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Kapitel 1

Einleitung

Herz-Kreislauf-Erkrankungen zählen trotz verbesserter medikamentöser und invasi-

ver Therapieansätze seit Jahrzehnten zu den Volkskrankheiten und häufigsten To-

desursachen in westlichen Industrienationen. Die immer älter werdende Gesellschaft

hofft nun auf die Entwicklung neuer Therapieformen zur Reduzierung von Morbi-

dität und Mortalität kardiovaskulärer Erkrankungen. Fortschritte in der Stamm-

zelltechnologie bergen hierfür ein beispielloses Potential. Wissenschaftliche Studien

haben gezeigt, dass der Einsatz von Stammzellen aus dem Knochenmark oder Ge-

webe die Bildung neuer Gefäße und eine Verbesserung der Herzfunktion bewirkt.

Allerdings sind die molekularen Mechanismen von zellulärer Pluripotenz und Diffe-

renzierung sowie die Wirkung der Stammzelltherapie noch kaum verstanden. Unter-

suchungen zu deren besseren Verständnis stellen einen wichtigen Schritt zur sicheren

und effizienten klinischen Nutzung von Stammzellen dar.

1.1 Stammzellen

1.1.1 Embryonale Stammzellen

Embryonale Stammzellen (ESC), die aus dem Embryoblast von Blastozysten ge-

wonnen werden [1], besitzen einzigartige Eigenschaften. In vivo gehen Zellen al-

ler drei Keimblätter (Ektoderm, Mesoderm und Endoderm) sowie Keimbahnzel-

len aus ihnen hervor. Diese Eigenschaft wird als Pluripotenz bezeichnet. Bekannte
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Einleitung

pluripotenz-kodierende Gene sind unter anderem der „Octamer transcription fac-

tor 3/4“ (Oct3/4), das „SRY-box containing gene 2“ (Sox2) und der Homeobox-

Trankriptionsfaktor Nanog. Mit dem Stammzellpotential ist zudem Telemeraseakti-

vität und Expression spezifischer Oberflächenmarker assoziiert. Im sich entwickeln-

den Embryo sind ESC nur kurze Zeit pluripotent. Werden sie jedoch in vitro auf

„Feeder“- oder Ammenzellen (murine embryonale Fibroblasten, MEF) [2] unter Zu-

gabe von LIF (Leukemia Inhibitory Factor) [3] kultiviert, behalten sie ihren undiffe-

renzierten Status, unendliche Teilungsfähigkeit und die Fähigkeit der Selbsterneue-

rung. Werden embryonale Stammzellen in suspendierter Form kultiviert, formen

sie spontan Zellaggregate, sogenannte embryoid bodies, die Zellen aller Keimblät-

ter enthalten. Embryoid bodies bestehen aus unstrukturiertem Gewebe mit spon-

tan schlagenden Kardiomyozyten, Skelettmuskelzellen, Neuronen und Blutinseln.

Durch symmetrische Teilung von ESC werden zwei Tochterzellen generiert, welche

die gleichen Eigenschaften haben wie die Zelle aus der sie hervorgegangen sind.

Durch asymetrische Teilung entsteht eine Zelle, die der Mutterzelle gleicht und eine

weitere, linien-determinierte Progenitorzelle. Diese Progenitorzellen differenzieren

während der Organogenese eines Embryos schließlich in terminale, reife Zellen. Im

adulten Organismus persistierende Progenitorzellen tragen zur Blut- und Organer-

neuerung bei. In Kultur kann die gerichtete Differenzierung von ESC durch Zugabe

von spezifischen Zytokinen erzeugt werden, so bewirkt zum Beispiel Retinsäure die

Differenzierung in Kardiomyozyten [4]. Die Therapie mit ESC befindet sich noch

im experimentellen Stadium und wird unter anderem durch Formation von Neo-

plasien nach Stammzellapplikation limitiert. Mit der Absicht, die ethisch strittige

Gewinnung (humaner) embryonaler Stammzellen aus Blastocysten zu umgehen und

dennoch Zellen mit ähnlich potenten Eigenschaften wie ESC zu erhalten, wurden

adulte, ausdifferenzierte Körperzellen in vitro in einen embryonalen Status „umpro-

grammiert“. Indem murine [5] und humane [6] Fibroblasten mit viralen Vektoren für

vier ausgesuchte Transkriptionsfaktoren (Oct-3/4, Sox2, C-Myc und Klf4) trans-

fiziert wurden, gelang die Herstellung von sogenannten induzierten pluripotenten

Stammzellen (iPS). Pluripotenz wurde imWeiteren auch mittels anderer Gene (Klf2,

Lin28) und anderer Methoden (Retroviren, Adenoviren, Transposons [7]) induziert,
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Einleitung

zuletzt sogar ohne die Verwendung von Genmaterial (protein induced pluripotent

stem cells, piPSC) [8]. Debatten über den therapeutischen Nutzen von ESC und iPS

werden leidenschaftlich geführt, aber der breite klinische Einsatz dieser Zellen liegt

noch Jahre entfernt. Hingegen stellen adulte Stamm- und Progenitorzellen schon

heute eine verfügbare Form der Zelltherapie zur myokardialen Regeneration dar.

1.1.2 Adulte Stamm- und Progenitorzellen

Dass es im adulten Organismus regenerative Gewebe gibt, ahnte man seit über 2000

Jahren -davon zeugen unter anderem die Prometheus-Sage und das Wissen antiker

Ärzte über die Erneuerung des Blutes. Doch erst vor 50 Jahren konnten im Kno-

chenmark erstmals adulte Stammzellen nachgewiesen werden [9]. Im Gegensatz zu

embryonalen Stammzellen haben adulte Progenitorzellen ihre Fähigkeit zur Selbst-

erneuerung bereits verloren, leisten jedoch einen Beitrag zur lokalen Gewebehomöo-

stase. Anschauliche Beispiele von Geweben mit hohem Zellverschleiß und -umsatz

sind Blut, Dünndarmepithel und Haut. Die Vielzahl der mittlerweile beschriebenen

adulten Stammzellen wird eingeteilt in hämatopoetische Stammzellen (HSC), me-

senchymale Stammzellen (MSC), sogenannte „side population“ (SP)-Zellen sowie ge-

webeständige Stammzellen. Hämatopoetische Stammzellen sind wohl die am besten

charakterisierten adulten Stammzellen und stellen in der Hämatologie und Onkologie

einen fest etablierten Bestandteil moderner Therapie dar. HSC zeichnen sich abhän-

gig von ihrer Reife und Zellreihe durch Expression bestimmter Oberflächenmarker

aus. CD34+, CD38−, CD133+ und Lin− sind charakteristisch für unreife Zellen,

CD38+, CD45+ und Lin+ für reife HSC, B-Zellen tragen CD19. Interessante Ab-

kömmlinge der HSC sind die von Asahara et al. zuerst beschriebenen endothelialen

Progenitorzellen (EPC) [10]. Diese aus dem Knochenmark stammenden, VEGFR2

(KDR)-tragenden zirkulierenden Progenitorzellen können in reife Endothelzellen

ausdifferenzieren und zur postnatalen Angiogenese und Vaskulogenese beitragen.

Adulte Mesenchymale Stammzellen (MSC) tragen zur Aufrechterhaltung und Re-

generation des Stütz- und Bindegewebes, wie Knochen, Knorpel, Muskel, Bändern,

Sehnen und Fettgewebe bei. Für mesenchymale Stammzellen sind Kombinationen
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mit CD73, CD 90, CD106 (VCAM-1) oder CD29 (β1-Integrin) sowie negative häma-

topoetische Marker charakteristisch. Gewebeständige Stammzellen tragen durch ihr

regeneratives Potential zur physiologischen Gewebeerneuerung des Organs, in dem

sie residieren, bei. Nach der Entdeckung kardialer Stammzellen durch Beltrami et

al. [11] musste das Bild des Herzens als postmitotisches Organ, welches nur durch

Hypertrophie anpassungsfähig und dessen einziger Reperaturmechanismus fibroti-

scher Umbau ist, revidiert werden. Das endogene regenerative Potential kardialer

Stammzellen ist allerdings zu niedrig um ausgedehnte Gewebenekrosen, wie sie bei

Myokardinfarkt auftreten, funktionserhaltend zu reparieren [12]. Die Therapie der

myokardialen Ischämie und Kardiomyopathien durch adulte Stammzellen befindet

sich im Stadium experimenteller klinischer Anwendung. Studien über die Verwen-

dung stammzellmobilisierender Faktoren (FIRSTLINE-AMI (Front-Integrated Re-

vascularization and Stem Cell Liberation in Evolving Acute Myocardial Infarction

by Granulocyte Colony Stimulating Factor) [13]), Fallberichte von autologer Stamm-

zelltransplantation bei DCM [14] und insbesondere große Vorreiterstudien wie die

TOPCARE-AMI (Transplantation of Progenitor Cells and Regeneration Enhance-

ment in Acute Myocardial Infarction) [15], BOOST (BOne marrOw transfer to en-

hance ST-elevation infarct regeneration) [16] und BALANCE (Clinical Benefit and

Long-Term Outcome After Intracoronary Autologous Bone Marrow Cell Transplan-

tation in Patients With Acute Myocardial Infarction) [17] zeigen nach Intervention

kardiale Funktionsverbesserung und erniedrigte Mortalität ohne erhöhte Komplika-

tionsrate. Wahrscheinlich tragen transplantierte Stammzellen durch Inkorporation

in Gefäßwände [18], parakrine Stimulation und Mobilisation weiterer Progenitor-

zellen [19] zur Neovaskularisierung und Erhaltung der Herzfunktion bei. Neue Be-

obachtungen fordern das bisherige Konzept der linien-beschränkten Differenzierung

von Progenitorzellen heraus: Neben gewebeständigen kardialen Stammzellen wurde

Differenzierung in Kardiomyozyten auch bei anderen Zelltypen nachgewiesen, unter

anderem bei endothelialen Progenitorzellen [20]. Auch wenn dies ein seltenes Phä-

nomen ist, scheinen Progenitorzellen Potential zur direkten Transdifferenzierung zu

haben [21]. Möglicherweise sind dabei ontogenetische Verwandschaft und Mikroum-

gebung wichtige Faktoren. Der Fund der linienüberschreitenden Plastizität könnte
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darauf hinweisen, dass die Stammzellpools des Knochenmarks und der einzelnen Or-

gane miteinander in Austausch stehen. Der Erfolg der Stammzelltherapie ist noch

durch zahlreiche Faktoren limitiert, sodass die Regeneration ausgedehnter Gewebe-

schäden wie transmuraler Ischämien längst noch nicht möglich ist.

1.1.3 Mesoangioblasten

In den letzten Jahren wurden verschiedene mesodermale Stammzellen entdeckt und

mehr oder weniger ausführlich charakterisiert, unter ihnen multipotente adulte Pro-

genitorzellen (MAPC), muscle derived stem cells (MDSC), side population cells,

Ac133+-Zellen, Progenitorzellen aus Muskelendothel, Synovia, Dermis und Fettge-

webe [22]. Minasi et. al identifizierten 2002 die sogenannten Mesoangioblasten [23].

Murine Mesoangioblasten exprimieren sowohl frühe hämatopoetische Oberflächen-

antigene (Sca-1, CD34) als auch Rezeptoren und Signalmoleküle der mesodermalen

Induktion (BMP, Wnt, Notch) sowie endotheliale Marker (VEGFR/KDR/Flk1), was

zu ihrer Namensgebung führte. Späte endotheliale Marker wie den von-Willebrand-

Faktor (vWF) tragen sie nicht [24]. Sie sind in der Lage, in nahezu alle mesodermalen

Gewebe -Blut, Knorpel, Knochen, glatter Muskel, Skelettmuskel und Herzmuskel-

zu differenzieren. Durch ihre Telomerase-Aktivität sind sie klonal bis zu 50 Passagen

expandierbar. Aus ihren Versuchen schließen Minasi et al., dass Mesoangioblasten

Abbildung 1.1: Abstammung von Mesoangioblasten. (Abbildung Cossu et al. 2003 [24])
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(MAB) von primitiven Angioblasten der embryonalen dorsalen Aorta abstammen

(Abb. 1.1). Während der embryonalen Histogenese sprossen Gefäße in neu entstehen-

des Gewebe ein und mit ihnen gefäß-assoziierte Progenitorzellen (Mesoangioblasten).

Diese Progenitorzellen verbleiben in abluminaler Position und nehmen Eigenschaf-

ten des sie umgebenden Gewebes an. Mesoangioblasten können in Gefäßwänden von

Skelettmuskel von Erwachsenen gefunden werden [22]. In vivo können sie Muskel-

gewebe reparieren und bei Muskeldystrophie die motorischen Fähigkeiten verbes-

sern [25]. Koyanagi et al. isolierten zirkulierende Mesoangioblasten-ähnliche Zellen

mit vergleichbarem o.g. Markerprofil aus peripherem Blut von Kindern nach Ope-

ration mit Herz-Lungen-Maschine. Diese Zellen unterscheiden sich aufgrund ihres

Markerprofils (CD73+, KDR+, CD45-) von bisher isolierten endothelialen, hämato-

poetischen und mesenchymalen Stammzellen, das Markerprofil ist aber überlappend

mit dem aus der embryonalen Aorta isolierten Mesoangioblasten. Humane zirkulie-

rende Mesoangioblasten exprimieren die Stammzellmarker Oct3/4, Klf4, c-Myc und

Telomerase und können in vitro und in vivo in Endothelzellen, glatte Muskelzellen

und Kardiomyozyten differenzieren [26]. Ihr hohes Potential für Proliferation und

Differenzierung macht Mesoangioblasten zu einem interessanten Zelltyp für die For-

schung zur autologen Stammzelltherapie von kardiovaskulären Erkrankungen. In der

vorliegenden Arbeit wurden diese Zellen weiter charakterisiert.

1.2 Zellalterung und -regeneration

1.2.1 DNA-Schädigung

Im Alter steigt die Inzidenz vieler Krankheiten exponentiell an: kardiovaskuläre,

neurodegenerative und Tumorerkrankungen haben ihren Gipfel jenseits von 65 Jah-

ren [27]. Ältere Patienten haben signifikante Einschränkungen in Verfügbarkeit und

Funktion von Stamm- und Progenitorzellen [28–30]. Die verminderte regenerati-

ve Kapazität von alternden Geweben wurde ausführlich beschrieben [31] und ihre

Gründe in zahlreichen Arbeiten teilweise geklärt: Vielen dieser Erkrankungen liegen

erworbene DNA-Schädigungen, chronische Inflammation oder autoimmunologische
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Geschehen zu Grunde. Bei kardiovaskulären Erkrankungen spielten daneben ins-

besondere Endothelprozesse und Vaskularisierung eine entscheidende Rolle. Durch

verminderte Endothelzellproliferation und -migration, gestörte extrazelluläre Ma-

trix, rückläufige lokale und systemische Wachstumsfaktoren und verminderte in-

flammatorische Antwort ist die Angiogenese im Alter beeinträchtigt [30].

Abbildung 1.2: Einflüsse auf Zellseneszenz. (Abbildung Ballard et al. [32])

Stammzellen tragen im ausgewachsenen Organismus mit ihrem hohen Wachstums-

und Differenzierungspotential zur Gewebehomöostase und -regeneration bei, den-

noch können sie durch DNA-Schädigung und -Erosion Teilungsstillstand oder Apop-

tose erleiden. Im Rahmen einer physiologischen Zellteilung verbraucht die DNA-

Polymerase bei der Genomverdopplung ein freies 3’-Hydroxylende der Chromoso-

men. Die aus replikativen TTAGGG-Sequenzen bestehenden Chromosomenenden

(Telomere) werden deshalb bei jeder Teilung um einige Basenpaare kürzer. Em-

bryonale Stammzellen schützen ihre Telomere vor dieser Erosion, indem sie mittels

des Enzyms Telomerase Telomere de-novo synthetisieren und Telomere durch Re-

kombination verlängern (alternative lengthening of telomeres). Adulte Stammzellen

verlieren langsam diese Enzymaktivität. Unterschreitet die Telomerlänge eine kri-

tische Länge, so führt dies zu replikativer Seneszenz: genomische Instabilität und

DNA-Schäden aktivieren die Tumorsuppressor-Proteine p53 oder p16Ink4a [33], was

zum permanenten Stillstand des Zellzyklus oder zur Elimination der Zelle führt.

