Monozyten
unter der Zugabe verschiedener Konzentrationen von DEA/NO (1 uM, 5 pM) wird
als relative Verdnderung zu der Zahl der unstimulierten CD34-positiven Zellen
dargestellt. Die Mittelwerte und Standardfehler wurden aus mindestens 3

unabhangigen Versuchen ermittelt.
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Differenzierung von CD34-positiven
Stammzellen zu CD15-positiven Zellen
unter Stimulation mit DEA/NO
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Abb. 11: Effekt zweier DEA/NO-Konzentrationen auf die Zelldifferenzierung CD34-positiver
Stammzellen zu CD15-positiven Granulozyten bzw. Monozyten im Vergleich zur unstimulierten
Zellpopulation. Mittelwerte aus mindestens 3 unabhéngigen Experimenten mit Standardfehler sind
dargestellt. X-Achse: steigende Konzentration von DEA/NO (uM), Y-Achse: Relative CD15-
Differenzierung zu Granulozyten/Monozyten bezogen auf unstimulierte CD34-positive Stammzellen;

graue Balken Tag 9, weil3e Balken Tag 12.

Es zeigt sich unter DEA/NO eine konzentrationsabhéngige Hemmung der
Zelldifferenzierung von CD34-positiven Stammzellen zu CD15-positiven

Granulozyten /Monozyten.

5.2.3.2 Differenzierung  humaner  CD34-positiver Stam mzellen zu
Megakaryozyten (CD41-positiv)

Als Referenzwert fur das Differenzierungsverhalten von mit DEA/NO-stimulierten
Zellen wurde die Differenzierung unstimulierter Stammzellen zu CD41-positiven

Zellen, das heil3t ohne Zugabe von DEA/NO, verwendet.
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Die unstimuliert differenzierenden Stammzellen wurden fir jedes einzelne folgende
Stimulations-Experimenten als 100 %-Ausgangswert gesetzt. Die Differenzierung
der CD34-positiven Stammzellen zu Megakaryozyten unter der Zugabe
verschiedener Konzentrationen von DEA/NO (1 pM, 5 pM) wird als relative
Veranderung zu der Zahl der unstimulierten CD34-positiven Zellen dargestellt. Die

Mittelwerte und Standardfehler wurden aus 3 unabhangigen Versuchen ermittelt.

Differenzierung von CD34-positiven Stammzellen
zu CDA41-positiven Zellen

20 unter Stimulation mit DEA/NO

s ]
o1

OTag 9

5 + I [ OTag 12

-20

1uM 5 uM

Abb. 12: Effekt zweier DEA/NO-Konzentrationen auf die Zelldifferenzierung CD34-positiver
Stammzellen zu CD41-positiven Megakaryozyten im Vergleich zur unstimulierten Zellpopulation.
Mittelwerte aus mindestens 3 unabhangigen Experimenten mit Standardfehler sind dargestelit.
X-Achse: steigende Konzentration von DEA/NO (uM), Y-Achse: Relative CD41-Differenzierung zu
Megakaryozyten bezogen auf unstimulierte CD34-positive Stammzellen; graue Balken Tag 9, weil3e
Balken Tag 12.

Nach Stimulation der Progenitorzellen mit der Konzentration von 1 uM DEA/NO
kann an Tag 9 eine deutliche und an Tag 12 ein signifikante (p=0,01) Steigerung

der Differenzierung der CD34-positiven Zellen zu Megakaryozyten beobachtet
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werden. Nach Stimulation mit der héheren Dosis von 5 uM DEA/NO hingegen wird
die Zelldifferenzierung zu Megakaryozyten an beiden Tagen signifikant (p= 0,03
bzw. p=0,05) reduziert.

Zusammenfassend ergeben sich aus den Daten folgende Ergebnisse:

a) DEA/NO inhibiert konzentrationsabhangig die Zell differenzierung von
CD34-positiven Stammzellen zu CD15-positiven Granul  ozyten und
Monozyten.

b) DEA/NO hat einen konzentrationsabhangigen dualen Effekt auf die
Differenzierung CD34-positiver Progenitorzellen zu CD41-positiven
Megakaryozyten:

1. DEA/NO steigert in der Konzentraton von 1 pM di e
Zelldifferenzierung zu CD41-positiven Megakaryozyte  n.
2. DEA/NO hemmt in der Konzentration von 5 uM die

Differenzierung zu CD41-positiven Zellen.
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6. Diskussion

Im Rahmen meiner Arbeit habe ich in mehreren Teilprojekten die Eigenschaften
und Funktion des Signalproteins VASP in CD34-positiven Stammzellen (gesunder
Spender oder Patienten ohne hamatologische Grunderkrankung) sowie den
Einfluss zyklischer Nukleotide auf Proliferation und Differenzierung dieser Zellen
untersucht.

