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1 Einleitung

Ein mehrzelliger Organismus entwickelt sich auseiginzigen Zelle, aus der verschiedene
Zelltypen entstehen. Beim Sdaugetier gibt es ca. 3@@schiedene reife Zelltypen.
Stammzellen sind unreife Vorlauferzellen eines dmse die durch zwei besondere
Eigenschaften charakterisiert sind: Zum einen kdnsie sich unbegrenzt teilen und dabei
gleichzeitig ihre Multipotenz beibehalten, zum amahe kdnnen sie sich in verschiedene
Zelltypen differenzieren und die entsprechenden &b@wbzw. Organe bilden. Diese
Fahigkeit besitzen Stammzellen nicht nur in der Bmbalphase sondern auch im adulten
Organismus.

Embryonale Stammzellen sind pluripotent, d.h. imtighe Gewebe differenzierbar.
Aufgrund dieser Eigenschaft stehen sie im besondeia3e im Mittelpunkt einer moglichen
Zelltherapie. Dem enormen therapeutischen Potedigger embryonalen Zellen steht eine
breit gefiihrte ethische Diskussion in der Offeiiieit gegenuiber. Auf der Suche nach einer
adaquaten Alternative zu embryonalen Stammzellemesen sich die adulten Stammzellen
als bestmdglicher Ersatz [ZANDER et al., 2002].

Adulte Stammzellen sind multipotent, d.h. sie digaig eine begrenzte Zahl anderer Gewebe
zu bilden. Hamatopoetische Stammzellen aus dem hé@ronark sind die bekanntesten
adulten Stammzellen. Sie sind bis heute am besttaraucht und dienen insofern als
Prototyp der adulten Stammzellen. Sie sind segdamin der Krebstherapie klinisch etabliert.
In den letzten Jahren wurden adulte Stammzelleh auaicht-hamatopoetischen Geweben
nachgewiesen, u. a. als mesenchymale sowie neardst@mmzellen. Viele der nicht-
hamatopoetischen Stammzellen finden sich im Knoclaek. Es enthalt Stammzellen fur
endotheliale und mesenchymale Gewebe wie Knochenprg€l und Fett sowie
Kapillarendothel. Manche Forschungsergebnisse Bpreauch fiir eine Differenzierung von
Knochenmarkstammzellen in Muskel- und Nervenzellemd in Epithelzellen. Adulte
Stammzellen sind somit auch fir die Zelltherapieigreet, da sie sich in viele Gewebe
differenzieren kdnnen. Ein grofRer Vorteil von adolStammzellen ist es, dass sie leichter als
embryonale Stammzellen zu gewinnen sind. Sie sindl.zgut expandierbar, autolog
transplantierbar und gut vertraglich. Auf3erdem siddlte Stammzellen nicht mit ethischen
Bedenken verbunden [ZANDER et al.,, 2002]. Stammepellienen somit der Entstehung

eines Organismus, der Reparatur und RegeneratoGeweben bzw. Organen.
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Diese Eigenschaften rickten die Stammzelle besendeaten Blickpunkt der Forschung. Die
Stammzelle ist in den letzten Jahren in wachsendafe einer der grofdten Hoffnungstrager
in der Medizin geworden. Man erhofft sich durchegirkontrollierten Einsatz dieser Zellen
zahlreiche Krankheiten wie z.B. Leukamie, HerzikfarAlzheimer oder Osteogenesis
imperfecta heilen oder zumindest lindern zu konnéele dieser Therapieversuche mussen
im Tierversuch getestet werden. Momentan gibt dedgle noch relativ wenige Erkenntnisse
uber die Bedingungen, die Stammzellen zur Diffeiemnmg in unterschiedliche Zelltypen
bendtigen, so dass vor einem breiten klinischersdmerst eine bessere Charakterisierung

dieser Zellpopulation notig ist.