Telomerlänge spiegelt somit die replikative Kapazität von Zellen dar. Überexpres-
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sion von Telomerase kann replikative Seneszenz aufhalten [34], während Abwesen-

heit oder Dysfunktion strukturerhaltender Proteine der Telomere (TRF2) vorzeitige

Seneszenz und Apoptose einleitet [35, 36]. Mutationen in Proteinen der Telomer-

Regulation spielen bei vielen pathologischen Prozessen eine Rolle. Überexpression

von Telomerase und Telomer-bindender Proteine durch epigenetische Modifikation

findet sich häufig in Tumorzellen, was deren erworbene unbeschränkte Replikati-

onsfähigkeit bedingt und ein Baustein der Tumorigenität einer dysregulierten Zelle

ist [37]. Tumorzellen waren durch ihre unbeschränkte Replikationsfähigkeit die ers-

ten humanen Zellen, die unter Kulturbedingenen im Labor unbegrenzt gezüchtet

werden konnten (George und Martha Gey, 1951, HeLa-Zellen). Telomerinstabilität,

kurze Telomere und Mutationen in Telomerasekomponenten resultieren in vorzeiti-

ger Zellalterung [36]. So scheint bei chronischen Krankheiten die Telomerlänge rele-

vant zu sein: Bei koronarer Herzkrankheit und chronischer Herzinsuffizienz nimmt

die Telomerlänge mononukleärer Zellen im Blut und Knochenmark abhängig von der

Krankheitsausprägung ab und geht zudem mit verminderter Migrationsfähigkeit der

MNC einher [38,39].

In den 50er Jahren artikulierte Denham Harman die Theorie der freien Radikale

zur Erklärung von Alter und Lebenserwartung [40]. Hierbei nahm er an, daß freie

Sauerstoffradikale im Laufe der Zeit kumulativen DNA-Schaden verursachen und zu

Seneszenz und Zelltod führen. Reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species,

ROS) wie Wasserstoffperoxid (H2O2) entstehen sowohl endogen an Mitochondri-

en, Peroxisomen, Lipoxygenasen, NADPH-Oxidase und Cytochrom P450 als auch

durch exogene Faktoren wie UV-Licht, ionisierende Strahlung, Chemotherapeutika,

Entzündungs-Zytokine und Umweltgifte. Zytosolische Enzyme wie Katalase, Su-

peroxiddismutase und Glutathionperoxidase und nicht-enzymatische Antioxidanten

(Glutathion, Vitamine A,C,E) reduzieren organische Peroxide, Wasserstoffperoxid

und andere ROS durch Übertragung eines ihrer freien Elektronen und machen sie

dadurch unschädlich. Die Balance zwischen ROS-Produktion und ROS-Abwehr be-

stimmt den Grad des zellulären oxidativen Stress. Stammzellen erleiden weniger

oxidativen Stress als reife Zellen, da sie mit einem besseren enzymatischen Ab-

wehrsystem ausgestattet sind [41–43]. Mitochondriale und nukleäre DNA kann auf
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verschiedene Weisen von ROS attackiert werden. Einige ROS reagieren dabei nicht

direkt mit der DNA, sondern lösen Metallionen (Eisen oder Kupfer) aus den re-

aktiven Zentren von Enzymen, die dann ihrerseits an die DNA binden oder DNA-

Phosphorylierung behindern. Direkte Schäden beinhalten Modifizierungen der vier

Basen mit Änderung der Wasserstoffbrücken-Bindungen. Durch die darausfolgen-

de Konformationsänderung entstehen Mutationen: Verlust einzelner Basen, Aus-

tausch von Basen und Strangbrüche. Auf Grund der räumlichen Nähe mitochon-

drialer DNA zum Hauptentstehungsort von ROS und wenig ausgeprägten DNA-

Reperaturmechanismen mitochondialer DNA ist diese anfällig für oxidative Schäden,

die zur Dysfunktion der Mitochondien führen. Die Atmungskette dysfunktionaler

Mitochondrien arbeitet weniger effektiv und produziert mehr ROS als in intakten

Mitochondrien, was einen Teufelskreis von weiteren DNA-Schäden und mehr ROS-

Entstehung in Gang setzt. Die Integrität der DNA ist grundlegend für Funktion

und Überleben von Organismen. Sie wird durch zelluläre Kontrollsysteme überwacht

und nach Möglichkeit durch Reparaturproteine wiederhergestellt. Bei irreparablen

Schäden wird der kontrollierte Zelltod (Apoptose) ausgelöst. Diese Reparatur- und

Apoptosesignalwege werden unter dem Begriff DNA Damage Response zusammen-

gefasst. Die meisten Erkenntnise zu DNA Damage Response und Onkogene wie p53,

ras und myc kommen aus der Tumorforschung. Kommt es zu einer Dysregulation

der Damage Response, tritt zu Zelle nicht kontrolliert in die Apotose ein, sondern

entartet und proliferiert weiter. In der Zellforschung macht man sich dieses Wissen

zu Nutze: die Immortalisierung von Zelllinien wird neben Expression der Pluripo-

tenzgene Oct3/4 und c-Myc auch durch Knockdown der CDK-Inhibitoren p21 und

p16 künstlich erzeugt [37,44].

1.2.2 Dysregulation zellulärer Stoffwechselprozesse

Die Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies in Mitochondrien und anderen Orga-

nellen ist abhängig von der ATP-Produktion und dem Stoffwechselumsatz einer

Zelle [45]. Studien zeigten den direkten Zusammenhang zwischen mitochondrialem

Stoffwechsel, ROS-Produktion und Lebenserwartung. Die Stoffwechselaktivität von
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Mitochondrien wird durch eine Vielzahl von Kinasen reguliert, unter ihnen mTOR

(mitochondrial Target of Rapamycin). Abhängig von der Verfügbarkeit von Nähr-

stoffen findet die zelluläre Energiegewinnung durch mitochondriale Aktivität, bei

der ROS entstehen, oder durch nicht-mitochondriale Pfadwege statt. Durch vermin-

derten Sauerstoffverbrauch bei alternativer Energieproduktion wird wahrscheinlich

der oxidative Stress der Zelle vemindert. mTOR ist ein zentraler Modulator des Re-

gelkreises von Nährstoffangebot, mitochondrialer und alternativer Energieprodukti-

on. Der lebensverlängernde Effekt von Kalorienrestriktion wird unter anderem auf

verminderten oxidativen Stress durch mTOR-vermittelte Hemmung des mitochon-

drialen Stoffwechsels und Förderung alternativer Energiegewinnung zurückgeführt.

Fadenwürmer der Art Caenorhabditis elegans, die wegen Mutationen von Protei-

nen der Atmungskette auf alternative Energieproduktion angewiesen sind, haben

eine längere Lebenszeit als ihre Artverwandten mit intakten Mitochondrien [46].

Der deutsche Arzt Otto Warburg beschrieb bereits 1942, dass eine Dysfunktion der

Mitochondrien ausschlaggebend sei für Tumorentstehung. Tumorzellen sind oft we-

gen mitochondrialer Mutationen und defekter Atmungskette auf Energiegewinnung

aus der anaeroben Vergärung (Glykolyse) angewiesen [47], jedoch ist noch nicht ge-

klärt, ob dies Ursache oder Folge der Tumorentstehung ist. Unabhängig von ihrem

Enstehungsort haben intrazelluläre Oxidantien zwei Effekte: einerseits ungerichte-

ter Schaden an Zellkomponenten, andererseits Aktivierung spezifischer Pfadwege.

Beide Effekte spielen eine Schlüsselrolle bei Alterungsprozessen, degenerativen und

Tumorerkrankungen und hängen eng mit der Lebenserwartung zusammen [37]. Un-

gerichtete Schäden können alle Zellkomponenten betreffen: Hydroxylradikale (·OH)

oxidieren Proteine unter Abspaltung der NH2-Gruppe zu Carbonylderivaten [48],

was zu Fehlfaltungen des Proteins und einer modifizierten Tertiärkonformation führt.

Fehlgefaltete Proteine verlieren ihre Fähigkeit, an Signaltransduktion teilzunehmen

oder formen Aggregate, welche der Ausgangspunkt verschiedener neurodegenerativer

Erkrankungen sein können. Lipidoxidation scheint bei der Entstehung von kardio-

vaskulären und metabolischen Erkrankungen mitzuwirken. Oxidierte Lipide können

durch Aktivierung unbekannter Signalwege die vermehrte Produktion von ROS för-

dern, was wiederum zu weiteren oxidativen Schäden führt [49]. Man nimmt an, dass
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artheriosklerotische Plaques ausgelöst werden durch in die Gefäßwand eingelager-

tes oxidiertes low-density lipoprotein (oxLDL) und oxidiertes Lysophosphatidylcho-

lin [50]. Durch Inhibition der eNOS-Aktivierung können sie endotheliales Signalling

stören. oxLDL initiiert außerdem eine inflammatorische Kaskade, die mit der Akti-

vierung von Makrophagen beginnt und in der Formation eines artheriosklerotischen

Plaques resultiert [27]. Trotz ihrer schädigenden Eigenschaft sind ROS auch wich-

tige Signalmoleküle. Eines der bestuntersuchten freien Radikale mit Signalfunktion

ist Stickstoffmonoxid (NO). Unter physiologischen Bedingungen übernimmt NO S-

Nitrosilierung an Proteinen. Diese posttranslationale Modifizierung schützt Prote-

ine vor Degradation durch andere freie Radikale. In Endothelzellen wird NO von

der endothelialen Stickstoff-Synthase (eNOS) produziert und bewirkt durch Erhö-

hung des cGMP (cyclisches Guanosinmonophosphat) die Relaxation der glatten Ge-

fäßmuskulatur (Vasodilatation). Der Zusammenhang zwischen Scherkräften, eNOS-

Dysfunktion und Arteriosklerose ist in der Literatur oft beschrieben worden [51–53].

Sinkt durch altersbedingte Downregulation von eNOS die NO-Produktion, verlie-

ren insbesondere Kaspasen ihren Schutz durch Nitrosilierung und leiten bei oxi-

dativem Stress Apoptose ein. H2O2 kann durch die Verdrängung einer inhibieren-

den Untereinheit des nuclear faktor (NF)-KB Transkription von stressinduzierten

Genen auslösen. Andere ROS entfalten ihre Wirkung durch Phosphorylierung von

Wachstumsfaktor-Rezeptoren, unter ihnen die extrazelluläre Signal-regulierte Kina-

se (ERK), c-Jun aminoterminale Kinase (JNK) und p38-mitogenaktivierte Prote-

inkinase (MAPK), der Phosphoinisitid-3-Kinase (PI(3)K)/ Akt-Signalweg, das NF-

KB-Signalsystem, p53-Aktivierung und die Hitzeschock-Antwort (heat shock tran-

scription factor (HSF)1) (Abb. 1.3) [45]. Diese Pfadwege können auch durch an-

dere Signale gesteuert werden und spielen bei der Regulation von Zellwachstum

und -metabolismus eine Rolle. Verschiedene intrazelluläre Signalwege sind im Alter

fehlreguliert. In alten Individuen ist die basale Expressionsrate einiger Hitzeschock-

proteine höher als in jungen Individuen. Proteine der Hitzeschockfamilie sind an

Proteinfaltung, -transport und -degradation beteiligt. Bei akutem oxidativen Stress

steigen Hitzeschockproteine (HSP) in jungen, aber nicht in alten Mäusen an. Die

gesteigtete basale Expression wird deshalb als Anpassung an chronischen oxidativen
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Abbildung 1.3: Durch oxidativen Stress aktivierte Signalkaskaden. (Abbildung Finkel

et al. [45])

Stress und Ansammlung von beschädigten Proteinen gesehen. Das Ausbleiben der

HSP-Expression bei akutem oxidativen Stress bedeutet eine Einbuße der zellulären

Schutzreaktion auf akuten Stress im Alter [45]. Einige Studien legen nahe, dass al-

tersbedingte Dysregulation diverser Signalwege durch externe Stimuli reversibel ist

und der Funktionsverlust gealterter Stammzellen mittels Zytokingabe aufgewogen

werden kann. In vitro wird die altersbeeinträchtigte Sprossung von Mikrogefäßen

durch Applikation der Wachstumsfaktoren TGF-β1, VEGF, IGF-1 und bFGF wie-

derhergestellt [54]. Systemische VEGF-Gabe erhöht Mobilisation, Migration und

Inkorporation von EPC und stellt möglicherweise in Zukunft eine zellfreie Thera-

pieoption für kardiale Regeneration dar [32].

Kardiovaskuläre Risikofaktoren wie Alter, männliches Geschlecht, Hyperlipidämie,

Hypertonie, Rauchen, Diabetes und positive Familienanamnese sind der Stamm-

zellfunktion [55] und dem Erfolg einer Stammzelltherapie abträglich [56]. Diabeti-

sche Patienten haben weniger zirkulierende EPC und deren Fähigkeit zu Migrati-
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on, Proliferation in Inkorporation in Gefäße ist deutlich vermindert. 3-Hydroxy-3-

methylglutaryl-coenzyme-A (HMG-CoA)-Reduktase-Hemmer (Statine) können die

eingeschränkte EPC-Funktion bei Patienten mit Hypercholesterinämie verbessern

[57], indem sie den Akt/PKB-Signalweg aktivieren [58]. Akt reguliert die Expressi-

on von Wachstumsfaktoren und Zytokinen, welche dann zu diversen Zellaufgaben

wie Überleben, Wachstum, Proliferation, Migration und Angiogenese beitragen [59].

Bei hypertensiven Patienten wurde eine Dysbalance des Vasokonstriktors Endothelin

und des Vassodilatators eNOS beschrieben. Neben der oben beschriebenen vasodi-

latatorischen Funktion induziert eNOS durch NO-Produktion die Expression von

SDF und VEGF, welche eine wichtige Rolle beim Homing von EPC in ihr Zielge-

webe spielen. Sinkt die eNOS-Expression, kommt es vermehrt zu Endothelschäden

und gleichzeitig zur Verschlechterung der endothelialen Reparaturmechanismen.

