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1. Einleitung und Zielsetzung

1. Einleitung und Zielsetzung

1.1 Einfihrung

Die Stammzellforschung ist ein breites und kontrovers diskutiertes Forschungsgebiet, das
in vielen Bereichen noch in den Kinderschuhen steckt. Um das Potential der Stammzellen
sinnvoll nutzen zu kdnnen, ist es wichtig, ihr Verhalten auf bestimmte Umwelteinflisse zu

kennen bzw. zu studieren.

1.2 Stammzellen

Bis heute ist der Begriff der ,Stammzelle” nicht klar und allgemein anerkannt definiert.
Es gibt viele Auffassungen und Sichtweisen Uber Natur und Eigenschaften, die eine
Stammzelle ausmachen. Nach Definition des National Institutes of Health ,unterscheiden
sich Stammzellen von anderen Zellen im Korper. Alle Stammzellen, unabhéngig von ihrer
Herkunft, haben drei generelle Eigenschaften:

) Sie sind fahig, sich Uber einen langen Zeitraum zu teilen und sich selbst zu

erneuern.
1)) Sie sind nicht spezialisiert.

I11)  Sie kénnen zu spezialisierten Zellarten fihren [109].

Asymmetiische
Teilung Abbildung 1.1:
Selbsterneuerung durch asymmetrische Teilung: Eine Tochterzelle ist
eine Kopie des Originals, die andere eine bereits differenziertere Zelle,
Stamnrelle die oft als Vorlauferzelle bezeichnet wird (nach [119]).

Varlanferzelle U

Vor allem die ersten beiden Punkte werden wvon filhrenden Wissenschaftlern sehr
kontrovers diskutiert [119, 120]. Bedingt durch unterschiedliche Definitionen lassen sich

Stammzellen schwer einteilen. Zwei Hauptgruppen stellen die adulten Stammzellen und
7



1. Einleitung und Zielsetzung

die embryonalen Stammzellen dar. Adulte Stammzellen, wozu auch die h&matopoetischen
und die mesenchymalen Stammzellen gehdren, lassen sich wahrend des gesamten Lebens
in  mehrzelligen Organismen nachweisen und isolieren. Dagegen sind embryonale

Stammzellen nur wahrend der Blastomeren- und Blastozytenphase isolierbar.

1.2.1 Hamatopoetische Stammzellen

Bereits 1961 fanden Till und McCulloch heraus, dass in der Milz jede Milzkolonie von
einer einzelnen klonogenen Vorlauferzelle abgeleitet ist, die dazu befahigt ist Zellen aller
Zelllinien zu bilden. Diese aus der Milz gewonnenen, hdmatopoetischen Stammzellen
(HSC) konnten dazu benutzt werden, bestrahlungsbedingte, hamatopoetische Schaden bei
Mausen zu beheben [168]. Dies fihrte dazu, dass HSC zu dieser Zeit definiert waren als
A) zur Radioprotektion befahigt, B) fahig, Zellen aller hdmatopoetischen Zelllinien zu
entwickeln und C) fahig zur Selbsterneuerung. Bald wurde Kklar, dass nur ein kleiner Teil,
der aus dem Knochenmark und der Milz gewonnenen Zellen, HSC sind [10,144]. Man
fing daher an, hadmatopoetische Zellen anhand ihrer GrolRe, Dichte und der Expression
zellularer Oberflachenmarker zu differenzieren [148, 151, 150, 175, 176]. So wurden HSC
zuerst bei der Maus definiert. Neben der geforderten Expression bestimmiter
Oberflichenmarker (z.B. des Thy-1 Markers (Thy-1'%), durfte kein Marker einer
bestimmten h&matopoetischen Zelllinie exprimiert werden (lin-) [150, 108, 160]. Diese
Definition wurde spéater auf den menschlichen Organismus Ubertragen, in dem die HSC
gegenwaértig als CD34+DR-Ilin- definiert ist [129]. DR gehort zu den Klasse 1l-Antigenen
der Human Leucocyte Antigenes, kurz HLA. CD34 ist ein transmembrandses
Zelloberfiachen-Sialomucin, das auf hamatopoetischen Vorlauferzellen [30, 79, 5, 159]
und auf GefalRendothelzellen exprimiert wird [40, 9]. Das CD34 Antigen ist weitgehend
auf den pluripotenten hamatopoetischen Vorlauferzellen exprimiert, nicht aber auf den
neoplastischen Zellen von Patienten mit NHL, Myelom und den meisten soliden Tumoren.
Es ist allerdings immer noch unklar, ob die frihest zu identifizierende HSC DR- oder
DR+ ist [152]. Huang und Terstappen berichteten, dass eine CD34+DR- pluripotente
Stammzelle sowohl zu einer CD34+DR+lin- HSC filhren kann als auch zu einer
gemischten Population, die CD34+DR+lin- HSC und DR- Elemente im Stroma enthalt
[59]. Trotzdem scheint die Expression von DR auf einer HSC einer der ersten Schritte der

hdmatopoetischen Differenzierung zu sein [60, 127]. Eine DR+ HSC ist immer noch dazu
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1. Einleitung und Zielsetzung

im Stande, Zellen aller Zelllinien zu entwickeln und daher immer noch als echte
Stammzelle anzunehmen [61]. Dies wurde bestétigt durch Srour et al., die berichteten,
dass CD34+DR+ Knochenmarkzellen zu weiter differenzierten \orlauferzellen fuhren,
obwohl  hauptsachlich  potentiell  hochproliferative,  koloniebildende  Zellen  (high
proliferative  potential  colony-forming cells (HPP-CFC)) in den CD34+DR+
Vorlauferzellen enthalten sind [153]. Die HPP-CFC konnten durch Selektion von c-Kit+
Zellen, die den Rezeptor fir Stammzelifaktor exprimieren (SCF), weiter angereichert
werden [19]. Obwohl gezeigt wurde, dass hématopoetische Vorlauferzellen klonalen
Ursprungs sind, bleibt es immer noch kontrovers, ob es eine absolute Stammzelle gibt, die
mit jedem Zellzyklus (,,Spermatozytenmodell) emne Selbsterneuerung durchmacht, oder
ob die Zahl der HSC limitiert ist und daraufhin die Reifung zur h&matopoetischen
Vorlauferzelle folgt (,,Oozytenmodell®).

Die Definition von HSC wurde ausgeweitet auf in vivo Modelle, bei denen verschiedene
Knochenmarkzellen zuvor myeloablativ bestrahlten Mé&usen transplantiert wurden, um das
Knochenmark zu rekonstituieren. Eine Knochenmarktransplantation von zuvor erfolgreich
transplantierten Mausen, die nun als Spender dienten, solite eine zweite Generation von
Mausen rekonstituieren. Die Zellen, die fir eine dauerhafte Knochenmarkrekonstitution
verantwortlich  sind, wurden als ,severe combined immunodeficiency (SCID)-
repopulating cells“ (SRC) bezeichnet und auch in vitro als ,Jong-term culture-initiating
cells” definiert [58, 85]. Die Differenzierungsstufe und Reifungsstufe einer HSC und der
hdmatopoetischen Vorlduferzelle definiert auch deren Reaktion auf Wachstumsfaktoren.
Dies ist wichtig fur die in vivo und ex vivo Anreicherung von HSC (siehe unten). Die
Differenzierung einer pluripotenten Stammzelle zu einer sich differenzierenden oder sogar
reifen Blutzelle unterliegt der Antwort auf eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren [56,
107], von denen SCF (c-Kit Ligand) eine auRerordentliche Rolle spielt [178, 183]. SCF
wird hauptsachlich von Stromazellen des Knochenmarks produziert [27, 65] und HSC
exprimieren den SCF-Rezeptor [70, 114], eine Tyrosinkinase, die c-Kit genannt wird [24,
180]. SCF selbst spielt eine wichtige Rolle beim Uberleben der HSC in Bezug auf die
Selbsterneuerung und als ein Komitogen bei der Bewegung der HSC aus dem HSC-Pool
in den Vorlauferzellpool [4, 41]. HSC zeigen fur gewodhnlich kaum eine Antwort auf
einzeln gegebene Zytokine (sogar SCF alleine scheint dauerhaftes Uberleben nur bei HSC
zu gewdhrleisten, die nicht vom Zellverbund getrennt sind) [102]. Allerdings fihrt der
Zusatz von anderen Wachstumsfaktoren in einer zweifachen, dreifachen oder multiplen

Kombination zu determinierten Vorlauferzellen [110]. Die Verabreichung von SCF in
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1. Einleitung und Zielsetzung

Kombination mit Interleukin 1 (IL-1), IL-3 oder IL-6 verursacht einen signifikant
erhohten Anteil von HSC, der in Richtung der myeloiden oder h&matoiden Zelllinien
proliferiert; der Zusatz von G-CSF, GM-CSF oder macrophage colony-stimulating factor
(M-CSF) fuhrt hauptsachlich zu HSC, die sich zu myeloiden Vorlduferzellen
differenzieren [12]. Eine der effektivsten Kombinationen in vitro war die Behandlung von
CD34+ Zellen mit sechs Wachstumsfaktoren (IL-1, IL-3, IL-6, G-CSF, GM-CSF, und
SCF) [99].

1.2.2 Quellen hamatopoetischer Stammzellen

Die Gewinnung hamatopoetischer Stammzellen ist prinzipiell aus verschiedenen Quellen
des Organismus moglich. Traditionell werden Stammzelitransplantationen  durchgeftihrt,
indem man eine nicht manipulierte, komplette Mischung von Knochenmarkzellen
infundiert  [166, 165, 32]. Die Knochenmarksuspension enthdlt ein komplexes,
heterogenes Zellgemisch, einschliellich der Haupt-Population der HSC. Mit sinkender
Ubereinstimmung von Spender und Empfinger bei einer allogenen Transplantation zeigen
sich verschiedene Nebenwirkungen, wie die einer graft-versus-host-disease (GVHD). Aus
diesem Grund wurden und werden verschiedene Methoden entwickelt, um das
Zellgemisch von stérenden Elementen zu reinigen [82, 136, 3, 43] bzw. um eine positive
Selektion von Zellen mit der dauerhaften Fahigkeit zur Repopulation [8] zu erreichen. Bei
Menschen sind diese Zellen immer noch als CD34+lin- definiert und haben eine hohe
Wahrscheinlichkeit, frei von maligner Kontamination bei Autotransplantaten zu sein.

Eine andere Methode stellt die Anreicherung von Stammzellen aus dem peripheren Blut
(Peripheral blood stem cells (PBSC)) dar. Obwohl Knochenmark den hdchsten Anteil an
CD34+ mononuclear cells (MNC) pro ml hat, kann man durch Mobilisation mit
Chemotherapie und Wachstumsfaktoren eine noch groRere Menge an CD34+ Zellen im
peripheren Blut anreichern. Die groe Menge an peripherem Blut, die wahrend der
Apherese verarbeitet werden kann, fuhrt zu diesem guten Ergebnis [11]. Dass peripheres
Blut dazu benutzt werden kann, myeloablativ bestrahlte Lebewesen zu rekonstituieren,
wurde urspringlich an der Ratte und spater am Hund gezeigt [17, 155]. Nicht
mobilisiertes Blut enthdlt einen sehr geringen Prozentsatz an CD34+ MNC (ann&hernd
0,15%). Die Mobilisation mit einer kurzen Chemotherapie und zusatzlicher
Wachstumsfaktorbehandlung steigert jedoch den Prozentsatz an CD34+ Zellen [11, 77,

10



1. Einleitung und Zielsetzung

94, 22, 143]. Ein weiterer Vorteil der Verwendung peripheren Blutes besteht darin, dass es
weniger wahrscheinlich maligne kontaminierte Zellen beinhaltet als Knochenmark [86,
141]. Bei der Isolation von PBSC wird angenommen, dass MNC aus peripherem Blut
HSC enthalten. Es wurde gezeigt, dass waéhrend der Leukopherese gesammelte MNC
colony-forming units granulocyte macrophage (CFU-GM) und CD34+ Zellen enthalten
[100, 133].

Auch fetale Leber und Nabelschnurblut kann als Quelle fur Stammzellen genutzt werden.
Waéhrend der fetalen Entwicklung ist die Leber physiologischerweise Teil des
hdmatopoetischen Gewebes. VVom zweiten bis siebten Monat der Schwangerschaft und
idealerweise vor Beginn der Lymphopoese kann die fetale Leber zur Transplantation
genutzt werden. Wie Klinisch bei Kindern mit angeborener Immundefizienz gezeigt,
konnen die Zellen der fetalen Leber erfolgreich sowohl das hdmatopoetische als auch das
lymphatische System wiederherstellen [113, 171]. Wahrend h&matopoetischer Ontogenese
und perinatalem Wechsel der Lokalisation der Hamatopoese erreichen die HSC das Blut
und zirkulieren. Der Vorteil des Nabelschnurblutes besteht darin, dass es zum Zeitpunkt
der Geburt ohne Beeintrachtigung des Fetus oder der Mutter gesammelt und konserviert
werden kann. Es wurde gezeigt, dass mit verbesserter Technik bis zu 200 ml
Nabelschnurblut gewonnen werden kann, das bis zu 4 x108 myeloide Vorlauferzellen
enthalt [54].

1.2.3 In vitro Anreicherung von Stammzellen

Die Anreicherung von hdmatopoetischen Vorlauferzellen wird benutzt, um ein Standard-
Autotransplantat zu erganzen. Durch diese Technik stellt man mehr reife und funktionelle
neutrophile Zellen zu Verfligung, was den Zeitraum der Neutropenie und die in vivo
Verabreichung von  Wachstumsfaktoren senken soll [20]. Kombinationen von
Wachstumsfaktoren konnen in 7 Tagen die CFU-GM Produktion in vitro auf das 20- bis
200-fache steigern [139]. Die Induktion von Differenzierung ist auch in Verbindung mit
Gentransfer-Experimenten  von Interesse. Dies konnte nicht nur die
Transduktionseffektivitat steigern, sondern auch anhaltende Serumlevels an genetisch
transferierten Konstrukten bereitstellen. Auf der anderen Seite kann Differenzierung auch

ein Problem darstellen, da echte Stammzellen in vitro aufwendig gepflegt werden missen.
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1. Einleitung und Zielsetzung

Dies konnte durch den Gebrauch von voribergehend immortalisierten CD34- HSC gelost
werden (siehe Abschnitt 1.2.4).

1.2.4 CD34- Stammzellen und ihre Biologie (in den folgenden Abschnitten 1.2.4 bis
1.2.7 werden die Ergebnisse aus [129] verwendet und zusammengefasst)

Waéhrend der Ontogenese beginnt die Hamatopoese im Dottersack, wechselt dann zur
Milz und Leber und schlieRlich zur Knochenmarkshohle. Im Knochenmark hangt die
Differenzierung und Proliferation der hématopoetischen Stammzellen (HSC) generell von
emem intakten ,Mikromiieu* ab. Die Richtung der Differenzierung ist durch
verschiedene Parameter wie Konzentration und Zusammensetzung der interagierenden
Wachstumsfaktoren festgelegt [162, 91]. Man nimmt an, dass Stromazellen die
Hauptquelle dieser Wachstumsfaktoren sind und auch mit HSC auf einem interzelluléren
Level interagieren [37]. Sowohl HSC als auch Stromazellen leiten sich aus dem
Mesoderm ab und werden als zwei verschiedene Zellarten betrachtet. Nichts desto trotz
beschreiben Singer et al. adhédrente, gemeinsame Vorlaufer fir stromale und
hdmatopoetische Zellen [146, 147]. Huang und Terstappen schlugen vor, dass eine
einzelne fetale CD34+DR-CD38- Stammzelle sich zu stromalen Elementen und zu Zellen
mit h&dmatopoetischen Eigenschaften differenziert [59, 60]. Die Trennung 2zwischen
SStromazelle und ,,Stammzelle” lieB zum ersten Mal die Diskussion iiber den Phénotyp
der frihesten HSC-Population aufkommen. Uber viele Jahre dachte man, dass
Stromazellen CD34- sind, wahrend sogar in der Ruhephase befindliche Stammzellen
zumindest niedrige Level an CD34 Antigen exprimieren. Inzwischen zeigten verschiedene
Forschungsgruppen in Tiermodellen, bei denen aus Knochenmark gewonnene HSC
benutzt wurden, unabhdngig voneinander, dass hdmatopoetische Rekonstitution mit
CD34- Zellen moglich ist [181, 13, 140, 115, 104]. Trotzdem bleibt dieses Thema
kontrovers.  Andere  Forschungsgruppen  fanden  heraus, dass hamatopoetische
Rekonstitution immer noch CD34+ Zellen benotigt, wahrend CD34- Zellen die
Repopulation im Rahmen der nonobese-diabetic severe combined immunodeficiency
(NODI/SCID) erleichtern [84]. Trotzdem konnen aus Knochenmark-Stroma gewonnene,
fibroblastenartige, CD34- Zellen zu CD34+ Zellen mit hdmatopoetischen Eigenschaften in
Bezug auf Koloniebildung und Einleitung einer Langzeitkultur [66] fuhren. Diese HSC
konnen durch verschiedene Wachstumsfaktoren oder Kulturbedingungen sowohl in
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1. Einleitung und Zielsetzung

Richtung Differenzierung als auch in Richtung Proliferation geleitet werden: Wahrend der
Ligand fir den Tyrosinkinase-Rezeptor c-Kit, der stem cell factor (SCF), eine
Differenzierung in  Richtung einer determinierten  hamatopoetischen  Vorlauferzelle
induziert [62], beginstigt IL-6 eher die Proliferation von CD34-, adhérent wachsenden
HSC. IL-6 ist auch fahig, den Ubergang von fibroblastenartigen, adhérent wachsenden
CD34- HSC zu mehr determinierten CD34- HSC umzukehren. Dadurch findet sich eine
Mdglichkeit, aus menschlichen peripheral blood mononuclear cells (PBMNC) CD34-,
adharent wachsende Zellen [64] zu generieren. Diese fibroblastenartigen Zellen kénnen
spontan wieder zu CD34+, nicht adhdrenten Zellen differenzieren, was allerdings von der
autokrinen und parakrinen Produktion von SCF abhéangig ist [68]. CD34- HSC wurden
auch aus kleinen Mengen peripherer Blutzellen von Mausen isoliert und nach der
Immortalisierung, bei der ein retroviraler Vektor benutzt wurde, der ein SV-40 large T-
Antigen enthalt, geklont. Empfangermduse wurden nach myeloablativer Bestrahlung mit
einem einzigen  Stammzellklon  erfolgreich  transplantiert  [87]. Dieser CD34-
Stammzellklon zeigte eine fibroblastenartige Morphologie und der Phénotyp enthiilite
eine Koexpression von Stammzellantigen-1 (Sca-1) und c-Kit (CD117). Auch Thymocyte
differentiation antigen-1 (Thy-1 bzw. CD90) wurde auf einem niedrigen Level exprimiert.
All diese Oberflachenproteine gelten als Stammzellmarker. Diese Experimente zeigten,
dass CD34- HSC zwar die Morphologie von stromaartigen Zellen zeigen, dieser Phanotyp
aber eine echte HSC darstelt. Beim Gebrauch von CD34- HSC-Klonen zur
hdmatopoetischen Rekonstitution, stelite man fest, dass die zusdtzliche Behandlung mit
Wachstumsfaktoren die hamatopoetische Erholung nicht beschleunigt. Man nimmt an,
dass die notwendigen Faktoren dieser Zellen in autokriner und parakriner Weise
produziert werden [163]. Die Analyse von Knochenmarkbiopsien von Empfangerméiusen
zeigte, dass transplantierte  Zellen mit dem bekannten Phanotyp und  der
fibroblastenartigen ~ Morphologie  als  knochenumkleidende  Zellen  entlang  der
Knochenspikula im Knochenmark lokalisiert waren. Dies wird gewdhnlich als die Nische
fur osteoblastische Zellen betrachtet. Es wurden auch menschliche, aus dem
Knochenmarkstroma gewonnene, CD34-, fibroblastenartige Zellen auf ihr Potential hin
analysiert, sich zu hamatopoetischen Vorlaufern zu differenzieren. Diese Zellen
produzierten colony forming units (CFU) und wurden NOD/SCID Mausen transplantiert.
Die Zellen produzierten auch c-Kit (CD117) und mesenchymale Marker wie Osteocalcin.
Abbildung 1 =zeigt den mdglichen horizontalen Wandel 2zwischen einer gemeinhin

bekannten ,Stromazelle®, einer in Ruhephase befindlichen Stammzelle und einer aktiven
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Stammzelle. Aus dem Stroma gewonnene Wachstumsfaktoren beeinflussen die aktive

Stammzelle ebenso wie die mehr determinierte  HSC und die mesenchymale Stammzelle.