In dieser Arbeit sollten in den Tiermodellen MausduRatte mit Hilfe von monoklonalen
Antikorpern Oberflachenantigene von mesenchymalkam®zellen charakterisiert werden.
Mit diesen Antikorpern sollten Erkenntnisse Ubere dantigenen Strukturen an der
Zelloberflache gewonnen werden. Ein moglicher zttkger Einsatz dieser Antikorper
konnte z.B. die Anreicherung von adulten Stammpedles dem Knochenmark sein, um mit
Hilfe dieser so isolierten Zellen verschiedene Kramtsmodelle bei Maus und Ratte zu

therapieren.
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2 Literaturtbersicht

2.1 Stammzellen

Stammzellen sind unreife Vorlauferzellen eines Gmsge die im adulten Organismus daflr
sorgen, dass fehlerhafte, kranke oder abgestobellen angemessen ersetzt werden. Durch
Teilung entsteht eine neue Stammzelle und eine t€adile. Diese Nachkommenschaft von
Tochterzellen kann verschiedenen Zelllinien angemorAus den verschiedenen Linien
entwickeln sich zuletzt ausdifferenzierte Zellpaidnen, die bestimmte Gewebe bzw.
Organe bilden. Die Differenzierungsschritte unégén einem Zusammenspiel verschiedener
Einflisse: So hangt die Entwicklung nicht zuletzinvder Zelle selbst (z.B. durch ihre
genetische Programmierung), von auf3eren Faktordh @urch Wachstumsfaktoren wie
TGF oder IGF 1) [CAPLAN, 1991; BRUDER et al., 1994AI8WAL et al., 2000] sowie
der unmittelbaren Umgebung der Zellen [TSAI und MK 2000] ab.

Die Stammzellen kdonnen sich also zu verschiedeneltarfen ausdifferenzieren. Selbst
werden sie aber auch in unterschiedliche Stadiege&ilt. Drei Gruppen von Stammzellen
werden unterschieden: Die omnipotente embryonaem@izelle, Stammzellen aus dem
Nabelschnurblut und adulte Stammzellen aus demotise@men Organismus.

Embryonale Stammzellen sind die Ur-Zellen. Sie ste@m aus der frihen Entwicklungsphase
eines Embryos, aus der inneren Zellmasse der Bl Sie sind immunologisch unreif und
konnen sich nahezu in alle Gewebe differenzieren.

Stammzellen aus dem Nabelschnurblut konnen ausPtsgenta und der Nabelschnur
gewonnen werden. In diesem Blut befinden sich @bbgbde Stammzellen und
Vorlauferzellen verschiedener Gewebe. Hauptvodell Nabelschnur-Stammzellen ist die
einfache Gewinnbarkeit ohne ein Spenderrisiko, da tler Geburt dieses Material
normalerweise verworfen werden wirde. Als weiteoglige werden die Qualitat der Zellen
mit einem hohen Proliferations- und Selbsterneugspatential sowie die relative
immunologische Unreife gesehen [BROXMEYER et #92; HOWS et al., 1992].

Adulte Stammzellen sind postnatalen Ursprungs. MA®W postulierte erstmals 1906 die
Existenz einer adulten, multipotenten Stammzeltedié Blutbildung. In den letzten Jahren
wurden adulte Stammzellen auch in nicht-hamatopcleéin Geweben nachgewiesen, u. a. als

mesenchymale sowie neuronale Stammzellen.
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Hamatopoetische Stammzellen kdonnen sich zu Zelles peripheren Blutes und des
Immunsystems differenzieren, neuronale Stammzelten Neuronen, Astrozyten und
Oligodendrozyten und mesenchymale Stammzellen zbroBlasten, Osteoblasten,
Chondroblasten, Adipozyten und Myozyten [ANDERSON at, 2001; HOLDEN und
VOGEL, 2002; JIANG et al., 2002; KLEEBERGER et &002; KORBLING et al., 2002;
KRAUSE et al., 2001; LAGAAIJ et al., 2001; LAGASSH al., 2000; LEMISCHKA, 1999;
OSAWA et al., 1996].

2.2 Hamatopoetische Stammzellen

Die hamatopoetischen Stammzellen aus dem Knoché&msnad die bekanntesten und bisher
die am besten untersuchten adulten StammzellererRgien sie als Prototyp im Bereich der
adulten Stammzellen. Seit gut 25 Jahren sind si®@anhmen der allogenen und autologen
Knochenmarktransplantation klinisch etabliert [ZAER et al., 2002]. Sie sorgen fur die
standige Regeneration der verschiedenen Blutbdsi@ndnd des Immunsystems.