1.2.3 Dysregulation der Stammzellnische

Neben erlittenem oxidativen Stress und DNA-Schäden sind auch Dysregulation im

Mikromilieu der Stammzellnische und des Zielgewebes von Progenitorzellen entschei-

dend für die ihre eingeschränkte Zahl und Funktion und weniger effektive Repera-

turmechanismen bei fortschreitendem Alter [60]. Der Turnover der extrazellulären

Matrix unterliegt in gealterten Gewebes einer Dysregulation. Zum einen verändert

sich die Expression gewebedegradierender Matrixmetalloproteinasen (MMP) und ih-

rer Inhibitoren (tissue inhibitors of MMPs, TIMP), zum anderen auch die Expressi-

on von Proteinen der extrazellulären Matrix selbst -z.B. Kollagen, Fibronektin und

Tenascin-C [61]. Die veränderte extrazelluläre Matrix hat negative Auswirkungen

auf EPC-Homing und folglich für Angiogenese und Remodeling [30]. Chang et al.

stellten an einem Wundheilungsmodell dar, dass verminderte Neovaskularisierung

bei alten Mäusen von Defekten der Hypoxieantwort des gealterten Gewebes und

nicht von intrinsischen Defekten der EPC herrührt [62]. In ischämischem Gewebe

wurde bei alten Mäusen HIF1α, ein Transkriptionsfaktor von VEGF und SDF-1α,

vermehrt degradiert. Durch die niedrigen SDF- und VEGF-Konzentrationen im Ziel-

gewebe wurden weniger EPC rekrutiert und dadurch die Neovaskularisierung ver-
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mindert. Pharmakologische Stabilisierung von HIF1α oder Administration von SDF

und VEGF konnten die Neovaskularisierung wiederherstellen. Weiterhin demons-

triert Edelberg et. al, dass infundierte junge EPC die Angiogenese im Herz alter

Mäuse wiederherstellen können, indem sie parakrin den in gealterten Epithelzellen

beeinträchtigten PDGF-B-Pfadweg wieder aktivieren [63]. Conboy et al. nutze ein

Modell heterochromer Parabiose bei Mäusen. Bei heterochromer Parabiose entwi-

ckeln jeweils ein altes und ein junges Tier vaskuläre Anastomosen und teilen sich

somit einen einzigen, gemeinsamen Blutkreislauf. Progenitorzellen im Skelettmus-

Abbildung 1.4: Einwirkung einer jungen systemischen Umgebung verjüngt alte Sa-
tellitenzellen. A: aktivierte murine Satellitenzellen nach 24-stündiger Kultur mit altem oder

jungem Serum in vitro. B: Satellitenzellen nach fünftägiger heterochromer Parabiose. (Abbildung

Conboy et al. [64])

kel alter Mäuse nahmen nach fünftägiger Parabiose wieder einen jungen Phänotyp

an, nachdem Serumfaktoren des jungen Tieres zur Reaktivierung des Delta-Notch-

Signalwegs geführt hatten [64]. Vor dem Hintergrund des bei Patienten mit chro-

nisch kardiovaskulären Erkrankungen sicherlich relevant verbrauchten und erschöpf-

ten Pools von Stammzellen weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass zur erfolgreichen

Stammzelltherapie die intensive Auseinandersetzung nicht nur mit der Zellfunktion

an sich, sondern insbesondere mit lokalen und systemischen Einflussfaktoren der

Stammzellfunktion nötig ist.
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1.3 Fragestellung

Studien zu Stammzellen in vitro und im Tiermodell repräsentieren Alter, Stoff-

wechselstörungen und Komorbiditäten oft nur ungenügend. Dennoch ist bekannt,

dass nicht nur zellintrinsische Fakoren, sondern auch das Mikromilieu der Zelle ihre

Funktionalität beeinflusst. Bei der Charakterisierung zirkulierender Mesoangioblas-

ten wurde deshalb untersucht, welchen Einfluss Veränderungen des Mikromilieus

-hier Alter und kardiopulmonaler Bypass- auf Mesoangioblasten nehmen. Die vor-

liegende Arbeit untersucht die

• Stammzellnische und Mobilisation von Mesoangioblasten

• Anzahl und Funktion von Mesoangioblasten bei Kindern und Erwachsenen

• Verbesserung der Funktion von Mesoangioblasten durch Veränderung des Mi-

kromilieus.
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Kapitel 2

Patienten, Material und Methoden

2.1 Patienten

Im Zeitraum von Mai 2006 bis August 2008 wurden folgende Patienten rekrutiert:

2.1.1 Pädiatrisch-kardiologische Patienten

85 Kinder, die wegen eines kongenitalen Herzfehlers im Kinderherzzentrum Gie-

ßen eine Herzoperation unter Einsatz der Herz-Lungen-Maschine (HLM) erhielten,

nahmen an der Studie teil. Neun dieser Patienten wiesen genetische Abberationen

auf, die häufig mit angeborenen kardialen Vitien vergesellschaftet sind (Trisomie

21 (n=3), DiGeorge-Syndrom (n=3), Cat-Eye-Syndrom (n=1), Rubinstein-Taybi-

Syndrom (n=1), TnT-Mutation (n=1)). Altersstufen wurden unterschieden wie in

der Pädiatrie üblich und präoperative Krankheitsausprägung gemäß der modifizier-

ten Ross-Skala [65], dem pädiatrischen Äquivalent der NYHA-Skala, eingeteilt. Al-

tersklassen, Ross-Stadium, führendes Vitium und Operationsverfahren sind im Fol-

genden tabellarisch aufgeführt.
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Altersstufen n=85

< 1 Monat Neugeborenes n=10

1-12 Monate Säugling n=30

13-72 Monate Kleinkind n=29

73-216 Monate Schulkind/ Jugendlicher n=16

Führendes Vitium n=85

Transposition der großen Arterien (TGA) n=7

Double Outlet Right Ventricle (DORV) n=9

Double Inlet Left Ventricle (DILV) n=4

Hypoplastisches Linksherzsyndrom (HLHS) n=8

Hypoplastisches Rechtsherzsyndrom (HRHS) n=1

Fallot’sche Tetralogie (ToF) n=4

Partielle Lungenvenenfehlmündung (PAPVR) n=4

Ventrikelseptumdefekt (VSD) n=8

Atriumseptumdefekt (ASD) n=8

Atrio-ventrikulärer Septumdefekt (AVSD) n=4

Aortenklappeninsuffizienz n=6

Aortenklappenstenose n=3

Aortenisthmusstenose (Istha) n=3

Pulmonalklappeninsuffizienz n=4

Pulmonalklappenatresie + VSD/IVS n=3

Trikuspidalklappeninsuffizienz n=2

Truncus arteriosus communis n=1

Ebstein-Anomalie n=2

Bland-White-Garland-Syndrom n=1

Shone-Komplex n=1

Benigner Herztumor n=1

Dilatative Kardiomyopathie (DCM) n=1
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Operationsverfahren n=85

ASD-/VSD-/AVSD-Verschluss n=24

Klappenersatz n=15

Totale cavo-pulmonale Anastomose (TCPC) n=12

Glenn-OP / Step II Hybrid-Prozedur n=11

Arterielle Switch-OP n=7

Istha-Resektion n=4

Klappenrekonstruktion n=3

Lungenvenen-Reimplantation n=4

Koronarien-Reimplantation n=1

TAC-Korrektur n=1

Tumorresektion n=1

Left Ventricualer Assit Device (LVAD)-Implantation n=1

Ross-Klassifikation n=85

Ross 1 keine körperliche Beeinträchtigung n=24

Ross 2 frühzeitige Erschöpfung bei körperlicher Anstrengung

(Spielen, Laufen)

n=30

Ross 3 Schwitzen, Zyanose, Erschöpfung bei leichter

Anstrengung (z.B. Saugen an der Mutterbrust)

n=24

Ross 4 Schwitzen, Zyanose, Erschöpfung in Ruhe,

intensiv-medizinische Überwachung nötig

n=7
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2.1.2 Internistisch-kardiochirurgische Patienten

25 Erwachsene, die sich in der Thoraxchirurgie des Universitätsklinikums Gießen

und Marburg oder des Universitätsklinikums Frankfurt a.M. einer Operation mit

kardiopulmonalem Bypass unter Einsatz der Herz-Lungen-Maschine unterzogen, bil-

deten dieses Kollektiv. Grund zur Operation waren koronare Herzkrankheit (n=19),

Klappeninsuffizienz/ -stenose (n=5), LVOT-Obstruktion durch Myxom (n=1), an-

geborener Herzfehler (n=1) und Chronisch Thrombembolische Pulmonale Hyperto-

nie (CTEPH, n=1). Die durchgeführten Operationen waren Arteriocoronarer Bypass

(ACB) (n=19), Klappenersatz (n=6), Myxomentfernung (n=1) und Thrombektomie

(n=1). Die Einteilung des Krankheitsstadiums erfolgte gemäß NYHA-Kriterien [66].

NYHA-Klassifikation n=26

NYHA 1 Herzerkrankung ohne körperliche Limitation.

Alltägliche körperliche Belastung verursacht keine

inadäquate Erschöpfung, keine Rhythmusstörungen,

keine Luftnot oder Angina pectoris.

n=0

NYHA 2 Herzerkrankung mit leichter Einschränkung der

körperlichen Leistungsfähigkeit. Keine Beschwerden in

Ruhe. Alltägliche körperliche Belastung verursacht

Erschöpfung, Rhythmusstörungen, Luftnot oder Angina

pectoris.

n=6

NYHA 3 Herzerkrankung mit höhergradiger Einschränkung der

körperlichen Leistungsfähigkeit bei gewohnter Tätigkeit.

Keine Beschwerden in Ruhe. Geringe körperliche

Belastung verursacht Erschöpfung, Rhythmusstörungen,

Luftnot oder Angina pectoris.

n=17

NYHA 4 Herzerkrankung mit Beschwerden bei allen körperlichen

Aktivitäten und in Ruhe. Bettlägerigkeit.

n=1
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2.1.3 Pädiatrische HTx- und KMTx-Patienten

18 knochenmarkstransplantierte Patienten wurden in den kinderonkologischen Am-

bulanzen des Universitätsklinikums Gießen und Marburg und des Universitätskli-

nikums Frankfurt a.M. rekrutiert. Voraussetzung zur Studienteilnahme war eine

gender-mismatch-Knochenmarktransplantation (KMTx) bei onkologischer Grunder-

krankung. Gender-mismatch-Transplantation beschreibt die Situation, wenn ein Pa-

tient ein Spenderorgan eines nicht gleichgeschlechtlichen Spenders erhält. Bei allen

Patienten lag ein kompletter Chimärismus in der letzten onkologischen Routine-

untersuchung vor Studienteilnahme vor, d.h. das Empfänger-Knochenmark bildete

keine Zellen mehr; alle Blutzellen wurden vom Spenderknochenmark produziert. In-

kompletter Chimärismus galt als Ausschlusskriterium.

Außerdem wurden drei männliche herztransplantierte (HTx) Patienten, die jeweils

ein weibliches Spenderherz erhalten hatten, aus der kinderkardiologischen Ambulanz

des Universitätsklinikums Gießen und Marburg rekrutiert.

Diagnose, Verlauf und Medikation wurden den Patientenakten entnommen. Peri-

operative Parameter entstammen dem Narkoseprotokoll. Der Behandlungsverlauf

wurde durch die Studienteilnahme nicht beeinflusst.

2.1.4 Ethikkomission

Die Studien wurden genehmigt von der Ethikkommission des Universitätsklinikums

Gießen und Marburg GmbH bzw. des Universitätsklinikums Frankfurt a.M.. Schrift-

liche Zustimmung der Patienten bzw. deren gesetzlicher Vertreter wurde vor Stu-

dienteilnahme eingeholt.
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2.2 Material

2.2.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Produkt Hersteller
Pipettenspitzen Starlab, Ahrensburg, Deutschland
PCR-Reaktionsgefäße 0,5 ml,
Reaktionsgefäße 1,5 ml

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

T 75 Kulturflasche 75 cm2, Stripetten,
6-well Zellkulturschale, 15 ml
Zentrifugenröhrchen, 50 ml
Zentrifugenröhrchen

Greiner Bio-one, Frickenhausen,
Deutschland

Lab-Tek R© Chamber Slide Electron Microscopy Sciences,
Hatfield, PA, USA

6,5mm Transwell 8µm Pore
Polycarbonate Membrane Insert

Corning Life Science, Lowell, MA,
USA

Fetales Bovines Serum (FBS) Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Endothelzell Basal Medium (EBM),
EGM Singlequots

Lonza, Walkersville, MD, USA

Biocoll Separating Solution 1,077g/ml
isoton

Biochrom AG, Berlin Deutschland

Dulbeccos PBS (1x) PAA Laboratories, Pasching,
Österreich

Fibronektin (pure) 1mg Roche, Mannheim, Deutschland
Trypsin EDTA 0,25% Invitrogen, Carlsbad, Kanada
Ethanol, Methanol Mallinckrodt Baker, Deventer,

Niederlande

2.2.2 Zellkulturmedium

Name Zusammensetzung
EBM-Vollmedium zur Kultivierung
von Mesoangioblasten (MAB) und
endothelialen Progenitorzellen (EPC)

EBM, 20% FCS (v/v), Penicillin
50.000 U, 50 mg Streptomycin,
Hydrocortison (1 µg/ml), Gentamicin
Sulfat (50 µg/ml), Amphotericin-B (50
µg/ml), 2 ml ”Bovine Brain Extract”
(3 µg/ml ), rhEGF (10µg/ml)
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2.2.3 Cytokine

Produkt Hersteller
rhHGF Peprotech, Umkirch, Deutschland
rhSDF-1α Peprotech, Umkirch, Deutschland
rhTNFα Peprotech, Umkirch, Deutschland

2.2.4 Immunhistochemische Materialien

Produkt Hersteller
Chromosome Enumeration DNA FISH
Probes X SpectrumGreen

Abbott Wiesbaden Deutschland

Chromosome Enumeration DNA FISH
Probes Y SpectrumOrange

Abbott Wiesbaden Deutschland

Nonidet P40 (NP-40) Biovision, Mountain View, CA, USA
Standard Saline Citrate (SSC) Cellgro, Manassas, VA, USA
Proteinase K Sigma Aldrich, München, Deutschland
Glycerin Sigma Aldrich, München, Deutschland
DAPI (w/v) Sigma Aldrich, München, Deutschland
Dithiothreitol(DTT) Roche Diagnostics, Mannheim,

Deutschland

2.2.5 Kits

Produkt Hersteller
APC BrdU Flow Kit Becton, Dickinson and Company,

Franklin Lakes, NJ USA
RayBio R© Human Cytokine Antibody
Array

RayBiotech, Inc., Norcross GA, USA

Human CXCL12/SDF-1α Quantikine
ELISA Kit

R&D Systems, Minneapolis, MN, USA
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2.3 Methoden

2.3.1 Isolation und Kultivierung endothelialer Progenitor-

zellen

Die Isolation endothelialer Progenitorzellen (EPC) erfolgt mittels Ficoll-Dichtezen-

trifugation aus Blutproben. In mit einem Gerinnungshemmer versetzten Blut bilden

sich durch Sedimentation bzw. Zentrifugation drei Schichten: Blutplasma (obere

Phase), mononukleären Zellen (MNC, engl. Buffy Coat, Interphase) und Erythro-

zyten (untere Phase). Blutspenden werden so zu Plasmaprodukten, Thrombozy-

tenkonzentraten bzw. Buffy-Coats und Erythrozytenkonzentraten verarbeitet. Der

Buffy Coat macht etwa 1% der Blutprobe aus. Zur Isolation von EPC werden Blut-

proben zur Aufreinigung im Verhältnis 1:1 mit PBS verdünnt und in einen zur Hälfte

mit Ficoll gefüllten Falcon pipettiert. Ficoll dient zur saubereren Trennung verschie-

dener Phasen. Während 20minütiger Zentrifugation bei 800g entstehen ähnlich wie

oben beschrieben Plasma (obere Phase), Interphase (grau-weiße Schicht aus MNC),

eine Phase des trennenden Ficolls, und Erythozyten (untere Phase). EPC stellen ca.

1% der MNC dar. Die MNC-Zellfraktion wird abgesaugt und mehrmals mit PBS

gewaschen, indem die Zellen in PBS aufgenommen und 10 Minuten bei 800g zentri-

fugiert werden. Wenn der Überstand nach Zentrifugation klar ist, wird die Zellzahl

in einer Neubauer-Zählkammer bestimmt und die Zellen mit einer Dichte von 8·106

Zellen/ml Medium (EBM) resuspendiert. Jeweils 10-12ml Zellsuspension werden

in Fibronektin-beschichtete T75-Zellkulturflaschen ausgebracht. Fibronektin ist ein

Glykoprotein, welches die Anhaftung bestimmter Zellen an die Kulturschale fördert.

Die Fibronektin-Beschichtung wird vor dem Ausbringen der Zellen durch halbstün-

dige Inkubation der Zellkulturflaschen mit bodenbenetzender Fibronektin-Lösung

erzielt (10µl 0,1% Fibronektin/ml PBS). Die Zellinkubation erfolgt bei 37◦C, 5%

CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit. An Tag 3 nach Isolation werden flottierende MNC

verworfen und adhärente Zellen (mehrheitlich EPC) für nachfolgende Experimente

verwendet.
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2.3.2 Isolation und Kultivierung zirkulierender Mesoangio-

blasten

Die Isolation der Mesoangioblasten (MAB) verläuft ähnlich wie die der EPC. Aus

einer Blutprobe werden mit Hilfe der Ficoll-Dichtezentrifugation MNC isoliert und

in einer Dichte von 8·106 Zellen/ml in Fibronektin-beschichteten Zellkulturflaschen

ausgebracht. Nun werden die Zellen nicht wie im Protokoll zur Isolation von EPC

an Tag 3 nach Isolation verwendet, sondern erst an Tag 7 werden nicht adhären-

te Zellen verworfen und adhärente Zellen in frischem EBM-Vollmedium bis Tag 14

kultiviert. Von Tag 7 bis 17 nach Isolation kann die Entstehung von MAB-Kolonien

beobachtet werden, die Mehrzahl der Kolonien tritt jedoch bis Tag 10 auf. Die Pas-

sagierung der MAB erfolgt ab Tag 14 alle 3-4 Tage. Die Zellkonfluenz beträgt dabei

70-90%. Zuerst wird das Zellkulturmedium abgesaugt und die Zellen anschließend

trypsiniert. Trypsin baut proteolytisch Oberflächenproteine der Zelle ab, welche die

Adhäsion zur Kulturschale vermitteln. Da das im verbliebenen Medium enthaltene

FCS die Behandlung mit 0,25% Trypsin-EDTA inhibieren kann, werden Zellen zu-

erst mit PBS gewaschen, um verbliebene Mediumreste zu entfernen. Dann werden

2ml Trypsin in die Flasche gegeben und der Ablösungsprozess durch Schwenken der

Flasche unterstützt. Nach einer Einwirkzeit von 3-5 Minuten wird Trypsin durch

Zugabe von 2ml Medium inaktiviert. Die Zellen zur weiteren Passagierung in einer

Dichte von 5·104 Zellen/ml EBM ausgebracht oder direkt für Experimente benutzt.

