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1. Einleitung

1.1. Knochenmark- und Stammzelltransplantation

Die allogene und autologe Transplantation von blutbildenden Stammzellen aus dem Knochenmark
oder dem peripheren Blut hat in der Therapie maligner Erkrankungen eine grof3e Bedeutung [1-3].
Waéhrend in der Therapie hamatologischer Neoplasien die Knochenmarktransplantation schon seit
vielen Jahren praktiziert wird, um die durch intensive zytostatische Therapie und Bestrahlung
zerstorten blutbildenden Gewebe zu rekonstituieren, wird dieses Verfahren und seine
Weiterentwicklung, die Transplantation peripherer Blutstammzellen, zunehmend auch in der
Behandlung solider Tumoren eingesetzt. Vergleichende Untersuchungen von Patienten mit
hamatologischen Systemerkrankungen haben gezeigt, dall die Transplantation peripherer
Blutstammzellen der Knochenmarktransplantation hinsichtlich der Rezidivrate und der Rekonstitution
der Blutbildung Uberlegen ist [4-8]. Die Blutstammzelltransplantation bietet aber auch praktische
Vorteile fur den Spender, z.B. die einfachere Durchfihrung durch Leukapherese ohne Notwendigkeit
einer Narkose. Auch das Infektionsrisiko ist gegenlber der wiederholten Beckenkammpunktion zur
Knochenmarkgewinnung niedriger.

Zur Mobilisation hamatopoetischer Stamm- oder Vorlauferzellen wird der Spender normalerweise mit
rekombinantem Granulozyten-koloniestimulierendem Faktor (G-CSF) behandelt, um durch die
dadurch bewirkte Proliferationssteigerung Vorlauferzellen in die Periphere zu treiben [9-15]. Der
Gehalt an hamatopoetischen Vorlauferzellen im peripheren Blut kann so auf das 40- bis 80-fache
gesteigert werden [1]. Werden mittels Leukapherese die mononuklearen Zellen aus dem peripheren
Blut isoliert, ist der Gehalt an CD34-positiven Zellen darin ausreichend hoch, um die Blutbildung des
Empfangers zu rekonstituieren. Hierzu werden ca. 210° CD34-positive Zellen pro kg Koérpergewicht

des Empfangers bendtigt.

1.2. Adhasionsinteraktion in der Hamatopoese

Fir die Entwicklung, Reifung, Proliferation und Freisetzung hamatopoetischer Zellen des
Knochenmarks ist deren Interaktion mit Knochenmarkstromazellen (,Microenvironment®) von grof3er
Bedeutung. Der Kontakt der hamatopoetischen Vorlauferzelle mit dem Microenvironment und die
SignalUbermittlung zwischen diesen Zellen erfolgt Uber Adh&sionsmolekuile. Diese sind auch fur die
Zellmigration und den Zellaustausch zwischen den Kompartimenten hamato-lymphopoetisches
System und peripherer Blutkreislauf von Bedeutung. Zahlreiche Adhasionsmolekiile, die an der
Hamatopoese beteiligt sind, konnten bereits identifiziert werden. Neben den in dieser Arbeit
beschriebenen Molekillen CD44 und CD49d spielen z.B. L-Selectin (Synonym CD62L; Ligand: CD34
auf Endothelien) und LFA-1 (Synonym CD11a/CD18; Ligand: ICAM-1) eine Rolle.

Bei Mausen wandern hamatopoetische Stammzellen im Laufe der Fetalentwicklung aus dem
Dottersack in die Leber, die Milz und schlieBlich ins Knochenmark. Nach der Geburt findet man
hamatopoetische Stammzellen fast ausschlief3lich im Knochenmark. Sie kénnen jedoch auch unter
physiologischen Bedingungen aus den Knochenmarksinus in das periphere Blut emigrieren [16]. Die
Stammzellmobilisierung unter EinfluB von G-CSF kann summarisch als Verstarkung dieses

physiologischen Prozesses angesehen werden.



Man geht davon aus, daf die Freigabe von Vorlauferzellen aus dem Stromaverband auf einem aktiven
.Loslassen“ adhasiver Interaktionen beruht [17]. Mit der Frage, ob eine Mobilisation von
hamatopoetischen Vorlauferzellen auch durch eine Blockade von Adhasionsmolekiilen bewirkt werden
kann, haben sich schon zahlreiche Autoren beschaftigt [16-22]. Die Adhdsionsmolekile CD44 [23,
24] und VLA-4 (CD49d) [25-27] wurden am intensivsten untersucht. Die physiologischen Funktionen
von CD49d im blutbildenden System sind eingehend beschrieben [28-37]. In-vitro-Studien zeigten,
dafd Antikérper, die die Bindung zwischen VLA-4 und dem Rezeptormolekil VCAM-1 blockieren, die
Adhasion von Stammzellen an Fibronectin-beschichtete Zellkulturplatten und Stromazellkulturen
inhibieren und die Knochenmarkrekonstitution im bestrahlten Empfangertier verzégern kénnen [26, 38-
40]. Die erfolgreiche Mobilisation hamatopoetischer Vorlauferzellen bzw. kolonieformender Einheiten
(CFU) in vivo durch CD49d-blockierende Antikérper wurde bereits 1993 beschrieben [41]. Auch die
hamatopoetische oder Standard-Isoform von CD44 (CD44s), die ubiquitar im lymphatischen und
hamatopoetischen System vorkommt, war und ist Gegenstand zahlreicher experimenteller Arbeiten
[32-36, 42, 43]. Es wurden sowohl inhibitorische [44, 45] als auch stimulatorische [46, 47] Effekte auf
die Hamatopoese und Mobilisation nach antikdrpervermittelter Blockade von CD44 beschrieben.
Offensichtlich werden durch verschiedene anti-CD44-Antikorper verschiedene Epitope des
Glykoproteins erkannt und blockiert. Angesichts der Tatsache, dall sich zum einen die Expression von
CD44 wahrend der Zelldifferenzierung verandern kann und zum anderen CD44-Varianten in
verschiedenen Entwicklungsstadien vorhanden sein kénnen [48], sind variable Effekte einer
antikdrpervermittelten Adhasionsblockade in unterschiedlichen Versuchsbedingungen
nachvollziehbar.

1.3. Das Adhasionsmolekill CD44

CD44 ist ein Transmembran-Glykoprotein mit variabler amino- und carboxyterminaler Glykosylierung
[49, 50]. Synonyme fiir CD44, die noch heute zuweilen in der Literatur verwendet werden, sind gp-85,
Pgp-1, ECM-III, Hutch-1, Hermes und andere. Zwischen den Domanen 5 und 6 der Standardisoform
des CD44 [51, 52] kénnen bis zu 10 sogenannte variable Exonprodukte [53, 54] eingefligt sein (Abb.
1). Die Standardisoform (CD44s) ist ein Transmembranprotein aus 341 Aminosauren (AS). Der
extrazelluldre Anteil umfalt 248 AS, 21 AS finden sich im Transmembrananteil (in der Abbildung als
»TM“ dargestellt). Die zytoplasmatische Domane ist 72 AS lang. Die varianten Isoformen mit héherem
Molekulargewicht entstehen durch Insertion der varianten Exonprodukte v1 bis v10 (in der Abbildung

als [J dargestellt).

Variante vliv2 v3v4 v5v6 v7v8v9vi0 ™

Exon 1 2 3 45 6 7 8 9101112131415161718 1920

Abb. 1: Schematische Darstellung der Struktur des CD44-Gens: Die Genprodukte der
variablen Exons 6 bis 15 generieren die varianten CD44-Isoformen, (TM=Transmembrananteil).



CD44 ist ein an der Synthese der Extrazellularmatrix beteiligtes Adhasionsmolekil mit Bindungsstellen
fur Hyaluronsdure, Fibronectin, Laminin und Typ-IV-Kollagen [55-58]. Humane und murine
Knochenmarkzellen einschliellich der Stammzellen mit Differenzierungskapazitat in alle Blutzellreihen
exprimieren CD44s [59, 36]. Auch frihe myeloische Vorlauferzellen sind CD44s-positiv, die
Expression wird jedoch bei der Entwicklung in die granulozytdre Reihe herunterreguliert.
Erythropoetische Zellen sind wahrend der gesamten Entwicklung stark CDA44s-positiv [33]. Das
Vorhandensein von CD44 auf lymphatischen Zellen variiert mit dem Differenzierungsgrad. Frihe
Vorstufen exprimieren CD44s stark, wahrend pra-B-Zellen und Thymozyten wahrend der
intrathymischen Reifung Uberwiegend negativ sind. Auf reifen T- und B-Lymphozyten ist CD44s
wieder vorhanden [60, 61]. Interessanterweise findet sich CD44s auch auf den Stromazellen von
Knochenmark und Thymus [34, 62]. CD44s ist also offensichtlich an der Myelo- und Lymphopoese
beteiligt [44, 63-69]. In Knochenmarklangzeitkulturen wirkt sich die experimentelle Hemmung von
CD44s durch monoklonale Antikérper hauptsachlich auf Stamm- und frihe Vorlauferzellen aus,
wahrend in ihrer Entwicklung determinierte Vorlauferzellen nur gering [68] oder gar nicht [44]
beeinflult werden.

Die Funktionen der CD44-Varianten (CD44v) sind allgemein weniger definiert, denn erst seit wenigen
Jahren sind monoklonale Antikérper erhaltlich, die nicht an alle CD44-Molekiile, sondern spezifisch an
einzelne CD44-Varianten binden. Von Bedeutung ist das Vorhandensein von varianten Isoformen fir
das Metastasierungsverhalten von Tumorzellen [53, 70]. Auch in Neoplasien des hamatopoetischen
Systems korreliert die Expression von CD44v mit der Prognose [71, 72]. Die CD44-vermittelte Bindung
von Tumorzellen an Hyaluronsdure kann deren Apoptose verhindern [73]. Jedoch sind auch unter
physiologischen Bedingungen variante CD44-Isoformen zu finden. Die variante Isoform 3 (CD44v3)
scheint besonders fir die Myelopoese von Bedeutung zu sein [74]. An der T- und B-Zell-Entwicklung
im lymphatischen System sind die Isoformen 6 und 10 (CD44v6, CD44v10) beteiligt [23, 48, 69]. Im
humanen Nabelschnurblut zeigt sich eine starke Expression von CD44s und geringer auch von
CD44v6 und CD44v7 [75]. Subpopulationen von Knochenmarkzellen exprimieren auch CD44v3 und
CD44v10.

Uber die Isoform 7 (CD44v7) ist sehr wenig bekannt. Sie ist auf Stroma- und einigen Knochenmark-

Zellpopulationen nachweisbar, was eine Adhasions- und Signalfunktion in der Hamatopoese impliziert.



2. Aufgabenstellung

Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist die Expression und die Funktionen des Adhasionsmolekiils
CD44 auf Zellen des bluthildenden Systems. Es wird die Frage untersucht, ob durch
antikérpervermittelte Blockade dieser Molekile eine Mobilisation, also ein ,Herauslésen”
hamatopoetischer Stammzellen bzw. Vorlauferzellen aus dem Knochenmark-Stroma-Verband méglich
ist und ob diese Stamm- oder Vorlauferzellen fir die Rekonstitution myeloablativ konditionierter
Versuchstiere nutzbar sind. Ein antikdrpervermitteltes Mobilisationsverfahren wird in der klinischen
Praxis zur Zeit noch nicht angewandt. Hier dienen hamatopoetische Wachstumsfaktoren (G-CSF, GM-
CSF) zur Stammzellmobilisierung. Erste experimentelle Erfolge mit der Adh&sionsblockade sind
jedoch bereits beschrieben worden [28]. Um die Effektivitat der Blockade von CD44 zu verifizieren,
werden in der vorliegenden Arbeit sowohl das in der klinischen Praxis verwendete G-CSF als auch
Antikbrper gegen VLA-4 (CD49d) als Kontrolle verwendet. Da man von unterschiedlichen
Mechanismen der Stammzellmobilisation durch Zytokine und Antikérper gegen verschiedene
Adhésionsmolekille ausgehen kann, wird der Frage nachgegangen, ob durch eine Kombination der
verschiedenen Verfahren die Effektivitat gesteigert werden kann.

Uber die Funktion der varianten Isoform CD44v7 in der Hamatopoese ist bisher nur wenig bekannt.
Ein weiterer Gegenstand dieser Arbeit ist daher die Funktion und Expression dieses Molekiils auf
verschiedenen Subpopulationen von Knochenmarkstroma- und Vorlauferzellen und die Auswirkungen
einer Blockade von CD44v7 auf die Hamatopoese und Knochenmarkrekonstitution nach

Transplantation.



3.

Materialien

3.1.