Neben den pluripotenten undeterminierten Stammzeltbe das Potential zur Bildung
unterschiedlicher Blutzellarten haben, existierear uch multipotente bereits determinierte
Stammzellen, aus denen sich nur eine ganz bestiBiutzelllinie entwickeln kann.

Durch Praparation hamatopoetischer Stammzellenetféich prinzipiell eine unendliche
Vielfalt klinischer Anwendungsmoéglichkeiten und Zutsperspektiven. Sie sind die Basis
fur Stammzelltransplantationen, d.h. fur die Wiédestellung der Hamatopoese nach
hochdosierter zytotoxischer Therapie und bilden diundlage der Behandlung
immunologischer Mangelsyndrome sowie erblicher f8@thselkrankheiten. In Zukunft
konnten sie weiterhin ein Transportvehikel fur Gemépie darstellen [HUBER et al., 1999].

2.3 Mesenchymale Stammzellen und Knochenmarkstammizn

Im postnatalen Knochenmark befinden sich nichtimimatopoetische Stammzellen sondern
auch nicht-hdmatopoetische Stammzellen. Diese -hi@imatopoetischen Stammzellen
gehéren zum Stromazell-System. Sie haben als rotédtpe nicht-hamatopoetische

Vorlauferzellen die Fahigkeit, sich in verschiedenesenchymale Zelllinien zu entwickeln.
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1982 entdeckte FRIEDENSTEIN, dass nicht-hdmatopciedi VVorlauferzellen fahig sind, sich
in Osteoblasten und Adipozyten differenzieren zandgn. Spatere Studien demonstrierten,
dass sich mesenchymale Stammzellen unter geeignatervitro Konditionen zu
Chondrozyten, Tenozyten, Myozyten, Neuronen undledeldes visceralen Mesoderms
entwickeln kdnnen [PITTENGER et al., 1999; WAKITAMNt al., 1995; WOODBURY et al.,
2000; REYES et al., 2001].

Die Nomenklatur dieses Zelltypes variiert von dehen Entdeckung der ,colony-forming
units fibroblastic* (CFU-F) zu mesenchymaler Vofimzelle, Knochenmarkstromazelle und
mesenchymaler Stammzelle [PHINNEY, 2002]. MesenddgmStammzellen sind bei
verschiedenen Spezies isoliert worden: Mensch [ENGER et al., 1999], Maus [PEREIRA
et al.,, 1995], Ratte [WAKITANI et al., 1995], HungKADIYALA et al., 1997], Affe,
Schwein, Schaf, Ziege, Kaninchen [MOSCA et al.,(Qthd Katze [MARTIN et al., 2002].
In diesen Studien wurden die mesenchymalen Stanenzdurch ihr adharentes Verhalten
gegenuber Plastikoberflachen isoliert. Ihre Pluepa demonstriert sich darin, in Knochen,
Knorpel, Fett und Muskel differenzieren zu kénnen.

Ein anderes Charakteristikum von mesenchymalen rStamten ist es, Zytokine und
Wachstumsfaktoren zu produzieren, die die Hamatgpoddrdern und regulieren
[HAYNESWORTH et al., 1996; MAJUMDAR et al., 1998].

Da die Forschungsergebnisse Uber mesenchymale S&l@mnicht einheitlich sind und die
Meinungen der einzelnen Arbeitsgruppen sehr vamiewird das Knochenmark oft als
Ganzes betrachtet. Viele Studien berichten (ber cKe@omarktransplantationen mit
nachfolgender Charakterisierung der sich entwidkeinZellen.