Auf Grund des identischen Isolationsprotokolls von MAB und EPC befinden sich

in den ersten Passagen der MAB-Kultivierung noch EPC. Der Anteil der MAB er-

höht sich durch ihr Wachstum und Verdrängung der EPC stetig, bis er in Passage 3

100% erreicht. Die nachfolgend beschriebenen Versuche wurden deshalb mit MAB

aus Passage 3-5 durchgeführt.

2.3.3 Ermittlung von Population doubling und Population

doubling time

Population doubling (PD) ist eine rechnerische Schätzung der Anzahl der Zellver-

dopplungen einer Zellpopulation im beobachteten Zeitraum (hier eine Passage).
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Hierzu wird bei MAB in der jeweiligen Zelllinie ab Tag 14 nach Zellisolation (Pas-

sage 1) alle 3-4 Tage die Zellzahl einer Kulturflasche bestimmt und daraus das PD

errechnet:

Anzahl der population doublings =
log( N

N0
)

log(2)

mit N = Zellzahl bei Passagenbeginn, N0 = Zellzahl bei Passagenende

Danach werden die Zellen zur weiteren Passagierung in einer Dichte von 5·104 Zel-

len/ml neu ausgebracht. Nach 3-4 Tagen (einer Passage) wird wiederum Zellzahl

und PD bestimmt und die Passagierung fortgeführt. Die Kultivierung einer Zellline

wird beendet, wenn die Zellzahl nach einer Passage stagniert. Abb. 3.1 stellt die

kumulierten PDs dar.

Die Population doubling time (PDT) beschreibt die Zeit zur Verdopplung der Zell-

zahl während der exponentiellen Phase des Wachstums. Ihre Bestimmung ist weniger

zeit- und materialintensiv als die des PD. Für die ersten zwei bzw. drei Passagen

wird die exponentielle Wachstumskurve durch Logarithmierung annähernd mit einer

linearen Geradengleichung y = mx + b beschrieben. In Microsoft Excel wird diese

Geradengleichung für jeden Donor ermittelt. Die für eine Verdopplung der Zellzahl

benötigte Zeit (PDT) entspricht dabei dem x-Wert der Geraden bei y = log(2).

Population doubling time = log(2) + b

m

mit b = y-Achsenabschnitt, m = Steigung der Geraden

2.3.4 Migrationsassay (Boyden-Kammer)

Die einfachste Methode zur Messung der Migration ist der Scratch-Assay. Hier-

bei werden in einem definierten Areal eines Zellmonolayers die Zellen abgeschabt

(engl. scratch) und später die Migration an den Monolayergrenzen fotographisch

dokumentiert und ausgewertet. Im Scratch-Assay bleiben Zell-Zell-Kontakte und

Zell-Matrix-Kontakte erhalten, es ist jedoch keine Messung der Migration entlang
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eines chemischen Konzentrationsgradienten möglich [67]. Chemotaxisversuche wer-

den deshalb mit einer modifizierten Boyden-Kammer durchgeführt. Hierbei wird

durch Diffusion ein Konzentrationsgradient erzeugt. Suspendierte Zellen wandern

entlang entlang diesem Gradienten durch eine Membran mit definierter Porengrö-

ße [68] (Abb. 2.3A).

Abbildung 2.1: Modifizierte Boyden-Kammer. A: Schematische Darstellung einer

Transwell-Kammer. B: Membran einer Transwell-Kammer mit DAPI-gefärbten Zellen im Fluo-

reszenzmikroskop, 10x Vergrößerung

Die verwendeten Zellen werden zu Beginn des Versuchs mit EBM + 0% FCS ge-

waschen und in EBM + 0% FCS zwei Stunden bei 37◦C inkubiert. Dies dient der

„Aushungerung“ der Zellen. Die Sensibilität auf chemische Lockstoffe soll dadurch

erhöht werden. Nach Ablauf der Inkubationszeit werden die Zellen trypsiniert. Die

Zellsuspension wird 10 Minuten bei 800g zentrifugiert und einmal mit EBM + 0%

FCS gewaschen. Mit EBM + 0% FCS wird eine Zellsuspension von 2,5·105 Zellen/ml

hergestellt. In das fibronektin-beschichtete untere Kompartiment einer Transwell-

Kammer werden 600µl Kontroll- oder Testsubstanz eingebracht. Das obere Kompar-

timent wird mit 200µl der vorbereiteten Zellsuspension (entspricht 50.000 Zellen)

befüllt und sofort in das untere Kompartiment eingesetzt. Die befüllten Kammern

werden vier Stunden bei 37◦C inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit werden

die Zellen, die die Membran durchwandert haben, ausgezählt. Hierzu wird Obersei-

te der Membran vorsichtig mit einem Wattepad abgewischt und die Membran der

Kammer entnommen. Die Zellkerne der Zellen, die durch die Membran gewandert

sind und an ihrer Unterseite haften, werden dann mit DAPI Mounting Medium an-

gefärbt. Am Fluoreszenzmikroskop (Fa. Zeiss, Axiovert 100, Axiocam, Axiovision

Software) werden bei Durchlicht zuerst die Poren der Membran eingestellt, dann
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die blau gefärbten Zellkerne im Licht von 461nm in jeweils drei repräsentativen Ge-

sichtsfeldern gezählt (Abb. 2.1B). Alternativ zur DAPI-Färbung können die Zellen

vor dem Versuch mit Cell Tracker Green markiert werden.

2.3.5 Survivalassay

Im Survivalassay wird das Überleben von Zellen in verschiedenen Kulturmedien un-

tersucht. Fibronektin-beschichtete Wells einer 6-well-Platte werden mit 2ml Kontroll-

oder Test-Medium befüllt. MAB werden in einer Dichte von 3·104 Zellen/ml Medium

ausgebracht und die Zellen wie üblich kultiviert. An Tag 3 wird ein Mediumwechsel

durchgeführt und an Tag 5 die Zahl der adhärenten Zellen nach Trypsinierung in

der Neubauer-Zählkammer bestimmt.

EPC werden einer Dichte von 1·106 Zellen/ml Medium ausgebracht. Die Zellzahl

wird wie beschrieben an Tag 7 bestimmt. Gelegentlich werden die Ergebnisse als

’Surviving Fraction’ angegeben:

Surviving Fraction (SF) = Zellzahl(Experiment)
Zellzahl(Kontrolle)

2.3.6 Proliferationsassay (BrdU-Uptake Assay)

Das Immunfluoreszenzstaining mit durchflusszytometrischer Analyse von inkorpo-

riertem Bromodeoxyuridin (BrdU) bietet eine hochauflösende Technik um Vorkom-

men und Charakteristika DNA-synthetisierender Zellen zu untersuchen. Bei dieser

Methode wird BrdU, ein Thymidin-Analogon, in proliferierenden Zellen während

der S-Phase (DNA-Synthese-Phase) des Zellzyklus in neusynthetisierte DNA ein-

gebaut (Abb. 2.2). Das aufgenommene BrdU wird mittels eines floureszierenden

BrdU-Antikörpers markiert und BrdU-positive Zellen durch Durchflusszytometrie

(FACS) bestimmt.

Das Protokoll folgt den allgemeinen Herstellerangaben. MAB in zweiter oder dritter

Passage werden an Tag 3 nach der letzen Passagierung eine Stunde mit 10µl 1mM

BrdU/ml Medium inkubiert. Dann wird die Zellzahl bestimmt und durch Zentrifuga-

tion ein Zellpellet mit 1·106 Zellen hergestellt. Das Zellpellet wird in 50 µl Staining

Puffer (1x DPBS, 3% Fetal Bovine Serum und 0,09% Sodiumazid) resuspendiert
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Abbildung 2.2: Analogie der Molekülstruktur von BrdU und Thymidin. A: Bromo-

deoxyuridin (BrdU). B: Thymidin. Die Moleküle unterscheiden sich nur durch Methyl- bzw. Brom-

gruppe am Phenol-Ring.

und in ein FACS-Röhrchen überführt. Damit DNase und BrdU-Antikörper später

bis in den Zellkern vordringen können, wird die Zellmembran fixiert und permeabili-

siert. Dies wird erreicht, indem man das Zellpellet mit 100µl BD Cytofix/Cytoperm

Puffer suspendiert und 15-30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zellen

werden danach mit 1ml Staining Puffer gewaschen, für 5 Minuten bei 400xg zen-

trifugiert und der Überstand verworfen. Das Zellpellet wird in 100µl BD Cytoperm

Plus Buffer resuspendiert und 10 Minuten auf Eis inkubiert. Waschen, Zentrifugie-

ren und Überstand verwerfen wie zuvor. Nochmals werden die Zellen in 100µl BD

Cytofix/Cytoperm Buffer für 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Waschen,

Zentrifugieren und Überstand verwerfen. Um das in die DNA eingebaute BrdU für

dessen Antikörper zugänglich zu machen, werden die Zellen eine Stunde bei 37oC

mit 100µl DNase (Konzentration 300µg/ml DPBS) behandelt. Waschen, Zentrifugie-

ren und Überstand verwerfen. Der BrdU-Antikörper wird mit 50µl BD Perm/Wash

Buffer verdünnt und die Zellen damit 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Waschen, Zentrifugieren und Überstand verwerfen. 1ml Staining Puffer wird zu-

gefügt und die gefärbten Zellen im Durchflusszytometer bei einer Geschwindigkeit

unter 400 Ereignissen pro Sekunde analysiert.

2.3.7 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Das Prinzip des ELISA wurde 1971 von Engvall et al. entwickelt [69]. Es werden

zwei für das zu untersuchende Antigen spezifische Antikörper benutzt. Sie binden

an unterschiedlichen Stellen des zu untersuchenden Antigens und behindern ihre
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Reaktionen nicht gegenseitig. Der erste Antikörper (coating-Antikörper) ist auf der

vom Hersteller vorbereiteten Mikroplatte gebunden. Das Substrat bindet aus der

untersuchten Flüssigkeit heraus an diesen immobilisierten Antikörper. Der zweite,

polyklonale Antikörper ist mit Meerrettichperoxidase (HRP, engl. horseradish per-

oxidase), Alkalischer Phosphatase (AP) oder Glucoseoxidase (GOX) verlinkt. Er

bindet an einer anderen Bindungsstelle des Substrats und sorgt durch enzymatische

Reaktion für einen messbaren Farbumschlag, der proportional zur Konzentration des

gebundenen Substrats ist (Abb. 2.3). Um Schwankungen, denen der ELISA-Assay

unterliegt, auszugleichen, werden die Ergebnisse mehrerer Versuche gemittelt.

Abbildung 2.3: Prinzip des Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA). (Abbil-

dung RayBio R© Human SDF-1alpha ELISA Kit Manual [70])

Die Wells der ELISA-Platte werden mit je 100µl der Standardreihe oder Proben-

materials befüllt und mit Folie bedeckt 2,5 Stunden bei Raumtemperatur unter

leichtem Schwenken inkubiert. Danach gießt man die Flüssigkeit ab und wäscht die

Wells dreimal mit je 300µl 1x Wash Solution. Die Wells werden eine Stunde lang

unter leichtem Schwenken mit 100µl biotinylierten Antikörper (Detection Antibo-

dy) inkubiert und anschliessend gewaschen. Danach erfolgt die Inkubation mit 100µl

Streptavidin-Lösung (Streptavidin-HRP) für 45 Minuten. Ungebundene Antikörper-

Enzym-Komplexe werden durch erneutes Waschen mit Wasch Solution entfernt. Als

letztes Reagenz werden je 100µl TMB One-Step Substrate Reagent in die Wells

pipettiert. TMB One-Step Substrate Reagent setzt sich aus gleichen Volumina Was-

serstoffperoxid (H2O2) und Tetramethylbenzidin (TMBH2) zusammen. Unter Ein-

wirkung von Wasserstoffperoxid und Katalysation durch Streptavidin-HRP entsteht
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aus der farblosen Leukoform TMBH2 der blaugrüne Farbstoff Tetramethylbenzidin

(TMB). Die Intensität des Farbumschlags ist proportional zur Konzentration des

im ersten Schritt gebundenen Antigens. Die Farbreaktion muss lichtgeschützt unter

leichtem Schwenken ablaufen und wird nach 30 Minuten durch Zugabe von 50µl

Stop-Puffer (Schwefelsäure, H2SO4) unterbunden, was einen zweiten Farbumschlag

von blau nach gelb hervorruft. Die Farbintensität wird sofort im ELISA-Reader bei

450nm gemessen und die Konzentration des Antigens anhand der Standardkurve

errechnet.

2.3.8 Cytokine Array

Der Cytokine Array beruht auf dem gleichen Sandwich-Prinzip wie der ELISA (Abb.

2.3), untersucht aber zahlreiche verschiedene Antigene einer Testsubstanz. Hierzu ist

die Cytokine-Array-Membran an vordefinierten Punkten mit jeweils verschiedenen

Erst-Antikörpern beschichtet.

Zu Beginn des Versuchs wird die Membran in die dafür vorgesehene Schale ge-

setzt. Man bereitet die Membran vor, indem man sie 30 Minuten mit 2ml Blocking

Puffer inkubiert. Dann wird der Blocking Puffer entfernt und die Membran mit

1ml Test-Substanz eine Stunde inkubiert. Die Membran jeweils zweimal mit 2ml

1x Waschpuffer I bzw. II waschen, indem die Platte für fünf Minuten pro Wasch-

schritt leicht geschwenkt wird. Der erste, Biotin-konjugierte Antikörper (Detection

Antibody) wird mit 100µl 1x Blocking-Puffer und 2ml 1x Blocking-Puffer verdünnt

und die Membran für eine Stunde mit 1ml dieser Lösung bei Raumtemperatur inku-

biert. Wie zuvor mit Waschpuffer I und II waschen. 2ml 1000fach mit 1x Blocking

Buffer verdünntes HRP-konjugiertes Streptavidin wird auf die Membran gegeben,

zwei Stunden inkubiert und gewaschen. Der folgende Schritt wird zügig binnen 40

Minuten ausgeführt, um ein Austrocknen der Membran zu vermeiden. 250µl 1x De-

tection Buffer C und 250µl 1x Detection Buffer D werden zusammen auf die Mem-

bran gegeben und 2 Minuten inkubiert. Luftblasen werden durch Klopfen an den

Rand der Membran entfernt. Überschüssige Dektektionsflüssigkeit saugt man von

der schräggehaltenen Membran mit einem Papiertuch auf. Nun wird die Membran
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unter Vermeidung von Druck und Entstehung von Luftblasen zwischen zwei Plas-

tikplatten gelegt. Nach 40-sekündiger Belichtungszeit auf einem Röntgenfilm kann

die Membran bei -20oC aufbewahrt werden. Die Filmplatte wird entwickelt und aus-

gewertet. Die semiquantitative Analyse der Intensität der Antigenbindung wird mit

einem Bildverarbeitungsprogramm (TINA; version 2.09g) durchgeführt.

2.3.9 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) ist eine Methode zum Nachweis spe-

zifischer DNA-Sequenzen. Das zu Grunde liegende Konzept wurde 1969 von Gall

und Pardue beschrieben [71]. Es beruht auf der Paarung komplementärer Basen

zweier Nukleinsäure-Einzelstränge (Abb. 2.4). DNA liegt im Zellkern doppelsträngig

vor. Durch Hitze oder ph-Wert-Verschiebung wird sie zu Einzelsträngen denaturiert.

Eine in vitro hergestellte, für den gesuchten Genabschnitt spezifische einzelsträngi-

ge DNA-Sequenz (Sonde) mit Fluorenszenz-Marker bindet in ihre komplementäre

Sequenz der DNA im Zellkern. Anschließend liegen in der DNA Hybridmoleküle

aus den zelleigenen Nukleinsäuren und der Sonde vor. Diese Hybridmoleküle kön-

nen anhand des konjugierten Fluoreszensfarbstoffes detektiert werden. Bis zu sieben

verschiedene Sonden können in einer Färbung benutzt werden.