Die wesentlichen Erkenntnisse meiner Arbeit sind:

a) In CD34-positiven Stammzellen lassen sich PK-G ( direkt und indirekt),
PK-A (indirekt) sowie VASP (direkt) nachweisen. Dab ei liegt VASP in
préaparierten nicht-stimulierten CD34-positiven Stam mzelle in nicht-
phosphoryliertem Zustand vor.

b) VASP-Phosphorylierung kann durch die aus anderen Zellsystemen
bekannten Signalkaskaden der zyklischen Nukleotide CAMP und cGMP
auch im Zellkultursystem von CD34-positiven Stammze  llen in vitro
ausgeldst werden. Mit den zu Verfugung stehenden Me thoden und
Antikérpern sind diese Signalwege nachweisbar.

c) DEA/NO hat einen dualen, konzentrationsabhangige  n Effekt auf die
Proliferation und die Differenzierung humaner hamat  opoetischer

Stammzellen sowie auf deren Zellzyklus.

6.1 VASP in CD34-positiven humanen Stammzellen

VASP, ein Zytoskelett-assoziiertes Protein, ist in fast allen Zelltypen exprimiert.
Wie bereits in der Einleitung unter 1.4 beschrieben, besitzt es drei unterschiedliche
Phosphorylierungsstellen (Serin-157, Serin-239 und Threonin-278), die mit
unterschiedlichen Kinetiken durch die PK-A und die PK-G phosphoryliert werden
(Butt et al. 1994). Eine Aktivierung der PK-A fuhrt dabei bevorzugt zu einer
Phosphorylierung von VASP an Serin-157, die Aktivierung der PK-G dagegen an
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Serin-239 (Butt et al. 1994). Fur den Nachweis von VASP in CD34-positiven
humanen Stammzellen stehen die Antikérper M4, 16C2 und 5C6 zu Verfligung, die
auch zur Untersuchung des Phosphorylierungszustandes von VASP dienen
(ausfuhrliche Beschreibung siehe 5.1.2). Dabei erkennt der polyklonale Antikdrper
Anti-VASP-M4 VASP unabhéngig seines Phosphorylierungszustandes. Eine
VASP-Phosphorylierung am Serin-157 kann hier an einer Anderung des
Laufverhaltens (=Shift) im SDS-Polyacrylamidgel von 46 kDa (=nicht
phosphoryliert) nach 50 kDa (=phosphoryliert) detektiert werden (Halbriigge et al.
1989). Der monoklonale AK Anti-Phospho-VASP-16C2 erkennt spezifisch eine
Phosphorylierung an Ser-239, jedoch nicht das Dephospho-Protein. Die
Phosphorylierung von VASP an der Position Serin-157 wird durch den Antikdrper
Anti-Phospho-VASP-5C6 identifiziert, was sich in einer 50 kDa-Bande zeigt. Auch

dieser Antikérper kann das nicht-phosphorylierte Protein nicht nachweisen.

VASP und Mena (mammalian Enabled) gehdren zu der Prolin-reichen Ena/VASP
Protein-Familie, die das Zellmembran-Protein, die Signaltransduktionswege und
das Aktin-Zytoskelett miteinander verbindet. Die Gene, die VASP bei Mensch und
Maus kodieren, wurden bereits isoliert und zu grof3en Teilen sequenziert, wobei
das VASP-Gen aus 13 Exons besteht. Die Aminosaure-Sequenz von Maus und
Mensch stimmen zu 89 % Uberein. Das humane VASP kann Chromosom 19q13.2-
g13.3 zugeteilt werden. Prominente 5 CpG Inseln, die viele SP1-Stellen enthalten,
lassen auf eine “housekeeping’- Funktion von VASP schlieBen (Zimmer et al.
1996). Gambaryan et al. (2001) stellten die Verteilung von VASP und Mena in den
verschiedenen Geweben und Zelltypen dar. Dabei werden die grof3ten Mengen an
VASP in Thrombozyten, aber auch in Magen, Milz, Lunge und GefalR3en
beobachtet. Mena dagegen wird reichlich im Gehirn exprimiert und lasst sich
dagegen nicht in Plattchen und Milz nachweisen. Beide, also VASP und Mena,
lassen sich in intestinalen glatten Muskelzellen, BlutgefaBen und Epithelzell-
Membranen nachweisen. In den Nieren werden VASP und Mena hauptsachlich in