Kirzlich durchgefuhrte Studien ergaben, dass asliigochenmark Zellen enthélt, die sich
zusatzlich in nicht-hAmatopoetische Zellen von ceieienen Geweben einschlief3lich
epithelialer Zellen von Leber, Niere, Lunge, HaBgstrointestinaltrakt und Myozyten von
Herz und Skelettmuskel differenzieren kdnnen. HERZ& al. (2003) stellten eine Ubersicht
uber die Plastizitait von Knochenmarkzellen zusammEs ist zu hoffen, dass die
experimentellen Ergebnisse, die in vitro und inovigewonnen wurden, zur weiteren
Aufklarung der Differenzierungsmechanismen von Kresanarkstammzellen beitragen. So
ist es momentan unklar, unter welchen Bedingungeh Knochenmarkstammzellen in
epitheliale und neuronale Zellen differenzieren. clAu ist ungeklart, ob eine
Gewebeverletzung flur solch eine Differenzierung ignétist und wie diese
Differenzierungsschritte im einzelen verlaufen.ehesse besteht auch hinsichtlich des
Differenzierungspotentials von Knochenmarkzell-Sytagationen.
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Um Knochenmarkstammzellen, insbesondere mesenchyr@8@mmezellen, therapeutisch
gezielt einsetzen zu konnen, ist ein breites Wissmw. Verstandnis (ber diese
Zellpopulationen nétig. Auch ihre Gewinnung, Aufngiung und Expansion ist von
praktischer Bedeutung, da bei ihrer klinischen Ameeng sehr hohe Zellzahlen generierbar

sein mussen.

2.3.1 Knochen

Die osteoblastare Differenzierung von mesenchym&&ammzellen wurde besonders im
Rattenmodell sowohl in vitro [LIU et al., 1994; CON et al., 1992] als auch in vivo
[COWLES et al., 1998; ZHU et al.,, 2001] sehr détail untersucht. Im Mittelpunkt der
Forschung stand dabei der Versuch, mehr Uber digmdghologie und Uber die
verschiedenen Reifungsstufen der Osteoblasten $rrfiden. In den letzten Jahren hat man
erkennen mussen, dass die osteoblastare Differangskaskade nicht eine Abfolge eines
einfachen Schemas ist, sondern vielmehr ein konegl@usammenspiel von Differenzierung
und Dedifferenzierung mit Ubergangen zu anderetiidieh darstellt [AUBIN et al., 1995;
BRUDER et al., 1997; AUBIN, 1998; PEREIRA et al0(4].

Knochen entsteht Uber eine organische Vorlaufemattem sog. Osteoid, welches aus
kollagenen und nicht-kollagenen Strukturproteinesaznmengesetzt ist. Das Osteoid dient
den Zellen als mechanisches Stiutzgertst und alschéene. Es stellt die Matrix far
Kalziumapatitkristalle dar, welche erst nach Ausmg des Osteoids eingelagert werden
[COLLIN et al., 1992; NEFUSSI et al., 1997; MC KkBd NANCI, 1996]. Die kollagenen
Anteile Uberwiegen dabei mit 90% und bilden dasrn@gerust dieser Matrix. Dartber hinaus
enthéalt das Osteoid noch Glykoproteine und Protéagie. Das Osteoid wird durch die
Aktivitat der Osteoblasten mineralisiert. Die Odtlegten mauern sich auf diese Weise Schritt
fur Schritt ein und werden zu Osteozyten, die Ufene Fortsatze in Kanélchen der
extrazellularen Knochensubstanz miteinander in Meldng stehen. Sie dienen der
Versorgung des sie umgebenden Gewebes.

Die Bestandteile des Knochens leiten sich weitgetvem einer gemeinsamen Progenitorzelle
ab, aus welcher u. a. Osteoblasten, Chondroblasteh Fibroblasten entstehen. Diese
Vorlauferzellen differenzieren sich in Zellkultureturch den Einfluss von Dexamethason
bevorzugt zu Osteoblasten [MANIATOPOULOS et al.,.889 LEBOY et al.,, 1991;
KASUGAI et al., 1991].
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Die Methoden der Zellisolation und Zellkultivierurdjfferieren unter den verschiedenen
Arbeitsgruppen sehr. Standardmethoden wurden habfigwandelt und modifiziert, was die
Vergleichbarkeit der einzelnen Studien und ihregdbnisse nur begrenzt ermdglicht.

Daher ist es wiinschenswert, einen Standard zu fechader als Grundlage fur weitere
Untersuchungen dient und Aussagen auf dem Einkalzethu einer Zellpopulation erlaubt.