Neben den von den Versuchstieren gewonnen Knochenmark-, Milz- und Blutzellen wurden die

Zellinien und Zellkulturmedien

folgenden etablierten Zellinien verwendet:

- S17
- MS5

- WEHI-3B

-19.29

- IL-7-cDNA-Transfektante
- Cl. Ly1+2-/9

Knochenmarkstroma-Zellinie [76]

Knochenmarkstroma-Zellinie [77]

murine myeloische Leukémie-Zellinie (ATCC, American Type Culture

Collection, Manassas, Virginia, USA )
murine Fibroblasten-Zellinie (ATCC)

A. Rolink, Basel, Schweiz [59]

IL-3-produzierende Zellinie (ATCC)

Zur Kultivierung der Zellen wurden die folgenden Medien verwendet:

RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)

DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)

Zusammensetzung pro Liter:

Ca (N03)2'H20
KCI
MgSO47H20
NaCl

NaHPO4
NaHCO3
Glucose
Phenolrot
L-Arginin-HCI
L-Asparagin
L-Asparaginsaure
L-Cystein
L-Glutaminsaure
Glycin

L-Histidin
L-Hydroxyprolin
L-Isoleucin
L-Leucin
L-Lysin-HCI
L-Methionin

100 mg
400 mg
100 mg
6000 mg
800 mg
2000 mg
2000 mg
5mg
200 mg
57 mg
20 mg
60 mg
20 mg
10 mg
15 mg
20 mg
50 mg
50 mg
40 mg
15 mg

Zusammensetzung pro Liter:

Fe(N03)3 "9H20
CaC|2

KCI

MgSO4 7H,0
NaCl

Na,PO4 ‘H,O
NaHCO;
Glucose
Phenolrot
L-Arginin-HCI
L-Cystein
L-Glutamin
Glycin
L-Histamin-HCI
L-Isoleucin
L-Leucin

0.1 mg
200 mg
400 mg
200 mg
6400 mg
800 mg
3700 mg
4500 mg
15 mg
84 mg
48 mg
584 mg
30 mg
42 mg
105 mg
105 mg

L-Phenylalanin
L-Prolin
L-Serin
L-Threonin
L-Tryptophan
L-Tyrosin
L-Valin
D-Ca-Panthothenat
Biotin
Cholinchlorid
Cobalamin
Folsaure
i-Inositol
Nicotinamid
Pyridoxal-HCI
Riboflavin
Glutathion

Para-Aminobenzoesaure

Thiamin-HCI

L-Lysin-HCI
L-Methionin
L-Phenylalanin
L-Serin
L-Threonin
L-Tryptophan
L-Tyrosin
L-Valin
D-Ca-Panthothenat
Cholinchlorid
Folsaure
i-Inositol
Nicotinamid
Pyridoxal-HCI
Riboflavin
Thiamin-HCI

15 mg
20 mg
30 mg
20 mg
5 mg
20 mg
20 mg
0.25 mg
0.2 mg
3 mg
5mg
1mg
3.5mg
1mg
1mg
0.2 mg
1mg
1mg
1mg

146 mg
30 mg
66 mg
42 mg
95 mg
16 mg
72 mg
94 mg

4 mg
4 mg
44 mg
7.2 mg
4 mg
4 mg
0.2 mg
4 mg



IMDM (Iscove’s modified Dulbecco’s medium, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)

Zusammensetzung pro Liter:

CaC|2

KCI

MgSO4 "7TH,0
NacCl
Na,PO4 ‘H,O
NaHCO;
Dextrose
Phenolrot
L-Alanin
L-Arginin-HCI
L-Asparagin
L-Aspartat
L-Cystin
L-Glutamat
L-Glutamin
Glycin
L-Histidin
L-Isoleucin
L-Leucin
L-Lysin-HCI
L-Methionin

165 mg
330 mg
97,7 mg
4505 mg
125 mg
3024 mg
4500 mg
15 mg
25 mg
84 mg
28,4 mg
30 mg
91,2 mg
75 mg
584 mg
30 mg
42 mg
105 mg
105 mg
146 mg
30 mg

3.2 Monoklonale Antikérper

Die folgenden monoklonalen Antikérper wurden verwendet:

L-Prolin
L-Phenylalanin
L-Serin
L-Threonin
L-Tryptophan
L-Tyrosin

L-Valin
Natriumpyruvat
Natriumselenit
HEPES

d-Biotin
D-Ca-Panthothenat
Cholinchlorid
Folinsaure
i-Inositol
Nicotinamid
Pyridoxal-HCI
Riboflavin
Thiamin-HCI
Cyanocobalamin

40 mg
66 mg
42 mg
95 mg
16 mg
103 mg
94 mg
110 mg
0,02 mg
5958 mg
0,01 mg
4 mg

4 mg

4 mg
7.2 mg
4 mg

4 mg
0.2 mg
4 mg
0,013 mg

Bezeichnung

Spezifitat

Hersteller / Bezugsquelle

IM-7

11A6
LN7.2
PS/2
YTA3.2.1

20.6.5

RA3-3A1

E13.161

M1/69

33D1

YTS169
YTS154.7.7.10
anti-CD34-PE
anti-CD38-PE
anti-CD43-PE
anti-CD117-PE
anti-rat-lgG-PE
anti-rat-lgG-FITC
anti-mouse-lgG-PE
anti-mouse-IgG-FITC
Streptavidin-PE
AP-anti-mouse-IgM
Streptavidin-FITC

CD44s (Maus)

CD44v6 (Maus)
CD44v7 (Maus)
CD49d (Maus)
CD4 (Maus)

V32 (Maus)
B220 (Maus)
SCA-1 (Maus)
HSA (Maus)
Dendritische Zellen (Maus)
CD8 (Maus)
CD90 (Maus)
CD34 (Maus)
CD38 (Maus)
CD43 (Maus)
CD117 (Maus)
IgG (Ratte)
IgG (Ratte)
1gG (Maus)
1gG (Maus)
IgG (Ratte)

ATCC (American Type Culture
Collection, Manassas, Virginia,

USA)

U. Guenthert, Basel, Schweiz
U. Guenthert, Basel, Schweiz
K. Myiake, Saga, Japan

ECACC (European Collection of

Cell Cultures for Applied
Research, Salisbury, UK)

M. Zéller, Heidelberg

ATCC

ATCC

ATCC

ATCC

ECACC

ECACC

Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg
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3.3. Seren, Zytokine, Wachstumsfaktoren und Zellkulturl6sungen

Die verwendeten Chemikalien und ihre Hersteller:

Agar, semisolide DIFCO, Liverpool, New South Wales, Australien
Pferdeserum Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

fetales Kalberserum (FCS) Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Ficoll 1,077 Hypaque Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Heparin Braun, Melsungen

G-CSF (granulocyte colony

stimulating factor), rekombinant murin  Strathman Biotech, Hamburg

GM-CSF, rekombinant murin Strathman Biotech, Hamburg
Erythropoietin, rekombinant murin Boehringer, Mannheim
L-Glutamin Merck, Darmstadt
2-Mercaptoethanol Serva, Heidelberg
p-Nitrophenylphosphat (PNPP) Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Tween Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Diethanolamin Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck, Darmstadt
Trypanblau Merck, Darmstadt
BSA (bovine serum albumine) Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Tellesnicky-Lésung DKFZ Heidelberg
PBS

Zusammensetzung pro Liter

NaCl 10g

Na,HPO, (pH 7.2) 141g

KCI 0.25¢g

KH,PO, 03g

Aqua bidest ad 1000 ml

Einfriermedium

Zusammensetzung pro 100 ml
RPMI 1640 40 ml
DMSO 10 ml
FCS 40 ml

3.4. Selektivmedien fir die colony assays

(Zusammensetzung pro ml)

GM-CFU
IMDM 600 pl
WEHI-3B-Uberstand 200 ul
Pferdeserum 200 pl
M-CFU
IMDM 600 pl
L-9.29-Uberstand 200 ul
Pferdeserum 200 pl




C-CFU

IMDM 600 ul
WEHI-3B-Uberstand 150 pl
L-9.29-Uberstand 50 pl
Pferdeserum 200 pl
preB-CFU
IMDM ad 1ml
IL-7-Uberstand 200 ul
fetales Kalberserum 200 pl
2-Mercaptoethanol 0.08 ul
E-BFU
IMDM 500 pl
WEHI-3B-Uberstand 200 ul
rm-Erythropoietin 500 U
BSA 10% 100 pl
fetales Kalberserum 200 pl

3.5. Weitere Materialien
Einmalspritzen und —kanulen

Zellkulturflaschen und Titerplatten

3.6. Laborgerate
FACSCalibur DurchfluBzytometer
Megafuge Inkubator-Zentrifuge
Zellkultur-Inkubator

1¥’Caesium-Strahlenquelle

Cobra 5005 Gamma-Radioaktivitats-Zahler
Betaplate 120S Beta-Radioaktivitats-Zahler

Harvester 96 Zellerntegeréat

3.7. Versuchstiere

Verwendete Mausstamme:

Braun, Melsungen

Nunc, Nirtingen

Becton Dickinson, Heidelberg

Heraeus, Kleinostheim

Napco, Winchester, Virginia, USA

American Atomics, Tucson, Arizona, USA
Packard Canberra, Meriden, Connecticut, USA
LKB Wallace, Piscataway, New Jersey, USA

Tomtec, Hamden, Connecticut, USA

BALB/C, 129SV/EV, C57BL6 (Charles River, Sulzfeld), 129SV/EVXC57BL6 ,F1“ (Zentrales Tierlabor,

DKFZ Heidelberg). Der knockout-Stamm ,V6 intercross* (CD44v7-/-) wurde freundlicherweise von

Frau PD Dr. U. Guenthert, Institut fir Immunologie, Basel, Schweiz, zur Verfigung gestellt.



4. Methoden

4.1. In-vivo-Methoden

4.1.1. Haltung der Versuchstiere

Alle Versuchstiere wurden im Zentralen Tierlabor des Deutschen Krebsforschungszentrums,
Heidelberg, in einem geschlossenen Barrierensystem unter spezifiziert pathogenfreien (SPF)
Bedingungen gehalten. Alle Gerate und Materialien, die zur Versorgung der Tiere erforderlich sind,
werden Uber ein Autoklav-Barrierensystem in die Tierstalle gegeben. Das Personal betritt das
Barrierensystem (ber eine Desinfektionsdusche. Die Tiere erhalten sterilisiertes Futter. In
regelmaRigen Abstanden findet eine mikrobiologische Untersuchung der Tiere, Kafige und der
technischen Einrichtungen statt. Die Versuche wurden an einer Laminar-Flow-Sterilwerkbank
durchgefuhrt. Alle Tierversuche wurden von der Tierschutzkommission des Landes Baden-
Wrttemberg genehmigt und den Vorschriften des Tierschutzgesetzes entsprechend durchgefihrt. Fur

alle in-vivo- und in-vitro-Versuche wurden Tiere im Alter zwischen 6 und 8 Wochen verwendet.

4.1.2. Praparation von Zellen und Geweben

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Die Tiere wurden durch
Halswirbelsaulenfraktur getdtet. Mit einem sterilen Praparierbesteck wurde ein medianer Bauchschnitt
durchgefuhrt und danach Faszie und Muskulatur schichtweise prapariert. Fir die Entnahme der
Thoraxorgane wurde der Brustkorb durch einen parasternalen Schnitt eréffnet und Herz und Lunge
nach Abklemmen der Gefal3e entnommen. Nieren, Milz und Leber wurden ebenfalls nach Abklemmen
der Hilusgefal3e steril enthommen. Zur Préparation von Knochenmark wurden zunachst Femur und
Tibia nach Hautschnitt und Abpraparieren der Muskulatur steril entnommen.

Die Organe wurden in sterile PBS-L6sung gegeben und bis zur Weiterverarbeitung auf 4°C gekuhilt.

4.1.3. Gewinnung von Knochenmark, Milzzellsuspensionen und peripherem Blut

Zur Gewinnung von Knochenmark (,bone marrow cells*, BMC) wurden die Epiphysen von Femur und
Tibia abgetrennt und die Markhdhle durch Spilung mit PBS-Ldsung (2% FCS) durch eine 21G-Kantile
entleert. Zur Gewinnung von Milzzellen (,spleen cells®, SC) wurde die Milz entnommen, durch sanften
Druck auf angefeuchteter Feingaze zerrieben und die Zellsuspension aufgefangen. Zur Gewinnung
mononuklearer Zellen aus dem peripheren Blut (,peripheral blood mononuclear cells* PBMC) wurde
peripheres Blut aus dem Retroorbitalsinus unter Aether-Allgemeinanadsthesie entnommen und zur
Antikoagulation in heparinisierten Plastikrohrchen aufgefangen. Nach der Gewinnung wurde die
Zellsuspension durch Dichtegradientenzentrifugation Uber Ficoll von Erythrozyten, Zelldetritus und
Verunreinigungen befreit. Nach Zentrifugation wurden die Zellen der Interphase enthommen und

durch mindestens dreimaliges Waschen mit PBS von Ficollresten gereinigt.

4.1.4. Zellkulturtechniken
Alle Arbeiten mit Zellpraparationen wurden unter sterilen Bedingungen an einer Laminar-Flow-
Sterilwerkbank durchgefiihrt. Nach Zellzéhlung in der Zeiss-Thoma-Zahlkammer und Vitalitatsprobe

mit Trypanblau-Gegenfarbung eines Aliquots wurden die Zellen in IMDM- oder RPMI-Zellkulturmedium
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(10% FCS) auf die gewiinschte Konzentration eingestellt. Die Kultivierung erfolgte in einem Inkubator
bei 37°C und einem CO,-Gehalt von 5%. Die Zellkulturen wurden taglich mikroskopisch untersucht

und das Medium alle 48 bis 72 Stunden gewechselt.