N Himatopoetische
o Stammzelle
Wachstumsfakioren
Stammzelle in aktive
Sromazelle Ruhephase t Stammzelle
Wachstumsfalioren
Mesenchymale
Stammzelle
RMyogene Vorliuferzelle Neuronale Stammzelle Osteogenese ?

Abbildung 1.2 (nach[129]):

Verschiedene funktionelle Stadien wvon fibroblastenartigen, CD34- Stammzellen im Knochenmark
“Mikromilieu”. Die stromalen Knochenmarkelemente bestehen aus “Stromazellen”, die notwendige
Wachstumsfaktoren produzieren, um die Aktivierung, die Proliferation und die Differenzierung von
ansprechenden Stammzellen zu férdern. Die Mehrheit der Stammzellen befindet sich in einer Ruhephase
und spricht nicht auf die externen Signale an [63]. Eine kleine Zahl von Stammzellen ist aktiv und kann auf
die parakrin produzierten Wachstumsfaktoren ansprechen. Diese aktive Stammzelle kann in eine mehr
determinierte CD34+ HSC oder sogar in eine mesenchymale Stammzelle, die spezifischeres Gewebe
generiert, differenzieren.

1.2.5 Der ,,Stammzell Zyklus“

Monoklonale CD34- Stammzelllinien sind dazu féhig, alle hdmatopoetischen Zelllinien zu
rekonstituieren [87]. Bei intravendsen Transfusionen mit CD34-, fibroblastenartigen
Stammzellen war die  hadmatopoetische  Erholung der  Empfangermduse  nach
myeloablativer, totaler Korperbestrahlung in  keinster Weise verzogert. Dies ldsst
vermuten, dass zirkulierende Stammzellen sogar anfangs zu ihrem Platz im Knochenmark
»Mikromilieu“  zuriickkehren, bevor sie zu  determinierten  h&matopoetischen
Vorlauferzellen differenzieren. Huss et al. konnten zeigen, dass CD34-, fibroblastenartige
HSC eine hdamatopoetische Pluripotenz beinhalten und eine gewisse Menge dieser Zellen

im peripheren Blut zirkuliert. Sie konnen stets zu ihrer Ansiedlungsumgebung im
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Knochenmarkstroma zurlickkehren. Huss et al. nennen das den ,Stammzellzyklus® [69].
Der ,Stammzellzyklus* definiert die Zirkulation von CD34- Stammzellen, die im
Knochenmarkmikromilieu verharren, bis sie sich eventuell differenzieren und im
peripheren  Blut zirkulieren. Dennoch konnen zirkulierende CD34+ Zellen zum
Knochenmark zuriickkehren und die CD34-Expression einstellen, wahrend sie als
fibroblastenartige Zellen wachsen. Wenn man immortalisierte CD34- Stammzellen nutzt,
kénnen die Klone dazu verwendet werden, am ,Stammzellzyklus“ teilzunehmen und eine
komplette hamatopoetische Rekonstitution mit genetisch modifizierten Stammzellen zu
erreichen (Abbildung 1.3).

Himatopoese

/
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Zinkulierende Stammzelle

— ] -« ]
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s
S|

% TImmortalisierung Ruhephase
Lyl
a
o

’ B C/‘/’ﬁ”* |
N
4

Begrenzte Lebensdauer *

/]

Mesenchymale Vorldiuferzelle

Abbildung 1.3 (nach[129]):

wStammzellzyklus“ von genetisch modifizierten (immortalisierten) Stammzellen: zirkulierende Stammzellen
exprimieren charakteristische Oberflachenantigene und —Rezeptoren, die wahrscheinlich 16sliche Zytokine
binden. Diese Zytokine initiieren das ,homing“ der CD34- Stammzellen. A) Zirkulierende CD34+
Stammzellen ,homen* zur Knochenmarkhohle und interagieren mit Zellen des Knochenmarkmikromilieus.
B) ,homende” Stammzellen nehmen wieder ein Ruhestadium und eine fibroblastenartige Morphologie im
Knochenmarkmikromilieu auf. Die fibroblastenartigen Zellen exprimieren kein CD34 Antigen. C) Die
ruhenden Stammzellen kdnnen mit Hilfe von geeigneten Vektorsystemen immortalisiert werden [87, 131].
D) Wéhrend der Ruhephase sind sogar immortalisierte Zellen refraktar gegenuber externen Signalen wie
Wachstumsfaktoren oder parakrin produzierter Zytokine. Nicht immortalisierte Stammzellen haben in vitro
eine begrenzte Lebensdauer, vermutlich auf Grund eines nicht geeigneten Milieus. E) Nachdem die
Stammzellen durch die Ruhephase gegangen sind, kdnnen sie auf Differenzierungssignale ansprechen.
Immortalisierte und angereicherte Stammzellen kénnen zur Differnzierung in hamatopoetische
Vorlauferzellen oder mesenchymalen Vorlduferzellen gebracht werden. F) Aktive Stammzelle. G)
zirkulierende Stammzelle im peripheren Blut.
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Allerdings tritt hamatopoetische Rekonstitution nicht in linearer Art und Weise in
Erscheinung. Wie in Rekonstitutionsexperimenten am Tier gezeigt wurde, erscheint die
Folgegeneration der transplantierten Zellen in der Peripherie nur zeitweise. Manchmal
sind die transplantierten Zellen in der Peripherie prasent und verschwinden dann wieder,
bevor sie etwas spater wieder auftauchen. Morely et al. bezeichneten das als ,ocsillatory
nature of hematopoesis® [105] und postulierten eine ,Knochenmarktransitzeit fiir
Stammzellen im Stammzellzyklus. Die ,Knochenmarktransitzeit ist abhdngig von einer
Ruhephase in der CD34- Stammzellpopulation. Der weitaus groRte Anteil der CD34-
Stammzellen ist in der Ruhephase wéhrend sie im Knochenmarkmikromilieu verweilen.
Diese Ruhephase wird durch Zellzyklus assoziierte Regulationsmechanismen und die
fehlende  Aktivierung  von  Signaltransduktionswegen  vermittet  [63].  Andere
Moglichkeiten, um einen Ruhestatus aufrecht zu erhalten, beinhalten verminderte
Exprimierung von Wachstumsfaktorrezeptoren. Der Mechanismus der Ruhephase der
Mehrheit der HSC im Knochenmarkpool ist ein effizienter Mechanismus, um einen

lebenslangen Pool an hdmatopoetischen Vorlauferzellen bereitzustellen.

1.2.6 Isolation von CD34- Stammzellen [129]

Wenn man den Vorteil des geforderten Stammzelizyklus und die ,homing“-Fahigkeiten
der  zirkulierenden  Stammzellen  ausnutzt, konnen  CD34-,  fibroblastenartige
Vorlauferzellen aus peripherem Blut durch Zytokin vermittelte Adhésion an die
Plastikoberfliche von Zellkulturflaschen isoliert werden. Ein Wachstumsfaktor, der das
adharente Wachstum vereinfacht und die fibroblastenartige Morphologie bewahrt, ist IL-
6. Dieser Faktor ist ein starker Induktor der Proliferation CD34- Stammzellen und
verhindert dariber hinaus eine Differenzierung in mehr determinierte hadmatopoetische
Vorlauferzellen [66, 67]. Obwohl es madglich ist, fibroblastenartige Zellen aus kleinen
Mengen von PBMNC in vitro zu etablieren [64], gibt es eine kritische Zelldichte pro well
oder Flasche, die vorhanden sein muss, um die notwendige Zell-Zell-Interaktion und eine
ausreichende Konzentration an parakrinen Wachstumsfaktoren bereit zu stellen. Die
fibroblastenartigen Zellen produzieren ein breites Spektrum an Wachstumsfaktoren, was
fur Knochenmarkstromazellen gezeigt wurde [163]. Die Lebensdauer von CD34-,

fibroblastenartigen Zellen in vitro ist begrenzt. Allerdings konnen diese Zellen auf
16
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verschiedene Art und Weise immortalisiert [146] und Zellklone etabliert werden [87].
Man kann diese Klone in Bezug auf funktionelle Eigenschaften und ihre Fahigkeiten, eine
langzeitliche h&matopoetische Rekonstitution zu erreichen, untersuchen. Der Gebrauch
von einzelnen Klonen zur Transplantation behindert bei Tieren offensichtlich nicht eine
komplette h&matopoetische Rekonstitution [87]. Fibroblastenartige, CD34- Stammzellen
konnen fast unbegrenzt angereichert werden, wobei zuerst ein unreifes Level der
Differenzierung aufrechterhalten wird. CD34-, fibroblastenartige Vorlduferzellen kdnnen

sowohl aus Knochenmark als auch aus peripherem Blut [64, 87] isoliert werden.

1.2.7 Mesenchymale Stammzellen [129]

Gegenstand aktueller ~ Forschungen  sind gemeinsame  Vorlduferzellen  des
Knochenmarkmikromilieus und der Hamatopoese [81, 145]. Es gibt zunehmend Beweise,
dass es ruhende oder in der Ruhephase befindliche CD34- HSC zwischen anderen
fibroblastenartigen ~ Zellen gibt, die als  Hilfszellen dienen und  notwendige
Wachstumsfaktoren und sogar Zell-Zell-Kontakte liefern, um das empfindliche
Gleichgewicht ~ von  Differenzierung  und  Proliferation ~ der  hamatopoetischen
Vorlauferzellen in Balance zu halten [69]. Zusatzlich zeigt sich, dass so genannte
,Jnesenchymale Stammzellen eigentlich das Knochenmarkstroma rekonstituieren und
determinierte Vorlduferzellen in die Zirkulation entlassen [137], um im Wesentlichen am
»Stammzellzyklus* teilzunehmen. Allerdings sind mesenchymale Stammzellen
Vorlauferzellen  von anderen mesenchymalen Organsystemen, wie  Chondrozyten,
Osteoblasten und Myeloblasten [124]. CD34-, mesenchymale Stammzellen sind
offensichtlich in der Lage, spezifisches Gewebe wie Endothelzellen und sogar
Kardiomyozyten zu erzeugen [97]. Da frithe hamatopoetische und mesenchymale
Stammzellen das CD34 Antigen nicht exprimieren, wurden groe Bemihungen
unternommen, neue Marker fir diesen Zelltyp zu identifizieren. Ziegler et. al. entdeckten
den ,kinase insert domain-containing receptor”, kurz KDR-Rezeptor auf CD34- HSC
[182], da sie bei diesen auch das Potential zur Neoangiogenese vermuteten. Offensichtlich
gbt es eine gemeinsame Vorlduferzelle von CD34- hématopoetischen und
mesenchymalen Stammzellen. Dieser Zelltyp kann zur Bildung verschiedener spezifischer
Gewebe fihren (Abbildung 1.4), abhangig von Wachstumsfaktor vermittelten Signalen

und einer internen Signalkontrolle.
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Abbildung 1.4 (nach[129]):

Verwendung von omnipotenten
Stammzellen zur  Erzeugung  von
individuell gestalteten Autotransplantaten.
CD34-, fibroblastenartige Zellen kdnnen
die Quelle fiir verschiedenste, spezifische
Gewebe und sogar Organsysteme sein.
CD34- Stammzellen kénnen aus kleinen
Mengenvon PBMNC gewonnen werden.

Wenn man auch die neuen Vektorsysteme fur in der Ruhephase befindliche Zellen nutzt

[131], konnen CD34-, hdmatopoetische und mesenchymale Stammzellen sehr effizient fir

Zell- und Gentherapie mit einem breiten Verwendungsspektrum eingesetzt werden.
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1.3 Charakterisierung bestimmter Zelllinien

1.3.1 RM26

Die verwendeten Zellen RM26 entsprechen Zellklonen, die von Huss et. al. aus dem
peripheren Blut von Mausen isoliert, geklont und charakterisiert wurden [128]. Auf Grund
ihres mesenchymalen Ko-Phénotyps gehdren sie zu den sog. ,adulten Stammzellen
[164], was durch das Erreichen einer hdmatopoetischen Rekonstitution bei syngenen
Mausen bewiesen werden konnte [87]. Die Zellklone sind CD34- und exprimieren
keinerlei zelllinienspezifiscne Marker in vitro (lin-), jedoch das Sca-1 Antigen (Sca-1+),
das bei gewissen Mausestammen Stammzellen identifiziert. Weiter wurden sie mit Hilfe
des SV40 large-T antigen immortalisiert, was Kkeinerlei Auswirkung  hatte auf ihre
Pluripotenz und ihre Fahigkeit, sich in viele Zelllinienarten zu differenzieren. Werden die
aus mononukledren Zellen des Blutes gewonnenen Zellen kultiviert, zeigen sie eine

fibroblastenartige Morphologie, was Abbildung 1.5 deutlich macht.

Abbildung 1.5:

RM26 Zellen in Zellkultur unter

- Standardwachstumsbedingungen ohne Matrix, die eine
Differenzierung induziert (100-fache VergroRerung).
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1.3.2L87/4

Die Zellen der Zelllinie L87/4 stammen aus dem menschlichen Knochenmark. Sie wurden
isoliert, mit Hilfe des SV40 large-T antigen immortalisiert, klonal angereichert und
charakterisiert [163, 164]. In einer Zellkultur zeigen sie, wie die RM26 Zelllinie, eine
fibroblastenartige Morphologie (siehe Abbildung 1.6). Sie gehtren zu den CD34-, adulten

Stammzellen und wurden durch die Immortalisierung in ihrem biologischen Verhalten
nicht verandert [134].

) Abbildung 1.6:

. L87/4 in Zellkultur unter Standardwachstumsbedingungen
oo ohneeine Matrix, die eine Differenzierung induziert (100-
fache VergréRerung).
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1.4 Einsatz verschiedener Immunsuppressiva

1.4.1ATG

ATG st ein  Anti-Human-T-Lymphozyten-Immunserum vom  Kaninchen — mit
immunsuppressiver  Wirkung. Es wird aus dem Serum immunisierter Kaninchen mit
humanen T-Lymphozyten der Jurkat Zellinie gewonnen. Die in ATG enthaltenen
polyklonalen Antikérper binden an Oberflichenantigene humaner T-Lymphozyten und
fihren zu einer Depletion dieser Zellen. Die T-Zell-Depletion erfolgt vor allem durch
Opsonisierung und Lyse der T-Zellen durch Komplementaktivierung. Veroffentlichte in
vivo und in vitro Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass der Effekt von ATG-Fresenius S
durch Bindung unter anderem an CD2+, CD3+, CD4+, CD4+/CD28+, CD5+, CD7+,
LFA-1+, und ICAM-1+ Lymphozyten zustande kommt. Durch diese Rezeptoren sind vor
allem T-Lymphozyten charakterisiert. CD5 kommt auch auf proliferierenden B-
Lymphozyten vor [47].

1.4.2 Thymoglobulin und Lymphoglobulin

Wie bei ATG handelt es sich bei Thymoglobulin und Lymphoglobulin jeweils um
polyklonale Antikorper, die entweder vom Pferd (Lymphoglobulin) oder vom Kaninchen
(Thymoglobulin) isoliert wurden [167].

1.4.2.1 Lymphoglobulin

Lymphoglobulin ist ein selektives Immunsuppressivum, das hauptsachlich auf die T-
Lymphozyten wirkt. Lymphoglobulin erkennt die meisten Molekdle, die an der T-Zell
Aktivierungskaskade wahrend der AbstoRungsreaktion beteiligt sind, wie z.B. den T-Zell
Rezeptor (TCR) und CD3, HLA-Klasse | Molekiile, CD4 und CD8 Korezeptoren,
koaktivierende Molekiile oder die Adhésionsmolekiile CD2, CD5, CD11a und CD18. Die
immunsuppressive  Wirkung berunt wahrscheinlich auf der erheblichen Lyse der T-

Lymphozyten in Blut- und Lymphkreislauf. Die T-Lymphozyten werden durch
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Komplement-abhéngige Lyse und andere Mechanismen eliminiert, wie in vitro und bei

Tieren in vivo nachgewiesen wurde [71].

1.4.2.2 Thymoglobulin

Thymoglobulin enthélt Antikdrper gegen die meisten Oberflachenantigene, die bei der
Transplantatabstolung an der T-Zell-Aktivierungskaskade beteiligt sind, wie z. B. CD2,
CD3, CD4, CD8, CDlla, CD18, HLA-DR und HLA-Klasse 1. Das wichtigste
Wirkprinzip der Immunsuppression durch die Behandlung mit Thymoglobulin ist
wahrscheinlich die Depletion der T-Lymphozyten. Der Mechanismus der T-Zell-
Depletion betrifft die Fc-Fragment-abhéngige Opsonisierung durch das Makrophagen-
Monozyten-System. Die  Komplement-abhangige Opsonisierung und Lyse  sowie

Apoptose-Mechanismen sind an der Wirkung beteiligt [72].

1.4.3 Basiliximab

Basiliximab ist ein monoklonaler, chimdrer Mensch-Maus Antikdrper. Dadurch, dass es
sich um einen monoklonalen Antikbrper handelt, ist dieses Medikament hochspezifisch
fur ein bestimmtes Epitop auf dem Zielantigen, den IL-2 Rezeptor auf T-Zellen. Chimar
bedeutet bei diesem Antikdrper, dass er sich aus den variablen Regionen eines
monoklonalen, murinen Anti-CD25-Antikdrpers (RFT5) und den konstanten Regionen
eines menschlichen Antikdrpers (schwere Ketten vom Typ 1gG1l, leichte Ketten vom Typ
Kappa) zusammensetzt [2]. RFT5 bindet spezifisch und mit hoher Affinitit an die -
Untereinheit des IL-2 Rezeptors (CD25), die nur von aktivierten, nicht aber von ruhenden
T-Zellen exprimiert wird. Dies fuhrt dazu, dass die ruhenden T-Zellen nicht beeinflusst
werden. Zur Signalibertragung des IL-2 Rezeptors ist der komplette Rezeptor mit a-, f3-,
und y-Untereinheit von Noten, was bedeutet, dass durch die Blockierung der a-
Untereinheit das aktivierende Signal fir die T-Zelle nicht Ubertragen werden kann. Der

AntikOrper ist somit ein potenter Inhibitor der IL-2 vermittelten T-Zell-Proliferation [112].
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1.4.4 Ciclosporin A

Zur  Regulation und Aktivierung von T-Lymphozyten sind bestimmte  Zytokine
notwendig. Ciclosporin, ein zyklisches Polypeptid, das von dem Pilz Tolypocladium
inflatum gams produziert wird [167], hemmt die Neusynthese von Interleukin-2 (IL-2),
wodurch nachfolgend die Proliferation und die Neuentstehung zytotoxischer T-Zellen
supprimiert wird. Diese sind mal3geblich an TransplantatabstoRungen beteiligt [179, 21,
106]. Ciclosporin gehdrt zu den Calcineurininhibitoren (siehe Abbildung 1.7), was
bedeutet, dass Ciclosporin in die Zellen eindringt und an so genannte Cyclophiline oder
Immunophiline bindet. Es bildet sich ein Cyclophilin-Ciclosporin-Komplex, der dann die
Serin-Threonin-Phosphatase  Calcineurin  inhibiert [92]. Daraufhin  wird wiederum die
Aktivierung bestimmter Transkriptionsfaktoren wie NF-KappaB oder NFATp/c (nuclear
factor of activated T cells) negativ beeinflusst, die fur die Aktivierung der Zytokin-Gene
wichtig sind [75, 170]. Es kommt zu einem Stop des Zellzyklus der immunkompetenten
Lymphozyten in der GO- oder G1-Phase, da die Zellteilung ohne gewisse Proteine wie IL-
2 nicht moglich ist. Hauptangriffspunkt sind T-Helferzellen, die die Aktivitdt der fur die
AbstoBung eines Transplantates verantwortlichen zytotoxischen T-Zellen steigern [111].
Weiter hemmt Ciclosporin die Produktion und Freisetzung weiterer Lymphokine, die fir
die Proliferation reifer zytotoxischer T-Lymphozyten sowie fir weitere Funktionen der

Lymphozyten verantwortlich sind [78, 57].

1.4.5 Tacrolimus

Tacrolimus, auch FK506 genannt, ist ein aus Streptomyces tsukubaesis isoliertes
Makrolid. Wie Ciclosporin  gehort es zu den Calcineurininhibitoren [167]. Obwohl beide
die Signaltransduktion durch die Verhinderung der Calcineurinaktivierung unterdriicken,
schafft Tacrolimus dies Uber ein anderes Bindungsprotein. Es bildet mit dem FK506
binding protein 12 (FKBP12) einen Komplex wund fiuhrt (Ober diesen zur
Calcineurininhibition (siehe Abbildung 1.7). Desweiteren gibt es in vivo und in vitro
Studien, die zeigen, dass Tacrolimus eine 10-100-fach hohere immunsuppressive Potenz
als Ciclosporin besitzt [90].