2.3.2 Knorpel

Chondroblasten leiten sich aus derselben Progerlterwie Osteoblasten ab. TROPEL et al.
(2004) zeigten, dass sich aus dem Knochenmark véwskh isolierte mesenchymale
Vorlauferzellen unter dem Einfluss von Dexamethagosphathaltiger Ascorbinsédure und
Natriumpyruvat zu chondrogenen Zellen differenzier®ie Zellen produzierten Typ-II-
Kollagen. Auch PEISTER et al. (2004) berichteteerithondrogene Differenzierung. lhre
Arbeitsgruppe isolierte mesenchymale Stammzellers &fdusen und versetzte die
Vorlauferzellen mit dem Wachstumsfaktor Tissue dlowfactorf 3 (TGF$ 3),
Dexamethason und phosphathaltiger Ascorbinsaure.

Durch Zusatz von TGB-3 , Dexamethason und Thyroxin zum Kulturmediumemaauch
MACKAY et al. (1998) in der Lage, adulte humane srehymale Stammzellen zur
Knorpelsynthese anzuregen. Die Zellen produzievisderum Typ-lI-Kollagen. Aul3erdem
enthielt die extrazellulare Matrix in diesem Verskmorpelspezifische Proteine.

Die Chondrogenese basiert auf dem mesenchymalenle@éwebe. Dieses liegt als
Perichondrium dem Knorpel aul3en auf. Die ZellenReschondriums differenzieren sich zu
Chondroblasten. Chondroblasten scheiden Knorpaknains, das sog. Chondroid, das
Uberwiegend aus Wasser (70%), kollagenen und stasin Fasern und aus
Glykosaminoglykanen besteht. Chondroblasten mausgom auf &hnliche Weise wie

Osteoblasten ein und werden so zu Chondrozyten.

2.3.3 Skelettmuskulatur

Quergestreifte Skelettmuskulatur ist ebenfalls éeipopulation mesenchymaler Herkunft.

Es wird angenommen, dass Muskelregeneration ungarar von muskelspezifischen



2 Literaturtibersicht 8

Stammzellen, den sog Satellitenzellen, Ubernommeml. wDie Satellitenzellen liegen
zwischen den Myozyten und der basalen Lamina dete8kuskelfasern [MAURO, 1961;
MOSS und LEBLOND, 1971; CAMPION, 1984]. Sie besitzalie Fahigkeit zur
Selbsterneuerung und sie kbnnen neue Skelettmasketff bilden.

Studien Uber die Abstammung bzw. Differenzieruresdr Skelettmuskel-Myozyten aus den
Knochenmarkzellen wurden durchgefiihrt. Zum einerMimusmodellen mit degenerativer
Muskelerkrankung und zum anderen nach Muskelvengtz Die Injektion von
Knochenmarkzellen in geschadigtes Muskelgewebetdlbur Bildung von Zellen mit
myogenspezifischer Genexpression [FERRARI et 8981 Auch WAKITANI et al. (1995)
und BITTNER et al. (1999) wiesen in ihren Versuceit Ratten bzw. Mausen nach, dass
myogene Vorlauferzellen aus dem Knochenmark stammen

Knochenmarktransplantation in mdx-Mause, die ei@enmangel fir Dystrophin aufweisen,
stellte die Dystrophinexpression wieder her. Di&tadie diente als Modell fir humane
Muskeldystrophie [GUSSONI et al., 1999]. Die Fuokglitat dieser Myozyten ist trotz
Muskeldegeneration und Muskelregeneration in dem-Mdusen nicht ganz klar, weil die

Mause keinen typischen ,klinischen” Phanotyp zeigte

2.3.4 Herzmuskulatur

Das Herz ist mesenchymaler Herkunft. Erste Versuohmane mesenchymale Stammzellen
aus dem Knochenmark in die Herzventrikel von Maugen injizieren und dort ihre
Entwicklung zu beobachten, zeigen, dass die Zeldort anwachsen und sich
weiterentwickeln, wenn auch nur in geringer AnzaiDMA et al., 2002]. Die Zellen, die
dort langere Zeit Gberlebten, entwickelten die adiei Morphologie wie die sie umgebenden
Cardiomyozyten.