4.1.5. Myeloablative Bestrahlung
Die myeloablative Ganzkorperbestrahlung der Empféngertiere erfolgte gewichtsadaptiert mit einer
137Cs-StrahIenqueIIe als Einmaldosis. Je nach Kérpergewicht und Tierstamm wurden Dosen zwischen

7,5 und 9 Gray verwendet.

4.1.6. Injektion von Zellsuspensionen

Vor der Injektion wurde der Zellgehalt der Suspensionen durch mikroskopische Zahlung eines
trypanblau-gefarbten Aliquots in der Zeiss-Thoma-Zahlkammer bestimmt. Danach wurden die
Zellsuspensionen mit PBS (2% FCS) gewaschen und durch Verdinnung mit PBS (2% FCS) auf die
gewunschte Zellzahl eingestellt. Die Retransfusion von vorlauferzellhaltigen Zellsuspensionen erfolgte

durch intravenése Injektion in die Schwanzvene der myeloablativ bestrahlten Empfangertiere.

4.1.7. Vorlauferzellmobilisation und Knochenmarkrekonstitution

Alle Versuche zur Knochenmarkrekonstitution wurden zur Vermeidung einer Spender-gegen-Wirt-
Reaktion (GvHD) mit Inzuchtstimmen im syngenen Modell durchgefiihrt. Zur Mobilisation
hamatopoetischer Vorlauferzellen wurden die Spendertiere entweder mit G-CSF oder mit
monoklonalen Antikdrpern gegen Adhasionsmolekile (CD49d, CD44s, CD44v7) behandelt. G-CSF
wurde subkutan in einer Dosis von 5 pg (entspricht 250 pg pro kg Kdérpergewicht) pro Tag uber drei
Tage verabreicht. Antikdrper wurden in einer Dosis von 200 pg (entspricht 10mg pro kg
Kdrpergewicht) pro Tag tber drei Tage intravends injiziert.

Den Spendertieren wurden im Anschlu3 an die Mobilisationsbehandlung Milz (SC), Knochenmark
(BMC) und peripheres Blut (PBMC) entnommen, daraus mononukleare Zellen isoliert und den
syngenen Empfangertieren nach den oben beschriebenen Methoden injiziert. Dabei wurden die
Empfangertiere in Gruppen von mindestens 10 Tieren eingeteilt. Der relative Gehalt an
rekonstituierenden Vorlauferzellen in der mononukledren Zellfraktion wurde anhand der Anzahl
kolonieformender Einheiten (CFU), des Uberlebens der Empfangertiere sowie ihrer Immunkompetenz
(Proliferationsrate und Antikoérperproduktion nach allogener Stimulation) bestimmt.

Zur Auswertung der Qualitat der Knochenmarkrekonstitution (MRA, marrow repopulating ability) wurde
den Empfangertieren (R1) zu unterschiedlichen Zeitpunkten Knochenmark, Milz und peripheres Blut
entnommen und entweder in ein zweites, ebenfalls myeloablativ behandeltes Empfangertier (R2)
transfundiert oder im colony assay auf das Vorhandensein von kolonieformenden Einheiten (CFU)
getestet. Das Uberleben der Empfangertiere (R2) wurde protokolliert, das Vorhandensein von
kolonieformenden Einheiten in der Milz (CFUs) durch Fixation mit Tellesnicky-Lésung und
makroskopische Auszahlung gemessen.

Die erfolgreiche Langzeitrekonstitution wurde durch Injektion abgestufter Mengen an Zellen in
myeloablativ bestrahlte Tiere ermittelt. Das Uberleben der Empfangertiere und ihre Immunkompetenz

(Proliferation und IgM-Produktion nach allogener Stimulation) wurde bestimmt.
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Zur Bestimmung der ,Wiederfindung“ des Knochenmarks (,homing“) der transfundierten Zellen
wurden diese vor der Injektion durch neunzigminitige Coinkubation mit 1mCi >'Cr pro 510° Zellen
markiert. Den Empfangertieren wurden in abgestuften Zeitabstdnden Knochenmark, Milz, Thymus,
Leber, Lunge, Niere sowie Muskel- und Hautbiopsien enthommen und deren Radioaktivitat in einem

Gammastrahlungs-Zahlgeréat bestimmt. Die Radioaktivitat wurde pro Gramm Gewebe berechnet.

4.2. In-vitro-Methoden

4.2.1. DurchfluBzytometrie

Die DurchfluBzytometrie ist ein Immunfluoreszenzverfahren zur Bestimmung der GroR3e, Granularitat
und Expression von Oberflachenmolekilen von Einzelzellen [78]. In einer vibrierenden FlieBRkammer
wird eine Einzelzellsuspension erzeugt und jede einzelne Zelle an einem Laserstrahl vorbeigeleitet.
Dadurch entsteht eine charakteristische Lichtstreuung, die von Detektoren gemessen wird. Anhand
der Vorwarts-Lichtstreuung (Forward Scatter, FS) kann die GroR3e der Zelle, mit der Seitwartsstreuung
(Side Scatter, SS) ihre Granularitdt ermittelt werden. Zur Bestimmung von Oberflachenantigenen
werden die Zellen mit farbstoffgekoppelten Antikérpern inkubiert, die unter Laserlicht meRbare
Fluoreszenz  zeigen. Vorwarts- und  Seitwartsstreuung des Laserlichtes sowie die
Fluoreszenzzunahme kdnnen graphisch als Punktdiagramm oder ,Dot Plot* (Vorwarts- gegen
Seitwartsstreuung; Vorwarts- oder Seitwartsstreuung gegen Zellzahl) und als Fluoreszenzhistogramm
dargestellt werden.

Zur Durchfluzytometrie wurde die zu untersuchende Zellsuspension zunachst auf eine Konzentration
von 510%ml eingestellt. Je 100 pl dieser Losung wurden dann in eine Vertiefung einer 96-Loch-
Rundboden-Mikrotiterplatte gegeben. Nach Zentrifugation und Absaugen des Uberstandes wurde das
Zellpellet mindestens dreimal mit PBS (2% FCS) gewaschen. Danach wurde der monoklonale
Antikoérper gegen das zu untersuchende Antigen in der vom Hersteller vorgegebenen Konzentration
(in der Regel 10 pg/ml, entsprechend 1 pg/510° Zellen) zugesetzt. Nach mindestens dreiRigmintitiger
Inkubation bei 4°C wurde erneut mindestens dreimal mit PBS (2% FCS) gewaschen, um
ungebundene Antikérpermolekile zu entfernen. Danach wurde ein Phycoerythrin (PE)- oder
Fluoresceinisothiocyanat (FITC)- markierter Zweitantikbrper, der spezifisch an den Erstantikdrper
bindet, zugegeben und erneut 30 Minuten inkubiert. Nach erneutem Waschen erfolgte die Messung
am DurchfluRzytometer. Als Kontrolle dienten Zellen, die entweder gar nicht oder mit einem
Kontrollantikérper gleichen Isotyps oder nur mit dem Zweitantikdrper inkubiert worden waren, um
sowohl die Autofluoreszenz (Fluoreszenz- und Lichtstreuungseigenschaften unmarkierter Zellen)
sowie die unspezifische Bindung der Zweitantikdrper zu erfassen. Doppelfluoreszenzfarbungen zum
Nachweis der Koexpression zweier Oberflachenmolekile wurden durch simultane Inkubation mit zwei
verschiedenen Antikdrpern, die entweder direkt unterschiedlich markiert waren oder anschlieend mit
zwei unterschiedlichen Zweitantikérpern inkubiert wurden, durchgefihrt. Die Messung der

Antikorperbindung erfolgte dann in zwei Fluoreszenzkanélen des Zytometers.

4.2.2. Bestimmung kolonieformender Einheiten (colony assays)
Dieses Verfahren [79-84] dient dem Nachweis hamatopoetischer Vorlauferzellen (Progenitorzellen).

Durch Selektivmedien, die ein bestimmtes Muster an Zytokinen oder Wachstumsfaktoren enthalten,
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wird das Wachstum je einer bestimmten Vorlauferzellinie beglnstigt. Die Zellsuspension wird durch
Zugabe von Agar fixiert", eine Sedimentation und Migration der Zellen und ihrer Nachkommen ist also
nicht moglich. Auf diese Weise entstehen makroskopisch sichtbare Kolonien, also Anhaufungen von
Vorlauferzellen und ihren Nachkommen.

Zunéachst wurden Zellsuspensionen von BMC, SC und PBMC auf die gewinschte Zellzahl pro ml
Medium eingestellt. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand vorsichtig abgesaugt und das Zellpellet
in 1 ml IMDM resuspendiert. Je 200 pul dieser Suspension wurden dann in ein weiteres Probengefal}
Uberfihrt und mit je 1800 ul eines Selektivmediums (s. Materialien) aufgefiillt. Diese Zellsuspension
wurde dann mit erwdrmtem, sterilen Agar (3%) vermischt, so dalR ein Agargehalt von 0,3% erreicht
wurde. Dieses Gemisch wurde dann auf je 4 Vertiefungen einer 24-Loch-Gewebekulturplatte verteilt,
sodaR eine Zelldichte von 510* BMC bzw. 510° SC und PBMC pro Plattenvertiefung (,well*) entstand.
Bis zur Aushéartung des Agars wurde bei 4°C inkubiert. Danach wurden die Platten fir 7 Tage im
Inkubator bei 37°C, 5% CO, weiterkultiviert. Am Tag 7 wurden die Kolonien im Auflichtmikroskop
gezahlt, wobei eine Zellmenge von 50 Zellen pro Kolonie als Grenzwert festgesetzt wurde. Die E-BFU-
colony assays wurden wegen des langsameren Wachstums erst nach zehntagiger Inkubation

ausgezahlt.

4.2.3. Proliferationsassay und ELISA

Zur Bestimmung der Proliferationsrate von Zellpréaparationen wurde die 3H-Thymidin-Inkorporation
gemessen. Hierzu wurden die Responderzellen in fraktionierten Zellzahlen in einer 96-Loch-
Rundbodenplatte mit bestrahlten (30 Gy) Stimulatorzellen (in der Regel allogene Milzzellen) im
Verhéltnis 2:1 (Responderzellen : Stimulatorzellen) fur 3 Tage kokultiviert. Danach wurde 0,25 pCi *H-
Thymidin pro 1'10° Responderzellen zugegeben, welches von sich teilenden Zellen in die DNA
eingebaut wird. Nach 12 Stunden wurden die Zellen dann mit einem automatischen Zellerntegerat
(,Harvester) gewaschen, lysiert und Uber eine Filtermatte geleitet, die hochmolekulare DNA
zuriickhalt. Die beta-Strahlungsaktivitat konnte dann in einem Zahlgerat in Impulsen pro Minute (cpm)
gemessen werden.

Zur Messung der IgM-Produktion allogen stimulierter lymphatischer Zellen der Transplantatempfanger
wurde der Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) verwendet. Mit dem ELISA kénnen Antigene
bzw. Antikérper durch spezifische Bindung an einen enzymgekoppelten Zweitantikorper, welcher
katalytisch auf ein chromogenes Substrat wirkt, selbst in sehr niedriger Konzentration nachgewiesen
werden. Hierbei wurde je 50 pl des zu untersuchenden Zellkulturiberstandes Uber 9 jeweils 1:2
verdinnte Stufen in Triplikaten, also jeweils 27 Proben, in eine Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen
gegeben. Nach Zugabe von jeweils 25 ul Bicarbonatpuffer (pH 9,6) wurden die Platten Giber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert, um die Bindung des im Zellkulturiiberstand enthaltenen Immunglobulins an
die Plastikoberflache zu erméglichen. Alle nichtgebundenen Bestandteile wurden nach der Inkubation
durch dreimaliges Waschen mit PBS entfernt. AbschlieBend wurde die Platte mit 0,05% Tween in PBS
gewaschen. Der spezifische Nachweis von Maus-Immunglobulinen der Klasse M erfolgte durch
Zugabe eines AP- (alkalische Phosphatase) gekoppelten Zweitantikbrpers, der spezifisch an Maus-
IgM bindet. Nach erneuter Inkubation Uber 4 Stunden bei Raumtemperatur wurde Uberschissiges

Protein erneut mit PBS bzw. Tween ausgewaschen. Das Substrat, namlich p-Nitrophenylphosphat in

16



Diethanolaminpuffer, wurde anschlieRend hinzugegeben und weitere 30 Minuten bei Raumtemperatur
lichtgeschitzt inkubiert. Danach erfolgte die Messung der Extinktion im Photometer (ELISA-Reader)

bei einer Wellenlange von 405 nm.