23



1. Einleitung und Zielsetzung

Abbildung 1.7 (nach [90]):

Tacrolimus (FEKS06) Cyclosporin

Immunophilin-ver mittelte
Inhibition der T-Zellaktivierung:
Die Stimulation des T-Zell-
Rezeptorkomplexes fiihrt zu einem
Inositol 1, 4, 5-Triphosphat
vermitteltem Anstieg des
intrazelluldren Kalziumspiegels. Dies
fuhrt zu einer Transkription des
Interleukin 2 Gens. Tacrolimus
(FK506) und Ciclosporin A
verhindern diesen Prozess, indem sie
an ihre spezifischen Immunophiline,
das FKBP 12 (FK506-binding protein)
und das CYC (Cyclophilin), binden.
Dadurch inhibieren sie die
Kalzium/Calmodulin-abhangige
Phosphatase Calcineurin.

IL-2 Promoter —  IL-2 Gen

+

1.5 Transplantation und Immunmechanismen

Die Transplantation von Organen ist heute ein etabliertes und regelméRig Klinisch
angewandtes Verfahren. Leider ist bei allogenen Transplantationen heute immer noch eine
lebenslange Immunsuppression ndtig, da es sonst zur Abstoflung des Transplantats
kommen wirde. Die Immunsuppression stellt den Patienten jedoch vor ein neues Problem,
da Langzeit-Immunsupprimierte anfalliger fir Infektionen und die Entwicklung wvon
Malignomen sind [130] und (gleichzeitig mit anderen Nebenwirkungen der
Immunsuppressiva wie  Nephrotoxizitdt, Blutdruckerhhung und ZNS-Stbérungen zu
kdmpfen haben. Um diese Folgen der Immunsuppression zu vermeiden gibt es
verschiedene  Ansatze, die  Imunsuppression zu verringern oder gar ohne
Immunsuppression auszukommen. Eine Uberlegung ist, durch zusétzliche, perioperative
Stammzellgabe einen  Chimérismus  zwischen Empfanger und dem Spenderorgan
aufzubauen [52]. GemdlR der in der heutigen Medizin noch giltigen Definition nach
Winkler (1907) ist eine Chimdre ein Individuum, das aus genetisch verschiedenen
Geweben zusammengesetzt ist. Ziel der zusatzlichen Stammzelltransplantation ist, einen

immuntoleranten, chimdren Zustand zwischen graft und host zu erreichen.
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1.5.1 Tranplantatabstol3ung

Bei den AbstoRungsreaktionen werden drei Formen der AbstolRung unterschieden, die
hyperakute, die akute und die chronische AbstoRung eines Transplantates. Unterschieden
werden diese Formen nicht nur anhand ihres zeitlichen Auftretens, sondern vor allem
anhand der histologischen Merkmale. Dies wird dadurch deutlich wird, dass eine akute
und eine chronische AbstoRung parallel ablaufen konnen.

Die hyperakute Abstoung tritt innerhalo von Minuten oder Stunden nach der
Transplantation auf. Bei ihr sorgen vorbestehende Antikorper fir eine Reaktion gegen das
GefaRsystem des Spenderorgans [44]. Allerdings ist sie heute selten, da routineméRig ein
Cross-matching bzw. Kreuzproben zwischen Spenderlymphozyten und Empfangerserum
durchgeflhrt werden.

Die akute Abstofung ist der vorherrschende Grund fur AbstoRungsreaktionen zwischen
dem 5. und 15. postoperativen Tag [125]. Wahrend bei der hyperakuten AbstoRung die
humorale Immunantwort auf das Transplantat im Vordergrund steht, spielt bei der akuten
Abstolung auch die zellulare Immunantwort eine wichtige Rolle. Die antigenen
Strukturen auf den Transplantatzellen fuhren Uber wverschiedene Signalkaskaden zur
Aktivierung von Makrophagen, zytotoxischen T-Zellen oder natirlichen Killerzellen, die
ihre Zielzellen dann lysieren [118, 38, 53].

Die chronische TransplantatabstoBung ist heute die Hauptursache fir den spéten
Transplantatverlust [169]. Nach der ,Fourth Alexis Carrel Conference on Chronic
Rejection and Accelerated Arteriosclerosis in Transplanted Organs® wird die Diagnose
der ,chronischen Abstoung™ basierend auf histomorphologischen Charakteristika des
Biopsats und den Klinischen  Beobachtungen einer allmdhlich  abnehmenden
Transplantatfunktion gestellt [121, 174, 172]. Immunologisch werden diese Vorgange v.a.
durch T-Zellen, infiltrierende Monozyten und Makrophagen sowie durch deren Zyto- und
Chemokine bedingt. Fir das Verstandnis der Wirkungsweise der in dieser Arbeit
verwendeten  Immunsuppressiva  wird im  Folgenden  kurz auf  grundlegende

Immunmechanismen der TransplantatabstoBung eingegangen.
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1.5.2 Mechanismen der Transplantatabstol3ung

Das Immunsystem hat sowohl das humorale als auch das zelluldre Immunsystem zur
Verfugung, um Fremdgewebe anzugreifen. Die zelluldre Immunantwort wird durch T-
Zellen und weniger spezifisch durch Makrophagen und natirliche Killerzellen vermittelt.
Die humorale Immunantwort geschieht durch Antikérper, Opsonisierung und Aktivierung
des Komplementsystems. Die entscheidende Rolle spielt die zellulire Immunantwort [14,
169]. Vor allem die Rolle von CD4- und CD8-T-Zellen wurde hdufig untersucht [53,
154]. Demnach scheint die AbstoBung hauptsachlich durch CDA4-T-Lymphozyten
vermittelt zu sein, obgleich bei alleiniger Disparitdt von Klasse I-MHC Antigenen CD8-T-
Zellen als potenter Mediator der Abstof3ung fungieren konnen [154, 15, 95].

T-Zellen konnen allgemein nicht auf I6sliche Strukturen reagieren. Sie ben6tigen
Strukturen, die an der Zelloberflache akzessorischer Zellen gebunden sind bzw. wvon
diesen prasentiert oder exprimiert werden. Weiter erkennen CD4-T-Helferzellen ihre
Antigene nur, wenn diese mit Hilfe von MHC-(major histocompatibility complex)-Klasse-
II-Komplexen prasentiert werden. Die Helferzellen werden in Thl- und Th2-Zellen
unterteilt, deren Immunantwort entweder zelivermittelt (Thl) oder humoral vermittelt
(Th2) ablauft. CD8-zytotoxische-T-Zellen sind gegen Zellen gerichtet, die das Antigen
mit Hilfe des MHC-Klasse-l1-Komplexes prasentieren bzw. an ihrer Oberfldche tragen
[123, 96].

Kommt es zu AbstoRBungsreaktionen, so werden diese meist von CD4-T-Zellen initiiert.
Diese erkennen Antigene, die entweder als intakte Molekile von Spender-Antigen-
prasentierenden-Zellen (direkte Erkennung) [16, 55] oder als Peptidfragmente von
korpereigenen  Antigen-prasentierenden-Zellen (APC) (indirekte Erkennung) [49, 142]

prasentiert werden.

1.5.3 T-Zellaktivierung

Die spezifiscne MHC-restringierte Antigenerkennung durch T-Lymphozyten erfolgt Uber
den T-Zell-Rezeptor (TCR). Der Rezeptor ist ein Heterodimer, bestehend aus einer o- und
einer -Kette. Die variablen Regionen des TCR machen seine Spezifitit aus. Diese binden
die prozessierten Peptidantigene, die auf der Oberfliche von APC an die MHC-Molekiile
gebunden sind, sowie polymorphe Strukturen des MHC-Komplexes selbst [101]. Diese
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Bindung zwischen dem Antigen, dem MHC-Komplex und dem TCR induziert dann die
komplexe T-Zellaktivierung. Es werden noch einige andere Membranproteine auf der
Oberflache der T-Zelle exprimiert, die als akzessorische Molekile bei Bindung an ihre
entsprechenden Liganden die Interaktion des Antigen-MHC-Komplexes mit dem TCR
verstarken. Dies macht es mdglich, dass genug Zeit fir weitere Kostimulatoren wie B7.1
oder B7H1 (siehe unten) ist, die Effektorfunktionen und die Aktivierung der T-Zelle zu
beeinflussen. Korrelat einer erfolgten T-Zellaktivierung ist unter anderem die Synthese
von IL-2, das die T-Zelle zur Proliferation und Differenzierung in die Effektorzelle anregt
[103, 33, 23].

1.6 Die Kostimulatoren B7H1 und B7.1und ihre Rolle bei der Immunantwort

1.6.1 B7H1

B7H1 oder auch programmed death ligand 1 (PDL1) ist ein kostimulierendes Molekil,
das auf Zellen des Knochenmarks aber auch auf Parenchymzellen anderer Gewebe
exprimiert wird [46, 88, 122, 34]. Es fungiert als Ligand am inhibitorisch wirkenden,
kostimulierenden Molekidl programmed death 1 (PD1) auf T-Zellen und vermutlich noch
an anderen Rezeptoren. B7H1 spielt eine wichtige Rolle bei der Regulierung der
Immunantwort in vivo [132, 83] wie z.B. bei der Toleranz gegentber Transplantaten [36,
116, 48, 138, 74]. Obwohl es Arbeiten gibt, die eine positive Stimulation der T-Zellen
beschreiben [161, 177, 156], gibt es klare Hinweise darauf, dass B7H1, bezogen auf
allogene Transplantate, vor allem inhibierend auf die Aktivierung von T-Zellen wirkt [51].
Dies geschieht durch Begrenzung der Anreicherung von alloreaktiven T-Zellen [138,
135], maglicherweise durch Anhalten des Zellzyklus [26], durch gesteigerte Apoptose der
T-Zellen [138, 35, 73] oder durch aktive Regulation der allogenen Immunantwort durch
eine Subpopulation von CD4+, CD25+ T-Zellen [138, 7].
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1.6.2B7.1

B7.1 oder auch CD80 st ein kostimulierender Ligand, der vor allem auf
antigenprasentierenden Zellen (APC) exprimiert wird. Er bindet an die kostimulierenden
Rezeptoren CD28 und CTLA-4 der T-Zellen und ist dadurch essentiell an der Aktivierung
und der Regulation der T-Zellen und ihrer Immunantwort beteiligt [158]. Fir eine
optimale T-Zellaktivierung ist somit sowohl die Interaktion zwischen dem T-Zellrezeptor
(TCR) und dem Peptid: MHC-Klasse-11-Komplex [18] als auch die Interaktion zwischen
den kostimulierenden Rezeptoren der T-Zelle (z.B. CD28) mit ihren Liganden (z.B. B7.1)
auf den antigenprasentierenden Zellen noétig [31, 25]. Waéhrend diese Rezeptor-
Ligandenpaare also verstarkend auf die T-Zellaktivierung wirken, konnen die oben
genannten PD1 und B7H1 Rezeptor-Ligandenpaare zur Abschwéachung der T-

Zellaktivierung und damit der Immunantwort fihren.

Abbildung 1.8 [130]:

. . Auf antigenpréasentierenden Zellen werden als
Signal 1 Signal 2 kostimulierende Signale vor allem B7-Molekiile

exprimiert, die an das T-Zell-Protein CD28 binden.
T T Die Bindung des T-Zell-Rezeptors (TCR) und seines

T-Zelle TCR/CD3- Korezeptors CD4 an den Peptid: MHC-Klasse-II-
- th Komplex auf der antigenprasentierenden Zelle (APC)

setzt ein Signal frei (Signal 1), das nur dann fiir eine

= a klonale Vermehrung der T-Zellen sorgt, wenn aufgrund
(] 5 der Bindung von CD28 an B7-Molekile ein

R, L kostimulierendes Signal (Signal 2) erzeugt wurde.

1 i ] CD28 und B7.1 (CD80) gehdrenbeide zur

Immunglobulin-Superfamilie.

T — I
IUI]-ﬂC-KIasse-]I—Mnlekiil B7.1

J oder
APC BT2
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1.7 Apoptose:

Die Apoptose beschreibt einen Prozess, der in vielen unterschiedlichen Zellen individuell
ausgelost werden kann. Man bezeichnet die Apoptose auch als programmierten Zelltod, da
sie, einmal in Gang gesetzt, wie ein Programm ablauft und schlieBlich im Zelltod gipfelt.
Nach Freisetzung von molekularen Signalen kommt es durch Kaskadenreaktionen zur
Zellkernschrumpfung mit  anschlieBendem Plasmamembranzerfall in  viele Vesikel und
somit zur Aufidsung der Zelle. Die DNA der Zelle wird schnell abgebaut und bildet dabei
Bruchstiicke, die den Nucleosomen-assoziierten DNA-Teilen entsprechen. Es kommt bei
der Apoptose zu keiner Entziindungsreaktion oder Antikrperbildung. Biochemisch ist die
Apoptose ein induzierbarer, energieabhdngiger Vorgang mit gesteigerter RNA- und
Proteinbiosynthese. Dies unterscheidet die Apoptose klar von der Zellnekrose, die hdufig
mehrere Zellen eines geschadigten Organs betrifft, bei der es zur Zellschwellung und zum
Verlust der Membranintegritit, aber erst relativ spat zum DNA-Abbau kommt und bei der
regelméRig eine entzindliche und immunologische Reaktion zu beobachten ist [93, 29, 1].
Eine wichtige Rolle bei der Apoptose spielt die Aktivierung einer spezifischen
Endonuclease, die das Chromatin fragmentiert und so den Zelitod auslost. In Abbildung
1.9 sind einige Ausloser der Apoptose dargestelt. Verdeutlicht wird vor allem die

Tatsache, dass der programmierte Zelitod auf verschiedene Art und Weise auslosbar ist.
Abbildung 1.9: Einige Mechanismen, die eine Apoptose auslésen kénnen (nach [93])
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1.8 Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Bei Transplantationen ist die Langzeit-lmmunsuppression ein Problem, dem eventuell
damit begegnet werden kann, dass man perioperativ Stammzellen einsetzt, um einen
immuntoleranten Chimédrismus zwischen Empfanger und Spenderorgan zu erreichen [52].
Dies ist die Grundlage dieser Arbeit. Sie geht von einem Therapieansatz aus, bei dem
perioperativ sowohl Stammzellen als auch Immunsuppressiva zum Einsatz kommen. Da
Immunsuppressiva in die Signalkaskade und in die Aktivitdt des Immunsystems
eingreifen, die auch bei der Bildung einer Toleranz sehr bedeutsam sind, soll in der
vorliegenden Arbeit untersucht werden, ob und in welcher Weise auch die Stammzellen

von den Immunsuppressiva beeinflusst werden.

Um dies zu untersuchen wurden eine menschliche (L87/4) und eine murine (RMZ26)
Stammzelllinie verwendet. Die Zellen wurden mit Immunsuppressiva inkubiert, um deren
Einfluss auf das Proliferationsverhalten zu untersuchen und um festzustellen, ob die
Zellen dadurch vermehrt Apoptose begehen. Es wurden dabei sechs verschiedene

Immunsuppressiva in unterschiedlichen Konzentrationen getestet.

Weiter wurde untersucht ob die Stammzellen die Kostimulatoren B7H1 und B7.1
exprimieren und wie diese Expression auf verschiedene Konzentrationen der
Immunsuppressiva reagiert. Grundlegend war die Frage, ob durch die Immunsuppressiva
das Gleichgewicht der gegensétzlich wirkenden Kostimulatoren beziglich Toleranz und

AbstoRung des Transplantates in eine bestimmte Richtung beeinflusst wird.

Die konkrete Fragestellung der vorliegenden Arbeit lautet:

a) Verandern die einzelnen Immunsuppressiva in verschiedenen Konzentrationen das

Proliferationsverhalten der Zellen?

b) Wie sieht der Vergleich zwischen den einzelnen Immunsuppressiva beziiglich ihrer

Wirkung auf das Proliferationsverhalten der Zellen aus?
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d)

Verédndern die einzelnen Immunsuppressiva  in verschieden Konzentrationen das

Apoptoseverhalten der Zellen?

Wie sieht der Vergleich zwischen den einzelnen Immunsuppressiva beziiglich ihrer

Wirkung auf das Apoptoseverhalten der Zellen aus?
Werden auf den Stammzelllinien die Kostimulatoren B7H1 und B7.1 exprimiert?
Wie wverschiebt sich das Gleichgewicht zwischen den beiden Kostimulatoren bei

Behandlung  der  Stammzellen  mit  verschiedenen  Konzentrationen  der

Immunsuppressiva?
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2 Material und Methode

2.1 Bezugsquellennachweis

2.1.1 Stammzellen

L87-4
Bezugsquelle: PD Dr. med R. Huss, Pathologie der LMU Miinchen,
Deutschland

RM26 2-1
Bezugsquelle: PD Dr. med R. Huss, Pathologie der LMU Minchen,
Deutschland

2.1.2 Cell-Counting-Kit-8®

5 mM WST-8 (2-(2-methoxy-4-nitrop henyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-
disulfophenyl)-2H-tetrazolium, monosodium salt), 0,2mM 1-Methoxy PMS
(phenazinium methylsulfate)

150 mM NacCl

Bezugsquelle: Probior GmbH, Miinchen, Deutschland
2.1.3 Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric)®

BrdU labeling reagent (10 mM 5-bromo-2”-deoxyuridine in PBS, ph 7,4)

Fix Denat (70% Ethanol)

Anti-BrdU-POD (monoclonal antibody from mouse-mouse hybrid cells (clone
BMG 6H8, Fab fragments) conjugated with peroxidase (POD)

Antibody dilution solution

Washing buffer (PBS)

Substrate solutuion (TMB (tetramethyl-benzidine))

Bezugsquelle: Roche Diagostics GmbH, Mannheim, Deutschland
2.1.4 Cell Death Detection ELISAplus®

Anti-histone-biotin - (monoclonal antibodyfrom mouse (clone H11-4), Biotin
labeled, lyophilized, stabilized, for the binding of the histone component of the
nucleosomes and capturing of the immnuocomplex via biotin to the coated
MP)

Anti-DNA-POD  (Monoclonal antibody from mouse (clone MCA-33),
Peroxidase conjugated, lyophilized, stabilized, for the binding of the DNA
components of the nucleosomes and the color reaction with ABTS®)

Positive Control (DNA-histone-complex, lyophilized, stabilized)

Incubation buffer

Lysis buffer

Substrate buffer (for dissolving the ABTS® tablets)

ABTS® substrate tablet

Microplate (Streptavidin-coated)
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Bezugsquelle: Roche Diagostics GmbH, Mannheim, Deutschland

2.1.5 RNeasy Mini Kit 50

Preparations per kit

50

RNeasy Mini spin columns (pink) 50

Collection tubes (1,5 ml) 50
Collection tubes (2 ml) 50
Buffer RLT 45 ml
Buffer RW1 45 mi
Buffer RPE 11 ml

RNase-free water

10 ml

Bezugsquelle: Quiagen GmbH, Hilden, Deutschland

2.1.6 DNA-free Kit

rDNase | (2 Units/pl)

10x DNase | Buffer

120
600 W

(10x: 100 mM Tris-HCI pH 7,5, 25 mM MgCk, 5 mM CaCl)
DNase Inactivation Buffer 600 W

Nuclease-free Water

1,75 ml

Bezugsquelle: Ambion Inc., Austin, USA

2.1.7 Reagenzien und Verbrauchsmaterial

96 well Mikrotiterp latten:

Pipetten:
Stripette®

Pipetboy acu®

Multipipette plus®
Transferpette®-8

Mikroliterpipetten

Pipettenzubehor:
Combitips plus®

Flachbodenplatten und  Rundbodenplatten, 0,31 cm?
Wachstumsfiache, zellkulturbehandelt, pyrogenfrei,
gammasterilisiert

Bezugsquelle: TPP, Trasadingen, Schweiz

disposable serological pipette 2, 5, 10, 25ml
Bezugsquelle: Costar Corning, Corning, USA
Bezugsquelle: 1BS-Integra Bioscience GmbH, Fernwald,
Deutschland

Bezugsquelle: Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Bezugsquelle: Brand GmbH + Co, Wertheim,
Deutschland

0,5-10 (I, 10-100 W, 100-1000pl labmate

Bezugsquelle:  Abimed  Analysen-Technik, Langenfeld,
Deutschland

Aufsétze fur digitale Pipette, 0,5; 2,5; 5; 25ml
Bezugsquelle: Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
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Ep T.1.P.S standard

Ep T.I.P.S Box

Plastikgefalie:
Plastiktubes

Safe-lock tubes

4-Seiten Flipperrack

Zellflaschen

Labor-Glasflaschen:

Handschuhe:

Alkohol zum Reinigen:

Trypanblaulésung:

Deckgléser:

Reinigungstiicher:

Spritzen:

Kandlen:

Pipettenspitzen 0,1-10 W, 2-200 W, 10-1000pl

Bezugsquelle: Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Bezugsquelle: Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Zentrifugenrohrchen 15ml, 50ml

Bezugsquelle: TPP, Trasadingen, Schweiz
Eppendorfgefal 1,5 ml

Bezugsquelle: Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Bezugsquelle:  neolab  Migge  Laborbedarfvertriebs
GmbH, Heidelberg, Deutschland

Cell culture flask, angled neck, tissue culture treated,

25 cm?, 75 cn?, 150 cn?