den glomeruldaren Mesangiumzellen und in den Papillen gefunden. Schick et al.
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(2003) konnten VASP und Zyxin, als ein wichtiger Partner fir Motilitat und Zell-
Adhasion, in Pillarzellen der Ratten-Cochlea nachweisen. Der Beginn der VASP-
Expression trat dabei gleichzeitig mit dem Beginn des HoOrens auf. Im
menschlichen Herzen zeigen sich VASP und Mena an Gefal3en und Myozyten mit
Connexin-43 kolokalisiert (Eigenthaler et al. 2003). Wé&hrend der postnatalen
Entwicklung des Herzens bei Tieren sinken die Mengen von VASP und Mena
zunehmend von der neonatalen bis zur erwachsenen Entwicklung (Gambaryan et
al. 2001). Das gemeinsame Vorhandensein von VASP und Ena in Zellen des
Intestinal-Traktes, von Nieren und Herz lasst unter anderem darauf schlie3en,
dass die Proteine der Ena/VASP Familie &hnliche Funktionen ausiben und sich
gegenseitig in diesen Geweben kompensieren konnen (Gambaryan et al. 2001).

In sehr hoher Konzentration findet man VASP in Thrombozyten (Eigenthaler et al.
1992). Es liegt in unbehandelten, humanen Thrombozyten in der 46 kDa-
Dephospho-Form vor (Halbrigge et al. 1990). VASP stellt in Thrombozyten das am
Besten charakterisierteste Substrat der PK-A und der PK-G dar (Butt et al.1994).
Dabei korreliert die VASP-Phosphorylierung tber cAMP (PG-E;, PG-l;) - und
cGMP-erh6hende (NO und NO-freisetzende Substanzen, z.B. SNP) Substanzen
eng mit einer Thrombozyteninhibierung, die Uber eine Hemmung des
Fibrinogenrezeptors vermittelt ist.

Auch in anderen Zelltypen konnte das Vasodilatator-stimulierte Phosphoprotein
sowie dessen Phosphorylierung Uber zyklische Nukleotide gefunden werden.
Neueste Veroffentlichungen von Cook et al. (2007) beispielsweise konnten VASP
und dessen Regulation Uber den NO/cGMP/PK-G Signalweg auch in humanen,
kultivierten Stromazellen der Prostata nachweisen. Die Arbeitsgruppe um Andre et
al. (2005) konnten die NO/cGMP/PK-G Signalkaskade mit konsekutiver VASP-

Phosphorylierung in humanen embryonalen Nierenzellenlinien nachweisen.
In der vorliegenden Arbeit konnte in humanen, unstimulierten CD34-positiven

Stammzellen die Proteinkinase G und ihr Substrat VASP direkt mit Hilfe der

Western-Blot-Technik unter Verwendung oben genannter spezifischer Antikorper
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nachgewiesen werden. VASP fand sich dabei in unphosphoryliertem Zustand.
Ferner konnte mit der cAMP-analogen Substanz cBIMPS, sowie CcAMP-
erhohenden Substanzen (PG-E;) in vivo eine VASP-Phosphorylierung bei CD34-
positiven Zellen aufgezeigt werden. Dadurch wurde indirekt die PK-A in diesem
Zellkollektiv nachgewiesen. Uber die cGMP-erhthende Substanz SNP konnte eine
praferentielle Phosphorylierung an Ser-239 und aber auch an Ser-157 beobachtet
werden. Die schon bei Smolenski et al. erwahnte Spezifitat des AK 16C2 fur Serin-
239 phosphoryliertes VASP kann somit in den Versuchen an CD34-positiven
Stammzellen bestatigt werden. Ebenso konnten durch Verwendung spezifischer
Antikdrper gegen phosphoryliertes VASP bereits bestehende Ergebnisse aus
Thrombozyten (Butt et al. 1994, Smolenski et al. 1998) auch in humanen CD34-
positiven Stammzellen bestatigt werden. Die Tatsache, dass in den untersuchten
Zellen dieser Arbeit VASP in der Dephospho-Form vorliegt, durch Aktivierung der
PK-A oder PK-G wie in vielen anderen Zelltypen (Halbrigge et al. 1991)
phosphoryliert werden kann, ist ein Indiz dafur, dass die Phosphorylierung von
VASP auch in diesen Zellen eine Moglichkeit der Regulation intrazellularer
Vorgénge darstellt, analog der aus den Thrombozyten bekannten Korrelation mit

der Inhibierung des Fibrinogenrezeptors.