4.3. Statistische Auswertung

Die Signifikanz von Ergebnissen der Kontroll- und behandelten Gruppen wurde mit dem Wilcoxon-
Test ermittelt. Bei den in-vitro- Experimenten diente der Student-t-Test zur statistischen Analyse. Alle
Experimente wurden mindestens dreimal wiederholt. Die angegebenen Standardabweichungen in den
in-vivo-Experimenten beziehen sich auf GruppengréRen von mindestens 10 Tieren pro Gruppe. Die in-

vitro-Experimente wurden in mindestens 4, hdchstens 10 Replikaten durchgefihrt.
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5. Ergebnisse

5.1. Vorlauferzellmobilisation durch Blockade von Adhasionsmolekiilen

Zunachst wurde die Fragestellung untersucht, ob die Behandlung mit G-CSF oder den Antikérpern
gegen CD49d und CD44s Anderungen der Expression von Adhéasionsmarkern oder Umverteilungen
der Vorlauferzellpopulationen beim behandelten Tier zur Folge hat (Abb. 2 A, B). Auffallend war die
reduzierte Expression von CD44s im Knochenmark und in der Milz von Tieren, die mit Antikdrpern
gegen CD44s oder CD49d behandelt worden waren. Hierbei mul jedoch bedacht werden, dalR die
Bindung des injizierten Antikorpers an CD44s die Bindung eines fluoreszenzmarkierten Antikdrpers im
spateren in-vitro-Versuch inhibieren kann. Der Gehalt an Zellen, die positiv fur CD38, CD34 und SCA-
1 waren, war ebenfalls nach anti-CD44s-Behandlung geringer. Die Behandlung mit G-CSF oder anti-
CD49d fluhrte zu einer héheren Anzahl CD34-positiver Knochenmark- und Milzzellen. Obwohl diese
Veranderungen im ganzen als relativ gering zu betrachten sind ist festzustellen, dafl sich eine
Blockade von CD44s primar auf das Knochenmark auswirkte, wahrend anti-CD49d und G-CSF ihre

Effekte sowohl im Knochenmark als auch in der Peripherie, also der Milz, zeigten.
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Abb.2 A,B: Effekt der unterschiedlichen Mobilisationsstrategien auf die Expression von
Adhéasions- und Progenitorzellmarkern im Spendertier: Die Tiere wurden nach den oben
angegebenen Methoden fir 3 Tage mit G-CSF oder Antikérpern gegen die Adhasionsmolekiile
CD49d oder CD44s behandelt. Als Kontrolle diente ein unspezifischer Antikérper (rat 1gG).
Knochenmark- und Milzzellen wurden im DurchfluBzytometer auf die Expression von Adhasions- und

Vorlauferzellmarkern untersucht. Die Graphik zeigt den prozentualen Anteil an der Gesamtzellzahl und
die Standardabweichung (SD, dargestellt als ).
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Ein signifikanter Effekt auf die periphere Zellularitat, also auf die Anzahl an Milzzellen, liel3 sich nur
nach Behandlung mit G-CSF und anti-CD49d beobachten (Tab.1). Die Zellularitdt des Knochenmarks
wurde nur durch die anti-CD49d-Behandlung beeinflut, allerdings zeigten die Knochenmarkzellen G-
CSF- und anti-CD44s-behandelter Tiere in der 3H-Thymidin-Inkorporationsmethode eine signifikant

héhere proliferative Aktivitat.

Tab.1: Knochenmark- und Milzzellularitat nach Mobilisationsbehandlung (ns = nicht signifikant)

Behandlung BMC pro Tier (10°)| SC pro Tier (10°)|Proliferationsaktivitit (cpm /
*SD (p-Wert) *SD (p-Wert) 110° Knochenmarkzellen) *SD
(p-Wert)
Kontrolle (rat IgG) |20,8 +1,9 48,7 £3,5 20304 £1414
anti-CD44s 19,8 +2,2( ns ) 52,1+46( ns ) |[25397 +1211 (<0.001)
anti-CD49d 17,2 £1,5 (0.021) 66,7 +6,3 (<0.001) [22288 + 918 ( ns)
G-CSF 19,8 +2,1( ns ) 89,9 16,4 (<0.001) |34368 + 894 (<0.001)

Sehr deutlich wurden die Unterschiede in der Mobilisationsbehandlung in der Anzahl der
kolonieformenden Einheiten (CFU) (Abb.3 A, B). Grundsatzlich kann festgestellt werden, dall G-CSF
einen Anstieg nahezu aller Vorlauferzellinien in der Peripherie (Milz) bewirkt, wahrend die CFU-
Frequenz im Knochenmark, mit Ausnahme der GM-CFU, nur gering beeinfluf3t wird. Nach Behandlung
mit anti-CD44s hingegen nimmt die CFU-Frequenz aller Reihen hauptsachlich im Knochenmark zu.
Die mit anti-CD49d behandelten Tiere zeigen einen CFU-Anstieg, Uberwiegend M-CFU betreffend, in

Milz und Knochenmark.
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Abb.3 A, B: Anzahl an Vorlauferzellen, gemessen als Zahl kolonieformender Einheiten (CFU),

in Knochenmark und Milz von G-CSF- oder antikorperbehandelten Spendertieren: Die Abbildung
zeigt die Zahl an CFU pro 510* BMC (A) bzw. 510° SC (B). (Mittelwerte +SD, dargestellt als )
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Die Mobilisation mit anti-CD44s bewirkt also zwar eine Vorlauferzellrekrutierung und
Proliferationssteigerung, ohne jedoch ein Auswandern aus dem Knochenmark in die Peripherie zu
stimulieren. Anti-CD49d hingegen fiihrt zu einer gesteigerten CFU-Frequenz in Milz und
Knochenmark. Mit G-CSF liel3 sich die starkste Anreicherung von Vorlauferzellen in der Peripherie
erreichen.

5.2. Knochenmarkrekonstitution und Langzeiteffekte der verschiedenen

Mobilisationsregimes

Entscheidend fir die Qualitat einer Mobilisationstherapie ist naturlich die Fahigkeit der mobilisierten
Vorlauferzellen, eine langfristige Hamatopoese im Knochenmark zu etablieren (,marrow repopulating
ability, MRA). Um also die in vitro gemessene Vorlduferzellanreicherung in vivo zu verifizieren,
wurden SC (5'106) oder BMC (1'106) von Antikdrper- oder G-CSF-behandelten Tieren in myeloablativ
bestrahlte Empfangertiere transferiert (Tab.2, Abb.4). Den Empfangern wurde nach 8 Tagen
Knochenmark enthommen und auf das Vorhandensein von pluripotenten Vorlauferzellen Gberprift. In
einem weiteren Versuch wurde dem Empfangertier (R1) nach 12 Tagen Knochenmark entnommen
und einem zweiten, ebenfalls myeloablativ bestrahlten Tier (R2) transfundiert. Das Uberleben dieser
.zweiten Empfanger” bzw. die Frequenz an CFUg in der Milz dieser Tiere 12 Tage nach der
Transfusion wurden erfal’t. Die Analyse der Knochenmarkrekonstitution zeigte in vivo und in vitro
Ubereinstimmende Ergebnisse: die Behandlung mit anti-CD44s erzeugt eine signifikant gesteigerte
Zahl an frihen, also rekonstituierenden Vorlauferzellen innerhalb des Spenderknochenmarks, was
sich im Uberleben aller Sekundar-Knochenmarkempfanger (R2) anti-CD44s-behandelter Spender (D)
zeigt. Auch der anti-CD49d-Antikérper fuhrt zur Expansion von Vorlauferzellen im Knochenmark. G-
CSF hingegen zeigt seinen Effekt nur in der Peripherie, das Knochenmark der G-CSF-behandelten

Spender zeigte in vitro sogar eine geringere MRA als die Kontrollgruppe.

Tab.2 A: Knochenmarkrekonstitution (MRA) nach Mobilisationsbehandlung

Behandlung des Knochenmarkzellularitat des Empfangers (R1) 8 Tage nach
Spenders (D) Knochenmarktransfer (+ SD)
Zellzahl (10°) C-CFU/510°BMC | C-CFU/Femur p-Wert
Kontrolle 2,82 +0,60 57 £7,1 3215 +138
anti-CD44s 5,08 £0,71 82 +8,5 8331 £763 (<0.001)
anti-CD49d 3,92 +0,49 73 6,5 5723 £162 (<0.001)
G-CSF 0,83 +0,13 49 16,0 813 128 (<0.001)
Knochenmarkzellularitit des Empfiangers (R1) 8 Tage nach Transfer von
Milzzellen (£ SD)
Kontrolle 1,33 0,34 53 £7,1 1410 + 83
anti-CD44s 1,71 +£0,35 81477 2770 £201 (<0.001)
anti-CD49d 2,05 0,28 83 +6,2 3403 +278 (<0.001)
G-CSF 0,91 +£0,23 89 £3,2 1620 +153 (0.044)
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Tab.2 B: Knochenmarkrekonstitution (MRA) nach Mobilisationsbehandlung (ns=nicht signifikant)

Behandlung des
Spenders (D)

Knochenmarkzellularitat und CFUs des Empfangers (R2) 12 Tage nach
Knochenmarktransfer (+ SD)
Spender (R1) mit BMC rekonstituiert

Zellzahl (10°%) p-Wert CFUs p-Wert
Kontrolle 548 +0,46 3,5+1,02
anti-CD44s 8,67 +0,64 (<0.001) 8,6 +1,02 (<0.001)
anti-CD49d 6,33 £0,49 ( 0.035) 5,6 +1,62 ( 0.071)
G-CSF 4,18 £0,32 ( 0.002) 2,5+1,33 ( ns )
Knochenmarkzellularitat und CFUs des Empfangers (R2) 12 Tage nach
Knochenmarktransfer (+ SD)
Spender (R1) mit SC rekonstituiert
Kontrolle 4,83 +0,46 3,0 +0,42
anti-CD44s 6,33 £0,48 ( 0.001) 4,0 +0,48 ( 0.014)
anti-CD49d 8,49 +0,55 (<0.001) 4,5 +0,49 ( 0.002)
G-CSF 5,67 +0,34 ( 0.009) 16,5 +2,28 (<0.001)
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Abb. 4 A, B: EinfluR des Mobilisationsregimes auf die Rekonstitutionsqualitit der
Empfangertiere: Um die Existenz einer suffizienten Blutbildung im Empfangermark zu Uberprifen,
wurden den Empfangertieren (R1) 8 Tage nach Transfer von 110° BMC oder 510° SC der
unterschiedlich behandelten Spendertiere (D) Knochenmark entnommen und ein zweiter Empfanger
(R2) mit 410* BMC rekonstituiert. Die Graphik zeigt die Uberlebenskurve der Empfanger (R2) im

Zeitverlauf.
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Uberlebende Tiere (%)

Diese Daten legen die Vermutung nahe, dall eine antikdrpervermittelte Vorlauferzellmobilisation
zumindest in einigen Aspekien der G-CSF-Stimulation berlegen sein kénnte. Deshalb wurden in
einem weiteren Experiment myeloablativ bestrahlte Empfangertiere nicht wie im obigen Versuch mit
festgelegten, sondern mit abgestuften Zellzahlen (1110°, 510°, 2,510%, 1,2510° BMC bzw. 410°, 210%,
110° 2,510° SC bzw. 510*, 1110°, 310°, 4,510°, 910°, 1,210° PBMC) unterschiedlich behandelter
Spender rekonstituiert. Die Uberlebensrate, zelluldre Rekonstitution sowie die Immunreaktivitat der
Empfanger wurden erfaldt. Es zeigte sich, dall eine geringe Zahl von Knochenmarkzellen fir die
Rekonstitution ausreicht, wenn der Spender mit anti-CD49d oder anti-CD44s behandelt wurde (Abb. 5
A). Mit der Antikorperbehandlung wird also offensichtlich eine hdhere Dichte an friihen Vorlauferzellen
im Knochenmark erreicht, ohne dal diese jedoch in die Peripherie verschoben werden. G-CSF zeigte
den gleichen Effekt, jedoch war die Knochenmarkzellularitat der Empfangertiere sehr gering (Tab. 3).
Die Mobilisierung in die Peripherie durch anti-CD49d- oder G-CSF-Behandlung manifestierte sich in
besseren Ergebnissen nach Transfer von Milzzellen (Abb. 5 B). Anti-CD44s hingegen hatte einen nur
geringen EinfluR auf die Rekonstitutionskapazitdt von Milzzellen. Entsprechende Ergebnisse zeigt
auch der Transfer von PBMC, welche nach G-CSF-, geringer auch nach anti-CD44s- und anti-CD49d-

Behandlung, gute Rekonstitutionen erzeugten (Abb. 5 C).
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Abb.5 A-C: Uberleben der Empfingertiere nach Rekonstitution mit grenzwertigen Zahlen an
BMC (A), SC (B) oder PBMC (C) mobilisationsbehandelter Spender: Den myeloablativ bestrahlten
Tieren wurden abgestufte Zellzahlen injiziert. Die Spender waren zuvor mit dem Kontroll-IgG, anti-
CD44s, anti-CD49d oder G-CSF behandelt worden. Die Graphik zeigte das prozentuale Uberleben der
Empfangertiere (GruppengrofRe 20 Tiere) nach einem Beobachtungszeitraum von 8 Wochen.
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Betrachtet man die Knochenmarkzellularitdt der Empfangertiere, so zeigt sich ebenfalls ein deutlicher
Effekt der Adhasionsblockade durch Antikérper (Tab.3). Der Transfer von BMC und PBMC aus mit
anti-CD49d behandelten Tieren erzeugte im Empfanger signifikant héhere Knochenmarkzellzahlen
wahrend der ersten Wochen nach Rekonstitution. Wurden die Spendertiere mit anti-CD44s behandelt,
zeigten BMC und PBMC ebenfalls ein besseres Rekonstitutionspotential. Diese schnellere ,Erholung*
G-CSF-mobilisierten

Knochenmarkzellen, deren Zellzahlen sogar signifikant unter denen der Kontrollgruppe lagen.

des Knochenmarks stand im Gegensatz zu den Empféangern von
Periphere Zellen G-CSF-behandelter Spender, also SC und PBMC, zeigten jedoch vergleichbar gute
Ergebnisse. Die Anzahl von C-CFU im Knochenmark der Empfanger entsprach den Ergebnissen der
in-vivo-Experimente (Abb. 6). Die hdchsten Zahlen an C-CFU zeigten sich nach Transfer von SC oder
PBMC G-CSF-behandelter Tiere und nach Transfer von BMC von anti-CD44s-behandelten Tieren.
Anti-CD49d-Behandlung verbesserte die rekonstitutive Kapazitédt sowohl von Knochenmark- als auch

von peripheren Zellen.