Bezugsquelle: Costar Corning, Corning, USA

50ml, 100ml, 1000ml
Bezugsquelle: Schott Duran, Mainz, Deutschland

powder-free latex examgloves Safeskin PFE®
Bezugsquelle: Kimberly Clark N.V., Zavantem, Belgien

70% Ethanol
Bezugsquelle:  Apotheke Innenstadt, LMU  Miinchen,
Deutschland

Trypanblaulésung 0,4% in 0,8% NaCl, 0,06%
Kaliumphosphat, dibasisch

Bezugsquelle:  Sigma-Aldrich ~ GmbH,  Taufkirchen,
Deutschland

Bezugsquelle: Hecht-Assistent, Sondheim, Deutschland

Prézisionswischticher Kinwipes Lite®
Bezugsquelle: Kimberly Clark N.V., Zavantem, Belgien

Einmalspritzen 5 ml, 10 ml, 20 ml
Bezugsquelle: B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Einmal-Injektions-Kanilen Gréle 1 100 Sterican®
Bezugsquelle: B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland
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Aqua ad iniectabilia:

Laborflaschenverschlulfband:

Labor-Alu-Folie:

dNTPs

RNasin 2500U RNasin®

M-MuLV Enzym

dNTPs

TaKaRa Taq 5U

TrypsiEDTA-L6sung

DMSO

H2SO4 — Titrisol®

1000 ml
Bezugsquelle: B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Laboratory Film-Parafilm
Bezugsquelle: Pechiney Plastic Packaging, Menasha,
USA

Bezugsquelle: Carl-Roth  GmbH + Co, Karlsruhe,
Deutschland

PCR Nucleotide Mix
Bezugsquelle: Promega, Madison, USA

Ribonuclease Inhibitor
Bezugsquelle: Promega, Madison, USA

(Moloney Murine Leukemia Virus) Reverse
Transcriptase
Bezugsquelle: Promega, Madison, USA

PCR Nucleotide Mix
Bezugsquelle: Takara Bio Inc., Otsu, Shiga, Japan

Thermostabile DNA-Polymerase
Bezugsquelle: Takara Bio Inc., Otsu, Shiga, Japan

0,05%/0,02% (w/v) in PBS w/o Ca?*, Mg?*
Bezugsquelle: Biochrom AG, Berlin, Deutschland

(Dimethylsulphoxide Hybri-Max ®)
Bezugsquelle:  Sigma-Aldrich  GmbH,  Taufkirchen,
Deutschland

Schwefelsaure fur 1000ml c(H2S04) = 0,5 mol/l (1N)
Titrisol
Bezugquelle: VWR International, 1smaning, Deutschland
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Staurosporin

H20

R-Mercaptoethanol

Agarose

Ethidiumbromid

QIA-shredder

2.1.8 Gerate

Autoklavierungsgerét:

Brutschrank:

Mikroskop:

Khischrank -20C:

Sterilbank:

(Antbiotic AM-2282) from Streptomyces sp. Minimum
95% (HPLC) Konz 1mM in DMSO gelost FN 466,5
S4400 0,1mg Lot113K4097

Bezugsquelle:  Sigma-Aldrich  GmbH,  Taufkirchen,
Deutschland

Bezugsquelle:  Sigma-Aldrich ~ GmbH,  Taufkirchen,
Deutschland

Bezugsquelle:  Sigma-Aldrich ~ GmbH,  Taufkirchen,
Deutschland

Bezugsquelle:  Biozym  Scientific  GmbH,  Hessisch
Oldendorf, Deutschland

Bezugsquelle:  Sigma-Aldrich ~ GmbH,  Taufkirchen,
Deutschland

Bezugsquelle: Quiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Heraeus
Bezugsquelle: Harald Igler, physik. chem. Gerate fir Labor und
Betrieb, Minchen, Deutschland

Modell 3111, Seriennummer 95956-2546,
CO? water jacketed incubator
Bezugsquelle: Forma scientific, Marietta, USA

Axiovert 200
Bezugsquelle: Firma Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Computer control freezer
Bezugsquelle: Robert-Bosch GmbH, Stuttgart, Deutschland

Heraeus Herasafe HS12, Seriennummer 40088346
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Bezugsquelle: Kendro Laboratory Products, Hanau, Deutschland

Zahlkammer:
Neubauer-Zahlkammer, Tiefe 0,1 mm, 0,0025 mm2
Bezugsquelle: Hecht-Assistent, Sondheim, Deutschland

Zentrifuge:
Centra CL3R
Bezugsquelle: IEC — International-Equipment-Company,
Massachusetts, USA

ELISA-Reader:
Type OEM Spectra Il, Seriennummer 226181,
Messfilter 450nm, Messfilter 620nm, Messfilter 690nm
Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim, Deutschland

Drucker fir ELISA-Reader:

Laser Jet4

Hewlett Packard, Boblingen, Deutschland
Wasserbad:

Bezugsquelle: Kottermann, Haningsen, Deutschland

Rattler fur Mikrotiterplatten:
Celloshaker Variospeed
Bezugsquelle: Renner GmbH, Dannstadt, Deutschland

Vortex-Gene 2
Bezugsquelle: Scientific Industries, Bohemia, USA

Biometra personal Cycler
Bezugsquelle: Biometra GmbH, Gottingen, Deutschland

Biozym Cycler
Bezugsquelle: Biozym Scientific  GmbH, Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Mikrowelle
Bezugsquelle: Siemens-Electrogerate GmbH, Minchen,
Deutschland

Image Master VDS
Bezugsquelle: Pharmacia Biotech, San Francisco, USA

2.1.9 Medikamente

Sandimmun®:
Ciclosporin, Ampullen zu je 1 ml Infusionsldsungskonzentrat,
Zusammensetzung von 1ml Losung:
50 mg Ciclosporin,
96% Ethanol,
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Prograf®:

ATG-Fresenius S®:

Simulect®:

Thymoglobulin®:

Lymphoglobulin®:

Poly(oxyethylen)-40-Rizinusol
Bezugsquelle: Novartis Pharma GmbH, Nirnberg, Deutschland

Tacrolimus Ampullen zu je 1 ml Infusionslésungskonzentrat,
Zusammensetzung von 1ml Loésung:

5 mg Tacrolimus

Poly(oxyethylen)-60-Rizinusol

80% Ethanol
Bezugsquelle:  Fujisawa  (jetzt  Astellas Pharma  GmbH),
Minchen, Deutschland

Anti-Human-T-Lymphozyten-Immunserum vom Kaninchen,
Zulassungsnummer: 452a/87
Zusammensetzung von 1ml Losung:

20 mg Immunglobulin

Natriumdihydrogenphosphat

Phosphorséure

Wasser fir Injektionszwecke
Bezugsquelle: Fresenius HemoCare Immune Therapy GmbH,
Grafelfing, Deutschland

Basiliximab (monoklonaler, chimdrer Mensch-Maus-Anti-
CD25-Antikorper)
Zusammensetzung von 1ml Lésung:
4 mg Basiliximab,
Kaliumdihydrogenphosphat,
wasserfreies Natriummonohydrogenphosphat,
Natriumchlorid
Saccharose
Mannitol
Glycin
Wasser fir Injektionszwecke
Bezugsquelle: Novartis Pharma GmbH, Nurnberg, Deutschland

Anti-Human-T-Zell-Immunserum vom Kaninchen,
Zulassungsnummer: 191a/92
Zusammensetzung von 1 ml Lésung:
5 mg Antihuman- T-Zell-Immunserum,
vom Kaninchen
10 mg Aminoessigsaure,
10 mg Mannitol,
2 mg Natriumchlorid
Bezugsquelle: IMTIX-SangStat, Lyon, Frankreich

Anti-Human-T-Zell-Immunserum vom Pferd,
Zulassungsnummer: 1a/80
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2.1.10 Primer

Oligo p(dt)15

Name:

B71 fwd

B71 rev

B7H1 fwd
B7H1 rev
Actin hum fwd
Actin hum rev

Zusammensetzung von 1 ml Lésung:
20 mg Antihuman-T-Zell-lmmunserum vom Pferd,
20 mg Aminoessigsaure,
1 mg Natriumchlorid,
Wasser fir Injektionszwecke
Bezugsquelle: IMTIX-SangStat, Lyon, Frankreich

Primer fir cDNA Synthese
Bezugsquelle: Roche Diagostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

Sequenz:
5'-CAAAGCTGACTTCCCTACACC-3'
5-CTCCATTTTCCAACCAGGAGAG-3'
5-GAACGCATTTACTGTCACGGT-3'
5-TCCCAATAGACAATTAGTGCAGC-3'
5-CCTTCC TGG GCA TGG AGT CCT G-3'
5-GGA GCA ATG ATC TTG ATC TTC-3'

Bezugsquelle: invitrogen GmbH, Technologiepark Karlsruhe,
Karlsruhe, Deutschland

2.2 Stammldsungen und Puffer

PBS:

Medium:
RPMI 1640:

10% FCS:

NaCl-Ldsung 0,81% in Phosphatpuffer 0,0067 mol/l,
pH 7,2 isotonisch
Zusammensetzung: 1000 ml
NaCL 8,19
Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat 0,862 g
Kaliumdihydrogenphosphat 0,248 g
Aqua ad iniectabilia zu 1000 ml
Bezugsquelle:  Apotheke Innenstadt, LMU Minchen,
Deutschland

W 2.0 ¢/l NaHCO3 w/o L-Glutamine
Bezugsquelle: Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Fetal bovine serum, 0,2pm steril filtered,
mycoplasma screened, origin: South America, gamma irradiated
Bezugsquelle: Pan Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland

1% L-Glutamin:

200 nM
Bezugsquelle: Biochrom AG, Berlin, Deutschland
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1% Gentamycin:

10 mg/ml
Bezugsquelle: Biochrom AG, Berlin, Deutschland

CDNA-Synthese Puffer

Bezugsquelle: Promega, Madison, USA

TBE-Puffer

Bezugsquelle: Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, Deutschland
PCR-Puffer

Bezugsquelle: Takara Bio Inc., Otsu, Shiga, Japan
EDTA-Puffer

Bezugsquelle: Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, Deutschland

2.3 Untersuchungsverfahren und Arbeiten mit den Zellen

2.3.1 Splitting und Kultivierung der Zellen

1.

Ausgangspunkt ist eine Zellkulturflasche in variabler Grofle mit einer
adharenten, konfluenten Zellschicht, die als Ausgangspunkt fir eine neue
Passage der Zelllinie genommen wird.

Das verbrauchte Medium in der Zellkulturflasche wird mittels einer sterilen
Einmalpipette abpipettiert und verworfen.

Die in der Zelkulturflasche verbleibende Zellschicht wird mit PBS, geméal
Tabelle 2.1, gewaschen, welches darauthin ebenfalls mittels einer sterilen
Einmalpipette abpipettiert und verworfen wird.

Die Zellschicht wird mit einer gemal Tabelle 2.1 grolRen Menge Trypsin
versetzt und damit fir ca. 5 Minuten inkubiert, bis sich die Zellen vom Boden
der  Zellkulturflasche losen. Wahrend der Inkubationszeit kann die
Zellkulturflasche  zur  Beschleunigung  vorsichtig  geschwenkt  oder  die
Zellkulturflasche im Brutschrank inkubiert werden.

Um das fir die Zellen auf Dauer toxisch wirkende Trypsin zu inaktivieren,
wird das Zell-Trypsin-Gemisch mit der im Vergleich zum Trypsin doppelten
Menge an Medium versetzt und das Gemisch in ein 15 ml Zentrifugenrohrchen
pipettiert.

Abzentrifugieren  der Zellen bei 1400 Umdrehungen pro Minute fir 10

Minuten.
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7. Verwerfen des Uberstandes und leichtes Anlosen des Zellpellets durch
Schreddern des Zentrifugenrohrchens Uber ein Gitter. AnschlieRend losen des
Zellpellets in ca. 3 m Medium, je nach Zellpellt und gewinschter
Zellkonzentration.

8. Bestimmung der Zellkonzentration mittels Neubauer-Zahlkammer (siehe 2.3.2)
9. Aussaat der errechneten Menge an Zellen in eine neue Zellkulturflasche, in die
man eine geméall Tabelle 2.1 entsprechende Menge Medium vorgelegt hat.

Tabelle 2.1

Zellkulturflasschengrol3e Mediummenge | Trypsinmenge pro PBS-Menge

pro Flasche Flasche pro Flasche

T25 (25cm? Oberflache) 8-10 ml 1ml 1ml

T75 (75 cm?2 Oberflache) 15 -18 ml 2 ml 2 ml

T150 (150 cm?2 Oberflache) |20 - 25 ml 3ml 3ml

2.3.2 Zellkonzentrationsbestimmung mittels Neubauerzahlkammer

1. Pipettieren von 45 p einer 0,4%gen Trypanblaulosung in ein well einer 96-
well Rundboden-Mikrotiterplatte.

2. Zupipettieren von 5 W des zu bestimmenden Zell-Mediumgemisches (es
resultiert eine 1:10 Verdinnung)

3. Mischen der Lésung durch zu- und abpipettieren der Losung.

4. Fullen der Neubauerzdhlkkammer mit der Losung.

5. Zéhlung der Zellen in den vier Quadranten der Neubauerzédhlkammer unter
dem Mikroskop und Bildung eines Mittelwertes.

6. Errechnung der Zellkonzentration pro pl anhand folgender Formel:

i]ell:lzahl pro z =10 (1:10 Verdinnung) x 104 (Faktor der Neubauerzahlkammer) x m

die

Volumen des
Zellgemisches
um die
gewlnschte
Zellmenge fir

Kultivierung
zu erhalten:

z = Zellzahl pro ml
m = ermittelte mittlere Zellzahl pro Neubauer-Zahlkammer-Quadrant

1/z=Vi/gdaraus folgt: Vi=g/z

V2= V1x 1000

g = gewiinschte Zellmenge fur die Kultivierung
V1= zu berechnendes Volumen in ml

V2 = zu berechnendes Volumen in pl
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7. V2 stellt das Volumen des untersuchten Zell-Mediumgemisches in l dar, das
die gewinschte Menge Zellen fiur die Kultivierung einer neuen Zellpassage

enthalt.
2.3.3 ELISA — Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Das Prinzip des ELISA ist ein Antikbrper, an den ein Enzym gebunden ist. Dieses
Enzym Kkatalysiert eine chemische Reaktion, deren farbiges Produkt im Zelimedium
I6slich und photometrisch auch in sehr geringen Mengen messbar ist.

Es gibt verschiedene Arten von ELISAS:

1. Sandwich-ELISA:
Hier wird das zu untersuchende Antigen durch einen immobilisierten Antikrper
am Boden der Mikrotiterplatte gehalten. Ein zweiter Antikdrper bindet nun an
einem freien Epitop des Antigens und vermittelt die Katalyse der

Nachweisreaktion. Das Enzym ist dabei an den zweiten Antikdrper gebunden.

Abbildung 2.1: Sandwich ELISA

Q.g\ farbiges Katalyseprodukt
2. brtikerper f’fj |L

Enzyrn, das Katalyse vermittelt

britigen

B A

Mikrotiterplatte

2. Kompetitiver ELISA:
Beim kompetitiven oder indirekten ELISA ist das Antigen am Boden der
Mikrotiterplatte  fixiert. Der Antikdrper bindet an das Antigen und vermittelt
wieder die Katalyse ber das an ihn gebundene Enzym.
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Abbildung 2.2: Kompetitiver ELISA

Q.S\ Farbiges Katalyseprodukt
frtikéeper /’ﬂ i

Emzymn, das Katalyse vermittelt

frtigen

Mikrotiterplatte

3. ELISA bei demdie Zelle als Ort der enzymatischen Umwandlung fungiert:
Hier katalysieren zelleigene Enzyme wie z.B. Dehydrogenasen die Reaktion, bei
der ein farbiges, photometrisch messbares Produkt entsteht.

Abbildung 2.3: Zellenzyme als Katalysator

farbiges Katalyseprodukt

Mikrotiterplatte

2.3.4 CCKa8 - Cell Counting Kit-8

2.3.4.1 Allgemeine Information zu CCK8

Der CCK8 ist ein ELISA-Kit, bei dem das wasserlosliche Tetrazoliumsalz WST-8
enzymatisch in das ebenfalls wasserlosliche Formazan tberfihrt wird. WST-8 wird
von den Dehydrogenasen in den Zellen zu einem gelben Produkt (Formazan)
reduziert, das im Kulturmedium Ioslich ist. Die Menge an Formazanfarbstoff, die
durch die Dehydrogenasenaktivitdt entsteht, ist direkt proportional zur Zahl der
lebenden Zellen in dem gemessenen well.

Abbildung 2.4 zeigt das Extinktionsspektrum wvon WST-8 Formazan. Da die
Extinktion bei 460 nm proportional zur Zahl der lebensféhigen Zellen in dem Medium

ist, kann diese Zellzahl theoretisch durch Erstellen einer Eichkurve ermittelt werden.
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Abbildung 2.4: Extinktionsspektrum von WST-8 Formazan
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2.3.4.2 Lagerung des CCK8

Zur langeren Lagerung des CCK8 werden die 10 ml der CCK8-Losung in Aliquots in
1,5 ml Eppendorfgefale zu je 500 ul aufgeteilt und bei -20°C eingefroren.

2.3.4.3 Arbeitsprotokoll fur den CCK8

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Beimpfen einer 96-well-Flachboden-Mikrotiterplatte mit 100 pl Zellsuspension in
der gewinschten Konzentration an Zellen pro 100 .

Beim Erstellen einer Eichkurve folgt sofort der ndchste Schritt, ansonsten
Inkubation der beimpften Mikrotiterplatte  fir die  gewinschte Zeit im
Inkubationsschrank bei 37°C und 5% CO2.

Auftauen eines eingefrorenen Aliquots CCK8 im Wasserbad bei 37°C fur 3
Minuten.

Hinzufigen von 10 W CCKS8-Losung zu jedem well der Mikrotiterplatte. Bei
Blasenbildung werden diese unter Verwendung einer sterilen Einmalkanile
vorsichtig zerstochen, da sonst die Messung verfalscht werden konnte.

Inkubation der Mikrotiterplatte fur 90 Minuten im Inkubationsschrank bei 37°C
und 5% CO?2.

Messung der Extinktion im ELISA-Reader mit folgenden Messbedingungen:

450 nm Messfilter

620 nm Referenzfilter
Schiittelzeit: 5 Sekunden
Schiittelmodus: normal
Schittelposition: innen
Testname: CCKS8
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2.3.4.4 Kontrollen

Backgroundkontrolle:
Es tritt eine leichte spontane Extinktion bei 460 nm beim mit CCKS8
inkubierten  Zellkulturmedium auf. Dieser Extinktionswert ist abhdngig vom
Zellkulturmedium, pH-Wert, Inkubationszeit und der Zeit der Lichtexposition.
Die typische Extinktion betragt 0,1 —0,2.
Fur die Backgroundkontrolle werden wells mit Zellkulturmedium ohne Zellen

untersucht.

2.3.4.5 Probleme bei der quantitativen Auswertung der Zellzahlen

Da das verwendete Zellmedium in Abhingigkeit zur Inkubationszeit und Zellzahl
ebenfalls einer gewissen Farbénderung unterworfen ist, wird darauf verzichtet, die
absolute Zellzahl im jeweiligen well zu bestimmen. Die Messergebnisse werden nur
innerhalb einer Platte mit Hilfe der Extinktion und der Inkubationszeit gegeneinander

verglichen.

2.3.4.6 Festlegen einer geeigneten Zellzahl fur die Untersuchung der Auswirkungen der

Immunsuppressiva auf die verschiedenen Zelllinien

Sinn und Zweck der Messungen mit dem CCKS8 besteht darin, eine geeignete Zellzahl
fur die einzelnen Zelllinien zu finden, die nach Inkubation und wéhrend der Zeit des
Experimentes in die Phase des exponentiellen Wachstums der Zelllinie féllt. Dies soll

eine hohe Reproduzierbarkeit und ein gleichmaRiges Wachstum der Zellen bewirken.