In einer anderen Studie erhielten Frauen mannli¢eschenmark. Spater wurden in den
Herzen der Frauen Cardiomyozyten gefunden, dierehromosom aufwiesen. Dies zeigt,
dass die mesenchymalen Stammzellen aus dem Knoeahlemi® Spender in der Lage sind,
sich zu Cardiomyozyten zu differenzieren [DEB et 2003].

BITTIRA et al. (2003) injizierten Ratten markiertenochenmarkstromazellen intravenos.
Experimentell 16ste man bei einigen Ratten einerocaydialen Infarkt aus. Im Anschluss
wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten die infeten Herzregionen auf markierte

Stromazellen untersucht. Bei allen operierten Tiavarden diese Zellen nachgewiesen.
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2.3.5 Leber

Die Leber besitzt wenigstens zwei interne Mechaaigndie fir Reparatur und Erhaltung des
Organs verantwortlich sind. Der HauptmechanismusLaberreparatur ist die Proliferation
und Hypertrophie der existierenden Hepatozyten @imblangiozyten. Wenn die Leber
schwerwiegend geschadigt wird und sich die endagddepatozyten nicht mehr teilen
konnen, wird die Reparatur der Leber durch sogleo¥ellen erleichtert. Die ovalen Zellen
verhalten sich als gewebespezifische StammzelienAllgemeinen bestehen die ovalen
Zellen, die um die Gallengange lokalisiert sinds aeiner bipotenten Leberstammzell-
Population [THEISE et al., 1999].

PETERSEN et al. (1999) beweisen in einer Studiss davale Zellen nach experimentell
ausgelésten Leberschaden durch Tetrachlorkohlér{§€@i,) und 2-Acetylaminofluorene (2-
AAF) proliferieren und sich auch differenzieren. ter gleichen Studie berichtet die
Arbeitsgruppe Uber ein Rattenmodell, in dem Knoomatkzellen von Dipeptidylpeptidase
IV-positiven-Ratten (DDPIV) in DDPIV -Ratten transplantiert werden. AnschlieRend wurde
bei den DDPIV -Ratten ein Leberschaden durch Gabe von, @@dl 2-AAF ausgeldst. Zwei
Wochen spéter entwickelten sich DDPIMepatozyten und ovale Zellen.

Mesenchymale adulte Vorlauferzellen von Maus-, &attund humanen Knochenmark
konnen sich in vitro zu funktionellen Hepatozytefiedenzieren [SCHWARTZ et al., 2002].
Optimale Konditionen fur die in vitro Differenzierg der mesenchymalen Vorlauferzellen in
Leberzellen werden durch Zugabe der Wachstumstaktgibroblast growth factor-4* (FGF-
4) und ,human growth factor* (HGF) erreicht. Nachet Wochen werden die wachsenden
Zellen als Hepatozyten-ahnliche Zellen charakterisiDie Zellen besitzen funktionelle
Eigenschaften von Hepatozyten, einschlief3lich dediktion und Sekretion von Harnstoff
und Albumin. AuBerdem wurde Cytochrom P450-Aktivitachgewiesen.

So ergeben sich vielleicht auch auf dem Gebiet ldgvererkrankungen Chancen durch

Zelltherapien.

2.3.6 Niere

Knochenmarkstammezellen differenzieren sich in episte und nicht-epitheliale Zelltypen in

der Niere. Zwei humane Studien zeigen, dass sicleiblichen Nieren, die in mannliche



2 Literaturtibersicht 10

Empféanger transplantiert wurden, Y-Chromosomenip@siepitheliale Zellen entwickelten
[GUPTA et al., 2002; POULSOM et al., 2001].

Weitere Studien demonstrieren, dass sich aus Kmochekstammzellen nicht-epitheliale
Mesangiumzellen und interstitielle Zellen innerhddr Niere differenzieren [GRIMM et al.,
2001; ITO et al., 2001; CORNACCHIA et al., 2001].