Tab. 3: Knochenmarkzellularitat von Empfangern nach unterschiedlichen Mobilisationsregimes
(ns = nicht signifikant; nt = nicht getestet)

Zeitverlauf der Knochenmarkzellularitit [10° BMC*SD (p-Wert)] in Empfingertieren nach
Transfer von BMC, SC oder PBMC

Behandlung | BMC-Empfanger
Woche 1 Woche 2 Woche 4 Woche 6 nach Transfer
rat IgG 2,31 £0,16 3,11 0,23 9,23 £0,99 18,36 +1,28
anti-CD44s | 2,40 0,09 (ns) 10,02 +0,71 (<0.001) | 14,16 +1,17 (<0.001) | 15,57 +0,74 ( 0.006)
anti-CD49d | nt 10,01 0,72 (<0.001) | 18,30 +1,13 (<0.001) | 29,22 +1,29 (<0.001)
G-CSF nt 1,11 +0,58 (<0.001) | 3,39 0,57 (<0.001) |[9,78 +1,37 (<0.001)
SC-Empfanger
rat IgG 0,85 0,08 2,93 +0,41 11,38 0,82 21,95 +1,63
anti-CD44s | 1,58 +0,41 (ns) 3,35 £0,43 (ns) 9,57 +0,73 (ns) 14,30 +1,14 (0.006)
anti-CD49d |nt 4,15 +0,36 (0.035) | 10,88 +0,84 ( ns) 20,15 +1,54 (ns)
G-CSF nt 3,77 £0,21 (ns) 12,11 £0,98 ( ns ) |16,20 +0,82 (0.012)
PBMC-Empfanger
rat IgG nt 2,33 £0,41 10,33 £0,82 18,75 £1,79
anti-CD44s |nt 2514040 ( ns ) |20,41+2,11 (<0.001) | 22,54 +1,25 ( 0.005)
anti-CD49d |nt 4,42 +0,49 (0.010) | 20,32 +1,53 (<0.001) | 31,29 +2,04 (<0.001)
G-CSF nt 5,39 +0,63 (0.005) | 31,73 +2,95 (<0.001) | 48,91 +3,47 (<0.001)
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Abb. 6: CFU-Frequenz nach Knochenmarkrekonstitution: Myeloablativ bestrahlte Tiere wurden mit
2.510* BMC oder 510° SC oder 510° PBMC Antikorper- oder G-CSF behandelter Spender
rekonstituiert. Im Zeitraum zwischen Woche 1 und Woche 6 wurde die Zahl an C-CFU pro 510* BMC
im colony assay ermittelt.

Hinsichtlich der klinischen Praxis der Knochenmark oder Stammmzelltransplantation ist jedoch nicht
primar die Knochenmarkzellularitat, sondern vielmehr der Immunstatus des Empfangers und damit die
Abwehr vital bedrohender Infektionen von Bedeutung. Die Immunreaktivitdt der Empfangertiere wurde
anhand der Proliferationsaktivitat (3H-Thymidin-lnkorporation) und IgM-Produktion (ELISA) der
mononukledren Fraktion von Milzzellen nach allogener Stimulation gemessen (Tab. 4). Die
Alloreaktivitat war innerhalb der ersten sechs Wochen nach Zelltransfer stark vom Mobilisationsregime
abhéangig. Knochenmarkempfanger zeigten die hdchste Reaktivitat, wenn der Spender mit anti-CD44s
behandelt worden war. BMC und SC anti-CD49d-mobilisierter Spender erzeugte ebenfalls eine
gesteigerte Alloreaktivitat im Empfanger, die jedoch im Falle des Transfers von BMC auf die ersten
Wochen nach Transplantation beschrankt war. Interessanterweise verzogerte die Mobilisation mit G-

CSF die Wiederherstellung der Alloreaktivitat bei allen Empfangergruppen.
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Tab. 4: Immunrekonstitution nach Transplantation von Vorlauferzellen aus unterschiedlich
behandelten Spendertieren (ns = nicht signifikant, nt = nicht getestet))

Proliferationsaktivitiat [cpm£SD (p-Wert)] von 110° Milzzellen der Empfiangertiere (*H-Thymidin-
Inkorporation) nach allogener Stimulation

nach BMC-Transfer (510°) | nach SC-Transfer (510°) | nach PBMC-Transfer
(510°)
Behandlung | Woche 3 Woche 6 Woche 3 Woche 6 Woche 3 Woche 6
des
Spenders
rat IgG 2110 + 82 41142 1633 1389 + 82 27238 + 915 886 + 86 9066 +463
anti-CD44s | 7845 £106 61109 +1674 23344 + 796 1701£101 22063 +682
1321 + 92 (ns)
(<0.001) (<0.001) (0.012) (<0.001) (<0.001)
anti-CD49d | 3921z 85 38221 +1536 43108 1633 2401+163 22052 +611
1211 125 (ns)
(<0.001) (ns) (<0.001) (<0.001) (<0.001)
G-CSF 1089 + 62 25418 +1799 633+ 79 20874 +1596 1822 + 92 12033 +492
(<0.001) (<0.001) (<0.001) (0.008) (<0.001) (0.016)

IgM-Produktion [MittelwertetSD (p-Wert)] aus Uberstinden nach 3 Tagen Kokultivierung von

Empfanger-SC mit bestrahlten allogenen Stimulatorzellen (OD 405nm im ELISA).

rat IgG 0,533+0,041 1,81420.074 0,508 +0.041 | 1,388+0.088 | nt 1,282 +0,075
anti-CD44s | 0,833+0,039 1,798+0.081 0,500+0.045 1,752 £0.084  |nt 1,476 +0,081
(0.002) (ns) (ns) (0.012) (ns)
anti-CD49d | 0,528+0,048 2,207+0.082 0,537+0.038 1,555 0.075 | nt 1,522 0,069
(ns) (0.009) (ns) (ns) (0.042)
G-CSF 0,3510,041 2,041+0.088 0,468+0.046 1,3130.082 |nt 1,638 20,079
(0.011) (ns) (ns) (ns) (0.012)

Anti-CD44s scheint also Vorlauferzellen aus dem Stromaverband zu 16sen und dabei ihre Proliferation
anzuregen. Die Mobilisation oder ,Peripherialisierung® wird jedoch offensichtlich durch den
blockierenden Antikérper nicht beglnstigt. Die Auswirkungen des anti-CD49d-Antikorpers auf das
Knochenmark waren zwar geringer, aber die Anreicherung von Vorlauferzellen in Milz und peripherem
Blut erwies sich als sich effektiver. Die sehr unterschiedlichen Wirkungen der Antikérper- bzw. G-CSF-
Behandlung auf Ort und Intensitdt der Vorlauferzellmobilisation sowie auf die Expansion
unterschiedlicher CFU-Klassen flihrten zu der Frage, ob die Antikbrper untereinander mit oder ohne

G-CSF sinnvoll kombiniert werden kénnen, um eine synergistische Wirkung zu erreichen.

5.3. Synergistische Effekte von anti-CD44s und anti-CD49d sowie von anti-CD44s/anti-
CD49d und G-CSF in der Mobilisation hamatopoetischer Vorlauferzellen

von G-CSF

synergistischen Effekt bei kombinierter Gabe. Abb. 7 A-D zeigt, da® Zellen von Spendern, die mit

Das unterschiedliche Wirkungsmuster der Antikdrper bzw. implizierte einen
beiden Antikérpern behandelt wurden, ein hdéheres Rekonstitutionspotential aufweisen und in
geringerer Zahl im myeloablativ bestrahlten Empfénger eine suffiziente Hamatopoese etablieren
kénnen (Abb. 7 A und B). Ahnliches gilt fir die Kombination aus Antikérperbehandlung mit einer
abschlieBenden Gabe von G-CSF am Tag 3 (Abb. 7 C und D). Auch hier genugten geringere

Zellzahlen zur Rekonstitution, dieser Effekt war jedoch beim Transfer von Milzzellen nur gering.
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Abb. 7 A-D: Uberleben nach Rekonstitution mit abgestuften Transplantatzellzahlen kombiniert
behandelter Spender: myeloablativ bestrahlte Empfangertiere wurden mit abgestuften Zellzahlen von
Spendertieren rekonstituiert, die mit einer Kombination beider Antikorper oder mit einem der
Antikérper plus G-CSF behandelt worden waren. Die Abbildung zeigt das prozentuale Uberleben nach
einem Beobachtungszeitraum von 8 Wochen.

Wie in Tab.5 A am Beispiel des Transfers von SC gezeigt wird, war die Knochenmarkrekonstitution
erheblich beschleunigt bei Empfangern von anti-CD44s- plus anti-CD49d-mobilisierten Spenderzellen.
Bereits 3 Wochen nach der Transplantation enthielten Milzzellsuspensionen der Empfanger einen
héheren Anteil CD4- und CD8-positiver sowie immunglobulinproduzierender Lymphozyten, und auch
die Proliferation auf eine allogene Stimulation war hier wesentlich starker als bei der Mobilisation mit
nur einem der beiden Antikdrper. Die Kombination aus Antikérper und G-CSF zur Mobilisation flihrte
zu deutlich héherer Knochenmarkzellularitat und Alloreaktivitadt beim Empfanger (Tab. 5 B), letzteres
besonders nach Transplantation von BMC.

Tab.5 A, B: Synergistische Wirkung von anti-CD44s, anti-CD49d und G-CSF

A. Synergistische Wirkung von anti-CD44s und anti-CD49d. Transfer von 2.5x10° SC.

Behandlung st anb SC-Subpopulation (%, | Proliferationsaktivitat
des :(ljs\;:ehrtta)nmarkzellulantat (10 |3 Wochen nach [cpmzSD / 2110° SC]
Spenders P Transfer) (p-Wert)

Woche 2 Woche 4 nach | ons+ | cpg* | sigM*

Transfer

rat IgG 5,3 £0,82 10,5 £1,73 4,3 7,4 241 1434 £102
anti-CD44s | 6,5 0,69 (ns) 10,1 +0,81 (ns) | 8,2 10,9 |28,9 2198 +122 (0.002)
anti-CD49d | 8,5 +0,41 (0.007) 10,9 £0,95 (ns) 7,8 10,1 30,4 1224 £140 (0.041)
anti-CD44s 12,6 +1,82

8,7 £0,57 (0.009) 10,5 15,4 35,3 10118 +633 (0.001)
+anti-CD49d (0.062)
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B. Synergistische Wirkung von G-CSF mit anti-CD44s oder anti-CD49d. (Signifikanzangaben
beziehen sich auf G-CSF)

tse a6 Proliferationsaktivitat

Knochenmarkzellularitat (10°) (p-Wert) [cpml2'105 SC] (p-Wert)
Behandlung Transfer von | Transfer von
des Transfer von 510° BMC | Transfer von 2,5'105 SC 510° BMC 2510°SC
Spenders ;

Woche 2 | Woche 5 Woche 2 Woche 5 Woche 3 nach Transfer

nach Transfer nach Transfer

rat IgG 3,0 +0,51 13,7 £1,62 5,9 +0,81 15,6 +1,11 1841 +114 1389 120
G-CSF 1,3+0.32 |10,6 +1,51 7,5 +1,04 14,2 +1,34 1089 +99 633 +£51
anti-CD44s |9,1 +1,68 |14,8 +1,32 6,7 £0,94 11,9 +1,84 7845 £212 1321 £105
anti-CD44s | 8,7 +2,11 20,4 +2 56 8,6 +0,52 17,5 +1,97 11834 £354 2042 +191
+ G-CSF (<0.001) | (<0.001) (0.041) (0.008) (<0.001) (<0.001)
anti-CD49d |7,7 £1,95 |20,3 +2,05 8,3 +0,78 15,6 1,45 3921171 1211188
anti-CD49d |6,3 +1,57 |19,6 +1,87 11,5+0,93 | 17,0 +1,31 17455 £569 3066 +245
+ G-CSF (<0.001) | (<0.001) (0.002) (0.016) (<0.001) (<0.001)

Sowohl eine Kombination beider Antikérper als auch die Erganzung der einzelnen Antikorper durch
eine Einmaldosis G-CSF haben also eine synergistische Wirkung auf die Vorlauferzellmobilisierung
und Expansion. Von praktischer Bedeutung koénnte die Beobachtung sein, dal® die verzdgerte
Immunrekonstitution nach G-CSF-Mobilisation durch die Vorbehandlung mit Antikérpern kompensiert

werden kann.