2.3.5 Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric)

2.3.5.1 Allgemeine Information zum BrdU(5-bromo-2"-deoxyuridine)-Test

Der BrdU-Test ist ein Immunoassay zur Quantifizierung von Zellproliferation,
basierend auf der Messung der BrdU-Aufnahme wahrend der DNA-Synthese

proliferierender Zellen.
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Hierbei wird das Pyrimidin-Analogon BrdU anstatt Thymidin bei der DNA-Synthese
in die DNA eingebaut und anschlielend die BrdU-Aufmnahme mit Hilfe eines ELISA
guantifiziert. Dies macht es maglich, auch inhibitorische Effekte auf Zellen und deren

Proliferation festzustellen.

Spezifitat:
Das Antikorperkonjugat reagiert mit dem BrdU im Zellkulturmedium und dem
BrdU, das in die DNA eingebaut wurde. Um an das, in die DNA eingebaute,
BrdU binden zu konnen, muss die BrdU-markierte DNA denaturiert werden.
Der Antikbrper zeigt dabei Kkeinerlei Kreuzreaktionen mit endogenen

Zellkomponenten wie Thymidin, Uridin oder DNA.

Abbildung 2.4: Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric)

farbiges, mit dem
ELISA Reader auswertbares

// Substrat
e
anti-BrdlJ-F0D _J L Fixierte Zelle mit zum Teil
Artikirper denatuierter, BrdU-rarkierter
» DHA

O

| Mikrotiterpl atte |

2.3.5.2 Vorbereiten der Arbeitslésungen

BrdU labeling solution:
Losen der BrdU labeling Reagenz 1:100 mit sterilem Zellkulturmedium (mit
resultierender  Konzentration: 100 M  BrdU). Fir eine  96-well-
Flachbbodenmikrotiterplatte bendtigt man, bei 100 W pro well, ca. 1 ml BrdU
labeling solution.
Die geloste BrdU labeling solution ist bei 2-8°C und vor Licht geschiitzt
mehrere Wochen haltbar. Zur langeren Verwendbarkeit wird die BrdU labeling
solution in Aliquots zu je 1200 il bei -20°C eingefroren.
Die BrdU labeling solution dient zum Markieren der proliferierenden Zellen.
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Anti-BrdU-POD-stock-solution:
Auflosen der Anti-BrdU-POD-Reagenz in 1,1 ml doppelt destilliertem Wasser
und dabei fur 10 Minuten mit Hilfe des Vortex mischen. Die geloste Anti-
BrdU-POD-stock-solution ist bei 2-8°C fir mehrere Monate haltbar. Bei
Bedarf kann auch diese in Aliquots bei -20°C eingefroren werden.
Die Anti-BrdU-POD-stock-solution dient als Vorrat fir die Vorbereitung der

Anti-BrdU-working-solution.

Anti-BrdU-working-solution:
Losen von Anti-BrdU-stock-solution 1:100 mit antibody dilution solution. Fir
eine  96-well-Flachbbodenmikrotiterplatte 16st man 100 pl Anti-BrdU-stock-
solution in 10 ml antibody dilution solution. Diese Losung ist nicht haltbar und
mul3 daher immer kurz vor Gebrauch hergestellt werden.
Die Anti-BrdU-working-solution dient der Bindung des POD-markierten Anti-
BrdU-Antikorpers.

Washing solution:
Losen von Washing buffer concentrate 1:10 mit doppelt destilliertem Wasser.
Fir eine 96-well-Flachbodenmikrotiterplatte bendtigt man 10 ml Washing
buffer concentrate mit 90 ml doppelt destilliertem Wasser. Diese Washing
solution ist bei 2-8°C fur mehrere Wochen haltbar.

Die Washing solution dient dem Abwaschen der ungebundenen Antikdper.

2.3.5.3 Kontrollen

Blank:
Die Blank-Stellen dienen zur Information (ber das unspezifische Binden des
BrdU- und anti-BrdU-POD-Konjugats an die  Mikrotiterplatte.  Der

Extinktionswert dieser Kontrollen sollte 0,1 nicht Ubersteigen.

Backgroundkontrolle:
Die  Backgroundkontrolle  gibt Informationen (ber das  unspezifische
Bindungsverhalten von anti-BrdU-POD zu den Zellen in Abwesenheit von
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BrdU. Die Extinktion solite hierbei 0,1 nicht bersteigen. Diese Kontrolle kann
bei  manchen  Zellinien  signifikant  ansteigen, bei  denen  hohe

Zellkonzentrationen (mehr als 2 x 10* Zellen/100 ) verwendet werden.

Ubersicht der Kontrollen:

Tabelle 2.2:
Well-Inhalt Blank Backgroundkontrolle
Kulturmedium 100 -
Zellen - 100 pl
BrdU 10 pl -
Anti-BrdU-POD 100 100 pl

2.3.5.4 Arbeitsprotokoll fir den Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric)

1. Anlegen von Zellkulturen in einer 96-well-Flachbodenmikrotiterplatte mit je
100 W Zellkuturmedium pro well und Inkubation der Zelllinien im
Inkubationsschrank bei 37°C und 5% CO2 fur ca. 48 Stunden.

L87/4: 7500 Zellen/well
RM26/2-1: 2500 Zellen/well

2. Abnehmen des Zellkulturmediums und Inkubation mit je 100 pl/well mit den
entsprechenden Konzentrationslosungen der Zu untersuchenden
Immunsuppressiva. Die Inkubation erfolgt ebenfalls fir ca. 48 Stunden im
Inkubationsschrank bei 37°C und 5% CO2.

3. Auftauen eines BrdU labeling solution Aliquots bei 37°C fir 3 Minuten im

Wasserbad.

4. Hinzufligen von 10 plwell BrdU labeling solution und erneute Inkubation der
Mikrotiterplatte fir ca. 12 Stunden im Inkubationsschrank bei 37°C und 5%
CO2.

5. Ausklopfen der Mikrotiterplatte auf Cellophan, Hinzufiigen von 200 pl/well

FixDenat zu den Zellen und Inkubation bei Raumtemperatur fur 30 Minuten.
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6. Herstellen der Anti-BrdU-working-solution.

7. Ausklopfen der Mikrotiterplatte auf Cellophan, Pipettieren von 100 plwell
Anti-BrdU-working-solution ~ zu  den  Zellen und  Inkubation  bei

Raumtemperatur fur 90 Minuten.

8. Ausklopfen der Mikrotiterplatte auf Cellophan, dreimaliges Ausklopfen und

Waschen der Zellen mit je 200 p/well washing solution.

9. Ausklopfen der Mikrotiterplatte auf Cellophan, Pipettieren von 100 pl/well
substrate solution zu den Zellen und Inkubation bei Raumtemperatur fur 30

Minuten.

10.  Hinzufigen von je 25 piwell 1 M H2SO4, um die Reaktion zu stoppen,
Inkubation fur eine Minute auf dem Ruttler fir Mikrotiterplatten bei 300 rpm
und Messung der Extinktion im  ELISA-Reader mit folgenden

Messbedingungen:

450 nm Messfilter
690 nm Referenzfilter
Schiittelzeit: 20 Sekunden
Schiittelmodus: normal
Schittelposition: innen
Die Messung muss innerhalb wvon 5 Minuten nach Hinzufligen der

Schwefelsdure erfolgen.

2.3.5.5 Arbeitsprotokoll fur DM SO-Hemmversuch

1. Anlegen von Zellkulturen in einer 96-well-Flachbodenmikrotiterplatte mit je
100 plwell der zu untersuchenden DMSO- und Zellkonzentrationen und
Inkubation der Zelllinien im Inkubationsschrank bei 37°C und 5% CO2 fur ca.
48 Stunden.

L87/4: 7500 Zellen/well
RM26/2-1: 2500 Zellen/well
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2. Auftauen eines BrdU labeling solution Aliquots bei 37°C fir 3 Minuten im
Wasserbad.

3. Hinzufigen von 10 pl/well BrdU labeling solution 5, 4, 3, 2, 0 Stunden vor der
Denaturierung der Zellen und erneute Inkubation der Mikrotiterplatte fir die
jeweilige Zeit im Inkubationsschrank bei 37°C und 5% CO2.

Weiteres Verfahren nach 2.3.5.4 Arbeitsprotokoll fur den Cell Proliferation
ELISA, BrdU (colorimetric), Punkt 5.

2.3.6 Auswirkungen der Immunsuppressiva auf das Apoptoseverhalten der Zellen mit
Hilfe des Cell death Detection ELISA plus

2.3.6.1 Allgemeine Informationen zum Cell death Detection ELISA plus

Der Kit basiert auf dem Prinip eines Sandwich ELISAs. Er verwendet dazu
monoklonale Mausantikbrper gegen DNA und Histone. Dies erlaubt die spezifische
Bestimmung von Mono- und Oligonukleosomen in der zytoplasmatischen Fraktion
von Zelllysaten.

1. Das Zelllysat wird in eine Streptavidin-beschichtete Mikrotiterplatte pipettiert.

2. Eine Mischung aus Antikorpern gegen Histone und Biotin und Antikdrper gegen
DNA, gekoppelt mit POD, werden hinzugefigt und inkubiert. Wahrend der
Inkubationsphase bindet der Anti-Histon-Antikdrper an die Histon-Komponente
der Nukleosomen und verankert gleichzeitig, Uber den anti-Biotin-Anteil, den
Immunkomplex an der Streptavidin-beschichteten Mikrotiterplatte. Zusatzlich
reagiert der Anti-DNA-POD-Antikrper mit der DNA-Komponente der
Nukleosomen.

3. Durch einen Waschvorgang werden ungebundene Komponenten (Antikorper)
entfernt.
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4. Quantitative Bestimmung der Menge an Nukleosomen durch die PODs, die in den
Immunkomplexen verblieben sind. Die Peroxidase verwendet ABTS als Substrat,
wodurch ein wasserlosliches, grin gefarbtes Produkt entsteht, das photometrisch

messbar ist.

Abbildung 2.5: Cell death Detection ELISA plus
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Streptavidin-beschichtete Mikrotiterplatte

2.3.6.2 Vorbereiten der Arbeitslésungen

Rekonstitution der Lyophilisate fur:
- Anti-Histon-Biotin-L6sung
- Anti-DNA-POD-L3sung
- Positivkontrolle

Die Rekonstitution erfolgt jeweils in 450 ul doppelt destilliertem Wasser fir
10 Minuten unter Mixen mit Hilfe des Vortex.

Die Losungen sind bei Lagerung bei 2-8°C ca. zwei Monate verwendbar.

ABTS-Substratlosung:
Losen der ABTS-Tabletten in 5 ml Substratpuffer pro Tablette. Die LOsung

mul3 vor Licht geschiitzt werden und kann ca. 1 Monat verwendet werden.

Immunoreagenz-Losung:

Anti-DNA-POD-L4sung 1/20 des bendtigten Volumens
Anti-Histon-Biotin-Losung 1/20 des bendtigten Volumens
Inkubationspuffer 18/20 des bendtigten Volumens

Die Immunoreagenz-L6sung kann nicht gelagert werden und sollte stets kurz
vor Gebrauch hergestellt werden.
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2.3.6.3 Kontrollen

Backgroundkontrolle (Inkubationspuffer):
Der Extinktionswert der Backgroundkontrolle  (Inkubationpuffer — anstatt
Zelllysat) ist abhangig von den individuellen Versuchsbedingungen und kann
daher variieren. Unter normalen Bedingungen zeigt sich ein Extinktionwert
von <100 15 Minuten nach Start der Substratreaktion

Negativkontrolle (nur Zellen mit Medium ohne Medikament):
Abhdngig von den Zellkulturbedingungen enthélt jede exponentiell wachsende
Zellkultur einen gewissen Anteil an toten Zellen (normalerweise annahernd 3-
8%). In dem ELISA werden diese toten Zellen in dem unbehandelten Zelllysat
(ohne Behandlung eines potentiellen Apoptose verursachenden Stoffes) einen
gewissen Extinktionswert verursachen. Abhéngiy von der Menge an toten

Zellen kann dieser Extinktionswert den der Backgroundkontrolle Ubersteigen.

Positivkontrolle (DNA-Histon-Komplex):
Die Positivkontrolle (DNA-Histon-Komplex) sollte, nach Subtraktion der
Extinktion der Backgroundkontrolle, eine Extinktion von >600 innerhalb von

15 Minuten nach Start der Substratreaktion zeigen.

Blank (ABTS-L06sung):
Die Blanks dienen zur Messung der Grundextinktion des Substrates,
das in diesem Fall das ABTS darstellt.

2.3.6.4 Arbeitsprotokoll zum Cell death Detection ELISA plus

1. Anlegen von Zellkulturen in einer 96-well-Flachbodenmikrotiterplatte mit je 100

ul Zellkulturmedium pro well und Inkubation der Zelllinien im Inkubationsschrank
bei 37°C und 5% CO2 fiir ca. 48 Stunden.
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10.

11.

L87/4: 7500 Zellen/well
RM26/2-1: 2500 Zellen/well

Abnehmen des Zellkulturmediums und Inkubation mit je 100 plwell mit den
entsprechenden Konzentrationslésungen der 2 untersuchenden
Immunsuppressiva.  Die  Inkubation erfolgt fur ca. 24  Stunden im
Inkubationsschrank bei 37°C und 5% CO2.

Zentrifugieren der Mikrotiterplatte mit 1350 rpm fir zehn Minuten.

Abnehmen und Verwerfung des Uberstandes. Der Uberstand enthilt die DNA, die
wahrend der Inkubation aus nekrotischen Zellen ausgetreten ist. Anmerkung:
wollte man die Zellen auf Nekrose untersuchen miisste man diesen Uberstand fiir

die weitere Untersuchung verwenden.

Versetzen der Zellen in der Mikrotiterplatte mit je 200 yl Lysepuffer.

Inkubation fur 30 Minuten bei Raumtemperatur.

Zentrifugieren der Mikrotiterplatte mit 1.350 rpm fir 10 Minuten. Die intakten
Zellkerne verbleiben im Pellet.

Vorsichtiges abpipettieren und Ubertragen von 20 W des Uberstandes in eine
Streptavidin beschichtete Mikrotiterplatte. Weiterhin werden je 20 pl der Positiv-,
der Negativ- und der Backgroundkontrolle in die Streptavidin beschichtete

Mikrotiterplatte pipettiert.

Hinzufiigen von 80 gl Immunoreagenz-Losung pro well

Bedecken der Mikrotiterplatte mit einer Klebeschutzfolie und Inkubation auf
einem Mikrotiterplattenshaker mit 300 rpm und bei Raumtemperatur fir zwei

Stunden.

Vorsichtiges Ausklopfen der Mikrotiterplatte
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12. Dreimaliges Waschen bzw. Ausspllen der Mikrotiterplatte mit 250

Inkubationspuffer pro well.

13. Sorgféltiges und Vorsichtiges Ausklopfen der Mikrotiterplatte.

14,100 gl ABTS pro well und zusétzlich pipettieren von Blanks zur Kontrolle.

15. Inkubation auf einem Mikrotiterplattenshaker mit 250 rpm fur 15 Minuten bei

Raumtemperatur.

16. Messung der Extinktion im ELISA-Reader mit folgenden Messbedingungen:

450 nm Messfilter

492 nm Referenzfilter
Schittelzeit: 9 Sekunden
Schiittelmodus: normal
Schittelposition: innen

2.4 Semiquantitative Untersuchung der Auswirkung von Immunsuppressiva auf das

Expressionsgleichgewicht der kostimulatorischen Proteine B7.1 und B7H1

2.4.1 Inkubation der Zellen und Zusetzten der Immunsuppressiva

1. Aussaat der Zellen in T25 Zellkulturflaschen in 8ml Medium:
RM26/2-1: 3,91 x 105 Zellen
L87/4: 11,72 x 105 Zellen
2. Inkubation fur ca. 48 Stunden im Inkubationsschrank bei 37°C und 5% CO2.
3. Zusatz der Immunsuppressiva und weitere Inkubation fir ca. 48 Stunden im
Inkubationsschrank bei 37°C und 5% CO2.
4. Medium abpipettieren
5. RNA-Isolierung
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2.4.2 RNA-Isolierung mit dem RNeasy Mini Kit 50 von Quiagen und dem DNA-free Kit

von Ambion

Zur Bestimmung der Expression der kostimulatorischen Proteine B71 und B7H1
werden die Zellen zundchst einer RNA- Isolierung unterzogen. Dazu werden der
RNeasy Mini Kit 50 von Quiagen und der DNA-free Kit von Ambion verwendet. Die

Kits ermdglichen die Isolation von RNA ausgehend von wenig Zellmaterial.

Arbeitsprotokoll:

- Zellen 2x mit PBS waschen

- abtrypsinieren

- in PBS aufnehmen

- abzentrifugieren

- Uberstand verwerfen

- gut aufschitteIn!

- Probenpuffer entsprechende Meng [-Mercaptoethanol. Zusetzen (Bsp:
6uL R-M./600pL Puffer)

- Puffer- R-Mercaptoethanol -Gemisch auf Zellen geben und vortexen

- Uber Quiagen Shredder S&ulen homogenisieren

- Séulen verwerfen

- Zentrifugat und dquivalente Menge EtOH 70%, mit Pipette mischen

- max. 700yl davon auf Sdule geben, fir 15 Sec. 10.000 rpm (bei
groRerem Volumen Vorgang wiederholen)

- Zentrifugat verwerfen

- 700 RW1-Puffer zugeben, 15 Sec. 10.000 rpm

- neues 2mL Cup verwenden

- 500uL RPE-Puffer zugeben, 15 Sec. 10.000 rpm

- Zentrifugat verwerfen

- erneut 500Ul RPE-Puffer zugeben, 2 Min. 14.000 rpm

- Zentrifugat verwerfen und 1 Min. 14.000 rpm

- neues 1,5 mL Cup verwenden, 30pL H2O auf Sdule geben, 1 Min.
stehen lassen, 10.000 rpm

- bei erwartet hoher Ausbeute an RNA, nochmals 30pL H20 zugeben, 1
Min. stehen lassen, 10.000 rpm
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2. Material und Methode

- Hinzugeben von 1/10 des Volumens 10x DNase | Puffer und 1
DNase I (2 Units)

- 30 Min. Inkubation bei 37°C

- Hinzugeben von 1/10 des Volumens 10x DNase Inaktivierungs-Puffer,
vortexen

- 2 Min. Inkubation bei Raumtemperatur

- 1 Min., 10.000 x g

- Uberstand abziehen, Rest verwerfen

- Messung der optischen Dichte (Wellenlange: 260 nm bzw. 280 nm)

2.4.3 cDNA-Synthese

Die relative Menge an RNA kann nach Umschreiben der RNA in die komplentére
DNA (cDNA) durch die Polymerasekettenreaktion ermittlelt werden. Dieser Prozess
geschieht mit Hilfe des retroviralen Enzyms reverse Transkriptase. Die reverse
Transkription der RNA wird durch den Einsatz von Oligo p(dt) Primern gewahrleistet,
da diese an den der RNA eigenen Poly-A-Schwanz binden. Es wird dabei nach

folgendem Protokoll verfahren:

Reaktionsansatz:

1) Reverse-Transkriptasemix:

dNTPs 2
Oligo p(dt) 2
RNasin 05u
5x konz. Puffer 4 ul
MMLV 1l

2) 11 pl Reverse-Transkriptasemix + 9l (=2pg) RNA (in H20)

Durchfiihrung: 1 Stunde bei 42°C im Cycler
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2.4.4 Amplifikation der cDNA durch PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR, ,polymerase chain reaction™) stellt eine
einfache und schnelle Methode dar, zahlreiche Kopien spezifischer DNA-Sequenzen
zu erhalten. Die Methode berunt auf der wiederholten Hitzedenaturierung der als
Ausgangsmaterial ~ vorliegenden  doppelstrangigen  DNA  mit  anschlieBender
Wiederherstellung der Einzelstrange unter Abkihlung. Hierbei hybridisiert jeweils ein
in groBem Uberschuss vorhandener Primer (,annealing”) mit dem 5'-Ende bzw. dem
3-Ende der zu amplifizierenden Sequenz. Der Zusatz einer thermostabilen DNA-
Polymerase und allen vier Desoxyribonukleotid-Triphosphaten (A, C, T, G) bewirkt
die Synthese des neuen Komplementérstranges. In zahlreichen Zyklen erhdlt man nach
wiederholter DNA-Fragmentierung, Primerhybridisierung und DNA-Synthese groRRe
Mengen der gewinschten DNA-Sequenz.

Als Kontrolle wird von jeder cDNA zusatzlich eine Aktin PCR durchgefihrt. Bei
Aktin handelt es sich um eine ubiquitdr in eukaryotischen Zellen konstitutiv
exprimierte MRNA (sog. ,housekeeping gene). Durch die Aktin PCR kann die

Menge an cDNA der verschiedenen Proben sowie deren Qualitat tberpruft werden.