In der Zusammenschau sind somit die fur die cGMP/PK-G/VASP- und cAMP/PK-
A/VASP-Signalkaskaden notwendigen Komponenten in humanen CD34-positiven
Zellen identifiziert und die Signalwege in Stammzellen analog zu anderen Zellen,
beispielsweise humanen Blutplattchen (Halbrigge et al. 1990), prinzipiell
auslosbar.

Die Moglichkeit des Nachweises von VASP bzw. dessen Phosphorylierung mit
Hilfe verschiedener Antikorper, die zwischen Phospho-VASP und Dephospho-
VASP unterscheiden koénnen, bietet auch die Madoglichkeit, VASP als
Indikatorprotein fur weitere Stoffwechselkaskaden nutzen zu kénnen. Profirovic et
al. (2005) beschreiben eine G,pnal3-induzierte VASP-Phosphorylierung, die unter

anderem eine Aktivierung von RhoA und MEKKZ1, eine Phosphorylierung von
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lkappaB als auch ein Freisetzung der katalytischen Untereinheit der PK-A mit

nachfolgender VASP-Phosphorylierung einbezieht.

6.2 Funktionen von VASP fur die Differenzierung von CD34-positiven

Stammzellen

Etliche Interaktionen zwischen VASP und Zytoskelettproteinen wie Aktin, Vinculin,
Profilin und Zyxin sind bisher bekannt (Reinhard, Giehl et al. 1995, Reinhard,
Jouvenal et al. 1995 Reinhard et al. 1996). Wie bereits in der Einleitung unter 1.4
beschrieben, verstarkt VASP die Aktinpolymerisation und die Bindelung von
Aktinfilamenten (Bachmann et al. 1999). Mittels in vitro-Experimenten konnte
bereits gezeigt werden, dass durch die Phosphorylierung die Bindung von VASP
an F-Aktin reduziert und die Aktinpolymerisation und Bundelung der Filamente
unterdrickt werden (Harbeck et al. 2000). Folglich kdnnte eine VASP-
Phosphorylierung die verstarkende Wirkung von VASP auf die Aktinpolymerisation
herunter regulieren. Dass VASP bereits in den humanen pluripotenten CD34-
positiven Stammzellen, die zu Differenzierung und Proliferation beféhigt sind,
nachgewiesen werden konnte, unterstreicht die mdgliche Rolle von VASP in der
Organisation des Zytoskeletts.

Jedoch ist VASP nur eines von vielen weiteren Substraten der PK-A und der PK-G
und so ist die genaue Funktion vor allem bei der Reorganisation des Zytoskeletts
noch unklar. In weiteren Versuchsreihen sollte geprift werden, inwieweit eine
Veradnderung des Phosphorylierungszustandes von VASP Hinweise auf mdgliche

intrazellulare Vorgange bereits in Stammzellen liefert.

Einfluss von VASP auf die Differenzierung von CD34-positiven humanen

Stammzellen

Hauser et al. (1999) untersuchten die Rolle von VASP, indem sie Wildtyp-Maus mit
VASP-defizienter Maus verglichen. In der Wildtyp-Maus wird VASP in Plattchen
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und Geweben, die reich an glatter Muskulatur sind, wie Lunge, Magen, Dinndarm
und Gefal3wand, gefunden. VASP-defiziente Mause zeigen eine Hyperplasie der
Megakaryozyten in Knochenmark und Milz. Dies lasst auf eine inhibitorische
Wirkung von VASP auf das Wachstum und Heranreifen von Megakaryozyten
schlie3en.

In humanen CD34-positiven Zellen konnte in dieser Arbeit eine Expression von
VASP nachgewiesen werden. Moglicherweise besteht demnach eine funktionale
Rolle von VASP auf die Differenzierung von Stammzellen, zumindest in der
Megakaryopoese. In wie weit ein genauer Zusammenhang beziehungsweise eine
Regulation von VASP mit dem Differenzierungsverhalten von CD34-positiven
Stammzellen besteht, ist noch unklar und erfordert weitere Untersuchungen

beispielsweise mit Stammzellen VASP-defizienter Mause.