5.4. Expression von CD44v7 auf hamatopoetischen Vorlauferzellen und
Knochenmarkstromazellen
Die Expression von CD44v7 wurde auf frisch entnommenen Knochenmarkzellen, auf Stromazellen
aus Knochenmarklangzeitkulturen sowie auf den etablierten Stromazellinien MS5 und S17 getestet
(Tab. 6, Abb. 8). Alle diese Zellen zeigten eine kraftige Expression von CD44s. CD44v7 hingegen
wurde nur auf 20% der Knochenmarkzellen und 40% der Stromazellen nachgewiesen. Auf den
Zellinien S17 und MS5 war CD44v7 starker exprimiert. Um die CD44v7-positiven Zellen naher zu
charakterisieren, wurden Doppelfluoreszenzfarbungen durchgefiihrt, um die Koexpression anderer

Adhasions- und Progenitormarker zu messen (Tab.7).

Tab. 6: Expression von CD44s und CD44v7 auf Knochenmarkzellen (BMC), Stromazellen aus
Langzeitkulturen (LTBMC) und den etablierten Stromazellinien $17 und MS5

Zellpopulation CD44s-positive Zellen [%]| CD44v7-positive Zellen [%]
(Fluoreszenzintensitat) (Fluoreszenzintensitéat)

BMC 85,9 (487,1) 18,8 (11,2)

Stroma (LTBMC) 86,3 (511,2) 39,3 (87,9)

S17 95,6 (233,7) 75,3 (89,8)

MS5 74,2 (134,1) 54,2 (98,4)
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Tab. 7 A, B: CD44s- und CD44v7-Expression auf Knochenmark (BMC)- und Stromazell-

Subpopulationen

A. BMC

Oberflaichenmarker | Marker- positive Gegenfarbung mit|positive Gegenfarbung mit
positive anti-CD44s [%] (% Marker- | anti-CD44v7 [%)] (%
Zellen [%] positiver Zellen) Marker-positiver Zellen)

- - (85,9%) (18,8%)

CD11b 10,7 9,8 (91,6) 3,3 (29,0)

CD24 (HSA) 73,1 62,1 (85,0) 19,0 (26,0)

CD34 (Sgp90) 11,7 11,0 (94,0) 2,2 (18,8)

CDA43 (Sialophorin) |67,8 62,1 (91,6) 20,7 (30,5)

CD45RA (B220) 59,6 46,4 (77,8) 20,3 (34,1)

CD49d (VLA-4) 50,2 44,3 (88,2) 20,4 (40,6)

CD54 (ICAM-1) 28,3 24,6 (86,9) 6,6 (23,3)

CD90 (Thy1) 11,5 8,7 (75,7) 11,0 (95,7)

CD117 (c-kit) 15,1 13,8 (91,4) 7,9 (52,3)

DC 9,9 9,7 (98,0) 5,3 (53,5)

SCA-1 23,7 21,7 (91,6) 9,5 (40,1)

B. Stromazellen (LTBMC)

- - (86,3%) (39,3%)

CD31 (PECAM-1) 45,7 33,7 (73,7) 7,9 (17,3)

CD34 (Sgp90) 28,1 28,0 (99,6) 8,4 (29,9)

CD43 (Sialophorin) |65,7 46,4 (70,6) 7,9 (12,0)

CD54 (ICAM-1) 31,8 32,0 (100) 7,0 (22,0)

CD61 (B3 integrin) 48,6 37,4 (77,0) 6,9 (14,2)

CDG62E (E-selectin) [27,2 27,1 (99,36) 7,0 (25,7)

CD62P (PADGEM) 30,3 27,6 (91,1) 16,7 (55,1)

CD105 (Endoglin) [26,5 26,3 (99,2) 7,9 (29,8)

CD106 (VCAM-1) 21,1 18,0 (85,3) 8,0 (37,9)
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Abb. 8: Expression von CD44s und CD44v7 auf Knochenmark- und Stromazellen: (A) Frisch
praparierte Knochenmarkzellen sowie Stromazellen aus Langzeitkulturen wurden mit biotinylierten
Antikdrpern gegen CD44s und oder CD44v7 inkubiert und anschlieBend mit Streptavidin-
Phycoerythrin (Strep-PE) gefarbt. Die Grafiken zeigen die Fluoreszenzverschiebung: graue Kurve:
Negativkontrolle; schwarze Kurve: CD44v7; weille Kurve: CD44s.

(B) Frisch praparierte Knochenmarkzellen wurden im Doppelfluoreszenzverfahren mit PE-Antikdrpern
gegen CD44v7 sowie mit FITC-Antikdrpern gegen CD34, CD90, CD117 oder SCA-1

inkubiert. Die Abbildungen zeigen Doppelfluoreszenzanalysen, wobei die Achse FL2 der CD44v7-
Fluoreszenzintensitat entspricht.

5.5. Mobilisation hamatopoetischer Vorlauferzellen durch Blockade von CD44v7

CD44v7 wird nahezu ausschlieBlich auf hdmatopoetischen Zellen exprimiert, aber selbst auf diesen
Zellen ist die Expressionsdichte &uferst gering [94]. Die Bedeutung dieses Molekuls fur
Zellinteraktions- und Adhasionsprozesse wird jedoch durch die erstaunliche Beobachtung
unterstrichen, dal die antikdrpervermittelte Blockade von CD44v7 schwere Entziindungsreaktionen
unterbrechen kann [93]. Dieser Befund war der Ausgangspunkt der vorliegenden Untersuchungen zur
moglichen Funktion von CD44v7 im Rahmen der Hamatopoese. Im Kontext der beschriebenen
Untersuchungen zur Mobilisation von Stammzellen Uber eine Blockade von Adhasionsmolekiilen
wurde als erstes untersucht, ob CD44v7 hier ein ahnliches Funktionsspektrum aufweist.
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Nach dreimaliger intraventser Gabe von je 200 pg anti-CD44v7-Antikérper im Abstand von 24
Stunden zeigte sich im Knochenmark und der Milz der behandelten Tiere eine signifikante Reduktion
der Expression von CD44v7 und CD49d. CD44s blieb in seiner Expression unverandert. AuRer einer
Zunahme der Zahl SCA-1-positiver Zellen in Knochenmark und Milz zeigte sich keine wesentliche
Anderung in der Verteilung der Vorlauferzellmarker (Abb. 9 A, B).

Am eindrucksvollsten war jedoch die signifikant hdhere Zahl an Milzzellen mit hoher
Proliferationsaktivitdt nach anti-CD44v7-Behandlung. Diese Zellfraktion enthielt kolonieformende
Einheiten der Klassen CFU-C, CFU-M und CFU-GM in deutlich gesteigerter Anzahl (Tab. 8 A und B).
Offensichtlich kommt es also nach anti-CD44v7-Behandlung zu einer Vorlauferzellmobilisation und

Anreicherung friiher Vorlauferzellen in der Peripherie.
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Abb.9 A, B: Die Behandlung mit einem Antikorper gegen CD44v7 hat keine wesentlichen
Anderung in der Expression von Progenitor- und Adhisionsmarkern auf Knochenmark (BMC)-
und Milzzellen (SC) zur Folge: Expression von Oberflachenmarkern, angegeben in Prozent
fluoreszierender Zellen, nach dreitédgiger Behandlung mit anti-CD44v7. Signifikante Abweichungen
sind mit (*) gekennzeichnet.
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Tab. 8 A, B: Mobilisation hamatopoetischer Vorlauferzellen durch Antikérper gegen CD44v7

A. Zellularitat von Knochenmark (BMC) und Milz (SC) nach Antikorpertherapie

Behandlung Zellularitdt [10°] (p-Wert) | Proliferationsaktivitat [cpmSD /1'10°
Zellen] (p-Wert)
BMC SC BMC SC
Kontrolle (mouse IgG) 20,8 1,9 48,7 £3,5 20304 +1114 15788 £1112
anti-CD44v7 (LN7.2) 70,7 15,8
20,5 £2,0 (ns) 20756 + 707 (ns) 31204 £694 (<0,001)
(<0,001)
B. Anzahl kolonieformender Einheiten in der Milz (SC)
Behandlung Anzahl CFU£SD pro 510° SC (p-Wert)
CFU-C CFU-GM CFU-M CFU-praB BFU-E
Kontrolle(mouse IgG) (9,9 £1,2 7915 6,6 +1,1 7,822 7,7£1,9
anti-CD44v7 (LN7.2) |19,9+2,3 26,8 +2,8 20,4 +2,3
9,2+2,4 (ns) |8,4+2,0(ns)
(<0,001) (<0,001) (<0,001)

Dieser deutliche Effekt der anti-CD44v7-Behandlung auf die periphere Zellularitdt und den Gehalt an
kolonieformenden Einheiten impliziert eine Interaktion des Antikérpers mit Knochenmark- und

Stromazellen im Sinne einer Adhasionsblockade.

5.6. Bedeutung von CD44v7 fur die Knochenmark-Stromazell-Adhésion,
Vorlauferzellmobilisation und Knochenmark-“Wiederfindung” (homing) transplantierter
Vorlauferzellen

In Knockout-Tierstammen konnen aufgrund einer gezielten Deletion des codierenden Gens bestimmte

Proteine nicht transkribiert werden. Die CD44v7-knockout-Tiere (CD44v7-/-) wurden freundlicherweise

von Frau PD Dr. U. Glnthert, Basel, zur Verfligung gestellt.

Da diesen Tieren die Expression des genannten Molekdls auf allen Kérperzellen fehlt, kann durch den

Vergleich der Knochenmarkzellularitdt zwischen gesunden syngenen (129SVEV) und knockout-

Empfangertieren (CD44v7-/-) nach Transplantation der Stellenwert des v7-Exonproduktes fir das

Engraftment bestimmt werden. Dazu wurden die Spenderzellen mit radioaktivem Chrom (51Cr)

markiert und einer Gruppe von myeloablativ bestrahlten Empfangertieren transfundiert. Den

Empfangern wurden nach 1, 6, 24, 48 und 72 Stunden Blut, Milz und Knochenmark entnommen und

anhand der Radioaktivitat der Gehalt transplantierter Zellen ermittelt. Zur Bestimmung der Verteilung

in den verschiedenen Geweben wurden Leber, Niere, Herz, Lunge, Muskelgewebe und Haut ebenfalls

zu den festgelegten Zeitpunkten entnommen und auf Gamma-Radioaktivitat gepruft. Die Abb. 10 A-C

zeigt den Gehalt an Spenderzellen in Femur, Milz und peripherem Blut der Empfangertiere im

Zeitverlauf.
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Abb. 10 A-C: Verteilung transplantierter Knochenmarkzellen in gesunden und knockout-
Tieren: BMC von unbehandelten Spendertieren (gesund [CD44v7+/+] oder CD44v7-defizient
[CD44v7-/-]) wurden radioaktiv markiert und syngenen Empfangertieren (CD44v7-kompetent oder —
defizient) infundiert. Den Empfangertieren wurden nach 1, 6, 24, 48 und 72 Stunden Knochenmark,
Milz und peripheres Blut entnommen und der Gehalt an transplantierten Zellen durch Messung der
Radioaktivitat des Gewebes bestimmt. Die Diagrammwerte entsprechen der Gamma-Aktivitat in
cpm=SD in 1ml Blut (A), einem Femur (B) bzw. einer Milz (C).

Die Clearance der transplantierten Zellen aus dem Blut war in den knockout-Tieren nur geringgradig
verzogert. Die Einwanderung von Knochenmarkzellen aus knockout-Spendern in Milz und
Knochenmark des Empfangers war jedoch vermindert, insbesondere dann, wenn auch dem
Empfanger CD44v7 fehlte. Das Vorhandensein von CD44v7 auf Stromazellen, also der
“‘Empfangerseite” im Spender-Wirt-Verhaltnis, scheint dabei die grélRere Bedeutung zu haben, da
Knochenmarkzellen gesunder Spender ein schlechteres homing im knockout-Empfanger zeigten.
Allerdings war das Engraftment nach Transplantation CD44v7-negativer Knochenmarkzellen auf

CD44v7-positive Empfanger ebenfalls, wenn auch in geringerem Ausmal, reduziert. Die Analyse des
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Gehaltes an radioaktiv markierten Zellen in den anderen Organen (Herz, Lunge, Leber, Niere, Muskel,
Haut) zeigte keine Unterschiede zwischen gesunden und knockout-Spendern und —Empfangern.