Reaktionsansatz:

1) PCR-Mastermix:

Puffer 1,25 ul

dNTPs 0,14

Primer (100pmol) fwd + rev 0,05

H20 8,5

Taq 0,05

cDNA 2,5 (0,250)

2) Aufteilung in die Gruppen A, B, C,D

3) PCR Bedingungen fir die Gruppen:

60°C 21 Zyklen
60°C 24 Zyklen
60°C 27 Zyklen
60°C 30 Zyklen

COow>
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2. Material und Methode

Durchftihrung:

Cycler-Temperatur-Programmierung:

1) initiale Denaturierung 2 Minuten 98°C
2) Denaturierung 30 Minuten 98°C
3) Primer-Hybridisierung 30 Minuten 60°C
4) Elongation 45 Sekunden 72°C
5) Abschluss 7 Minuten 72°C

Die Punkte 2)-4) werden je nach gewinschter Zyklenzahl wiederholt.

2.4.5 Gelelektrophorese und Darstellung der DNA-Fragmente

Mit Hilfe der Agarose Gelelektrophorese konnen DNA-Fragmente in einem
elektrischen Feld zur Auftrennung gebracht werden. Die Nukleinsduren wandern auf
Grund ihrer negativen Ladung dabei zur Anode. Die einzelnen Fragmente werden
ihrer GroRe nach aufgetrennt, wobei die Migrationsgeschwindigkeit zum invasiven
Logarithmus des Molekulargewichtes direkt proportional ist. Dem Agarosegel wird
Ethidiumbromid zugefugt, das sich in die doppelstrangige DNA-Fragmente einlagern
und durch UV-Licht bei einer Wellenlinge von 266 nm fluoreszieren kann.

Durchfuhrung:

1) Gelnherstellung:
- 1,8% Agarose in 50 ml EDTA-Puffer geben
- 1 Minute bei 750 Watt in die Mikrowelle
- abkdhlen lassen
-1 Ethidiumbromid zugeben
2) Elektrophorese mit TBE-Ladepuffer bei 100 Volt
3) Darstellung und Dokumentation der DNA-Fragmente mit Hilfe
des Image Master VDS
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2.5 Festlegender therapeutischen Konzentration der Immunsuppressiva

Immunsuppressiva, deren Wirkung auf Antikorpern beruhen, werden im Klinischen
Alitag oft in mg/kg Korpergewicht dosiert. Bezogen auf die Zellkultur ist diese
Dosierung nicht moglich und bedarf bei fehlender Angabe einer therapeutischen
Medikamentenserumkonzentration einer Anndherung:

Es wird angenommen, dass ein durchschnittlicher Mensch etwa 75 kg wiegt und 6 |
zirkulierendes Blut besitzt. Man konnte nun annehmen, dass sich der Antikdrper nur in
diesen 6 | verteilt und berechnet damit die Medikamentenkonzentration pro Volumen
(wohlwissentlich, dass Verteilungsvolumina von Medikamenten sehr stark variieren
konnen).

Daraus ergibt sich folgende Rechnung, die anhand des Immunsuppressivums

Thymoglobulin erléutert werden soll:

Zur AbstolRungsprophylaxe nach einer Organtransplantation werden laut Beipackzettel
1,25 - 2,5 mg Thymoglobulin pro kg Kérpergewicht verwendet.

Dies ergibt eine mittlere Konzentration von 1,875 mg Thymoglobulin

pro kg Koérpergewicht.

Bei Annahme, dass der menschliche Kdorper 75 kg wiegt und dabei 6 | Blut enthalt,

ergibt sich:

75 x 1,875 mg Thymoglobulin X ml Thy moglobulin

------------------- = = X =0,0023437mg Thymoglobulin
6000 ml Blut 0,1 ml Medium = 2,3437ug Thymoglobulin

Dies wirde eine Konzentration von 2,3437 pg Thymoglobulin/100 W bzw. 23,437 g
Thymoglobulin/ml bedeuten.

Kawano et al. beschreiben in ihrem Artikel ,Cytotoxic and stimulatory effects of

antilymphocyte  globulin  (ALG) on  hematopoesis“ [80] eine  komplette
Lymphozytentoxizitat bei einer Konzentration von 6,3 bis 25 pg ALG/ml Medium.
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Der oben berechnete Wert liegt im Bereich der Kawano-Studie und erscheint somit

realistisch und als therapeutische Ausgangskonzentration in der Zellkultur einsetzbar.

Medikamente, deren therapeutische Konzentration in der Zellkultur auf diese Art

berechnet wurden:

Medikament: Konzentration/100 i
Medium:

Thymoglobulin 2,343 g

Lymphoglobulin 12,5 g

Simulect 25 g

ATG 4,375 g

Bei Medikamenten, deren Dosierung in Form einer Serum- oder Vollblutkonzentration

Konzentration im Zellkulturmedium

angegeben  wird, diese fur die
Ubernommen:
Medikament: Konzentration/100
Medium:
Ciclosporin A 25 ng
Tacrolimus 1,5ng
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung geeigneter Ausgangsbedingungen der Experimente

Ziel war es geeignete Ausgangsbedingungen fir die Experimente zur erstellen, bei denen die
verwendeten Zellen sich in ihrer exponentiellen Wachstumsphase befinden. Diese solite zu
Beginn des Experimentes einsetzen und moglichst bis Ende des Experimentes andauern, um
gleichbleibende, reproduzierbare  Bedingungen zu schaffen. Gesucht wurde deshalb eine
definierte Zellmenge die nach zwei Tagen Kaultivierung ihre exponentielle Wachstumsphase
erreicht und diese Uber einen Zeitraum von zwei bis vier Tagen beibehélt, um in dieser Zeit
die Experimente durchfihren zu kdnnen. Abb. 3.1 stellt den geeigneten Zeitraum fir die

Experimente in einer Zellwachstumskurve schematisch dar.

Abb 3.1:

Zellzahl (ansteigend)

——

geelgneter
Bereich

[ ]
=

Tage (ansteigend)

Es wurde eine bestimmte Zellzahl pro 100 gl Medium kultiviert und mit Hilfe des Cell
Counting Kit 8 eine Zellwachstumskurve Uber den angestrebten Zeitraum erstellt. Dies wurde
sowohl fir die menschliche Zelllinie L87/4 als auch fir die murine Zellinie RM26 mit

verschiedenen Zellzahlen durchgefuhrt.
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3. Ergebnisse

Die Abbildungen 3.2 bis 3.8 zeigen die Wachstumskurven der humanen Zelllinie, die

Abbildungen 3.9 bis 3.14 die der murinen Zelllinie. Die Ordinate zeigt hierbei die Extinktion,

die der relativen Zellzahl entspricht, und die Abszisse die Anzahl an Tagen nach Beginn der

Kultivierung bzw. nach Aussaat der Zellen. Zur Darstellung wurden Box-Plots gewahlt, die

den Median, den Bereich zwischen der 25. und der 75. Quartile sowie Maximum und

Minimum darstellen. Im Einzelnen zeigen die Abbildungen:

Abb. 3.2:

500 humane Zellen /100 pi

n=2

Abb. 3.2:
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-0,104

Extinktion

0,151

0,20 —_—

1 2 3 4 B
Tage nach Aussaat bei Messung:

Es wurden je 500 Zellen der humanen Zelllinie L87 in 100 W Medium
kultiviert und dann jeweils an den Tagen eins, zwei, drei, vier und sechs nach
Aussaat der Zellen die relative Zellzahl bestimmt. Diese spiegelt sich direkt im
Mal} der dargestelten Extinktion wider (je hoher die Extinktion, desto hoher
die relative Zellzahl).

Es zeigen sich wahrend der gesamten sechs Tage nur negative
Extinktionswerte. Dies bedeutet, dass sich keine relevante Zellvermehrung
abgespielt hat, keine exponentielle Wachstumsphase aufgetreten ist und sogar

ein Absterben der Zellen zum sechsten Tag hin stattgefunden hat.
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Abb. 3.3:

1.000 humane Zellen /100 pi

n=2

Abb. 3.3:

0 754
0,504
(=
rIl:ﬁ‘
£ 025
E
s 0,00- — —_—
-0,254 —
1 2 3 4 6

Tage nach Aussaat bei Messung:

Es wurden je 1.000 Zellen der humanen Zelllinie L87 in 100 p Medium
kultiviert und danach wie in Abb. 3.2 verfahren.
Vernachlassigt man die Messung an Tag drei traten auch hier keine

Zelivermehrung oder exponentielle Wachstumsphase auf.

63



3. Ergebnisse

Abb. 3.4:

2.500 humane Zellen /100 W

n==6

Abb. 3.4:
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Tage nach Aussaat bei Messung:

Es wurden je 2.500 Zellen der humanen Zelllinie L87 in 100 p Medium
kultiviert und dann jeweils an den Tagen eins bis sechs nach Aussaat der Zellen
die relative Zellzahl bestimmt. Diese spiegelt sich direkt im MaR der
dargestellten Extinktion wider (je héher die Extinktion, desto hoher die relative
Zellzahl).

Wie an der Extinktion deutlich zu sehen, kommt es zu einer Zellvermehrung ab
Tag zwei, die zwischen dem dritten und dem funften Tag eine exponentielle

Wachstumsphase zeigt.
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Abb. 3.5:
5.000 humane Zellen /100
n==6
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Tage nach Aussaat bei Messung:

Abb. 3.5: Es wurden je 5.000 Zellen der humanen Zelllinie L87 in 100 W Medium
kultiviert und danach wie in Abb. 3.4 verfahren.
Hier beginnt die exponentielle Wachstumsphase nach dem zweiten Tag und

endet zwischen dem vierten und finften Tag nach Aussaat der Zellen.
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Abb. 3.6:

7.500 humane Zellen /100

n==6

Abb. 3.6:
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Tage nach Aussaat bei Messung:

Es wurden je 7.500 Zellen der humanen Zelllinie L87 in 100 p Medium
kultiviert und dann jeweils an den Tagen eins bis sechs nach Aussaat der Zellen
die relative Zellzahl bestimmt. Diese spiegelt sich direkt im MaR der
dargesteliten Extinktion wider (je hdher die Extinktion, desto hoher die relative
Zellzahl).

Die Extinktion zeigt eine exponentielle Wachstumsphase, die zwei Tage nach

Aussaat der Zellen beginnt und ungefahr am vierten Tag endet.
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Abb. 3.7:
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Tage nach Aussaat bei Messung:

Abb. 3.7: Es wurden je 10.000 Zellen der humanen Zellinie L87 in 100 yl Medium
kultiviert und im Anschluss wie in Abb. 3.6 verfahren.

Hier endet die exponentielle Wachstumsphase bereits am dritten Tag
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Abb. 3.8:

12.500 humane Zellen /100
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Abb. 3.8:
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Tage nach Aussaat bei Messung:

Es wurden je 12.500 Zellen der humanen Zellinie L87 in 100 yl Medium
kultiviert und dann jeweils an den Tagen drei bis sechs nach Aussaat der Zellen
die relative Zellzahl bestimmt. Diese spiegelt sich direkt im Mal der
dargestellten Extinktion wider (je hdher die Extinktion, desto hoher die relative

Zelizahl).
Hier verdeutlicht die Extinktion, dass die exponentielle Wachstumsphase nach

drei Tagen bereits stattgefunden hat und sich an die Phase der Zellvermehrung
ein Rickgang der Zellen anschlie3t, sei es aus Platzmangel oder sei es aus

Mangel an Nahrstoffen,
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Abb. 3.9:

1.000 murine Zellen /100 W
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Abb. 3.9:

0,501
0,401
0,301
0,201
0,10

0,00 =
-0,10

Extinktion

1 2 3 4
Tage nach Aussaat bei Messung:

Es wurden je 1.000 Zellen der murinen Zellinie RM26 in 100 pl Medium
kultiviert und dann jeweils an den Tagen eins, zwei, drei und vier nach Aussaat
der Zellen die relative Zellzahl bestimmt. Diese spiegelt sich direkt im MaR der
dargesteliten Extinktion wider (je hdher die Extinktion, desto hoher die relative
Zellzahl).

Aus den Extinktionswerten lasst sich schlielen, dass bei dieser Anfangszellzahl

drei Tage nach Aussaat die exponentielle Wachstumsphase der Zellen beginnt.
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Abb. 3.10:
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Tage nach Aussaat bei Messung:
Abb. 3.10:  Es wurden je 2.500 Zellen der murinen Zelllinie RM26 in 100 pl Medium

kultiviert und danach wie in Abb. 3.9 verfahren.

Es zeigt sich ein Beginn der exponentiellen Wachstumsphase nach dem

zweiten Tag, die bis zum vierten Tag anhak.
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Abb. 3.11:

5.000 murine Zellen /100 pl

n=12

Abb. 3.11:

1,501
1,251

S 1,00- !

€075

=

W 50-

0,251
0,00

1 2 b 4

Tage nach Aussaat bei Messung:

Es wurden je 5.000 Zellen der murinen Zellinie RM26 in 100 yl Medium
kultiviert und dann jeweils an den Tagen eins, zwei, drei und vier nach Aussaat
der Zellen die relative Zellzahl bestimmt. Diese spiegelt sich direkt im Mal der
dargesteliten Extinktion wider (je hdher die Extinktion, desto hoher die relative
Zellzahl).

Zwei Messwerte die an Tag drei sehr abweichend von den dbrigen Messwerten
waren, wurden aul3erhalb des Boxplots als Einzelwerte dargestell.

Die Messungen ergeben eine exponentielle Wachstumsphase, die bis Tag drei

nach Aussaat der Zellen anhilt.
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Abb, 3.12:
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Abb. 3.12:  Es wurden je 7.500 Zellen der murinen Zellinie RM26 in 100 pl Medium
kultiviert und danach wurde wie in Abb 3.11 verfahren.
Ahnlich wie in Abb. 3.11 zeigt sich die exponentielle Wachstumsphase nach

drei Tagen als beendet.
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Abb. 3.13:
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Abb. 3.13:  Es wurden je 10.000 Zellen der murinen Zellinie RM26 in 100 pl Medium
kultiviert und dann jeweils an den Tagen eins, zwei, drei und vier nach Aussaat
der Zellen die relative Zellzahl bestimmt. Diese spiegelt sich direkt im Mal der
dargesteliten Extinktion wider (je hdher die Extinktion, desto hoher die relative
Zellzahl).

Vier Tage nach Aussaat der Zellen zeigt sich ein Populationsrickgang.
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Abb. 3.14:
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Tage nach Aussaat bei Messung:

Abb. 3.14:  Es wurden je 12.500 Zellen der murinen Zelllinie RM26 in 100 Wl Medium
kultiviert und danach wie in Abb. 3.13 verfahren.
Die Extinktion zeigt Schwankungen einer ungefdhr gleich bleibenden

Zellpopulation, jedoch kein Wachstum.
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3.2 Apoptoseverhalten bei verschiedenen Konzentrationen an Immunsuppressiva

Um das Apoptoseverhalten der Stammzellen in Gegenwart der Immunsuppressiva zu
beurteilen wurden die murine und die humane Zellinie mit je drei verschiedenen
Konzentrationen an Immunsuppressiva inkubiert. Ausgegangen wurde hierbei von der im
Klinischen Alltag verwendeten therapeutischen Blut-Serum-Konzentration des Medikamentes,
der so genannten therapeutischen Konzentration. Zusatzlich wurden je zwei weitere
Konzentrationen untersucht. Mit Hilfe des Cell Death Detection ELISA plus wurde das
relative Ausmall der Apoptose bestimmt, das wahrend der Inkubationszeit auftrat. Dieses
entspricht der in der Ordinate dargestellten Extinktion. Je hoher die gemessene Extinktion,
desto hoher die Zahl der Zellen, die eine Apoptose eingegangen sind. Die Abszisse zeigt die

Konzentration des Medikamentes.

Um das Ausmall der induzierten Apoptose einschdtzen zu konnen, wurde eine weitere
Testreine mit Staurosporin unternommen. Dabei handelt es sich um einen Stoff, der bei Zellen

nachweislich eine Apoptose induziert [89] und hier als Positivkontrolle dienen soll.

Bei DMSO handelt es sich um einen Stoff, der in héheren Konzentrationen zum Tod der
Zellen fihrt, ohne dabei eine Apoptose zu induzieren. Hiermit soll gezeigt werden, dass die
Messungen nicht durch zugrunde gegangene Zellen beeinflusst wird, die keine Apoptose

eingegangen sind.

Es wurden jeweils 4-fach-Bestimmungen durchgefihrt (N = 4) und die Messwerte mit Hilfe
des Kruskal-Wallis-Test ausgewertet. Die Ergebnisse wurden anhand von Kontrollen
nivelliert und sind somit direkt vergleichbar.

Der Extinktionswert 0 entspricht der Negativkontrolle.
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Abb. 3.15:

Simulect bei humanen Zellen

Abb. 3.15:
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Es wurden 7.500 Zellen der humanen Zelllinie L87 in 100 yl Medium fir 48
Stunden kultiviert. Danach wurde mit drei verschiedenen Konzentrationen des
Immunsuppressivums ~ Simulect  (Basiliximab, monoklonaler, chimédrer Mensch-
Maus-Anti-CD25-Antikorper) fur 24 Stunden inkubiert und im Anschluss die
Messung der Apoptoseaktivitdit —durchgefihrt. Die  Abszisse zeigt die
Medikamentenkonzentration (darunter die therapeutische Konzentration), die
Ordinate zeigt die Extinktion, die ein semiquantitatives Mal} fur die Apoptose
darstellt. Des Weiteren wird der p-Wert der Auswertung angegeben.

Die Grafik zeigt, dass bei einer sehr niedrigen Konzentration des
Medikamentes und der therapeutischen Konzentration keine vermehrte
Apoptose auftritt. Wird die therapeutische Konzentration von Simulect jedoch
um den Faktor 6 erhoht, zeigt sich eine signifikant erhdhte Apoptoseaktivitit

der Zellpopulation.
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Abb. 3.16:

Thymoglobulin bei humanen Zellen

Abb. 3.16:
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Es wurden 7.500 Zellen der humanen Zelllinie L87 in 100 W Medium 48
Stunden kultiviert. Danach wurde mit drei verschiedenen Konzentrationen des
Immunsuppressivums Thymoglobulin (polyklonaler Antikorper vom
Kaninchen) 24 Stunden inkubiert und im Anschluss wie in Abb. 3.15
verfahren.

Auch bei Thymoglobulin kommt es bei Erhéhung der therapeutischen
Konzentration um den Faktor 43 zu einer signifikant htheren Apoptoserate der

Zellen.
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Abb. 3.17:

ATG bei humanen Zellen

Abb. 3.17:
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Es wurden 7.500 Zellen der humanen Zelllinie L87 in 100 Wl Medium fir 48
Stunden kultiviert. Danach wurde mit drei verschiedenen Konzentrationen des
Immunsuppressivums ~ ATG  (Anti-Human- T-Lymphozyten- Immunserum ~ vom
Kaninchen) 24 Stunden inkubiert und im Anschluss die Messung der
Apoptoseaktivitdt  durchgefuhrt. Die Abszisse zeigt die Medikamenten-
konzentration (darunter die therapeutische Konzentration), die Ordinate zeigt
die Extinktion, die ein semiquantitatives MaR fir die Apoptose darstelit. Des
Weiteren wird der p-Wert der Auswertung angegeben.

Auch bei ATG resultiert eine signifikant erhdhte Apoptose bei Erhdhung der

therapeutischen Konzentration um den Faktor 20.
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Abb. 3.18:

Tacrolimus bei humanen Zellen

Abb. 3.18:
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Es wurden 7.500 Zellen der humanen Zelllinie L87 in 100 Wl Medium fur 48
Stunden kultiviert. Danach wurde mit drei verschiedenen Konzentrationen des
Immunsuppressivums  Tacrolimus  (Calcineurininhibitor) 24  Stunden  inkubiert
und im Anschluss wie in Abb. 3.17 verfahren.

Im Gegensatz zu Simulect, Thymoglobulin und ATG zeigt sich bei Erhdhung
der therapeutischen Konzentration bei Tacrolimus um den Faktor 20 keine

signifikant vermehrte Apoptose.
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3. Ergebnisse

Abb. 3.19:

Ciclosporin bei humanen Zellen

Abb. 3.19:
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Es wurden 7.500 Zellen der humanen Zelllinie L87 in 100 p Medium 48
Stunden kultiviert. Danach wurde mit drei verschiedenen Konzentrationen des
Immunsuppressivums  Ciclosporin  (Calcineurininhibitor) 24  Stunden inkubiert
und im Anschluss die Messung der Apoptoseaktivitdt durchgefihrt. Die
Abszisse zeigt die Medikamentenkonzentration (darunter die therapeutische
Konzentration), die Ordinate zeigt die Extinktion, die ein semiquantitatives
MaR fir die Apoptose darstelit. Des Weiteren wird der p-Wert der Auswertung
angegeben.