Abbildung 2.4: Prinzip der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) auf Chromo-
somenpräparaten. (Abbildung Klein et al. [72])
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MABwerden 24 Stunden vor dem Staining in üblicher Zelldichte auf einen Fibronektin-

beschichteten, gläsernen Objektträger ausgebracht und inkubiert. Danach werden

die Zellen für 10 Minuten mit einer Mischung aus Methanol und Eisessig im Verhält-

nis 4:1 auf dem Objektträger fixiert und die Zellmembranen permeabilisiert. Durch

zweimaliges Waschen mit PBS und 2xSSC werden nicht adhärente Zellen, Zelldebris

und die Fixierlösung entfernt. Darauf folgt für zwei Minuten eine Behandlung mit

5mg/ml Proteinase K. Diese Serinprotease besitzt durch endo- und exoproteolyti-

sche Aktivität eine breite Spezifität und verdaut DNAsen, welche zur unerwünschten

Degradation der DNA führen könnten. Nach dem Proteinverdau wird das Präparat

dreimal mit PBS gewaschen und anschließend in einer aufsteigenden Alkoholreihe

entwässert. Das Präparat wird hierfür je zwei Minuten in einer 70%-, 95%- und

100%-igen Ethanollösung gebadet. Bevor die eigentliche Färbung der Chromoso-

men vorgenommen wird, trocknet das Präparat für 30 Minuten an der Luft. In

der Zwischenzeit werden die Chromosome Enumeration DNA FISH Probes (CEP)

lichtgeschützt vorbereitet. Pro Objektträger werden je 2µl Aqua dest., 7µl Hybridi-

sierungspuffer, 1µl Sonde für X-Chromosomen und 1µl Sonde für Y-Chromosomen

in ein Reaktionsgefäß pipettiert und durch kurzes Vortexen und Zentrifugation ge-

mischt. Auf dem Heizblock wird die noch doppelsträngige DNA-Sonde bei 71◦C für

4 Minuten zu Einzelsträngen denaturiert, sofort 10µl auf das getrocknete Präparat

gegeben und mit einem Deckgläschen bedeckt. Das Präparat wird nun lichtgeschützt

für vier Minuten bei 80◦C auf dem Heizblock denaturiert. Nach zweistündiger Hybri-

disierung im 37◦C warmen Wasserbad wird die überschüssige Sonde in verschiedenen

42◦ warmen Puffern weggewaschen. Die Waschpuffer und -zeiten sind wie folgt: 5

Minuten 2xSSC, 10 Minuten 50% Formamid/ 2xSSC, 10 Minuten 50% Formamid/

2xSSC, 5 Minuten 2xSSC, 5 Minuten 2xSSC mit 0,1% NP-40, 5 Minuten 2xSSC,

5 Minuten PBS. Nach dem ersten Waschen in 2xSSC wird das Deckgläschen vom

Objektträger entfernt, sodass die darauffolgenden Reagenzien in Kontakt mit dem

Zellpräparat kommen. Nach dem Waschen wird durch Schräghalten vorsichtig die

Flüssigkeit vom Objektträger entfernt. Das Präparat wird mit 10µl DAPI Mounting

Medium (5 ml Glycerin, 4 ml PBS, 1 ml DTT (1M), DAPI 1 mg (w/v)) bedeckt und

am konfokalen Mikroskop ausgewertet (Zeiss LSM 510 Confocal Microscope, Zeiss
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LSM Imagebrowser). Das Präparat kann bei 4◦C lichtgeschützt bis zum Verblassen

der Floureszenz nach einigen Wochen gelagert werden.

2.3.10 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde wo nicht anders angegeben mittels Kruskal-

Wallis-Test oder Spearmans Rangkorrelationskoeffizient in SPSS 17.0 für Windows

durchgeführt. Normalverteilung wurde mittels Q-Q-Plot getestet. Die Daten sind

graphisch als Mittelwert+Standardabweichung dargestellt.
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Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Zahl und proliferative Kapazität zirkulieren-

der Mesoangioblasten sinken mit zunehmen-

dem Donoralter

3.1.1 Altersabhängige Zahl zirkulierender MAB

Mesoangioblasten (MAB) sind multipotente Zellen mit Ursprung in der embryona-

len dorsalen Aorta und der Fähigkeit, in mehrere mesodermale Zelltypen zu diffe-

renzieren. Differenzierung muriner und caniner ortsständiger MAB in mesodermale

Gewebe -Blut, Knorpel, Knochen, glatter Muskel, Skelettmuskel und Herzmuskel-

Abbildung 3.1: Mesoangioblasten in vitro. A: MAB-Kolonie an Tag 10, am Bildrand ver-

einzelt EPC (10fache Vergrößerung). B: Mesoangioblasten, 1. Passage, Tag 15.
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sowie die erfolgreiche experimentelle Anwendung bei Myskeldystrophie wurde bereits

beschrieben. Im Gegensatz zu HSC tragen MAB keine hämatopoetischen Oberflä-

chenmarker (CD45-, CD133-), jedoch mesenchymale Marker wie CD73, sowie frühe

endotheliale Marker (VEGF+/KDR+). Koyanagi et el. berichteten kürzlich über

zirkulierende humane Mesoangioblasten mit sehr ähnlichem Markerprofil, die neben

den genannten Oberflächenmarkern c-Met exprimieren. Die Charakterisierung dieser

Zellen war Gegenstand der vorliegenden Arbeit. Von vielen Stammzelllinien ist be-

kannt, dass Zahl und Funktion der Zellen erheblich von Alter und Komorbidität des

Spenders abhängen. In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob Zusammen-

hänge mit Patientencharakteristika auch bei zirkulierenden MAB bestehen. Hierzu

wurden MAB von Kindern mit angeborenem Herzfehler und Erwachsenen mit er-

worbener Herzerkrankung vor und nach einer Herzoperation mit kardiopulmonalem

Bypass (CPB) gewonnen. Die präoperative Blutprobe wurde aus einem zentralen

Venenkatheter gewonnen, als postoperative Blutprobe diente in der Herzlungenma-

schine verbliebenenes Blut. Die Patientencharakteristika sind in Kapitel 2.1 und

Tabelle 3.1 dargestellt.

Patientencharakteristika Kinder n=85 (%) Erwachsene n=26 (%)
Alter 3,5 [+/- 4,5] 68,7 [+/- 11,0]
Männlich 47 (55,3) 19 (73,1)
Kardiovaskuläre Risikofaktoren - 3,3 [+/- 1,1]
Aktuelle Medikation
ASS 7 (10,3) 18 (78,3)
Betablocker 21 (30,9) 14 (60,9)
Statine 0 (0) 15 (65,2)
ACE-Hemmer/ AT1-Blocker 16 (23,5) 14 (60,9)
Diuretika 19 (27,9) 11 (47,8)

Ross-/ NYHA-Stadium
1 24 (28,2) 0 (0)
2 30 (35,3) 6 (26,1)
3 24 (28,2) 16 (69,6)
4 7 (8,2) 1 (4,3)

Erkrankte Herzkranzgefäße
0 - 4 (17,4)
1 - 1 (4,5)
2 - 6 (26,1)
3 - 12 (52,2)
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Im Blutstrom zirkulierende humane Mesoangioblasten werden wie EPCmittels Ficoll-

Gradient aus einer Vollblutprobe isoliert. Im Gegensatz zu EPC, die zeitnah nach

der Isolation verwendet werden, werden zur Gewinnnung von MAB die ab Tag 10

auftretenden CFU (MAB-Kolonien, Abb. 3.1A) neu ausgesät und nicht adhärente

Zellen verworfen. Die zwei- bis dreitägige Passagierung kann bis zu 100 Tagen fort-

gesetzt werden, sie sind somit klonal bis zu 50 Passagen expandierbar (Abb. 3.1B).

Zirkulierende MAB sind sehr seltene Zellen. Bei 25% der untersuchten Kinder konn-

ten vor einer Herzoperation vereinzelte MAB-Kolonien (0,2 CFU/ml Blut) gewonnen

werden, bei Erwachsenen vor Operation jedoch nie (Abb. 3.2). Aus Leukozyten-

konzentraten (Buffy coats) von Blutspendern im Alter von 18-65 Jahren konnten

ebenfalls keine MAB gewonnen werden. Nach einer Herzoperation mit kardiopu-

Abbildung 3.2: Zahl zirkulierender MAB. Kinder vor CPB (n=20) und nach CPB (n=60),

Erwachsene vor OP (n=7), Erwachsene nach OP (n=12), Buffycoats (n=15).

monalem Bypass (CPB) konnten MAB deutlich häufiger isoliert werden: bei allen

Kindern wurden durchschnittlich 1,2 CFU/ml Blut isoliert, und auch bei Erwachse-

nen traten nun stets CFU auf, allerdings in deutlich geringerer Anzahl (0,3 CFU/ml

Blut) als bei Kindern. Die Isolation der MAB erfolgte binnen 3 bis 24 Stunden

nach Blutentnahme. Die Zahl der CFU nahm bei längerer Lagerung und niedriger

Temperatur etwas ab, jedoch nicht signifikant. Die Population doubling time, ein

Maß für proliferative Kapazität der gewonnenen Mesoangioblasten, war unabhängig

davon, ob die Zellen direkt nach Gewinnung der Blutprobe isoliert wurden oder ob

die Blutprobe bis zur Isolation 24 Stunden gelagert wurde (n=7, ohne Abbildung).
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Diese Ergebnisse legen nahe, dass Mesoangioblasten während CPB mobilisiert wer-

den und dass die Zahl mobilisierter MAB bei Erwachsenen tendenziell niedriger ist

als bei Kindern.

3.1.2 Altersabhängige proliferative Kapazität

Im Folgenden wurde untersucht, ob neben der Zahl auch die proliferative Kapazi-

tät der MAB bei Erwachsenen abnimmt. Zur Messung der proliferativen Kapazität

wurde das Population doubling (PD, Zahl der Zellverdopplungen bis zum Wachs-

tumsstillstand) und die Population doubling time (PDT, Zeit bis zur Verdopplung

der Zellzahl) von MAB verschiedener Donoren bestimmt. Hierbei wurde beobachtet,

dass es bei MAB von Erwachsenen viel eher zum Wachstumsstillstand kam als bei

MAB von Kindern (Abb. 3.3A, n=12). In der Messung der PDT an einer größeren

Abbildung 3.3: Proliferative Kapazität cMAB (child-derived mesoangioblasts) und
aMAB (adult-derived mesoangioblasts). A: Population Doubling (n=12). gelb: Alter < 1

Monat, orange: < 1 Jahr, rot: < 6 Jahre, grün: < 18 Jahre, blau: > 18 Jahre. B: Population

Doubling Time in Abhängigkeit vom Donoralter (n=68).

Zahl von Donoren (n=68) wurde eine signifikante Zunahme der PDT und damit

ein signifikant langsameres Zellwachstum bei Erwachsenen im Vergleich zu Kindern

gezeigt (Abb. 3.3B, Kruskal-Wallis-Test p=0,001). Innerhalb des kinderkardiologi-

schen Kollektivs lag ebenfalls eine signifikante Korrelation von Alter und PDT vor

(r=0,327, p=0,006).
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3.1.3 Patientencharakteristika beeinflussen proliferative Ka-

pazität

Durch Analyse der Patientencharakteristika wurden neben dem Alter weitere pati-

entenbezogene Faktoren, welche die proliferative Kapazität der MAB beeinflussen,

gefunden: Im kinderkardiologischen Kollektiv sank die proliferative Kapazität (ge-

messen als PDT) der MAB bei niedriger präoperativer Sauerstoffsättigung (Abb.

3.4A). Des Weiteren boten neun der 61 pädiatrischen Patienten Gendefekte, welche

Abbildung 3.4: Einfluss von Patientenchrakteristika auf PDT. A: Präoperative Sauer-

stoffsättigung. B: Gendefekte (n=60).

mit konnatalen Herzvitien vergesellschaftet sind (Trisomie 21, DiGeorge-Syndrom,

Cat-Eye-Syndrom, Rubinstein-Taybi-Syndrom und TnT-Mutation). Die PDT der

MAB dieser Kinder war signifikant verlängert (Abb. 3.4B), das Wachstum der MAB

war folglich bei Kindern mit Gendefekten verlangsamt. Statistisch unabhängig war

die PDT von Pulmonaler Hypertonie (p=0,588) und operationsbezogenen Parame-

tern wie Aortenabklemmzeit (p=0,853), Zeit an der Herzlungenmaschine (p=0,290)

und perioperativer Volumengabe pro Kilogramm Körpergewicht (p=0,400). In der

klinischen Routineserologie wurden perioperativ zwei herzspezifische biochemische

Marker bestimmt: Brain Natriuretic Peptide (BNP) als Marker für Herzinsuffizienz

und Troponin T als Marker für Myokarduntergang. Präoperativ überstieg das BNP

erwartungsgemäß die altersadaptierten Normwerte (320pg/ml +/- 816,5pg/ml), aber

korrelierte nicht mit der PDT. Die Troponin-Werte aller Patienten waren präope-

rativ mit ≤0,3ng/ml im Normbereich. Postoperativ korrelierte das Troponin nicht
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mit der PDT. Die Anzahl isolierter MAB je Milliliter Blut korrelierte mit keinem

der genannten Patientencharakteristika außer wie in Abb. 3.2 gezeigt mit dem Do-

noralter.

Im Kollektiv der erwachsenen Patienten zeigte sich keine Korrelation der PDT von

MAB mit der Zahl erkrankter Koronarien oder Anzahl kardiovaskulärer Risikofak-

toren (n=7). Auffällig waren die Beobachtungen bei einer 32jährigen Patientin mit

schwerer chronisch thrombembolischer pulmonaler Hypertonie (CTEPH), die sich

einer Thrombektomie unterzog. Hier stellten wir bereits in Passage 1 eine Wachs-

tumsstagnation der MAB fest. Die MAB der anderen erwachsenen Donoren, die

zumeist an KHK litten, konnten sehr einfach mehrere Passagen expandiert werden.

Ob das massiv verminderte Wachstumspotential der MAB der CTEPH-Patientin in

Zusammenhang mit der Grunderkrankung steht bleibt offen.

Zusammenfassend konnten wir folgende Risikofaktoren für eingeschränkte Zahl und

proliferative Kapazität von MAB zeigen:

• Alter

• Gendefekte mit Assoziation zu konnatalen Herzvitien

• chronisch thrombembolische pulmonale Hypertonie (Fallbericht).

Präoperative Hypoxämie führte zu einem schnelleren Zellwachstum in vitro.
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3.2 Mobilisation von Mesoangioblasten durch kar-

diopulmonalen Bypass

3.2.1 Plasmatischer HGF-Anstieg nach kardiopulmonalem

Bypass

Operationen am offenen Herzen mit extrakorporaler Zirkulation (kardiopulmonaler

Bypass (CPB)) führen zu ausgeprägten systemischen Reaktionen wie Aktivierung

des Gerinnungssystems, inflammatorischer Antwort und Mobilisation von Stamm-

und Progenitorzellen. Für die Mobilisation von Stamm- und Progenitorzellen sind

systemische und lokale Zytokinfreisetzung unabdingbar. Während des kardiopulmo-

nalen Bypasses kommt es zur komplexen Ausschüttung solcher Zytokine. Da MAB

bei Kindern und Erwachsenen nach CPB signifikant häufiger auftreten als vor CPB

(Abb. 3.2), wurde eine semiquantititive Bestimmung verschiedener Zytokine mittels

Zytokinarray in Blutplasma von Kindern vor und nach CPB durchgeführt. Dieses

Screening sollte Aufschluss über mögliche Mesoangioblasten-mobilisierende Fakto-

ren geben. Von den 30 analysierten Angiogenese-vermittelnden Proteinen war im

Abbildung 3.5: Zytokinlevel im Blutplasma vor und nach kardiopulmonalen Bypass.
A: Cytokine Array Membran. HGF grün eingerahmt. B: semiquantitative Auswertung; hellgrau:

vor OP; dunkelgrau: nach OP (n=4). Mit freudlicher Genehmigung von M. Iwasaki aus [73].

Plasma von Kindern nach CPB allein HGF (Hepatocyte Growth Factor) signifikant

erhöht (Abb. 3.5A+B). Da Iwasaki et al. die Expression HGF-Rezeptors c-met bei
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MAB beschrieben hatten, wurde eine wichtige Funktion von HGF bei der Mobili-

sierung von MAB während CPB angenommen.