Die Expression von Adhasions-, Progenitor- und Stromazellmarkern auf Knochenmarkzellen und
LTBMC-Stromazellen des Knockout-Stammes war identisch mit denen gesunder Tiere. Man kann
daher davon ausgehen, dal} in diesen Experimenten tatsachlich die Abwesenheit von CD44v7 fir die
Unterschiede im Verhalten transplantierter Zellen verantwortlich ist. Auf hamatopoetischen
Vorlauferzellen, insbesondere aber auf Stromazellen hat CD44v7 offensichtlich adhasive Funktion und
konnte als Zielmolekdl fir Stammzellmobilisation interessant sein.

5.7. EinfluBR von CD44v7 auf die Qualitit der Knochenmarkrekonstitution (marrow
repopulating ability, MRA)

Durch den Transfer von Knochenmark (BMC)- oder Milzzellen (SC) anti-CD44v7-behandelter Tiere
(D) in myeloablativ behandelte Primdrempfanger (R1) und weiteren Transfer der R1-BMC am Tag 8
nach Transplantation in einen Sekundarempfanger (R2) wurde die Qualitdt der
Knochenmarkrekonstitution ermittelt. In vitro wurde das Vorhandensein von kolonieformenden
Einheiten (CFU) im Knochenmark des Empfangers R1 bestimmt. Beide Versuchsansatze erbrachten
konkordante Ergebnisse. Nach Behandlung mit anti-CD44v7 wurden signifikant hohere Zahlen an
CFU-C in der Milz des Spenders gefunden, Empfanger von Milzzellen zeigten signifikant bessere
Uberlebensraten. Allerdings wurde die Rekonstitutionskapazitédt von Knochenmarkzellen durch die
Antikérperbehandlung nicht verandert (Abb. 11, Tab.9).

Abb. 11 A, B: Vorlauferzellmobilisation und Uberlebensraten der Empfingertiere nach anti-
CD44v7-Behandlung: SVEV-Spendertiere erhielten 3 intravendse Injektionen von entweder 200ug
eines Kontrollantikorpers (mouse IgG) oder 200ug des anti-CD44v7-Antikérpers LN7.2. SC und BMC
wurden in abgestuften Zellzahlen in myeloablativ bestrahlte Empfanger transferiert und deren
Uberleben nach einem Beobachtungszeitraum von 8 Wochen protokolliert.
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Tab. 9: Hamatopoetische Rekonstitution durch BMC- oder SC-Transfer nach anti-CD44v7-

Behandlung

A. Knochenmarkzellularitiat und CFU-C — Frequenz im Empfanger (R1) 8 Tage nach

Transplantation (Mittelwerte * SD)

Behandlung (D) | Transfer von 110° BMC (D—R1) Transfer von 510° SC (D—R1)
BMC CFU-C |[CFU-C |P-Wert |BMC CFU-C |CFU-C P-Wert
(10°%) /510* | /Femur (108 /510* | /Femur
BMC BMC
Kontrolle 2.82+0.60 | 57+7.1 3215+138 1.33£0.34 | 53+7.1 | 1410+ 83
anti-CD44v7 3.42+0.31 | 65£6.1 4446358 | (0.044) 4.33+3.23 | 139+9.3 | 12037642 | (<0.001)

B. Knochenmarkzellularitat und CFUs-Anzahl im Sekundarempfanger (R2) 12 Tage nach

Sekundartransplantation (Mittelwerte * SD)

Behandlung (D)

Transfer von 110° BMC (R1—>R2)

Transfer von 510° SC (R1—R2)

BMC P-Wert |CFUg P-Wert |BMC P-Wert |[CFUs |P-Wert
(10%) Milz (10%) IMilz

Kontrolle 5,48 7,0+2,0 4,83 +0,46 6,0 +1,4
+0,46

anti-CD44v7 7,33 (0,002) [9,8+2,6 |(ns) 10,17 (0,009) [25,0+4,3 [(<0,001)
+0,32 +0,34

Auch diese Daten zeigen, da® CD44v7 offensichtlich ein Ligand fir hamatopoetische Vorlauferzellen

ist. Die Anzahl kolonieformender Einheiten (CFU) zeigte bei unbehandelten Tieren keine signifikanten

Unterschiede zwischen gesunden und knockout-Stammen (Abb.12).
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Abb. 12: CFU-Frequenzen im Knochenmark von unbehandelte gesunden (CD44v7+/+) und
Knockout-Tieren (CD44v7-/-): Ergebnisse der CFU-Auszdhlung / 510* BMC vier separater
Versuchsanséatze mit unbehandelten Tieren. Die Standardabweichungen (SD) sind als  dargestellt.




Auch die Daten zur Knochenmarkrekonstitution gesunder und Knockout-Tiere stlitzen die Hypothese,
daf} die Expression von CD44v7 auf Stromazellen von entscheidender Bedeutung flr das Engraftment
ist. Die Anzahl der CFU-C im Femur und der CFUs in der Milz eines CD44v7-/- -Empféangers nach
Transfusion von Knochenmark unbehandelter Spender war erheblich reduziert (Tab. 10). Hierbei
zeigte sich interessanterweise ein nur geringer Unterschied zwischen Knochenmark von gesunden
und Knockout-Spendern, welches, wie oben gezeigt, vergleichbare Mengen an CFU-C enthalt. Im
CD44v7-kompetenten Empfénger findet man jedoch im Falle der Transplantation vom knockout-
Spender zwar eine reduzierte Knochenmarkzellularitat, jedoch eine insgesamt unbeeinfluf3te Zahl an
Vorlauferzellen innerhalb des Knochenmarks. Auch die Rekonstitutionskapazitat (MRA, ,marrow
repopulating ability) zeigte eine deutlichere Abhangigkeit von der CD44v7-Kompetenz des
Empfangers. CD44v7-Defizienz des Spendertieres fiihrte zwar zur erniedrigten CFUs-Frequenz im
Sekundarempfanger, ohne jedoch das Uberleben der Primarempfanger signifikant zu verschlechtern.
Tab. 10: Rekonstitutionskapazitat (MRA, “marrow
Knochenmarkzellen CD44v7-defizienter Tiere (CD44v7-/-)

repopulating ability”) von

Knochenmarkzellularitit und CFU-C- CFUs-Frequenz im

Frequenz 8 Tage nach Transfusion (D—R1) |Sekundarempfinger (R2)

von 110° BMC (+SD) nach 12 Tagen (+SD)
Spender (D) BMC CFuU-C CFuU-C % der | CFUsg % der Kontrolle
—Empfinger (R1) (10°) 1510* IFemur | Kontrolle (P-Wert)

BMC (P-Wert)

CD44v7+/+— CD44v7+/+ |[27+04 27+1.7 1458+ 83 23.5+2.6
CD44v7+/+—CD44v7-/- 0.7+0.1 14+0.9 196+ 6 |13.4(<0.001) |3.0+1.4 12.8(<0.001)
CD44v7-/- ~CD44v7-/- 0.8+0.1 |4+0.4 64+ 6 |4.4(<0.001) [1.5+1.0 |6.4(<0.001)
CD44v7-/-— CD44vT+/+ 0.9+0.2 41+2.8 738+ 19 |50.6 (<0.001) | 7.0+2.1 29.8 (<0.001)
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6. Diskussion

Durch die Verfugbarkeit rekombinanter humaner Wachstumsfaktoren, insbesondere von G-CSF, ist
die Transplantation peripherer Blutstammzellen zu einer mindestens gleichwertigen Alternative zur
Knochenmarktransplantation geworden [9, 85]. Betrachtet man jedoch die physiologische Funktion
des G-CSF, namlich die Stimulation der Proliferation und Ausreifung von granulozytaren Zellen, ist es
durchaus denkbar, dall die so mobilisierten Stammzellen zwar rekonstituierende Eigenschaften
haben, jedoch in ihrer Differenzierung bereits weiter fortgeschritten sind als die zur Transplantation
gewlnschten ,pluripotenten* Vorlauferzellen [20-22]. Ob die Mobilisation friiher hamatopoetischer
Vorlauferzellen durch Unterbindung der Adhédsion an Stromazellen in der Lage ist, besser
rekonstituierende Zellen in die Peripherie zu treiben und damit der ,physiologischere” Ansatz ist,
wurde bereits von vielen Autoren diskutiert (16, 17, 23, 24, 26, 27). Die in dieser Arbeit gezeigte
effiziente Mobilisation hamatopoetischer Vorlauferzellen durch Antikérper gegen Adh&sionsmolekile
(CD49d und CD44s) ist daher nicht neu. Neu ist allerdings die Beobachtung, daf3 eine Mobilisation
von Vorlauferzellen nicht unbedingt mit deren Migration in die Peripherie, also in Milz und
Blutkreislauf, einhergehen muf3. Dies zeigt sich in der Anreicherung von Vorlauferzellen im
Knochenmark selbst nach Behandlung mit anti-CD44s und in der Peripherie nach Behandlung mit
anti-CD49d. Diese offensichtlich unterschiedlichen Mechanismen der Mobilisation fuhrten zu der
Hypothese, daRR eine Kombination der Antikdrper untereinander bzw. mit G-CSF effektiver sein kdnnte
als die Therapie mit nur einer Substanz.

CD44s spielt als Adhasionsmolekiil eine wichtige Rolle in der Stromazellbindung, Proliferation,
Reifung und Migration hamatopoetischer Vorlauferzellen [32, 65, 68, 86, 87]. Nach Knochenmark-
oder Stammzelltransplantation ist CD44s fiur das ,homing“, also die Migration der transplantierten
Zellen in das Knochenmark, von Bedeutung. Blockierende Antikdrper gegen CD44s kénnen
Vorlauferzellen (CFU-C, CFU-GM) mobilisieren, ohne sie jedoch in gréRerer Zahl in die Peripherie zu
treiben [16]. Interessanterweise ist in CD44s-knockout-Mausen die Migration von Vorlauferzellen aus
dem Knochenmark stark vermindert [88]. Auch die in dieser Arbeit beschriebenen Versuche zeigen
eine durchaus effektive Mobilisation von Vorlauferzellen, jedoch nur innerhalb des Knochenmarkes,
also ohne einen Egress in die Peripherie bzw. eine Anreicherung im peripheren Blut oder der Milz.
Diese Mobilisation innerhalb des Knochenmarks weist darauf hin, dal CD44s aul3er der Funktion der
Stroma-Vorlauferzelladhasion, noch weitere Aufgaben erfiillt. Charrad et. al. konnten zeigen, dal3 die
Bindung von CD44s auf dem Wege der Signaltransduktion an der Ausreifung myeloischer Zellen
beteiligt ist [63]. Dartber hinaus besteht auch innerhalb der adhasiven Funktionen von CD44s und
CD49d ein Einflu auf die Proliferation. Eine Lésung dieser Adhéasion begiinstigt die Zellproliferation,
wahrend die intakte Zell-Zell-Adhéasion Gber CD44s und CD49d inhibierende Effekte auslbt [66]. Die
gezeigte signifikant gesteigerte proliferative Aktivitdét von Knochenmarkzellen anti-CD44s-behandelter
Tiere stitzt diese These.

Bisher ging man davon aus, dafR die tUber Wachstumsfaktoren erreichte Vorlauferzellmobilisation
zumindest teilweise auf einer Alteration von Adhéasionsmolekilen beruht [13, 22]. Gestitzt wurde
diese Theorie durch die Beobachtung, dal? die Expression von CD49d (VLA-4) unter G-CSF-
Behandlung deutlich reduziert wird [90]. Am Beispiel von (anti-)CD49d und G-CSF konnte jedoch

gezeigt werden, daf3 die Effekte beider Strategien unterschiedlich sind und sich additiv verhalten [16].
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Die Blockade von CD49d fuhrt zur deutlichen Anreicherung von Vorlauferzellen mit guter
Rekonstituionskapazitat in der Peripherie, wobei es unklar bleibt, ob der genaue Wirkmechanismus
auf einer ausschlieB3lichen Lésung der Adhésion oder einem aktiven Migrationssignal beruht [28]. Die
Ergebnisse deuten eher darauf hin, daf3 die Mobilisation der dominierende Faktor ist, da auch im
Knochenmark ein hoher Gehalt an CFU gefunden wurde.

Ein funktioneller Zusammenhang zwischen CD44s und CD49d bezuglich Vorlauferzellproliferation
[66], -adhasion [89] und —homing [28] ist bekannt. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dal3 durch
Kombination beider Antikdrper zur Mobilisationsbehandlung der Effekt additiv gesteigert werden kann,
dal3 also Mobilisation als reine ,Rekrutierung” von Vorlauferzellen und Egress in die periphere
Zirkulation getrennt und additiv beeinfluf3t werden. Die bessere Immunkompetenz der Empfangertiere
nach Transfer von Zellen, die mit beiden Antikérpern mobilisiert wurden, deutet darauf hin, da3 beide
Antikorper unterschiedliche Klassen von Vorlauferzellen beeinflussen. Dem entsprechen mehrere
Befunde, die CD44 einen besonderen Stellenwert in der Lymphopoese zuordnen [44, 67].