Wie bei dem Calcineurininhibitor Tacrolimus zeigt sich auch unter Ciclosporin
keine signifikant erhdhte Apoptose bei Erhthung der therapeutischen

Konzentration um den Faktor 32.
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3. Ergebnisse

Abb 3.20:

Lymphoglobulin bei humanen Zellen

Abb. 3.20:
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Es wurden 7.500 Zellen der humanen Zelllinie L87 in 100 W Medium 48
Stunden kultiviert. Danach wurde mit drei verschiedenen Konzentrationen des
Immunsuppressivums  Lymphoglobulin  (polyklonaler ~ Antikbrper vom Pferd)
24 Stunden inkubiert und im Anschluss wie in Abb. 3.19 verfahren.

Die Grafik zeigt eine signifikant erhOhte Apoptose bei der therapeutischen
Konzentration im Gegensatz zur niedrigeren und zur héheren Konzentration.
Die Extinktionswerte sind jedoch alle negativ. Dies zeigt, dass die
Apoptoseaktivitat der  humanen  Stammzellen  bei allen  untersuchten
Medikamentenkonzentrationen unter der Apoptoseaktivitat der

Negativkontrolle liegt.
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3. Ergebnisse

Abb. 3.21:

Tacrolimus bei murinen Zellen

Abb. 3.21:
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Es wurden 2.500 Zellen der murinen Zellinie RM26 in 100 Il Medium 48
Stunden kultiviert. Danach wurde mit drei verschiedenen Konzentrationen des
Immunsuppressivums  Tacrolimus ~ (Calcineurininhibitor)  fir 24 Stunden
inkubiert und im Anschluss die Messung der Apoptoseaktivitdt durchgefiihrt.
Die  Abszisse zeigt die  Medikamentenkonzentration  (darunter  die
therapeutische  Konzentration), die Ordinate zeigt die Extinktion, die ein
semiquantitatives MaR fir die Apoptose darstellt. Des Weiteren wird der p-
Wert der Auswertung angegeben.

Es zeigt sich eine deutlich wvermehrte Apoptose bei Erhdhung der
therapeutischen Konzentration um den Faktor 67, die jedoch nicht signifikant
ist. Erst bei sehr hohen Konzentrationen (Faktor 533) zeigt sich die
Apoptoserate  signifikant ~ erhéht  im  Vergleich  zur  therapeutischen

Konzentration.
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3. Ergebnisse

Abb. 3.22:

Ciclosporin bei murinen Zellen

Abb. 3.22:
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Es wurden 2.500 Zellen der murinen Zellinie RM26 in 100 Il Medium 48
Stunden Kultiviert. Danach wurde mit drei verschiedenen Konzentrationen des
Immunsuppressivums  Ciclosporin  (Calcineurininhibitor) 24  Stunden  inkubiert
und im Anschluss wie in Abb. 3.21 verfahren.

Es kommt zu keinem signifikanten Anstieg der Apoptose durch hohere

Medikamente nkonzentrationen.
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3. Ergebnisse

Abb. 3.23:

DMSO bei humanen Zellen

Abb. 3.23:
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Es wurden 7.500 Zellen der humanen Zelllinie L87 in 100  Medium 48
Stunden kultiviert. Danach wurde mit zwei verschiedenen Konzentrationen
DMSO 24 Stunden inkubiert und im Anschluss die Messung der Apoptose-
aktivitat durchgefihrt. Die Abszisse zeigt die Medikamentenkonzentration, die
Ordinate zeigt die Extinktion, die ein semiquantitatives Mal} fur die Apoptose
darstelit. Des Weiteren wird der p-Wert der Auswertung angegeben.

Wie gefordert kommt es unter DMSO zu keiner signifikanten Erhdhung der

Apoptose in Bezug zur Negativkontrolle bzw. zum Extinktionswert O.
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3. Ergebnisse

Abb. 3.24:
DMSO bei murinen Zellen
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Abb. 3.24:  Es wurden 2.500 Zellen der murinen Zellinie RM26 in 100 yl Medium 48
Stunden kultiviert. Danach wurde mit zwei verschiedenen Konzentrationen
DMSO 24 Stunden inkubiert und im Anschluss wie Abb. 3.23 verfahren.
Auch hier kommt es zu keiner signifikant erhohten Apoptose der Zellen.
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3. Ergebnisse

Abb. 3.25:

Staurosporin bei humanen Zellen

Abb. 3.25:
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Es wurden 7.500 Zellen der humanen Zelllinie L87 in 100 y Medium 48
Stunden kultiviert. Danach wurde mit drei verschiedenen Konzentrationen
Staurosporin 24 Stunden inkubiert und Im Anschluss die Messung der
Apoptoseaktivitdit  durchgefuhrt. Die Abszisse zeigt die  Medikamenten-
konzentration, die Ordinate zeigt die Extinktion, die ein semiquantitatives Mal3
fur die Apoptose darstellt. Des Weiteren wird der p-Wert der Auswertung
angegeben.

Zu zeigen war eine vermehrte Apoptose der Zellen unter Staurosporin.

Die Grafik zeigt bei allen Konzentrationen Extinktionswerte grofer 3, was
einer signifikant erhdhten Apoptoserate in Bezug auf die Negativkontrolle
entspricht. Untereinander ~ zeigen  die  verschiedenen  Staurosporin-

konzentrationen keinen signifikanten Unterschied.
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3. Ergebnisse

Abb. 3.26:
Staurosporin bei murinen Zellen
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Abb. 3.26:  Es wurden 2.500 Zellen der murinen Zellinie RM26 in 100 gl Medium 48
Stunden kultiviert. Danach wurde mit drei verschiedenen Konzentrationen
Staurosporin 24 Stunden inkubiert und im Anschluss wie in Abb 3.25
verfahren
Auch bei den murinen Zellen kommt es, v.a. bei htheren Konzentrationen,

unter Staurosporin zu einer signifikanten Erh6hung der Apoptose.
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3. Ergebnisse

Abb. 3.27:

Direkter Vergleich der therapeutischen Konzentrationen von Tacrolimus und Ciclosporin,
getestet an der murinen Zelllinie:

Extinktion

Abb. 3.27:
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Direkter Vergleich der therapeutischen Konzentrationen von Tacrolimus und
Ciclosporin, getestet an der murinen Zellinie RM26. Die Abszisse zeigt die
beiden Medikamente in therapeutischer Konzentration, die Ordinate zeigt die
Extinktion, die ein semiquantitatives MaR fir die Apoptose darstelit. Des
Weiteren wird der p-Wert der Auswertung angegeben.

Die Grafik zeigt, dass es unter der therapeutischen Konzentration von
Tacrolimus und Ciclosporin  weder untereinander noch in Bezug zur
Negativkontrolle zu einer signifikant vermehrten Apoptose der murinen Zellen
kommit.
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3. Ergebnisse

Abb. 3.28:

Direkter Vergleich der therapeutischen Konzentrationen der Immunsuppressiva Simulect,
Thymoglobulin, ATG, Tacrolimus, Ciclosporin und Lymphoglobulin, getestet an der
humanen Zelllinie:

Abb. 3.28:
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Direkter ~ Vergleich des Apoptoseverhaltens unter den therapeutischen
Konzentrationen der  Immunsuppressiva  Simulect,  Thymoglobulin,  ATG,
Tacrolimus, Ciclosporin  und Lymphoglobulin, getestet an der humanen
Zellinie L87. Die Abszisse zeigt die Medikamente in therapeutischer
Konzentration, die Ordinate zeigt die Extinktion, die ein semiquantitatives Maf
fur die Apoptose darstelt. Des Weiteren wird der p-Wert der Auswertung
angegeben.

Bei allen Immunsuppressiva zeigen sich negative Extinktionswerte. Unter
Tacrolimus und Ciclosporin  sind die Extinktionswerte sogar  signifikant
niedriger als bei den Ubrigen Immunsuppressiva. Dies entspricht einer
verminderten Apoptoserate im Vergleich zur Negativkontrolle und zu den

anderen Immunsuppressiva.
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3. Ergebnisse

Abb. 3.29:

Therapeutische Konzentrationen der Immunsuppressiva Simulect, Thymoglobulin, ATG,
Tacrolimus, Ciclosporin, Lymphoglobulin und dem Apoptose induzierenden Medikament

Staurosporin, getestet an der humanen Zellreihe.
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Direkter Vergleich des Apoptoseverhaltens zwischen den therapeutischen
Konzentrationen der  Immunsuppressiva  Simulect, Thymoglobulin,  ATG,
Tacrolimus, Ciclospori, Lymphoglobulin und dem Apoptose induzierenden
Medikament Staurosporin, getestet an der humanen Zelllinie L87. Die Abszisse
zeigt die Medikamente in therapeutischer Konzentration, die Ordinate zeigt die
Extinktion, die ein semiquantitatives MaR fur die Apoptose darstellt.

Die Grafik zeigt deutlich, dass es unter Staurosporin zu einem hoch-

signifikanten Apoptoseanstieg im Vergleich zu den Immunsuppressiva kommt.
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3. Ergebnisse

Abb. 3.30:
Schematische Ergebniszusammenfassung des Apoptoseverhaltens der humanen Zelllinie L87
unter den verschiedenen Medikamenten:
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Abb. 3.30:  Schematische Zusammenfassung der Ergebnisse zur Untersuchung des
Apoptoseverhaltens der humanen Zelllinie L87 wunter den verschiedenen
Immunsupressiva sowie des Apoptose induzierenden Staurosporins. Hier zeigt
sich noch einmal deutlich, dass Kkeines der Immunsuppressiva in
therapeutischer Konzentration eine vermehrte Apoptose der Zellen induziert.
Bei hohen Konzentrationen steigt die Apoptoserate unter Thymoglobulin,
Simulect und ATG zwar signifikant an, der Vergleich mit Staurosporin zeigt
jedoch, dass dieser Anstieg eher gering ist. Tacrolimus, Ciclosporin und
Lymphoglobulin ~ weisen auch bei hohen Medikamentenkonzentrationen
erniedrigte Apoptoseraten auf.
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3. Ergebnisse

Abb. 3.31:

Therapeutische Konzentrationen der Immunsuppressiva Tacrolimus und Ciclosporin, getestet
an der murinen Zellreihe im Vergleich zur Positivkontrolle mit Staurosporin:
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Direkter Vergleich des Apoptoseverhaltens zwischen den therapeutischen
Konzentrationen der Immunsuppressiva Tacrolimus und Ciclosporin und dem
Apoptose induzierenden Medikament Staurosporin, getestet an der murinen
Zellinie RM26. Die Abszisse zeigt die Medikamente in therapeutischer

Konzentration, die Ordinate zeigt die Extinktion, die ein semiquantitatives Maf

fur die Apoptose darstellt.
Wie bei der humanen Zelllinie zeigt sich auch hier eine signifikant vermehrte

Apoptose unter Staurosporin.

92



3. Ergebnisse

Abb. 3.32:

Schematische Ergebniszusammenfassung des Apoptoseverhaltens der murinen Zelllinie
RM26 unter den verschiedenen Medikamenten:
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Abb. 3.32:  Schematische Zusammenfassung der Ergebnisse zur Untersuchung des

Apoptoseverhaltens der murinen Zelllinie RM26 unter den verschiedenen
Immunsupressiva sowie des Apopotose induzierenden Staurosporins. Wie bei
der humanen Zelllinie zeigt sich deutlich, dass es unter der therapeutischen
Konzentration zu keinem signifikanten Anstieg der Apoptoserate der Zellen
kommt. Erst bei sehr hohen Konzentrationen kommt es unter Tacrolimus zu
einem signifikanten Apoptoseanstieg, der jedoch im Vergleich zu Staurosporin

zu vernachlassigen ist.
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3. Ergebnisse

3.3 Proliferationsverhalten bei verschiedenen Konzentrationen an Immunsuppressiva

Werden Stammzellen bei einer Therapie gleichzeitig mit Immunsuppressiva verwendet, ist es
wichtig zu wissen, inwiefern die Immunsuppressiva das Proliferationsverhalten der Zellen
beeinflussen. Um hierlber eine Aussage zu treffen, wurden hier die humane und die murine
Zelllinie, wieder ausgehend von der therapeutischen Konzentration, mit den verschiedenen
Immunsuppressiva  inkubiert und mit Hilfe des Cell Proliferation ELISA auf ihr
Proliferationsverhalten hin getestet. Die getesteten Medikamentenkonzentrationen wurden
zum leichteren Verstdndnis als Vielfaches der jeweils zugrunde liegenden therapeutischen
Konzentration dargestellt. Die Ordinate zeigt die Extinktion, die der Proliferationsaktivitit
entspricht. Eine abnehmende Extinktion zeigt somit eine abnehmende Proliferationsrate. Die
Abszisse zeigt hierbei das Vielfache der therapeutischen Konzentration (diese entspricht dem
Wert 1).

Jedem dargestellten Wert liegt mindestens eine 8-fach-Bestimmung zugrunde (N=8 bzw.
N>8).

Fur die Auswertung der einzelnen Immunsuppressiva wurde der Kruskal-Wallis-Test
verwendet. Dem direkten Vergleich zwischen Ciclosporin und Tacrolimus bei der murinen
Zellinie liegt der Mann-Whitney Test zugrunde. Der p-Wert ist jeweils in der Grafik
dargestelit.

Die Ergebnisse der einzelnen Immunsuppressiva wurden anhand von Kontrollen nivelliert
und sind somit direkt vergleichbar.

Ein Extinktionswert von 0 entspricht der Proliferationsrate der Negativkontrollen.
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3. Ergebnisse

Abb. 3.33:

Proliferationsverhalten der humanen Zelllinie L87 mit dem Immunsuppressivum ATG
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Abb. 3.33:  Bereits bei der 8-fachen therapeutischen Konzentration kommt es bei ATG zu

einer signifikant geringeren Proliferationsrate der humanen Stammzellen.
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3. Ergebnisse

Abb. 3.34:

Proliferationsverhalten der humanen Zelllinie L87 mit dem Immunsuppressivum Ciclosporin

0,00

Extinktion

-2,00

Abb. 3.34:

p(KW) < 0,001
1 1 1 1 1 1 1 T T T T T 1T T T 1
o w0 w w o ow = W v Moo= 0 W N s W W ™
1—@1—0 - O W
2 9 5

© o

o

Vielfaches der therapeutischen Konzentration

Auch bei Ciclosporin kommt es bei dem 32-fachen der therapeutischen
Konzentration zu einem signifikanten Abfall der Proliferationsrate. Im Bereich
der subtherapeutischen Konzentrationen bleibt die Proliferationsrate annéhernd

konstant im Vergleich zur Negativkontrolle (Extinktionswert 0).
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3. Ergebnisse

Abb, 3.35:
Proliferationsverhalten  der  humanen  Zelline L87 mit dem Immunsuppressivum
Lymphoglobulin
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Vielfaches der therapeutischen Konzentration

Abb.: 3.35:  Ahnlich wie unter Ciclosporin zeigt die Auswertung eine signifikante
Proliferationsabnahme ab einer Erhthung der therapeutischen Konzentration
um den Faktor 32. Einzelne Werte die stark vom Mittelwert abweichen wurden

als Kreise bzw. Sternchen abgebildet.

97



3. Ergebnisse

Abb. 3.36:
Proliferationsverhalten der humanen Zelllinie L87 mit dem Immunsuppressivum Simulect
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Vielfaches der therapeutischen Konzentration

Abb. 3.36:  Die Auswertung zeigt ab einer Erhthung der therapeutischen Konzentration

um den Faktor 4 eine deutliche Abnahme der Proliferationsrate, die ab dem

Faktor 8 signifikant ist.
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3. Ergebnisse

Abb. 3.37:

Proliferationsverhalten der humanen Zelllinie L87 mit dem Immunsuppressivum Tacrolimus
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Vielfaches der therapeutischen Konzentration

Erst wenn man die therapeutische Konzentration von Tacrolimus um den

Faktor 256 erhoht, kommt es zu einer signifikant verminderten Proliferation bis

dahin bleibt die Proliferationsrate nahezu gleich wie bei der Negativkontrolle.
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3. Ergebnisse

Abb. 3.38:
Proliferationsverhalten ~ der  humanen  Zellinie L87 mit dem  Immunsuppressivum

Thymoglobulin
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Abb. 3.38:  Unter Thymoglobulin kommt es ab einer 64-fachen Dosierung zu einer
signifikanten Proliferationsabnahme
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3. Ergebnisse

Abb. 3.39:
Direkter Vergleich des Proliferationsverhaltens der humanen

verschiedenen Immunsuppressiva
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Abb. 3.39:  Unter der therapeutischen Konzentration kommt es bei keinem der

Immunsuppressiva zu einem  signifikanten  Abfall

humanen Zellen. Bei hohen Konzentrationen der

der Proliferation der
Medikamente zeigt sich

jedoch, dass nur Tacrolimus bis zum 128-fachen der therapeutischen

Konzentration  keine  signifikante  Anderung des  Proliferationsverhaltens

bewirkt.
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3. Ergebnisse

Abb. 3.40:
Proliferationsverhalten ~ der  murinen  Zellinie RM26 mit dem Immunsuppressivum

Ciclosporin
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Vielfaches der therapeutischen Konzentration

Abb. 3.40:  Ahnlich wie bei der humanen Zellinie kommt es bei einer Erhohung der
therapeutischen Konzentration um den Faktor 64 zu einem signifikanten Abfall

der Proliferation.
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3. Ergebnisse

Abb. 3.41:
Proliferationsverhalten der murinen Zelllinie RM26 mit dem Immunsuppressivum Tacrolimus
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Vielfaches der therapeutischen Konzentration

Abb. 3.41:  Auch wenn die therapeutische Konzentration um den Faktor 512 erhéht wird
kommt es nicht zu einer verminderten Proliferation der Zellen. Die
Proliferationsrate bleibt auch unter dieser Extremdosierung im Niveau der

Negativkontrolle.
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3. Ergebnisse

Abb, 3.42:
Direkter Vergleich des Proliferationsverhaltens der murinen Zellinie RM26 mit den

Immunsuppressiva Tacrolimus und Ciclosporin
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Abb. 3.42:  Hier zeigt sich der signifikante Unterschied sehr deutlich. Die Proliferation
unter Tacrolimus bleibt konstant wihrend eine Uberdosierung von Ciclosporin

zur Abnahme der Proliferation der Stammzellen fiihrt.
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3.4 Exprimierung von B7.1 und B7H1

Im Rahmen dieser Arbeit wurde in einer semiquantitativen PCR auch untersucht inwieweit
die Immunsuppressiva die Exprimierung der kostimulierenden Liganden B7.1 und B7H1
beeinflussen. Es wurden, neben einer Kontrolle, wie bei der Apoptoseuntersuchung die
therapeutische und zwei weitere Medikamentenkonzentrationen gewahlt und die humanen
bzw. die murinen Zellen damit inkubiert.

Die Ordinate zeigt die Anzahl der PCR-Zyklen nach denen eine Bande fir den jeweiligen
Liganden eindeutig nachweisbar war und gibt damit ein relatives Mal} fir die Exprimierung
des Liganden. Dementsprechend spricht eine hohere Zyklenanzahl fir eine geringere

Exprimierung. Die Abszisse zeigt die jeweilige Medikamentenkonzentration.

Es wurden jeweils Einzelmessungen durchgefinrt (N = 1) und die therapeutischen

Konzentrationen rot hervorgehoben.
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Abb. 3.43:

Exprimierung

von B71 und B7H1 der humanen

Immunsuppressivum Tacrolimus

Abb. 3.43:
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L87 und Tacrolimus
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Unter Tacrolimus blieb die Exprimierung der beiden Liganden auch bei hohen

Medikamentendosierungen stets konstant.
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Abb. 3.44:
Exprimierung von B7.1 und B7H1 der humanen Zellreihe L87 unter dem

Immunsuppressivum Ciclosporin
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Abb. 3.44:  Hier zeigt sich eine relativ konstante Exprimierung der Liganden, wobei unter

der therapeutischen Dosis der Ligand B7.1 vermehrt exprimiert wird.