Weiter wird bei Hauser et al. (1999) in VASP-defizienten Mausen eine verstarkte
Thrombin-induzierte  Plattchenaktivierung beobachtet. Die mdglicherweise
resultierende verstarkte Plattchenaggregation mit erhéhtem Plattchenverbrauch
wird, wie oben erwahnt, moglicherweise durch die Hyperplasie von
Megakaryozyten kompensiert. Erkrankungen, die mit einer erhdhten
Plattchenaktivierung einhergehen, wie koronare Herzerkrankungen,
Arteriosklerose und entzindliche GefalRRerkrankungen lassen sich mit Hilfe von
VASP-knockout-M&usen weiter untersuchen. Mdoglicherweise finden sich auch
schon auf Stammzellebene Hinweise fir Pathomechanismen zwischen VASP und

den oben genannten Gefalierkrankungen.

Hinsichtlich des Phanotyps zeigten sich bei den Versuchen von Hauser et al.
(1999) keine Unterschiede zwischen Wildtyp- und VASP-defizienter Maus, was auf
die bereits erwahnte kompensatorische Funktion von VASP durch weitere Proteine
der Ena/VASP Proteinfamilie schliel3en lasst.
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Darlberhinaus zeigen die Versuche mit Thrombozyten von VASP-knockout-
Mausen, dass diese, nach Stimulation mit Thrombin, mit verstarkter Aktivierung
des Fibrinogenrezeptors und P-Selektin-Expression reagieren.

Weitere Forschungsarbeiten sind nétig, um zu untersuchen, ob bei Patienten mit
myelodysplastischen Erkrankungen eine Funktionsanderung von VASP bereits auf
Stammzellebene zu beobachten ist und somit sogar mdgliche therapeutische

Anséatze durch Regulation des VASP-Proteins gefunden werden kdnnen.

6.3 Effekte von DEA/NO auf die Proliferation humaner CD34-positiver

Stammzellen

Zyklische Nukleotide spielen eine wichtige Rolle bei der Proliferation CD34-
positiver Stammzellen. DEA/NO wurde in dieser Arbeit als NO-Donor eingesetzt,
der mit einer kurzen Halbwertszeit von 2 min bei 37 € NO freisetzt und die
Signalkaskade NO/cGMP/PK-G auslésen kann. NO wird in vivo in hoher
Konzentration von GefalRendothelzellen freigesetzt und hat viele physiologische
Funktionen. Unter anderem stimuliert es die I6sliche Guanylzyklase zur Synthese
von cGMP, das wiederum die PK-G aktivieren kann (Schmidt et al. 1993).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine niedrige Konzentration von (1
pM) DEA/NO keinen fordernden Einfluss auf die Proliferation der humanen
Stammzellen hat. Hingegen verstarkte die hdhere Konzentration von 5 pM
DEA/NO das Zellwachstum der humanen Progenitorzellen. Noch hohere
Konzentrationen hatten vermutlich wegen eines toxischen Effekts von DEA/NO
eine Inhibierung der Proliferation CD34-positiver Zellen zu Folge. Analysen der
Proben an Tag 9 und 12 zeigten dabei das gleiche Proliferationsverhalten.

Stimulation humaner Progenitorzellen (von Gesunden und Patienten mit
Tumorerkrankungen) mit 8-pCPT-cGMP zeigten ebenfalls einen dualen,
konzentrationsabhangigen Effekt auf die Proliferation derselben: niedrige 8-pCPT-
cGMP-Konzentrationen inhibierten das Wachstum, dagegen konnte mit hdheren

Dosen von cGMP eine gesteigerte Proliferation beobachtet werden (Kobsar et al.
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2008). Bei dem Wachstumsverhalten von Stammzellen von CML-Patienten unter
Stimulation mit cGMP konnte dieser eindeutige konzentrationsabhangige Effekt
nicht aufgezeigt werden (Kobsar et al. 2008).

Aicher et al. (2003) beschreibt einen engen Zusammenhang der endothelialen NO-
Synthase (eNOS) mit der Proliferation und Mobilisierbarkeit von Stammzellen aus
dem Knochenmark. Knochenmarkszellen von eNOS-defizienten Mausen zeigen
dabei eine 2,4-fach verminderte Proliferation sowie eine reduzierte Fahigkeit,
Kolonien zu bilden. Auch die Abwesenheit des Signaltransduktionsmolekils
cGMP-abhangige Proteinkinase (PK-G) weist vergleichbare Effekte auf.
Matrixmetalloproteasen losen Stroma-Stammzell-Interaktion proteolytisch und
begiinstigen somit den Ubergang in proliferierende Stammzellen. In Knochenmark
von eNOS-defizienten Mausen fand sich eine reduzierte Freisetzung dieser
Metalloproteasen. In humanen CD34-positiven Stammzellen konnte in dieser
Arbeit eine Expression der PK-G mittels Western-Blot-Technik aufgezeigt werden.
Moglicherweise hat die Anwesenheit dieser Proteinkinase auch einen Einfluss auf
das Proliferationsverhalten der humanen Stammzellen. Die Stimulation der Zellen
mit 5 uM DEA/NO und das daraus folgende gesteigerte Wachstum unterstutzt die
Beobachtung von Aicher et al..