3.2.2 Kardiopulmonaler Bypass und HGF induzieren Mi-

gration von MAB in vitro

Um zu untersuchen, ob nach kardiopulmonalem Bypass gewonnenes Plasma MAB

auch in vitro zur Migration anregt und ob HGF ein chemischer Lockstoff für MAB

ist, wurde ein Migrationsassay für zirkulierende humane MAB etabliert. Transwell-

Kammern von 8µm Porengröße und eine Inkubationszeit von 4 Stunden sind für

MAB geeignete Bedingungen. MAB von Kindern (cMAB, child-derived mesoan-

gioblasts, MAB pädiatrisch-kardiologischer Patienten) wurden Plasma ausgesetzt,

welches von Kindern vor bzw. nach CPB gewonnen wurde. Hierbei zeigte sich eine

signifikant stärkere Migration in den Kammern mit Plasma nach CPB (Abb. 3.6A).

Wurden cMAB in vitro HGF ausgesetzt, so stimulierte dies die Migration hochsi-

Abbildung 3.6: Migration von cMAB in vitro nach 4h. A: Plasma vor und nach CPB

(n=6). B: HGF und TNFα (n=3). PBS: Phosphate Buffered Saline, EBM: Endothelial Basal

Medium.

gnifikant (Abb. 3.6B). Auch TNFα, der murine und canine MAB mobilisiert, führte

zu ausgeprägter Migration humaner MAB.
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3.2.3 Verminderte migratorische Aktivität bei aMAB

In den vorherigen Versuchen wurde die altersabhängige Abnahme von Zahl und

proliferativer Kapazität humaner zirkulierender Mesoangioblasten beschrieben. In

der Boyden-Kammer wurde nun die migratorische Aktiviät von cMAB und aMAB

(adult-derived mesoangioblasts, MAB internistisch-kardiochirurgischer Patienten)

untersucht. Desweiteren wurde untersucht, ob die migratorische Kapazität der aMAB

in jungen Plasma verbessert werden kann, so wie es Conboy et al. durch die Expo-

sition alter Zellen an eine junge Umgebung erreicht hatte.

Es zeigte sich, dass die Migrationsrate von aMAB gegenüber cMAB hochsignifikant

(p<0,005) eingeschränkt ist (Abb. 3.7A+B). Die migratorische Aktivität von cMAB

wurde durch Plasma nach CPB signifikant gesteigert, wohingegen aMAB geringer

auf die Stimulation mit Plasma nach CPB ansprachen (p=0,055). cMAB und aMAB

Abbildung 3.7: Migratorische Aktivität von cMAB und aMAB nach 4h. A: Plasma

vor CPB (n=6). B: Plasma nach CPB (n=6).

migrierten durch Plasma von Kindern (young) tendenziell (vor CPB p=0,090, nach

CPB p=0,097) mehr als durch Plasma von Erwachsenen (aged).

Zusammenfassend können Mesoangioblasten in vitro durch Plasma nach CPB zur

Migration angeregt werden. Das nach CPB signifikant erhöhte HGF allein induziert

ebenfalls Migration von MAB. Die migratorische Aktivität von aMAB ist signifi-

kant vermindert. Zudem reagieren aMAB nicht wie cMAB auf den chemotaktischen

Reiz des Plasmas nach CPB. Ihre migratorische Aktivität ist in junger Umgebung

(Plasma von Kindern) nicht signifikant gesteigert.
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3.3 Mikromilieu beeinflusst Zellüberleben von Me-

soangioblasten

3.3.1 Höheres Überleben und Proliferation von MAB in

kindlichem Plasma

In den vorherigen Versuchen wurde dargestellt, dass Zahl, proliferative Kapazität

und migratorische Aktivität von MAB bei Erwachsenen abnehmen. Zudem schei-

nen MAB durch Veränderungen plasmatischer Zytokinlevel nach CPB aktiviert zu

werden. Um zu untersuchen, ob Alter und CPB auch in-vitro das Überleben von

MAB beeinflusst, und ob das Überleben der aMAB in jungen Plasma verbessert

werden kann, wurden MAB mit Plasma von Kindern bzw. Erwachsenen vor CPB

bzw. nach CPB kultiviert. Für die Messung des Überlebens (Survivalassay) wurden

MAB in EBM + 10% FCS + 10% Testplasma gezüchtet und die Zahl der adhären-

ten Zellen am fünften Tag mittels Neubauer-Zählkammer bestimmt. Als Kontrolle

dienten cMAB in Standard-Medium (EBM + 20% FCS). In Plasma vor CPB war

Abbildung 3.8: Überleben von cMAB und aMAB. A: Überleben nach fünf Tagen mit

Plasma vor CPB (n=6). B: Überleben mit Plasma nach CPB (n=6). Kontrolle (=100%): cMAB

in Standard-Medium (EBM + 20% FCS).

das Überleben von MAB unabhängig davon, ob kindliches oder adultes Plasma im

Zellkulturmedium benutzt wurde (Abb. 3.8A). Im Plasma nach CPB überlebten je-

doch signifikant mehr cMAB und aMAB, wenn das Plasma von Kindern stammte

(Abb. 3.8B).
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Um festzustellen, ob die Unterschiede im Zellüberleben durch unterschiedliche Ra-

ten von Proliferation oder vielmehr durch Apoptose zu Stande kommen, wurden

die Proliferationsraten der MAB in einem BrdU-Uptake-Assay untersucht. In die-

sem Versuch werden proliferierende Zellen durch Floureszenzmarkierung neu syn-

thetisierter DNA dargestellt. Die wie im Survivalassay kultivierten Zellen wurden

nach drei Tagen für eine Stunde mit dem Thymidin-Analogon BrdU inkubiert und

das Staining nach Herstellerangeben ausgeführt. Im Anschluss wurde mittels FACS

der Anteil BrdU-positiver Zellen gemessen. Die Anzahl proliferierender Zellen in

Abbildung 3.9: Proliferation von cMAB und aMAB nach drei Tagen. A: BrdU+ Zellen

mit Plasma vor CPB (n=3). B: BrdU+ Zellen mit Plasma nach CPB (n=3).

der Kontrollkultur (8,1% +/-1,3, ohne Abbildung) war kohärent mit der zu Beginn

gemessenen Population doubling time von 1,5-2 Tagen. Generell war die Proliferati-

onsrate bei cMAB etwas höher als bei aMAB (p=0,083). Nach CPB war der Anteil

proliferierender cMAB und aMAB in altem Plasma knapp signifikant vermindert

(Abb. 3.9B), was die zuvor beschriebenen Überlebensraten teilsweise erklären kann.

In einem weiteren Versuch wurde das Zellkulturmedium der MAB modifiziert. Es

wurde ausschließlich Plasma nach CPB verwendet, da die Gewinnung des hierzu

benötigten großen Plasmavolumens (über 20 Milliliter pro Patient) bei Kindern vor

CPB nicht vertretbar war. In den bisherigen Versuchen waren in den Zellkulturen

EBM + 10%FCS + 10% Testplasma benutzt worden. Wie Abbildung 3.10 zeigt,

ist das Überleben der Zellen abhängig vom Anteil des zugesetzten FCS oder Plas-

44



Ergebnisse

ma im Zellkulturmedium (EBM + 2%, 5%, 10% oder 20%). Wurden MAB in EBM

Abbildung 3.10: Dosisabhängiges Survival von cMAB und aMAB. Survival an Tag 5

mit Plasma nach CPB (n=3). Kontrolle (=100%): cMAB in Standard-Medium (EBM + 20% FCS).

mit 20% Plasma (ohne FCS) kultiviert, zeigte sich eindrucksvoll, dass das Überleben

von aMAB in Plasma von Kindern signifikant zunimmt, während das Überleben von

cMAB in Plasma von Erwachsenen signifikant abnimmt. Dies war in den vorherigen

Versuchen mit einem geringeren Anteil von Testplasma und Zusatz von FCS (Abb.

3.8B) nicht in dieser Deutlichkeit zur Abbildung gekommen.

Diese Versuche konnten in vitro nachweisen, welche Rolle die Umgebung einer Zel-

le für ihr Überleben haben kann: das Überleben junger Mesoangioblasten wurde

in altem Plasma signifikant reduziert, während das Überleben von alten Mesoan-

gioblasten in jungen Plasma signifikant gesteigert wurde. Nach der vorliegenden

Versuchsanordnung ist dies teilweise auf unterschiedliche Proliferationsraten zurück-

zuführen.
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3.4 Mesoangioblastennische außerhalb von Kno-

chenmark und Herz

3.4.1 Charakterisierung des Herkunftsgewebes der MABmit-

tels FISH

Murine und canine Mesoangioblasten werden von anderen Arbeitsgruppen als ge-

fäßständige Zellen beschrieben und wurden unter anderem aus Muskelbiopsien iso-

liert. Um das Herkunftsgewebe zirkulierender humaner Mesoangioblasten zu cha-

rakterisieren, verwendeten wir eine Gonosomenfärbung mittels Floureszens-in-situ-

Hybridisierung (FISH) an MAB von gender-mismatch knochenmark- und herztrans-

plantierten Kindern. Sind Spender und Empfänger eines Organtransplantats ver-

schiedenen Geschlechts, lassen sich Zellabkömmlinge des Spenderorgans und des

Empfängers zeitlebens durch Markierung der Geschlechtschromosomen unterschei-

den. Bei zwei männlichen von 18 knochenmarktransplantierten Patienten konnten

Abbildung 3.11: Gonosomenfärbung in MAB mittels FISH. blau: Zellkern, grün: X-

Chromosom, rot: Y-Chromosom. A: MAB eines männlichen Patienten nach gender-mismatch

Knochenmark-Tx. B: MAB eines männlichen Patienten nach gender-mismatch Herz-Tx (40fache

Vergrößerung). C: MAB eines männlichen Patienten ohne gender-mismatch-Tx (Kontrolle, 10fache

Vergrößerung).

MAB isoliert und jeweils eine CFU expandiert werden. In der FISH stellten sich bei

MAB beider Patienten X- und Y-Chromosom dar (Abb. 3.11A). Die MAB stamm-

ten somit von einem Gewebe des Empfängers und nicht vom weiblichen Spenderkno-

chenmark ab. Bei einem männlichen von drei herztransplantierten Patienten konn-
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ten MAB gewonnen und eine CFU expandiert werden. Bei dem Patienten trugen

die MAB X- und Y-Chromosom und stammten somit von einem Empfängergewebe

und nicht vom weiblichen Spenderherz ab (Abb. 3.11B). Die Mesoangioblastennis-

che befindet sich diesen Versuchen zufolge außerhalb von Knochenmark und Herz,

was gut mit ihrem zuvor beschriebenen Oberflächenmarkerprofil vereinbar ist.

3.5 Endotheliale Progenitorzellen in verändertem

Mikromilieu

3.5.1 Plasmatischer SDF-1α-Anstieg nach kardiopulmona-

lem Bypass bei Kindern

Endotheliale Progenitorzellen (EPC) sind dem Knochenmark stammende, VEGFR2-

tragende zirkulierende Progenitorzellen, die in reife Endothelzellen ausdifferenzieren

und zur postnatalen Angiogenese und Vaskulogenese beitragen können. An den ver-

gangenen 15 Jahren wurden diese Zellen intensiv beforscht und bereits zur klinischen

Anwendung bei Kardiomyopathien gebracht. Verschiedene Mechanismen zu EPC-

Mobilisation und Migration wurden beschrieben, so spielt insbesondere das chemo-

taktische Zytokin SDF-1α (stromal cell-derived factor-1 α) eine wichtige Rolle in

Mobilisation und Homing von EPC. Die Ergebisse unserer Versuche mit den noch

wenig bekannten MAB sollten nun denen eines etablierten Zelltyps gegenübergestellt

werden. Die zuvor mit MAB durchgeführten Versuche zu Migration und Überleben

wurden deshalb in modifizierter Form auch mit aus Buffy coats von gesunden Blut-

spendern gewonnenen EPC durchgeführt.

Da SDF-1α eine wichtige Rolle in der Mobilisation von EPC spielt, bestimmten wir

die absoluten plasmatischen SDF-1α-Level bei Kindern und Erwachsenen vor und

nach kardiopulmonalem Bypass (CPB). Bei Kindern, jedoch nicht bei Erwachse-

nen war SDF-1α nach CPB signifikant erhöht (Abb. 3.12). In der semiquantitativen

Bestimmung (Abb. 3.5) war allerdings keine relevante Veränderung des SDF-1α

aufgetreten. Ausgehend von den ELISA-Werten wäre eine verstärkte Migration von
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Abbildung 3.12: Absolute plasmatische SDF-1α-Level bei Kindern und Erwachse-
nen, gemessen mittels ELISA. hellgrau: Plasma vor CPB, dunkelgrau: Plasma nach CPB

(n=3).

EPC in Plasma von Kindern nach CPB zu erwarten.

3.5.2 Verminderte EPC-Migrationsrate in adultem Plasma

und nach kardiopulmonalen Bypass

Die migratorische Aktivität von EPC wurde nach 24stündiger Inkubation in der

Boyden-Kammer bestimmt. EPC migrierten in Plasma von Erwachsenen signifikant

weniger als in kindlichem Plasma (Abb. 3.13). Anders als die Messung des plasma-

tischen SDF erwarten ließ, induzierte Plasma nach CPB keine vermehrte Migration,

sondern es migrierten tendenziell weniger EPC als in Plasma vor CPB. Andere Fak-

toren scheinen hierbei eine höhere Relevanz als SDF-1α zu haben.

Abbildung 3.13: Migration endothelialer Progenitorzellen. Plasma von Kindern und Er-

wachsenen vor und nach CPB (n=6).
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3.5.3 Vermindertes EPC-Überleben nach kardiopulmona-

len Bypass

Das Überleben der EPC unterschied sich nach siebentägiger Inkubation (EBM +

10% FCS + 10% Testplasma) mit Plasma von Kindern und Erwachsenen vor und

nach CPB nicht signifikant (Abb. 3.14).

Abbildung 3.14: Überleben endothelialer Progenitorzellen. Survival an Tag 7 (n=6).

Kontrolle (=100%): EPC in Standard-Medium (EBM + 20% FCS).

Da bereits bei MAB durch Erhöhung des prozentualen Anteils von Testplasma im

Zellkulturmedium der Einfluss des Testplasmas stärker ausgeprägt war, wurde diese

Änderung der Veruchsanordung auch bei EPC durchgeführt. EPC wurden statt mit

Abbildung 3.15: Dosisabhängiges Überleben endothelialer Progenitorzellen. Survival
an Tag 7 (n=6). Kontrolle (=100%): EPC in Standard-Medium (EBM + 20% FCS).

EBM + 10% FCS + 10% Testplasma mit EBM + 20% Testplasma inkubiert. Als

Kontrolle dienten EPC im Standardmedium EBM + 20% FCS. Die Dosisabhän-

gigkeit des Zellüberlebens vom Anteil des zugesetzten Serums (FCS) bzw. Plasmas
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wurde auch hier gesehen. Während das Überleben der EPC in EBM + 10% FCS

+ 10% Testplasma ähnlich dem der Kontrollkultur war (Abb. 3.14), zeigte sich bei

der Kultivierung von EPC mit Testplasma ohne FCS nun Plasma nach CPB ein

deutlich verringertes Zellüberleben (Abb. 3.15).

Bei EPC war im Gegensatz zu MAB die Migration durch Plasma nach CPB trotz

teils erhöhter SDF-1α-Level signifikant vermindert. EPC migrierten in Plasma von

jungen Spendern als in Plasma von alten Spendern, in Plasma nach CPB scheint

zudem ihr Überleben eingeschränkt zu sein. Somit weisen sie nach CPB ein von

MAB unterschiedliches Verhalten auf.

Zusammenfassend wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass Alter, Gendefekte,

präoperative Sauerstoffsättigung und CTEPH die Zahl und proliferative Kapazität

von Mesoangioblasten beeinflussen. Nach kardiopulmonalen Bypass steigt die plas-

matische HGF-Konzentration, was in vitro zur gesteigerten Migration von MAB

führt. Die migratorische Kapazität von MAB nimmt im Alter ab. Vermindertes

Überleben von aMAB kann durch Exposition an Plasma von Kindern verbessert

werden, während Plasma von Erwachsenen das Überleben von cMAB vermindert.