Wie auch in zahlreichen anderen Publikationen beschrieben [10, 12-14], zeigte sich G-CSF als
effektivste  Behandlung  zur  Peripherialisierung  hamatopoetischer  Vorlauferzellen.  Die
Rekonstitutionskapazitat (marrow repopulating ability, MRA) von G-CSF-mobilisierten Milzzellen war
weitaus groRRer als nach Antikdrperbehandlung. Aber ebenso wie in der Studie von Craddock et. al.
[28] weisen die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dal3 die Stammzellmobilisation durch G-CSF nicht
priméar auf einer Adhasionsblockade beruht. Eine signifikante Erniedrigung der Expression von CD49d
und CD44s nach G-CSF-Behandlung, wie sie von anderen Autoren beschrieben wurde [13, 90, 91],
konnten wir nicht beobachten, was aber méglicherweise an der von uns verwendeten relativ geringen
Menge an G-CSF liegt. Ein weiterer wesentlicher Unterschied sei nochmal betont: nach Behandlung
mit anti-CD44s gab es keinerlei Egress von Vorlauferzellen, aber eine deutliche Expansion des
Zellpools innerhalb des Knochenmarks. Nach G-CSF-Mobilisation war ein signifikanter Egress, aber
keine Expansion innerhalb des Knochenmarks zu beobachten.

Ein Aspekt mit mdglicher Kklinischer Bedeutung ist die extrem verzégerte Rekonstitution der
Immunkompetenz und die reduzierte Knochenmarkzellularitat nach Rekonstitution myeloablativ
bestrahlter Tiere mit G-CSF-mobilisierten peripheren Zellen. Die reduzierte Zahl der
Knochenmarkzellen spricht fur eine Reduktion des Stammzellpools zugunsten der Reifung zu friilhen
myeloischen Progenitorzellen. Mdogliche Ursachen der verminderten Immunreaktivitdt kdnnten
beispielsweise die Reduktion lymphatischer Zellen durch praferentielle Expansion der myeloischen
Reihe unter G-CSF oder eine direkte suppressive Wirkung auf die Lymphopoese sein [21, 22]. Die
Befunde der vorliegenden Arbeit sprechen fiir die erste Alternative. Eine ahnliche Interpretation findet
sich in der Studie von Steen et. al. [13], die den Anteil lymphatischer Vorlauferzellen beim G-CSF-
behandelten Spender als deutlich erniedrigt gegeniiber dem unbehandelten Spender beschreibt. Uber
eine mangelhafte Immunantwort auf allogene oder mitogene Stimulation, geringe Antigenprasentation
und eingeschréankte Ty;- und NK-Zell-Rekonstitution wurden ebenfalls bereits berichtet [5, 92].
Kombiniert man die Vorteile der unterschiedlichen Mobilisationsregimes, also die effektive Expansion
von Vorlauferzellen mit Betonung der lymphatischen Reihe innerhalb des Knochenmarks durch anti-
CD44s, die Expansion friiher und differenzierter hamatopoetischer Zellen durch anti-CD49d und die

effektive Peripheralisierung nach G-CSF-Behandlung, kénnen alle Nachteile der einzelnen Ansétze
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kompensiert und eine erfolgreiche Rekonstitution des myeloablativ bestrahlten Spenders mit einer
minimalen Anzahl an Transplantatzellen erreicht werden. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dal3 das
vorgestellte Mobilisationsschema durch eine verzégerte Transplantatentnahme nach G-CSF-Gabe
weiter verbessert werden kann. Diese Annahme beruht auf der Beobachtung, daR Milzzellen
kombiniert behandelter Spender ein etwas vermindertes Rekonstitutionspotential zeigten,
moglicherweise aufgrund der 12 Stunden nach G-CSF-Gabe noch nicht abgeschlossenen
Zellemigration.

Die variante CD44-Isoform CD44v7 zeigt eine restringierte Expression auf Zellen des
hamatopoetischen Systems. Im Vergleich zur Standardisoform (CD44s), die auf vielen
unterschiedlichen Zellen und Geweben vorhanden ist und dort u.a. adhasive Funktionen ausibt,
kénnte also durch die Blockade der Isoform v7 eine gezielte Mobilisation hamatopoetischer
Vorlauferzellen erreicht werden. Gestiutzt wurde diese Arbeitshypothese durch die Expression von
CD44v7 sowohl auf Stroma- als auch auf Vorlauferzellen im Knochenmark. Die CD44v7-positiven
Zellen im Tiermodell zeigen eine Koexpression mit Thy-1 und SCA-1. Auf CD34-positiven Zellen ist
CD44v7 nur gering exprimiert, was jedoch nur bedingt gegen eine Beteiligung von CD44v7 in der
Stammzelldifferenzierung spricht, da CD34 in der Maus wesentlich weniger auf hamatopoetische
Vorlauferzellen restringiert ist als beim Menschen. Auch hat das Knochenmark CD44v7-defizienter
(,knockout”) Mause einen normalen Gehalt an kolonieformenden Einheiten und eine ausreichende
Rekonstitutionskapazitdt nach Transplantation. Da CD44v7 auf Stromazellen starker exprimiert ist,
konnten deren Adhésionsinteraktionen mit Vorlaufer- bzw. Stammzellen funktionell von CD44v7
abhéangig sein.

Um die Bedeutung von CD44v7 fir die Hamatopoese und insbesondere die Vorlauferzellmobilisation
zu untersuchen, wurden Transplantationsexperimente mit CD44v7-knockout-Tieren und syngenen
gesunden Tieren durchgefiihrt. Beide Stamme dienten hierbei sowohl als Empfanger wie auch als
Spender. Es zeigte sich, dal3 CD44v7 fur das homing, also die Rekonstitution der definitiven
Blutbildung innerhalb des Knochenmarks, von entscheidender Bedeutung ist. Werden einem CD44v7-
defizienten Tier nach myeloablativer Bestrahlung Knochenmarkzellen transferiert, so ist die
hamatopoetische Rekonstitution erheblich beeintrachtigt. Die Knochenmarkzellularitéat und der Gehalt
an kolonieformenden Einheiten ist deutlich erniedrigt, und zwar unabhéangig davon, ob der Spender
CD44v7-defizient war oder nicht. Wurden CD44v7-knockout-Tiere als Spender verwendet und mit
deren Knochenmark ein CD44v7-kompetenter Empfénger rekonstituiert, zeigte sich kein signifikant
schlechteres Ergebnis. Offensichtlich ist CD44v7 also fur die ,Wiederfindung“ des Knochenmarks im
Empfanger von Bedeutung, wohingegen das Vorhandensein auf der Vorlauferzelle selbst eine
geringere Rolle spielt.

Mit einem monoklonalen Antikdrper gegen CD44v7 konnte eine gute Mobilisation hamatopoetischer
Vorlauferzellen und deren Egress in die Peripherie erreicht werden. Milzzellen von behandelten Tieren
zeigten eine signifikant bessere MRA und zellulare Rekonstitution im Empfanger. Da jedoch die
Blockade eines Adhéasionsmolekiils nicht notwendigerweise eine Peripherialisierung der mobilisierten
Vorlauferzellen zur Folge hat, wie in den Experimenten mit Antikérpern gegen CD49d und CD44s
gezeigt wurde, ist eine funktionelle Aktivitdt von v7, die Uber die reine Adhéasion hinausgeht, sehr

wahrscheinlich. Denkbar wére eine aktives Migrationssignal, wie es fir den Komplex CD49d — VCAM-
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1 — kit-ligand schon beschrieben wurde [27]. Auch sind unterschiedliche Funktionen des Molekiils auf
den unterschiedlichen Zellpopulationen mdéglich: so kann CD44v7 ebenso als Ligand fir
kostimulatorische Molekiile auf akzessorischen Zellen wie auch als anti-apoptotischer Rezeptor auf T-
Zellen fungieren [93]. Fraglos wird jedoch die Stroma-Vorlauferzellbindung durch CD44v7 gestitzt.

Dieser Befund macht CD44v7 als Targetmolekl fur die Mobilisation von Progenitorzellen interessant.
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7. Zusammenfassung

In der klinischen Praxis werden zur Mobilisation hamatopoetischer Vorlauferzellen rekombinante
Wachstumsfaktoren verwendet. Der tierexperimentelle Ansatz dieser Arbeit zielt auf die
Peripherialisierung pluripotenter Stammzellen durch Blockade ihrer Stromazelladhdsion, um den
Nachteil der Zelldifferenzierung, der moglicherweise durch G-CSF bewirkt wird, auszugleichen. Durch
monoklonale Antikérper gegen die Adhasionsmolekile CD44s, CD49d und CD44v7 kdnnen
Vorlauferzellen mobilisiert werden, wobei diese Mobilisation nicht unbedingt mit einer Migration dieser
Zellen in die periphere Zirkulation einhergeht.

Die Blockade von CD44s bewirkt eine Expansion von Vorlauferzellen innerhalb des Knochenmarks
ohne Egress in die Peripherie, wohingegen mit einem Antikdrper gegen CD49d (VLA-4) eine effektive
Migration in das periphere Blut und die Milz erreicht werden konnte. Die Zellexpansion war hier jedoch
vergleichsweise gering. Die Behandlung mit G-CSF allein erreichte zwar die héchsten peripheren
Zellzahlen, die Rekonstitutionsqualitdt, insbesondere hinsichtlich der Immunkompetenz des
Empfangers, war jedoch schwach. Kombinierte man jedoch die Antikérperbehandlung mit einer
abschlieBenden Gabe von G-CSF, wurde sowohl eine effektive Mobilisation und Freisetzung in das
periphere Blut als auch eine gute hdmatopoetische Rekonstitution des Empfangers erreicht.

Uber die Isoform CD44v7 und ihre Rolle in der Hamatopoese ist noch wenig bekannt. Die im Vergleich
zur Standardisoform weitaus restringiertere Expression dieses Molekils macht es jedoch fir
Mobilisationsstudien interessant. Es zeigte sich eine Expression auf Knochenmarkstroma- und
geringer auch auf Vorlauferzellen. Die Blockade des Molekils mit einem monoklonalen Antikdrper
fuhrte zu effektiver Vorlauferzellmobilisation und —migration in die Peripherie. Wie Experimente mit
CD44v7-knockout-Tieren gezeigt haben, ist die Expression auf Stromazellen dabei von
entscheidender Bedeutung, denn nur das Vorhandensein von CD44v7 im Empfangertier hatte einen
signifikanten Einflul auf die Zellularitat und Qualitat der Knochenmarkrekonstitution im myeloablativ

bestrahlten Tier.
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9. Abkilirzungsverzeichnis

AS
ATCC
BFU-E
BMC

CD
CFU-C
CFU-GM

CFU-M
CFU-preB
CO,

cpm

D
ECACC
ELISA
FCS
FITC

FS
G-CSF
GM-CSF
GvHD
LTBMC
mAB
MRA

ns

nt

Oob
PB
PBMC
PBS
PE

R

R1

R2

SC
SPF
SS

\%
VCAM-1

Aminosaure(n)

American Type Culture Collection, Manassas, Virginia, USA

erythrocyte — burst forming unit (erythroide Vorlauferzelle)

bone marrow cells (Knochenmarkzellen)

cluster of differentiation (Klassifikation der Leukozytendifferenzierungantigene)
multilineage - colony forming unit (nicht-determinierte Vorlauferzelle)
granulocyte-macrophage — colony forming unit (granulozytéar-monozytare
Vorlauferzelle)

macrophage — colony forming unit (Makrophagen-Vorlauferzelle)

pre-B cell - colony forming unit (Pra-B-Lymphozyten-Vorlauferzelle)
Kohlendioxid

counts per minute (Zahlungen / Impulse pro Minute)

(Transplantat-) Spender

European Collection of Cell Cultures for Applied Research, Salisbury, UK
Enzyme linked immunosorbent assay

fetal calf serum (fetales Kélberserum)

Fluoresceinisothiocyanat

Forward Scatter (Vorwarts-Lichtstreuung in der Immunfluoreszenz)
granulocyte — colony stimulationg factor

granulocyte-macrophage — colony stimulating factor

Graft versus Host Disease (Spender-gegen-Wirt-Reaktion)

long term bone marrow culture (Langzeitknochenmarkkultur)

monoclonal antibody (monklonaler Antikorper)

Marrow repopulating ability (Rekonstitutionskapazitat transplantierter
Knochenmarkzellen)

nicht signifikant

nicht getestet

Optische Dichte

peripheral blood (peripheres Blut)

peripheral blood mononuclear cells (mononukleére Zellfraktion des peripheren Blutes)
phosphate buffered saline (phosphatgepufferte isotonische Kochsalzlésung)
Phycoerythrin

(Transplantat-) Empféanger

Primarempfanger

Sekundarempfanger

spleen cells (Milzzellen)

spezifiziert pathogenfrei

Side Scatter (Seitwarts- Lichtstreuung in der Immunfluoreszenz)

variant isoform (variante Isoform von CD44)

vascular cell adhesion molecule 1 (CD106)
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