Bereits durchgefiihrte Untersuchungen mit dem zyklischen Nukleotid cAMP auf
das  Proliferationsverhalten = humaner  Progenitorzellen  ergaben  teils
unterschiedliche Ergebnisse im Vergleich zu cGMP: Es konnte gezeigt werden,
dass cAMP génzlich die Proliferation der myeloischen Zellinien MO7e und 32D
inhibierte (Hendrie et al. 1994, Lee 1999). Untersuchungen des zyklischen
Nukleotids cAMP, beziehungsweise dessen Analoga, auf das Wachstum humaner
Progenitorzellen zeigten eine Konzentrations-abhangige Inhibierung des
Wachstums der humanen Megakaryozyten-Zellinie Dami (Vittet et al. 1995).
Zudem wurde festgestellt, dass cCAMP die Zellen vermehrt in der G2- und M-Phase
zu halten vermag und dadurch den Zellzyklus verlangsamt. Auch cGMP weist
diesen Effekt auf, was in dieser Arbeit nach Stimulation mit der Dosis von 5 pM

DEA/NO an humanen Progenitorzellen gezeigt werden konnte.
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Es existieren aber auch Daten, die einen fordernden Einfluss von cAMP auf
Proliferation und Differenzierung humaner Stammzellen aufzeigen. Beispielsweise
werden auf humane CD34-positive Stammzellen und davon abstammenden
Megakaryozyten durch cAMP Mechanismen zum Schutz vor Apoptose aktiviert
(Negrotto et al. 2006, Pozner et al. 2005). Forskolin, ein cAMP Stimulator, und
Choleratoxin ~ stimulieren in der Knochenmarks-Zellkultur von Mausen
Osteoklasten-bildende Zellen (Ransjo et al. 1999). Auch bei humanen
Progenitorzellen von Tumorpatienten zeigte sich eine deutlich gesteigerte
Proliferation durch Forskolin (Kobsar et al. 2008).

6.4 Effekte von DEA/NO auf die Differenzierung humaner CD34-

positiver Stammzellen

Humane Stammzellen konnen zZu Erythrozyten, Megakaryozyten,
Monozyten/Granulozyten und Lymphozyten differenzieren. In dieser Arbeit wurde
die Ausdifferenzierung humaner CD34-positiver Stammzellen von Gesunden und
von Patienten mit  Tumorerkrankungen  zu Megakaryozyten  und
Monozyten/Granulozyten unter Stimulation von DEA/NO untersucht. Alle fir die
Differenzierungsprozesse wichtigen hamatopoetischen Faktoren wie Interleukine,
colony stimulating factors, Erythropoetin und Thrombopoetin (TPO) wurden dem
N&hrmedium, wie im Methodenteil beschrieben, zugegeben. TPO ist ein
physiologischer und auch der starkste Regulator der Megakaryopoese in vitro und
in vivo (Matsumara et al. 2002, Laluppa et al. 1997). Es fordert nicht nur die
Proliferation, sondern auch die Reifung von Megakaryozyten Uber Aktivierung
vieler Signalkaskaden, einschlie3lich der Ras/mitogen-aktivierten Proteinkinase
(MAPK), der Phosphatidyl 3-Kinase (PI3-K)/Akt und der Proteinkinase C
(Matsumara et al. 2002). In Kombination mit II-3 oder 1I-6 hat TPO einen additiven
Effekt (Laluppa et al. 1997).

Die Kombination von GM-CSF und Interleukin-3, die in den Experimenten dieser

Arbeit ebenfalls dem Kulturmedium hinzugeflgt wurde, steigert die Anzahl von
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Megakaryozyten-Kolonien (Bruno et al. 1992). Die Kombination von SCF plus II-3
plus II-6 plus TPO hat zudem eine gesteigerte Zahl von Megakaryozyten pro
Kolonie zur Folge (Debili et al. 1995).