Dies ist teil durch erhöhte bzw. verminderte Proliferation bedingt. Migration und

Überleben von EPC werden durch Plasma nach CPB signifikant eingeschränkt. Diese

Ergebnisse demonstrieren die funktionelle Relevanz des Mikromilieus für Migration

und Überleben von MAB und EPC.
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Kapitel 4

Diskussion

Klinische Studien zur Stammzelltherapie bei Myokardinfarkt und chronischer Herz-

insuffizienz zeigten moderate positive Effekte auf Herzmuskelkontraktilität und die

Sicherheit der Therapie. Erwachsene kardiologische Patienten sind heute die wichti-

ge Zielgruppe für Stammzelltherapie, aber auch die pädiatrische Kardiologie könnte

von Stammzelltherapien profitieren [74]. Der Erfolg autologer Stammzelltherapie

wird bislang unter anderem durch erschöpften Stammzellpool, geringes Engraft-

ment und fehlende Differenzierung der applizierten Zellen gemindert. Auch wurde

man sich in den letzten Jahren mehr und mehr bewusst, dass nicht nur altersbe-

dingte zellintrinsische Veränderungen, sondern auch Veränderungen im Mikromilieu

die regenerative Kapazität von Stammzellen beeinflussen. Diese Erkenntnis stellt ein

Hindernis, aber auch eine neue Chance für den Erfolg von Stammzelltherapien dar.

Humane Mesoangioblasten weisen ein hohes Proliferations- und Differenzierungspo-

tential auf und könnten sich für die Therapie kardiovaskulärer Erkrankungen eignen.

In dieser Arbeit wird gezeigt, dass MAB in Zahl und proliferativer Kapazität mit

dem Donoralter korrelieren. Zusätzlich wird gezeigt, wie das Mikromilieu die Funk-

tion von MAB positiv und negativ beeinflussen kann.
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4.1 Stammzellnische humaner Mesoangioblasten

Die Suche nach einem geeigneten Zelltyp für Stammzelltherapie verschiedener Er-

krankungen spiegelt sich in der Beschreibung einer Vielzahl neuer Stammzellentypen

aus verschiedensten Geweben wider [75–81]. Bisher wurden für Stammzelltherapien

kardiovaskulärer Erkrankungen meist Stammzellen des Knochenmarks herangezo-

gen [13, 15, 82]. Eine Vielzahl hämatopoetischer und mesenchymaler Stamm- und

Progenitorzellen ist im Knochenmarks angesiedelt. Sie sind auf Grund ihrer einfa-

chen Gewinnung durch Blutentnahme oder Knochenmarkspunktion gut untersucht,

haben jedoch nur ein begrenztes Potential zu Neovaskularisierung und Differenzie-

rung in reife Epithelzellen und Kardiomyozyten. Koyanagi et al. haben zirkulierende

mesenchymale Progenitorzellen von Kindern und Erwachsenen nach kardiopulmo-

nalem Bypass isoliert, deren Markerprofil mit dem muriner Mesoangioblasten [24]

sowie humaner von Perizyten abstammender Zellen [22] überlappt. Diese drei Zell-

typen scheinen ontogenetisch in einer Reihe zu stehen. Mit Oct3/4, c-myc und Klf-1

exprimieren sie drei der vier wichtigsten Pluripotenzgene. In vitro differenzieren Me-

soangioblasten in nahezu alle mesodermalen Gewebe. In vivo können sie bei Mäusen

und Hunden mit Muskeldystrophie die Muskelfunktion verbessern bzw. gänzlich

wiederherstellen [25, 83]. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass zirkulierende humane

MAB mit einem einfachen Protokoll aus peripherem Blut gewonnen werden können.

Ihr Vorkommen beträgt bis zu 2 Zellen pro Milliliter Blut. Die Zellen können bei

einer Verdopplungszeit von 1-2 Tagen bis zu 50 Passagen lang expandiert werden.

Durch Chromosomenfärbung wurde beispielhaft gezeigt, dass zirkulierende humane

Mesoangioblasten von außerhalb des Knochenmarks und des Herzens stammen. An-

dere Arbeitsgruppen haben Mesoangioblasten aus Gefäßen oder gefäßassoziiertem

Gewebe isoliert, ebenso wurden auch kardiale Mesoangioblasten beschrieben [84].

Die genaue Lokalisation der Stammzellnische humaner Mesoangioblasten steht noch

aus. Dennoch bieten zirkulierende humane Mesoangioblasten möglicherweise eine

neue Quelle einfach zu gewinnender und potenter Stammzellen zur Therapie von

kardiovaskulären Erkrankungen.
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4.2 Mobilisation humaner Mesoangioblasten

Operationen am offenen Herzen mit extrakorporaler Zirkulation (kardiopulmonaler

Bypass (CPB)) führen zu ausgeprägten systemischen Reaktionen wie Aktivierung

des Gerinnungssystems, inflammatorischer Antwort und Mobilisation von Stamm-

und Progenitorzellen. Für die Mobilisation von Stamm- und Progenitorzellen sind

systemische und lokale Zytokinfreisetzung unabdingbar. Während des kardiopulmo-

nalen Bypasses kommt es zur komplexen Ausschüttung solcher Zytokine und die Mo-

bilisation verschiedener Stammzellen nach CPB wurde bereits beschrieben [85, 86].

Zytokine können durch Aktivierung von Proteasen und andere Mechanismen die

Freisetzung von Stammzellen aus ihren Nischen induzieren. 24 Stunden bis 7 Ta-

ge nach einem Ischämie-Ereignis kommt es durch ischämie-induzierte Zytokine zum

Release von EPC [87]. Desweiteren macht man sich die stammzellmobilisierendeWir-

kung von G-CSF bei onkologischen Patienten und auch in der Stammzelltherapie

kardiovaskulärer Erkrankungen bereits therapeutisch zu Nutze. Nach der Freiset-

zung aus ihrer Stammzellnische erreichen Zellen ihr Zielgewebe durch Chemotaxis

(sog. Homing). Die von Galvez et al. isolierten Mesoangioblasten-ähnlichen Zellen

aus Gefäßen im Skelettmuskel tragen nicht die für Rolling und Adhäsion benötig-

ten Oberflächenmoleküle L-selectin, α4-Integrin und α2-Integrin. Das Fehlen von

Rolling- und Adhäsionsmolekülen ist wohl dadurch zu erklären, dass es sich um im

Gewebe ruhende Zellen handelt. Dementsprechend sind sie nicht fähig, in vitro spon-

tan eine Endothelbarriere zu durchwandern. Erst nach Transfektion mit L-selectin

oder α4-Integrin, vorheriger Behandlung mit TNF-α oder SDF-1 oder durch einen

Chemogradienten von TNF-α oder SDF-1 ist ihnen Transmigration möglich. Mu-

rine Mesoangioblasten, die mit TNF-α oder SDF-1 transfiziert oder vorbehandelt

wurden, migrieren nach Injektion in die Femoralarterie effizienter in Skelettmuskel

von muskeldystrophen Mäusen als unbehandelte Zellen. Hier konnte gezeigt wer-

den, dass TNF-α auch in zirkulierenden humanen Mesoangioblasten Migration in-

duziert. TNF-α und SDF-1 induzieren die Expression vieler bei Adhäsion, Rolling

und Transmigration beteiligter Proteine. Erst die Expression dieser Adhäsionsmo-

leküle befähigt Mesoangioblasten zu (Trans)Migration. In diesem Zusammenhang
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zeigten Galvez et al., dass MAdCAM-1, E- und P-Selektin in Muskelgewebe von

alten Mäusen schwächer exprimiert wird als in jungen, sodass das Fehlen von Ad-

häsionsmolekülen im Zielgewebe das Homing regenerierender Stammzellen in alten

Tieren vermindert [83]. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass bei Kindern,

aber nicht bei Erwachsenen postoperativ die plasmatische SDF-1α-Konzentration

ansteigt. Möglicherweise trägt dies zur verminderten Mobilisation und Migration

von MAB bei alten Individuen bei. Neben TNF-α und SDF-1 wurde in dieser Ar-

beit HGF als ein weiterer wichtiger Faktor in der Mobilisation von MAB beschrie-

ben. Hepatocyte growth factor (HGF), der zuerst aus Leberzellen extrahiert wurde,

moduliert in verschiedenen Zelltypen Wachstum und Bewegung [88]. HGF spielt

eine wichtige Rolle in der Embryo- und Organogenese. HGF-defiziente und c-Met

(HGF-Rezetor)-defiziente Mäuse erleiden intrauterinen Fruchttod wegen Defiziten

bei Plazenta- und Leberentwicklung [89]. Im adulten Organismus vermittelt HGF

Angiogenese durch Mobilisierung von endothelialen Progenitorzellen [90–92] und

verhindert fibrotisches Remodeling bei Kardiomyopathie [93]. Nach Heparininjekti-

on wird HGF binnen Minuten von der extrazellulären Matrix, an der es gebunden

gespeichert wird, losgebunden und in die systemische Zirkulation freigesetzt [94].

Heparin wird im Körper nur in Mastzellen produziert [95] und bei deren Degranula-

tion ausgeschüttet. In mehreren Studien wurde ein plasmatischer HGF-Anstieg nach

thrombotischen Ereignissen beobachtet [91, 92]. Endogene kardiale c-kit+ CD45-

Progenitorzellen werden durch HGF-Injektion aktiviert und fördern Regeneration

an infarzierten Schweineherzen [96]. HGF fördert in c-met+ neuralen Stammzellen

Wachstum und Selbsterneuerung durch Aktivierung der mitogen-activated protein

kinase (MAPK) [97]. In dieser Arbeit wird gezeigt, dass das plasmatische HGF nach

kardiopulmonalem Bypass stark erhöht ist und in vitro MAB zur Migration sti-

muliert. Iwasaki et al. beschrieben jüngst die Expression des HGF-Rezeptors c-Met

bei MAB und die Mobilisation von murinen MAB in vivo nach peritonealer HGF-

Injektion [73]. Die Ursache des HGF-Peaks nach kardiopulmonalem Bypass wurde

noch nicht untersucht. Ein HGF-Anstieg und die folgende MAB-Mobilisation durch

das zur Antikoagulation während des Bypasses verabreichte Heparin ist denkbar.

Vorläufige Untersuchungen von Koyanagi et al. beschreiben eine Abnahme der Zahl
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zirkulierender MAB nach kardiopulmonalem Bypass bereits kurz nach Antagonisie-

rung von Heparin durch Protaminapplikation. Dieser Zusammenhang sollte weiter

untersucht werden um die Mechanismen der Mobilisation von MAB besser zu verste-

hen. Durch die mobilisierende Wirkung zusammen mit den bekannten pleiotropen

Effekten eröffnet HGF einen interessanten therapeutischen Ansatz zur Behandlung

kardiovaskulärer Erkrankungen. Dieser muss aber vor den Hintergrund der der zu-

nehmend bekannt werdenden Rolle des HGF-Rezeptors c-met in der Kanzerogenese

kritisch betrachtet werden.

4.3 Abhängigkeit der Proliferation von Mesoan-

gioblasten von Donoralter und -komorbidität

Zahlreiche Arbeiten beschreiben den Einfluss von Alter und Patientencharakteris-

tika auf Stammzellzahl und -funktion [60]. In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal

gezeigt, dass Zahl und proliferative Kapazität zirkulierender Mesoangioblasten in-

vers mit dem Donoralter korrelieren. Koyanagi et el. konnten nachweisen, dass die

hohe proliferative Kapazität von Mesoangioblasten assoziiert ist mit Telomerase-

Aktivität bis mindestens zur 15. Passage. Den Beginn der Zellseneszenz bestimmten

sie durch saure β-Galaktosidase-Staining und dedektierten in der 20. Passage 0,25%

und in der 29. Passage 10% β-Galaktosidase-positive und somit seneszente Zellen.

Neben dem Alter stellten sich in der vorliegenden Arbeit auch präoperative Hypo-

xämie und genetische Abberationen als ausschlaggebend für die proliferative Kapa-

zität von MAB dar. Hypoxische Bedingungen induzieren intrazelluläre Signalwege,

die zu Überleben und Proliferation führen: unter anderem findet eine Stabilisierung

des hypoxia-inducible factor-1α (HIF1α) statt, der bei Normoxie schnell degradiert

wird. HIF1α induziert Expression von angiogenetischen Rezeptoren und VEGF. Im

Alter wird HIF1α während Ischämie nicht mehr ausreichend stabilisiert, wodurch

die Rekrutierung von endothelialen Progenitorzellen vermindert wird [62]. Auch hä-

matopoetische Stammzellen sind sensibel für Änderungen des Sauerstoffangebots:

im Knochenmark befinden sich ruhende HSC im sauerstoffärmsten Kompartiment,
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proliferierende HSC in gut oxigenierten Bereichen [41], und in vitro lassen sie sich

unter moderaten hypoxischen Bedingungen schneller expandieren als bei Normo-

xie [98]. Bei Mesoangioblasten nimmt mit abnehmender präoperativer Sauerstoffsät-

tigung die PDT ab, Mesoangioblasten hypoxämischer Patienten zeigen also schnelle-

res Wachstum. Weitere Versuche sollten das Verhalten von MAB unter Hypox(äm)ie

genauer untersuchen. Die Induktion von zellulärem Wachstum und Überleben durch

Hypoxie in vitro stellt eine interessante Option zur Verbesserung der Zellfunktion

vor Stammzellapplikation dar.

Die in unserem kinderkardiologischen Kollektiv vorkommenden Gendefekte wie Tri-

somie 21, Cat-Eye-Syndrom, DiGeorge-Syndrom, Rubinstein-Taybi-Syndrom und

TnT-Mutation gehen häufig mit kardialen Fehlbildungen einher [99–103]. In der Li-

teratur wurden verschiedene Auswirkungen von Gendefekten auf Stammzellaktivität

beschrieben. Die Veränderung des Erbguts führt zum Verlust bestimmter Zellfunk-

tionen und begründet somit das Erscheinungsbild und assoziierte Symptome der

Gendefekte: bei Trisomie 21 sind eingeschränkte Zahl und Telomerverkürzung in hä-

matopoietischen Progenitorzellen beschrieben, wodurch diese Kinder prädisponiert

sind für leukämische Erkrankungen [104]. Bei DiGeorge-Sydrom wird das Fehlen der

VEGF164-Isoform als ursächlich für die Gefäßfehlbildung angenommen [105]. Die

Rolle genetischer Variationen von VEGF wird auch bei einigen Fällen von Fallot-

scher Tetralogie und anderen kongenitalen kardiovaskulären Malformationen disku-

tiert [106]. Unsere Analyse zeigt verlangsamtes Wachstum der MAB bei Patienten

mit Gendefekten. Durch welche Mechanismen dies zustande kommt und sogar kli-

nische Relevanz hat, bleibt zu eruieren.

Endotheliale Dysfunktion spielt eine wichtige Rolle bei der Entstehung von Pul-

monaler Hypertonie (PH) bei Erwachsenen. Endotheliale Progenitorzellen scheinen

an diesem Prozess beteiligt zu sein: Bei idiopathischer pulmonalarterieller Hyper-

tonie sind Zahl und Funktion endothelialer Progenitorzellen vermindert [107]. Bei

vier von uns untersuchten Kindern mit PH zeigte sich das MAB-Wachstum nicht

signifikant eingeschränkt. Bei einer erwachsenen Patientin mit chronisch thrombem-

bolischer pulmonaler Hypertonie war die proliferative Kapazität der MAB jedoch

massiv limitiert. Dass MAB von Kindern mit PH nicht nachweisbar affektiert sind,
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kann möglicherweise durch die unterschiedliche Pathogenese und Dauer von PH im

Kindes- und Erwachsenenalter erklärt werden. Ausgehend von diesem Fallbericht

könnten Untersuchungen zu Mesoangioblasten bei Patienten mit Pulmonaler Hy-

pertonie möglicherweise zum weiteren Verständnis der Krankheitsentstehung von

PH beitragen.