107



3. Ergebnisse

Abb. 3.45:
Exprimierung von B7.1 und B7H1 der humanen Zellreihe L87 unter dem

Immunsuppressivum Lymphoglobulin:
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Abb. 3.45:  Bei Inkubation der Zellen mit der therapeutischen Dosis von Lymphoglobulin
zeigt sich eine vermehrte Exprimierung des B7.1 Liganden wéhrend B7H1
gleich bleibend exprimiert wird.
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Abb. 3.46:
Exprimierung

von B7.1 wund B7H1 der humanen Zellreihe L87
Immunsuppressivum Thymoglobulin

unter

L87/4 und Thymoglobulin
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Abb. 3.46:

dem

Auch unter Thymoglobulin fihrt die Inkubation mit dem Medikament zu einer

hoheren Exprimierung von B7.1.
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Abb. 3.47:
Exprimierung von B7.1 und B7H1 der humanen

Immunsuppressivum Simulect:
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Abb. 3.47: Wieder fihrt die Inkubation mit dem Medikament zu einer

Exprimierung von B7.1.

vermehrten
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Abb, 3.48:
Exprimierung  von

B7.1 und B7H1 der humanen

Immunsuppressivum ATG:

Zellreine  L87  unter

L87/4 und ATG
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Abb. 3.48:  Auch ATG fihrt zu einer héheren Exprimierung von B7.1.

dem
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Abb. 3.49:
Exprimierung von B7.1 und B7H1 der murinen Zellreihe RM26 unter dem

Immunsuppressivum Tacrolimus:

RM26/2-1 und Tacrolimus
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Abb. 3.49:  Die Inkubation mit Tacrolimus scheint bei der murinen Zelllinie im Vergleich

zur Negativkontrolle zu einer verminderten Exprimierung des Liganden B7.1
zu fihren. Die Exprimierung des Liganden B7H1 bleibt unter der

therapeutischen Konzentration konstant.
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Abb. 3.50:
Exprimierung

von B7.1 und B7H1 der murinen
Immunsuppressivum Ciclosporin:

Zellreine RM26

unter

RM26/2-1 und Ciclosporin
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Auch hier zeigt sich unter dem Medikament eine Abnahme bei

Exprimierung von B7.1.

dem

der
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4. Diskussion

Die vorliegende Arbeit geht von dem therapeutischen Ansatz aus, bei einer Transplantation
perioperativ - Stammzellen  einzusetzen. Hierdurch soll ein immuntoleranter  Chiméarismus
zwischen Empfanger und Spenderorgan erreicht werden.

Ausgehend von diesem Ansatz bearbeitet die Arbeit die Frage, ob Stammzellen durch die
verschiedenen, getesteten Immunsuppressiva in ihrem Proliferations- und Apoptoseverhalten

beeinflusst werden und welche Schliisse sich daraus ziehen lassen.

Anhand der konkreten Fragestellungen der Arbeit sollen hier die Ergebnisse erortert werden.

4.1 Etablierung der Ausgangsbedingungen

Grundlegend fir verwertbare Ergebnisse der Arbeit war das Schaffen gleich bleibender,
reproduzierbarer  Bedingungen fur die  Experimente.  Hierzu wurden verschiedene
Ausgangsmengen an Stammzellen inkubiert und deren Wachstumverhalten beobachtet.
Gleichzeitig wurde ein zeitlicher Ablaufplan fir die einzelnen Experimente erstellt. Die
Ergebnisse erbrachten im Zusammenschluss mit der zeitlichen Planung der Experimente

folgendes:

- L87 Wachstumskurven:
Bei dem Proliferationsversuch wurden die Zellen nach 48-stindigem Wachstum
weitere 48 Stunden mit den verschiedenen Immunsuppressiva inkubiert. Das ideale
Setting bzgl. der anfangs inkubierten  Zellzahl hatte eine  exponentielle
Wachstumsphase vom zweiten bis zum vierten Tag.
Bei dem Apopotoseversuch wurden die Zellen nach 48-stiindigem Wachstum weitere
24 Stunden mit den Immunsuppressiva inkubiert. Das ideale Setting hétte hier eine
exponentielle Wachstumsphase vom zweiten bis zum dritten Tag.
Folglich liegt die exponentielle Wachstumsphase idealerweise zwischen dem zweiten
und dem dritten bis vierten Tag.
Die Ergebnisse zeigen, dass dies, im Falle der humanen Zelllinie L87, am besten auf

7.500 Zellen pro 100 Mykroliter als Anfangszellzahl zutrifft.
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Als Konsequenz wurde fir die humane Zelllinie L87 die Ausgangszellzahl bei den
Experimenten auf 7500 Zellen pro 100 Mykroliter festgelegt.

- RM26 Wachstumskurven:
Da der zeitliche Ablauf der Experimente fur humane und murine Zellen gleich sein
sollte, ergaben sich fir das ideale Setting der murinen RM26 Zellline dieselben
Bedingungen, wie fur die humane L87 Zellinie.
Die exponentielle Wachstumsphase liegt idealerweise zwischen dem zweiten und dem
dritten bis vierten Tag.
Fur die murine Zellinie RM26 zeigen die Ergebnisse hierzu 2500 Zellen pro 100
Mykroliter als ideale Anfangszellzahl, was demzufolge als Ausgangszellzahl fur die
Experimente festgelegt wurde.

4.2 Auswirkungen der Immunsuppressiva auf das Apoptoseverhalten der Stammzellen

Der Therapieansatz der Arbeit berunt auf einer erworbenen Immuntoleranz durch eine
perioperative Stammzellgabe. Der Erfolg dieser Therapie setzt voraus, dass die verabreichten
Stammzellen nicht negativ durch die immunsuppressive Therapie beeinflusst werden. Eine
mogliche Form der negativen Beeinflussung der Stammzellen waére die Auslosung der
Apoptose durch verabreichte Immunsuppressiva.

Die Apoptose ist ein sehr komplexer Prozess, der Uber diverse Wege initiiert werden kann und

Uber verschiedene Signalkaskaden zum programmierten Zelltod fuhrt [6].

Die Fragestellung der vorliegenden Arbeit sieht hierzu die Beantwortung folgender Fragen
VOr:
a) Verandern die einzelnen Immunsuppressiva  in verschieden Konzentrationen das
Apoptoseverhalten der Zellen?
b) Wie sient der Vergleich zwischen den einzelnen Immunsuppressiva beziglich ihrer

Auswirkung auf das Apoptoseverhalten der Zellen aus?

Um die Verlasslichkeit der Testergebnisse zu gewahrleisten, wurden neben den

Immunsuppressiva auch die Stoffe Staurosporin und DMSO getestet.
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DMSO ist ein Stoff, der in hoheren Konzentrationen zum Tod der Zellen fihrt, ohne dabei
eine Apoptose zu induzieren. Wie gefordert zeigen die Ergebnisse keine signifikante
Erhdhung der Apoptoserate. Dies beweist, dass der Test durch zugrunde gegangene Zellen,
die keine Apoptose eingegangen sind, nicht beeinflusst wird.

Staurosporin hingegen ist ein Stoff der die Apoptose bei Zellen induziert. Auch dies konnte
wie gefordert durch die Testergebnisse eindeutiy bewiesen werden, unter Staurosporin treten

extrem hohe Apoptoseraten auf.

Alle getesteten Immunsuppressiva zeigen im therapeutischen Bereich keine erhohten
Apoptoseraten. Hingegen zeigt sich bei der humanen Zelllinie, dass alle Immunsuppressiva
im therapeutischen Bereich zu einer Verringerung der Apoptoserate der Stammzellen im
Vergleich zur Negativkontrolle fihren. Unter Tacrolimus und Ciclosporin féllt dieser
Unterschied zur Negativkontrolle und zu den anderen getesteten Immunsuppressiva sogar
signifikant aus. Fir Zellen verschiedener differenzierter Gewebe konnte dieser Effekt fur
Ciclosporin bereits gezeigt werden [157, 39, 126], nicht aber fir mesenchymale Stammzellen.
Su Ma et al untersuchten an Ratten die Ciclosporin-Nebenwirkung  der
Zahnfleischhyperplasie. Sie  fanden  dabei eine  verminderte  Apoptose  der
Zahnfleischepithelzellen bei Ratten, die mit Ciclosporin behandelt wurden. Dabei konnte
nachgewiesen werden, dass das Protein Bcl-2 bei den mit Ciclosporin behandelten Ratten
vermehrt exprimiert wird [157]. Bcl2 sorgt hierbei durch eine verminderte Freisetzung von
Cytochrom C aus den Mitochondrien fiir eine verminderte Apoptose [50]. Des Weiteren
konnte nachgewiesen werden, dass bei den mit Ciclosporin behandelten Ratten das Caspase-3
Protein weniger exprimiert wird. Caspase-3 ist ein Protein, das wesentlich an der Apoptose
von Zellen beteiligt ist [28]. Qiaoxiang Yin et al. fihrten eine Studie an Schweinen durch, bei
der diese nach einem Myokardinfarkt aus Fettgewebe stammende mesenchymale
Stammzellen und eine  Ciclosporin-Nanopartikel-Emulsion  verabreicht bekamen.  Dies
resultierte in einer Verringerung der Apoptoserate bei den Kardiomyozyten [126]. Sie fihrten
dies darauf zuriick, dass Ciclosporin die Offnung der mitochondrial permeability transition
pores (mPTPs) verhindert, indem es an Cyclphilin D in der mitochondrialen Matrix bindet
[98]. Die Auswirkungen auf die Apoptoserate der verwendeten mesenchymalen Stammzellen
aus Fettgewebe wurden nicht untersucht. Ob diese Mechanismen auch fir mesenchymale
Stammzellen gelten, bleibt daher zu untersuchen. Auch fir Tacrolimus wurden bereits
Auswirkungen auf das Apoptoseverhalten differenzierter Zellen beobachtet [76, 117]. Que et
al. untersuchten das Apoptoseverhalten von Rattenhaut-Fibroblasten, die mit Tacrolimus
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inkubiert wurden. Sie stellten dabei eine gesteigerte Apoptoserate durch die vermehrte
Freisetzung von Cytochrom C und Caspase-3 fest [76]. Kontrar hierzu zeigten Feng et al. bei
ihren Experimenten eine verminderte Apoptose von neuronalen Zellen bei Ratten, die mit
Tacrolimus behandelt wurden, nachdem sie einer Ischdmie des Rickenmarkes ausgesetzt
waren im Vergleich zur nichtbehandelten Gruppe [117]. Sie fuhrten dies auf eine verminderte
Caspase-3 Expression zuriick. Foeldes et al. zeigten sowohl fur Tacrolimus als auch fur
Ciclosporin einen Rickgang der Apoptose bei ihren Untersuchungen an Endothelzellen und
Myokardzellen [42]. Auch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen Klar eine
signifikante  Erniedrigung der  Apoptoserate durch die Behandlung der humanen
mesenchymalen Stammstellen mit Ciclosporin  und Tacrolimus. Dies lasst einen positiven
Effekt beim perioperativen Einsatz der Zellen erhoffen. Wirde man dieses Ergebnis in eine
Studie in  vivo Ubertragen, konnte sich hieraus ein  Vorteil gegeniber anderen
Immunsuppressiva ergeben, indem dem Korper quantitative mehr Stammzellen zur Verfligung
stehen.

Erhdht man die Dosis der Immunsuppressiva dber die therapeutische Konzentration hinaus,
lassen sich fur Simulect, ATG und Thymoglobulin signifikant erhohte Apoptoseraten bei der
humanen Zelllinie L87 nachweisen. Stattdessen fiihren Dosiserhdhungen von Tacrolimus und
Ciclosporin weder bei den murinen noch bei den humanen Zellen zu einem signifikanten
Anstieg der Apoptoserate.

Anders ausgedrickt, kommt es bei hohen Dosen an Immunsuppressiva, die auf einem
Antikbrper ~ beruhen  zur  vermehrten  Apoptose  der  Stammzellen,  wéhrend
Calcineurininhibitoren auch in  hohen Dosen keinen signifikanten Einfluss auf die
Apoptoserate der Stammzellen zu haben scheinen.

Auf den Menschen (bertragen konnte dies bei einer Akkumulation von ATG, Simulect oder
Thymoglobulin  dazu filhren, dass die therapeutischen Stammzellen vermehrt Apoptose
eingehen und der Beneftt der Stammzellgabe verloren geht. Auch hier zeigt sich ein Vorteil

von Ciclosporin und Tacrolimus gegentber den Antikorper-vermittelten Immunsuppressiva.
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4.3 Auswirkungen der Immunsuppressiva auf das Proliferationsverhalten der

Stammzellen

Fur jede Art der Stammzelitherapie ist auch die Proliferation der Stammzellen ein
notwendiger und wichtiger Prozess. Umso wichtiger ist demnach zu wissen, ob und inwiefern

die Stammzellen durch zusétzliche Immunsuppressiva in ihrer Proliferation gehemmt werden.

Die vorliegende Arbeit mochte hierzu folgende Fragen beantwortet wissen:
a) Verandern die einzelnen Immunsuppressiva in verschiedenen Konzentrationen das
Proliferationsverhalten der Zellen?
b) Wie sient der Vergleich zwischen den einzelnen Immunsuppressiva beziglich ihrer

Auswirkung auf das Proliferationsverhalten der Zellen aus?

Fur einige der Immunsuppressiva, die in dieser Arbeit untersucht wurden, konnten bereits
Effekte auf das Proliferationsverhalten differenzierter Zellen nachgewiesen werden. Fir
Tacrolimus konnte man bei Fibroblasten, Myokardzellen sowie Endothelzellen einen
Proliferationsriickgang nachweisen [76, 42]. Ebenso konnten Foeldes et al. bei ihren in vitro
Experimenten fur Ciclosporin  einen Rickgang der Proliferation bei Mykard- und
Endothelzellen zeigen [42]. Sontag et al. untersuchten die Auswirkung von Tacrolimus und
Ciclosporin  auf die Proliferation bei menschlichen Stammzellen, die aus dem
Zentralnervensystem abgeleitet wurden. Sie fiihrten sowohl in vitro als auch in vivo
Untersuchungen durch. Bei den in vitro Experimenten zeigte sich fur Ciclosporin ein
signifikanter Rickgang der Proliferation, Tacrolimus filhrte zu keiner Anderung der
Proliferationsrate bei den Zellen. In vitro verwendeten sie immundefiziente NOD-scid-Méuse
denen eine Rulckenmarksverletzung beigebracht wurde und denen hiernach oben genannte
Stammzellen transplantiert wurden. Zusétzlich wurden sie ua. mit Tacrolimus und
Ciclosporin behandelt. 14 Wochen nach der Transplantation wurden die Auswirkungen auf
das Proliferationsverhalten der Stammzellen getestet. Hierbei zeigte sich keinerlei Effekt auf
die Proliferation durch Tacrolimus oder Ciclosporin [149]. Die Autoren fihren dies darauf
zuriick, dass die Effekte der Immunsuppressiva in einer so komplexen Mikroumwelt wie einer
Rickenmarksverletzung weniger potent sind als in einer kontrollierten in vivo Studie ohne
viele &duBere Einflisse. Fur Thymoglobulin - konnten Franquesa et al. zeigen, dass
mesenchymale Stammzellen direkt in ihren Eigenschaften beeinflusst werden. Sie zeigten an

mesenchymalen  Stammzellen, die aus Nierenfettgewebe gewonnen  wurden, dass
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Thymoglobulin an die Oberflache dieser Zellen bindet und dass sie anfdlliger fur eine Lyse
durch natlrliche Killer-T-Zellen werden [45]. Des Weiteren konnte ein Rickgang der
Uberlebensrate der mesenchymalen Stammzellen nach Inkubation mit Thymoglobulin gezeigt
werden. Fir die Auswirkung der getesteten Immunsuppressiva auf das Proliferationsverhalten
mesenchymaler Stammzellen gibt es bisher keine Daten.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass es im Bereich der therapeutischen Konzentration
bei keinem der getesteten Immunsuppressiva zu einem signifikanten Anstieg oder einer
signifikanten Abnahme der Proliferation der mesenchymalen Stammzellen kommt. Dies liefl3
sich sowohl fir die humane als auch fur die murine Zelllinie beweisen.

Auch in sehr niedrigen Dosierungen zeigen die Tests keine signifikanten Unterschiede der
Proliferationsrate im Vergleich zur Negativkontrolle und zum therapeutischen Bereich der
Immunsuppressiva.  Zusammengenommen legt dies nahe, dass auch bei einer perioperativen
Stammzellgabe, die Immunsuppressiva in therapeutischer Konzentration keinen Einfluss auf
das Proliferationsverhalten der mesenchymalen Stammzellen besitzen.

Anders verhdlt es sich bei héheren Dosierungen der Immunsuppressiva. Simulect und ATG
zeigen bereits bei einer Dosiserhéhung um den Faktor acht eine signifikante Abnahme der
Proliferation der humanen Stammzellen L87. Vervierfacht man diese Dosis noch einmal,
zeigen sich  auch bei Thymoglobulin, Lymphoglobulin  und  Ciclosporin  signifikante
Proliferationsabnahmen bei den humanen Zellen.

Tacrolimus hingegen zeigt erst bei dem 256-fachen der therapeutischen Dosierung eine
signifikante Verminderung der Proliferation der Zelllinie L87.

Bei der murinen Zellreihe RM26 bestatigt sich dieses Ergebnis. Unter Ciclosporin kommt es
ab einer  Dosierung, die dem 64-fachen der therapeutischen Dosis entspricht zu einem
signifikanten Abfall der Proliferation.

Die Dosierung von Tacrolimus wurde bis auf das 512-fache der therapeutischen Dosis erhoht
und selbst unter dieser extremen Dosierung kam es zu keinem Abfall der Proliferationsrate
der murinen Zellen.

Auch wenn in der heutigen Zeit die Akkumulation von Immunsuppressiva im Korper eines
Patienten durch diverse Kontrollmechanismen sehr unwahrscheinlich ist, solite man diese
Ergebnisse mit in das therapeutische Kalkll ziehen und Uberlegen, ob bei einer gleichzeitigen
Therapie mit Immunsuppressiva und mesenchymalen Stammzellen die Gabe von  Tacrolimus

der Gabe von Simulect und ATG vorzuziehen ist.
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4.4 Auswirkungen der Immunsuppressiva auf die Exprimierung von B7.1 und B7H1

Die kostimulierenden Liganden B7.1 und B7H1 spielen eine wichtige Funktion bei der
Immunmodulation.

B7H1 wirkt, bezogen auf allogene Transplantate, vor allem inhibierend auf die Aktivierung
von T-Zellen [51,158].

B7.1 hingegen ist essentiell an der Aktivierung und der Regulation der T-Zellen und ihrer
Immunantwort beteiligt [158].

Die vorliegende Arbeit befasst sich an der Stelle mit folgenden Fragen:
a) Werden auf den Stammzelllinien die Kostimulatoren B7H1 und B7.1 exprimiert?
b) Wie wverschiebt sich das Gleichgewicht zwischen den beiden Kostimulatoren bei
Behandlung  der  Stammzellen  mit  verschiedenen = Konzentrationen  der

Immunsuppressiva?

Da es sich bei diesen Experimenten um Einfachbestimmungen handelt, weisen die Ergebnisse

hierzu keine Signifikanz auf.

Zunéchst ist festzustellen, dass sowohl auf der murinen Zellinie RM26 als auch auf der
humanen Zelllinie L87 beide Liganden nachweisbar sind.

Bei der Exprimierung des Liganden B7.1 zeigt sich, bezogen auf die humane Zelllinie L87,
dass alle getesteten Immunsuppressiva, auler Tacrolimus, in der therapeutischen Dosis zu
einer vermehrten Expression von B7.1 fuhren. Dies wirde eine vermehrte Aktivierung der T-
Zellen bedeuten, was wiederum eine grélere Gefahr fur die Stammzellen und das
Transplantat zur Folge hétte.

Unter der therapeutischen Dosis von Tacrolimus bleibt die Exprimierung von B7.1 konstant,
was somit keinen Einfluss auf die T-Zellaktivierung hat.

Bezogen auf die murine Zellinie RM26 lassen sich unter den therapeutischen
Konzentrationen von Tacrolimus und Ciclosporin eine verminderte Exprimierung des
Liganden B7.1 und konstante Werte fir die Exprimierung von B7H1 nachweisen.

Die verminderte Exprimierung des Liganden B7.1 macht somit eine vermehrte T-
Zellaktivierung  des  Transplantatempfangers  durch  die  gleichzeitige ~ Therapie  mit
Stammzellen und Immunsuppressiva sehr unwahrscheinlich. Ob es hingegen einen sogar
protektiven Effekt auf die Therapie hat, bleibt zu klaren.
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5. Zusammenfassung

Im therapeutischen Bereich besitzen die getesteten Immunsuppressiva keinerlei Einfluss auf
das Proliferationsverhalten der murinen und humanen, mesenchymalen Stammzellen. Weiter
konnte gezeigt werden, dass es im therapeutischen Bereich unter Ciclosporin und Tacrolimus
zu einer verminderten Apoptoserate der menschlichen Stammzellen kommt. Inwieweit
dadurch Tacrolimus und Ciclosporin einen Vortell in vivo gegeniber den anderen

Immunsuppressiva bieten, bleibt zu klaren.
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