Laluppa et al. (1997) untersuchten unter anderem Zytokin-Kombinationen, die das
Wachstum von Granulozyten/Monozyten steigern konnen. In Bezug auf eine
Differenzierung zu Granulozyten/Monozyten hatte sich eine Kombination von 1I-6,
II-3, SCF, TPO, GM-CSF und G-CSF (Laluppa et al. 1997) bewéhrt, wobei letzterer
den Haupt-Stimulus darstellte. Das Zellkulturmedium, das in dieser Arbeit fir die
Proliferations- Differenzierungs- und Zellzyklus-Experimente verwandt wurde, setzt
sich aus genau dieser Kombination, in derselben Endkonzentration und unter
gleichen Kulturbedingungen zusammen. Die Proliferationsergebnisse der humanen
CD34-positiven Zellen bestatigen den ginstigen Effekt der genutzten Zytokin-
Kombination. Da sich in dieser Arbeit jedoch unter der Stimulation mit DEA/NO im
Vergleich zu unstimulierten Zellen eine verminderte Differenzierung in diese
Zellinien gezeigt hatte, lasst sich ein hemmender Effekt von DEA/NO auf die
Ausdifferenzierung zu Monozyten/Granulozyten erkennen, der sogar mit
steigender Konzentration von DEA/NO zunimmt. Anders verhalt es sich bei der
Entwicklung von humanen Progenitorzellen zu Megakaryozyten, die unter taglicher
Stimulation mit 1 um DEA/NO vermehrt gezahlt werden konnten. Somit kann, im
Hinblick auf eine Expansion der Megakaryozyten-Linie, der glinstig beeinflussende
Effekt der Kombination des Kulturmediums, das sich bereits bei Laluppa et al.
(1997) bewahrt hatte, in dieser Arbeit bestétigt werden. Bei hoheren Konzentration
DEA/NO (5 pM) schlief3lich wurde das Wachstum der Megakaryozyten gehemmt,
so dass zusammenfassend ein Konzentrations-abhéngiger Effekt von NO sowohl
auf Proliferation als auch auf Differenzierung humaner Progenitorzellen vorhanden
zu sein scheint.

Shami et al. (1996) zeigten den Einfluss von SNP und SNAP (S-nitroso-acetyl-
penicillamin), weiteren NO-Donoren, auf das Wachstum CD34-positiver Zellen:
Hohe NO-Konzentrationen inhibierten das Wachstum sowohl der CFU-Eo als auch

der myeloischen Zellinie. Hingegen zeigten niedrige Konzentrationen von NO
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einen stimulierenden Effekt auf das Wachstum der CFU-GM bei weiterhin
bestehender Inhibierung der Erythrozyten-Zellinie.

Stimulationen von Stammzellen mit DETA/NO zeigten bei Schattner et al. (2001)
ein vermindertes Wachstum von Megakaryozyten. DETA/NO setzt NO mit einer
Halbwertszeit von 20 Stunden frei. Womdglich hat diese langere Halbwertszeit von
20 Stunden im Gegensatz zu der Halbwertszeit von 2 min bei DEA/NO einen
starker inhibierenden Effekt auf das Wachstum von Megakaryozyten zur Folge.
Andererseits zeigten Schattner et al. eine Inhibierung des Wachstums von
Megakaryozyten auch nach Stimulation mit SNP, einem weiteren NO-Donor, der
NO far nur wenige Sekunden freisetzt (Ignarro 1989). Durchflusszytometrische
Analysen dieser Zellen lassen vermuten, dass Apoptosevorgange bei CD34-
positiven Zellen und Megakaryozyten bei der inhibitorischen NO-Wirkung mit eine
Rolle spielen (Schattner et al. 2001).

Der Unterschied im Wachstumsverhalten der Megakaryozyten von Schattner et al.
und den Ergebnissen dieser Arbeit kann sich jedoch auch durch die Benutzung
unterschiedlicher Konzentrationen von TPO erklaren. So verwendete die
Arbeitsgruppe um Schattner 10 ng/ml TPO, in der vorliegenden Arbeit wurde TPO
hingegen in einer hdheren Konzentration von 25 ng/ml benutzt. So kdnnte es sein,
dass Thrombopoetin, das fur das Wachstum der Megakaryozyten verantwortlich
ist, dem zytotoxischen Effekt von DEA/NO, zumindest in der niedrigen
Konzentration von 1 pum, entgegenwirken konnte. Eine weitere Erklarung fur das
Wachstum der Megakaryozyten-Zellinie unter 1 pM DEA/NO konnte das
Vorhandensein von Zytokinen sein, welche die Progenitorzellen vor den
zytotoxischen Effekten von NO schiitzen. Dartiberhinaus bewirkt die Konzentration
von 5 uM DEA/NO auf die Proliferation generell ein deutliches Wachstum, so dass
gegebenenfalls hemmende Effekte lediglich auf die Differenzierung angenommen
werden kénnen. In besonderem Mal3e trifft dies in dieser Arbeit auf die Entwicklung
von humanen CD34-positiven Zellen zu Granulozyten/Monozyten zu, deren
Wachstum durch beide Konzentrationen (1 und 5 pm) von DEA/NO, in