Biomarker sind wichtige Instrumente für Diagnose und Verlauf kardialer Erkrankun-

gen. Zwei etablierte herzspezifische Marker sind Brain Natriuretic Peptide (BNP)

und Troponin T (TNT). BNP ist ein Marker für Herzinsuffizienz und wird bei Vo-

lumenbelastung der Ventrikel in diesen sezerniert. Es senkt Vor- und Nachlast des

Herzens durch Natriurese und Verminderung des peripheren Gefäßwiderstands. Bei

Herzinsuffizienz korreliert die Höhe des alters- und geschlechtsadaptierten BNP [108]

mit der Schwere der Herzschwäche. Nach kardiochirurgischen Eingriffen sinkt der

BNP-Wert normalerweise, da die Herzfunktion operativ verbessert wird. Dennoch

ist BNP perioperativ prognostisch nicht aussagekräftig und besser geeignet zur am-

bulanten oder stationären Überwachung [109]. TNT ist ein spezifischer Biomarker

für Untergang von Kardiomyozyten. Sein Anstieg lässt sich bei Myokardschäden im

Rahmen von Myokardinfakt, Myokarditis und Herzoperationen messen. Er korreliert

mit dem Ausmaß des Gewebeschadens und bei Herzoperationen mit CPB mit der

Aortenabklemmzeit [110]. Ein TNT-Anstieg nach Beendigung einer Herzoperation

ist prognostisch ungünstig [111]. Wie durch andere Gruppen schon beschrieben wur-

de, stieg auch bei unseren Patienten TNT mit zunehmender Aortenabklemmzeit an.

TNT und BNP korrelierten jedoch nicht mit der Zahl und proliferativen Kapazität

von MAB.

Bei den hier untersuchten erwachsenen Patienten konnte eine altersabhängige Ab-

nahme von Zahl und proliferativer Kapazität von MAB nachgewiesen werden. Alter

und weitere kardiovaskuläre Risikofaktoren erschöpfen den Pool endothelialer Proge-

nitorzellen [55,112] und auch die Zahl anderer Stammzellen nimmt mit der Schwere

der Erkrankung ab [113]. Bei den hier untersuchten MAB war die Zahl der erkrank-

ten Koronarien und Anzahl kardiovaskulärer Risikofaktoren nicht von signifikantem

Einfluss. Es wurden jedoch nur Patienten mit ausgeprägter, operationspflichtiger

koronarer Herzerkrankung untersucht. Möglicherweise kann in weiteren Untersu-
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chungen mit gesunden und leichter erkrankten Personen ein krankheitsassoziierter

Funktionsverlust auch bei MAB festgestellt werden.

4.4 Bedeutung des Mikromilieus für Mesoangio-

blasten

Die verminderte regenerative Kapazität von alternden Geweben wurde ausführlich

beschrieben [31]. Sie kann die Effektivität von Stammzelltherapie gefährden [56,114].

Dysregulation im Mikromilieu der Stammzellnische und des Zielgewebes von Pro-

genitorzellen sind ebenso entscheidend für ihre eingeschränkte Zahl und Funktion

wie weniger effektive Reperaturmechanismen bei fortschreitendem Alter [60]. Alters-

bedingte Dysregulation der Stammzellfunktion kann jedoch teilweise durch externe

Stimuli wie Zytokingabe [54] oder Exposition an eine junge Umgebung [64] aufgeho-

ben werden. In der vorliegenden Arbeit wurde in vitro der Einfluss junger Umgebung

auf gealterte Mesoangioblasten untersucht. MAB alter Patienten (aMAB) waren ver-

mindert in Anzahl, proliferativer Kapazität und migratorischer Aktiviät. Während

die Migration von cMAB (child-derived mesoangioblast) durch Plasma nach CPB

stark angeregt wurde, reagierten aMAB nicht auf diesen Stimulus. Möglicherweise

liegt dem eine Downregulation des HGF-Rezeptors c-Met oder nachfolgender Si-

gnalwege zu Grunde. Neben migratorischer Kapazität wurde auch Überleben und

Proliferation von MAB in junger und alter Umgebung untersucht. Wurden aMAB

mit jungen Plasma nach CPB kultiviert, verbesserte sich ihr Überleben signifikant.

Im Gegenzug verminderte eine alte Umgebung signifikant das Überleben von cMAB.

Die von Conboy et al. beschriebene Verjüngung von alten Zellen durch Einwirkung

einer jungen systemischen Umgebung in vivo [64] konnte somit bei Mesoangioblasten

in vitro gezeigt werden. Welche molekularen Mechanismen hinter diesen Ergebnissen

stehen, bleibt noch zu beforschen. Hier konnte eine leicht erhöhte Proliferationsrate

in jungem Plasma gemessen werden.

Durch weitere Analysen von plasmatischen Wachstumsfaktoren und Expression von

Oberflächenmarkern bei Kindern und Erwachsenen könnten sicherlich Hinweise auf
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entscheidende Signalmoleküle bei der Zellalterung und -verjüngung von MAB ge-

funden werden.

4.5 Bedeutung des Mikromilieus für Endotheliale

Progenitorzellen

Unter adulten Stamm- und Progenitorzellen stehen EPC wegen ihrer Schlüsselrolle

in endothelialer Regeneration und ihrer erfolgreichen Anwendung in der Stamm-

zelltherapie bei kardiovaskulären Erkrankungen im Mittelpunkt des Forschungsin-

teresses. Zahl und Funktion zirkulierender EPC korrelieren mit kardiovaskulären

Risikofaktoren [55, 112]. Bei der Mobilisierung von EPC sind verschiedene Fakto-

ren von Bedeutung. In der Stammzellnische der EPC im Knochenmark sezernieren

Stromazellen SDF-1. EPC sind über den SDF-1-Rezeptor CXCR4 an diese Stro-

mazellen gekoppelt. Bei einem plasmatischen SDF-1-Anstieg induziert SDF-1 di-

rekt das proteolytische Enzym Matrixmetalloproteinease-9 (MMP-9), welches durch

Spaltung von SDF die Kopplung von Stamm- und Stromazellen auflöst und dadurch

Stammzellen mobilisiert. Stammzellmobilisation kann therapeutisch durch G-CSF-

Injektionen ausgelöst werden, wobei G-CSF SDF-1-Freisetzung induziert und dies

durch die beschriebene Signalkaskade zur Mobilisation führt. VEGF und HGF wird

ebenfalls eine Rolle in Migration und Proliferation von EPC zugesprochen [4, 90],

zudem korreliert die Mobilisation von EPC nach CPB mit Alter sowie mit plas-

matischer VEGF- [85] und G-CSF-Konzentration [86]. EPC aus dem Knochenmark

junger Mäuse können die beeinträchtigte Angiogenese in alten Tieren kompensie-

ren [63]. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Plasma von Kindern EPC-Migration

stärker induziert als Plasma von Erwachsenen. Das Überleben von EPC in jungem

und altem Plasma unterschied sich jedoch nicht signifikant. Hierbei ist anzumerken,

dass EPC von gesunden Spendern zwischen 18 und 65 Jahren verwendet wurden. Bei

diesen EPC sind erst wenige funktionelle Einschränkungen zu erwarten. EPC von

alten Patienten mit kardiovaskulären Risikofaktoren zeigen deutliche funktionelle

Defizite. Möglicherweise hat junge Umgebung einen ausgeprägteren verjüngenden
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Einfluss auf diese Zellen, die schon einen großen Teil ihrer Funktion verloren haben.

Klinische Studien, die Mobilisation und Rekrutierung von EPC in Stresssituationen

beschreiben, hatten gesteigerte Migration und Überleben durch Exposition von EPC

an Plasma nach CPB erwarten lassen. 24 Stunden bis 7 Tage nach einem Ischämie-

Ereignis kommt es zur Freisetzung von EPC durch ischämie-induzierte Zytokine [87].

In der vorliegenden Arbeit wurden EPC durch Plasma nach CPB in vitro trotz er-

höhtem SDF1α und HGF nicht zur Migration stimuliert. Auch wurde eine signifi-

kante Abnahme des Zellüberlebens in Plasma nach CPB beobachtet. Möglicherweise

führen ischämie-induzierte Zytokine im Knochenmark zur vermehrten Freisetzung

von EPC aus der Stammzellnische, während gleichzeitig systemische inflammato-

rische Zytokine, die durch kardiopulmonalem Bypass entstehen, die Zellfunktion

vermindern. So zeigen verschiedene in vitro und in vivo Studien, dass Inflammation

über verschiedene Mechanismen zu dysfunktionalen EPC führen kann [115].

Das Verhalten von EPC und MAB in jungem und altem Plasma sowie vor und nach

kardiopulmonalem Bypass unterscheidet sich nachweislich deutlich. MAB erfahren

in jungem Plasma und nach CPB einen Funktionszuwachs, der bei EPC nicht zu ver-

zeichnen ist. Welche Signalwege dies bedingen und ob man therapeutischen Nuzen

aus dieser Eigenschaft ziehen vermag, ist noch offen.
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Kapitel 5

Zusammenfassung

Mesoangioblasten sind kürzlich entdeckte mesodermale Stammzellen mit hohem Po-

tential zu Teilung und Differenzierung. Sie tragen frühe hämatopoetische Oberflä-

chenantigene, Rezeptoren und Signalmoleküle der mesodermalen Induktion, sowie

endotheliale Marker. Zirkulierende humane Mesoangioblasten bieten möglicherweise

eine neue Quelle einfach zu gewinnender und potenter Stammzellen zur Therapie

kardiovaskulärer Erkrankungen. Diese Arbeit untersuchte die (i) Stammzellnische

und Mobilisation von Mesoangioblasten, (ii) Anzahl und Funktion von Mesoan-

gioblasten bei Kindern und Erwachsenen und (iii) Verbesserung der Funktion von

Mesoangioblasten durch Veränderung des Mikromilieus.

Im ersten Teil der Arbeit wurde gezeigt, dass zirkulierende Mesoangioblasten seltene

Zellen sind, die vermehrt bei Kindern und nach kardiopulmonalem Bypass auftre-

ten. Sie stammen diesen Versuchen zufolge von außerhalb des Knochenmarks und des

Herzens. Mesoangioblasten werden in vitro durch Plasma nach kardiopulmonalem

Bypass zu Migration und Überleben angeregt. HGF wurde als wichtiger Faktoren

bei der Mobilisation und Migration von Mesoangioblasten beschrieben.

Im zweiten Teil der Arbeit konnten folgende Risikofaktoren für eingeschränkte Zahl

und proliferative Kapazität von Mesoangioblasten ausgemacht werden: Alter, Gen-

defekte mit Assoziation zu konnatalen Herzvitien, und chronisch thrombembolische

pulmonale Hypertonie (Fallbericht). Präoperative Hypoxämie führte hingegen zu

einem schnelleren Zellwachstum in vitro. Zudem zeigten Versuche in vitro den Ein-
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fluss des Mikromilieus auf Zellüberleben: das Überleben junger Mesoangioblasten

(cMAB) wurde in altem Plasma signifikant reduziert, während das Überleben von

alten Mesoangioblasten (aMAB) in jungen Plasma signifikant gesteigert wurde. Die

migratorische Aktivität von cMAB konnte durch externe Stimuli weiter gesteigert

werden konnte, jedoch war die migratorische Aktivität von aMAB signifikant ver-

mindert und wurde durch eine junge Umgebung oder externe Stimuli nur tendenziell

verbessert.

Im dritten Teil der Arbeit wurde gezeigt, dass bei Endothelialen Progenitorzellen

im Gegensatz zu Mesoangioblasten durch Plasma nach kardiopulmonalem Bypass

sowohl Migration als auch Survival signifikant vermindert werden. Hierbei spielt es

keine Rolle, ob Plasma von jungen oder alten Donoren verwendet wurde.

Zusammenfassend demonstriert die vorliegende Arbeit (i) HGF als möglichen mo-

bilisierenden Faktor der außerhalb von Knochenmark und Herz residierenden Me-

soangioblasten, (ii) dass Anzahl und Funktion zirkulierender Mesoangioblasten von

Donoralter und -komorbdität abhängen, sowie (iii) die funktionelle Relevanz des

Mikromilieus für Migration und Überleben von Mesoangioblasten und Endothelia-

len Progenitorzellen. Die Identifikation von Faktoren, die endogene Progenitorzellen

mobilisieren, bietet neue therapeutische Möglichkeiten die Reparaturmechanismen

in erkranktem und gealtertem Gewebe zu verbessern. Desweiteren könnte die Vorbe-

handlung von Zellen mit mRNA,Wachstumsfaktoren oder anderen Substanzen sowie

die Optimierung des zellulären Mikromilieus einen sinnvollen Ansatz zur Verbesse-

rung der Stammzelltherapie bei kardiovaskulären Erkrankungen darstellen. Weitere

Untersuchungen zum Verständnis dieser Prozesse können den Weg zur Optimierung

von Stammzelltherapie oder zur zellfreien Therapie ebnen.
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Mesoangioblasts are recently discovered mesodermal stem cells with high prolifera-

tion and differentiation capacity. They posess early haematopoietic surface markers,

receptors and signalling molecules of mesodermal induction as well as endothelial

markers. Circulating human mesoangioblasts possibly offer a new source of easy ac-

cessible and potent stem cells for therapy of cardiovascular diseases. In this study,

we investigated (i) stem cell niche and mobilisation of mesoangioblasts, (ii) number

and function of child- and adult-derived mesoangioblasts and (iii) improvement of

mesoangioblast function by changing microenvironment.

In the first part of the study it was shown that circulating mesoangioblasts are rare

cells with increased occurence in children and after cardiopulmonary bypass. Accor-

ding to this study, they are neither derived from bone marrow nor from heart. In

vitro mesoangioblast migration und survival is stimulated by plasma obtained after

cardiopulmonary bypass. HGF was found to be an important factor in mobilisation

and migration of mesoangioblasts.

In the second part of the study the following risk factors were found to be associa-

ted with reduced number and proliferative capacity of mesoangioblasts: age, genetic

defects associated with connatal cardiac malformation, and chronic thromboembo-

lic pulmonary hypertension (case report). However, preoperative hypoxaemia led to

increased cell survival in vitro. Furthermore, the influence of microenvironment was

shown in vitro: survival of young mesoangioblasts (cMAB) was significantly reduced
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in aged plasma, whereas survival of aged mesoangioblasts (aMAB) was significantly

improved in young plasma. The migratory activity of cMAB could be significantly

improved by exposure to external stimuli, but migratory activity of aMAB was signi-

ficantly reduced and could hardly be improved by exposure to a young environment

or external stimuli.

In the third part of the study we showed that in contrast to the findings in mesoangio-

blasts, migration as well as survival of endothelial progenitor cells was significantly

reduced in plasma obtained after cardiopulmonary bypass, no matter if plasma from

young or old donors was used.

In sum, this study demonstrates (i) HGF as a possibly factor mobilising mesoan-

gioblasts from their niche outside of bone morrow and heart, (ii) that number and

function of circulating mesoangioblasts depend from donor age and comorbidity,

and (iii) the influence of microenvironment on migration and survival of mesoan-

gioblasts and endothelial progenitor cells. The identification of factors that mobilize

endogenious progenitor cells offer new therapeutic possibilities to improve repair

mechanisms in diseased and aged tissues. The pretreatment of cells with mRNA,

growth factors or other substances, as well as optimising of cellular microenviron-

ment could provide a new approach to improve stem cell therapy in cardiovascular

diseases. Further investigations concerning these processes could give way to improve

stem cell therapy or even cell free therapy.

64



Appendices

65



Abkürzungsverzeichnis

aMAB adult-derived Mesoangioblast

APC Allophycocyanin

BNP Brain Natriuretic Peptide

BrdU Bromodeoxyuridin

CEP Chromosome Enumeration Probes

cMAB child-derived Mesoangioblast

CO2 Kohlendioxid

CPB kardiopulmonaler Bypass (engl. cardiopulmonary bypass)

DAPI 4’,6-Diamidino-2-phenylindol

dest. destilliert

DNA Deoxyribonucleic acid

EBM Endothelzell Basal Medium

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid

EPC endotheliale Progenitorzelle

et al. und andere

Fa Firma

FACS Fluorecence activated cell sorting

FCS Fetal Calf Serum

FGF Fibroblast Growth Factor

g 9,81 m · s-2

HLM Herz-Lungen-Maschine

kg Kilogramm

KG Körpergewicht
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MAB Mesoangioblast

mM Millimolar

µg Mikrogramm

µl Mikroliter

µM Mikromolar

nm Nanometer

NP-40 Nonidet P-40 (Octylphenoxypolyethoxyethanol)

NYHA New York Heart Association

PBS Phosphate Buffered Saline

rhHGF recombinant human hepatocyte growth factor

rhTGF recombinant human transforming growth factor

SDF-1α stromal cell-derived factor 1α

SSC Standard Saline Citrate

TNT Troponin T

Tx Transplantation

U Unit

v/v volume to volume

v/w volume to weight

w/o without
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