unterschiedlich starker Ausprédgung, gehemmt wurde. Die gleiche Entwicklung
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konnte bei Kobsar et al. (2008) in der Stimulation von CD34-positiven Stammzellen
zZu Granulozyten/Monozyten mit 8-pCPT-cGMP gesehen werden.
Uberraschenderweise zeigten sich bei Stimulations-Versuchen mit CD34-positiven
Zellen von CML-Patienten eine gesteigerte Differenzierung zu CD15- und CD41-
positiven Zellen unter 8-pCPT-cGMP im Vergleich zu Kontroll-Personen. Dieser
Effekt kann sich beispielsweise durch fehlerhafte Apoptosevorgange oder
mangelnde Kontrollmechansimen im Rahmen des Zellzyklus der leukamischen
Zellen erklaren lassen.
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7. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde in humanen CD34-positiven Stammzellen die PK-G sowie
ihr Substratprotein VASP nachgewiesen. Dabei liegt VASP in unstimulierten Zellen
in nicht-phosphorylierter Form vor. Die VASP-Phosphorylierung kann durch die aus
anderen Zellsystemen bekannten cAMP- und cGMP- abhangigen Signalkaskaden
auch im Zellkultursystem von humanen CD34-positiven Stammzellen reguliert
werden. Mit den zu Verfigung stehenden Methoden und Antikdrpern sind diese
Signalwege — prinzipiell auch quantitativ — auswertbar.

Ein weiterer Teilaspekt war der Einfluss des Stickstoffmonoxyd-Donors DEA/NO
auf das Proliferations,- und Differenzierungsverhalten humaner CD34-positiver
Stammzellen. Hierbei fand sich ein dualer konzentrationsabhéngiger Effekt von
DEA/NO. Niedrige Konzentrationen von DEA/NO (1 puM) haben einen hemmenden
Einfluss auf die Proliferation von humanen Stammzellen, jedoch gleichzeitig Uber
den NO/cGMP-Signalweg einen aktivierenden Effekt auf die Differenzierung zu
CD41-positiven Megakaryozyten.

Dagegen beeinflusst die hdhere Konzentration von 5 pM DEA/NO zwar das
Zellwachstum positiv, die Differenzierung der CD34-positiven Zellen hingegen wird
gehemmt. Die Konzentration von 10 pM DEA/NO stellt fur die humanen
Progenitorzellen wahrscheinlich bereits eine toxische Dosis dar, so dass deren
Proliferation stark gehemmt wird. Eine Zelldifferenzierung von humanen CD34-
positiven Stammzellen zu CD15-positiven Granulozyten /Monozyten unter DEA/NO
war nicht zu beobachten.

Mittels Zellzyklus-Analysen konnte unter Stimulation mit DEA/NO in beiden
Konzentrationen (1 pM und 5 pM) ein gesteigerter Anteil an humanen
Stammzellen, die sich in der S-Phase, der G2,- und M-Phase befinden, beobachtet
werden. Unter der Konzentration von 1 uM DEA/NO zeigten sich mehr Zellen in

der S-Phase, die der Replikation und Verdopplung der Zellen dient. Dagegen
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befanden sich unter Stimulation mit 5 uM DEA/NO vermehrt Zellen in der
pramitotischen Ruhephase und Mitose.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass
Signalwege, die tber zyklische Nukleotide reguliert werden, eine wichtige Rolle in
Proliferations- und Differenzierungsvorgangen humaner hamatopoetischer
Progenitorzellen spielen. Damit stehen diese Signalwege prinzipiell als Grundlage

fur neue pharmakologische Therapieoptionen zu Verfigung.

Die Daten dieser Dissertationsarbeit sind Bestandteil der folgenden

Veroffentlichung:

Kobsar, A., S. Heeg, K. Krohne, A.Opitz, U.Walter, M. Bock, S. Gambaryan and M.
Eigenthaler. 2008. Cyclic nucleotide-regulated proliferation and
differentiation vary in human hematopoietic progenitor cells derived from
healthy persons, tumor-patients and chronic myelocytic leukemia patients.
Stem cells and Dev. 17:81-91.
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