KALE et al. (2003) zeigen in einem Mausmodell, dass/Sca-1I-Zellen vielleicht in der
Lage sind, geschadigte Nieren zu reparieren. Welaperimente bewiesen diese Hypothese.
Renale Ischamie wurde in Wildtyp-Mausen durch algische Abklemmung der
Nierenarterie ausgeldst gefolgt von Reperfusionn Déiusen wurde zuvor LitSca-1-
Knochenmark von ROSA-26-Mausen transplantiert.

Die normale Zunahme der Blutharnstoffkonzentratiansgelost durch renale Ischamie 48
Stunden nach tddlicher Bestrahlung, wurde in deiudén nach Transplantation mit Lin
/Sca-1-Zellen deutlich reduziert. Die Mause, die diesdlefenicht erhielten wiesen auch
keine Reduzierung der Blutharnstoffkonzentratioh au

Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass die Knochiksimanazellen eine nitzliche Rolle in

der Therapie von Nierenerkrankungen spielen kénnten

2.3.7 Lunge

In der Lunge sind die Clara-Zellen die Vorlaufelzelund Stammzellen fur das luftfihrende
Epithel und die Typ-ll-Pneumozyten sind die Stamilerevon den Alveolen, weil sie sich
selbst erneuern, um neue Typ-ll-Pneumozyten zuyamiecen und sich dann in Typ-I-
Pneumozyten zu differenzieren [MASON et al., 19%flochenmarkzellen kbnnen sich nach
Transplantation zu Typ-lI-Pneumozyten differenzaiefKRAUSE et al., 2001]. Die Typ-II-
Pneumozyten, die sich aus dem Knochenmark diffézegrz wurden durch Kolokalisation der
Y-Chromosomen und Zytokeratin identifiziert. Einiteeer Beweis, dass es sich um Typ-II-
Pneumozyten handelt, ist die Expression von Swafad®rotein B mRNA, die typisch ist fur
Typ-lI-Pneumozyten in den Alveoli [KRAUSE et alQ@1].

Stromazellen aus dem Knochenmark konnen sich idbtlen das epitheliale Gewebe der
Lunge integrieren. KOTTON et al. (2001) I6sten M#Ausen einen Lungenschaden durch
Bleomycin (Gemisch aus Glykopeptid-Antibiotika) au3en Mausen wurden adhérente
Knochenmarkzellen injiziert, die zuvor 10 Tage kudrt wurden. Die injizierten Zellen

bildeten nach 30 Tagen in vivo Anhaufungen von Tgneumozyten. Spatere Analysen
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sprechen dafur, dass sich die Knochenmarkzellexkidiin Typ-1-Pneumozyten differenzieren
anstatt sich zuerst in Typ-lI-Pneumozyten umzuwblnmdga die Knochenmarkzell-Population
nicht von CD45+ hamatopoetischen Zellen befreitdeukann man keine Aussage dariber
machen, ob die mesenchymalen Zellen fiir das betdtacEngraftment der Pneumozyten
verantwortlich sind.

Kirzlich fuhrte eine andere Arbeitsgruppe eine ighiel Studie durch. Sie arbeiteten aber mit
aufgereinigten mesenchymalen Stammzellen. Die ncbgemlen Stammzellen wurden aus
mannlichen Bleomycin-resistenten M&ausen isoliertl wultiviert. Die hamatopoetischen
Stammzellen wurden durch Immunodepletion entfeBie aufgereinigte Zellpopulation
wurde weiblichen Bleomycin-sensitiven Mausen ingrads verabreicht. Typ-llI-Pneumozyten
wurden isoliert und mittels PCR und Fluoreszenzsitu Hybridisation (FISH) fiur Y-
Chromosomen analysiert. Beide Untersuchungsmetharsigten die Gegenwart von
mannlichen, aus dem Knochenmark abgeleitete Tyyirlumozyten [ORTIZ et al., 2003].

Bis heute gibt es jedoch noch keinen Beweis, dassxKenmarkstromazellen die Funktionen

von epithelialen Lungenzellen ausfiihren konnen.

2.3.8 Gastrointestinaltrakt

Die Zellen der Krypten stellen die funktionellera®imzellen des Gastrointestinalepithels dar
[JIANG et al., 2002]. KRAUSE et al. (2001) beschea als erste intestinale Epithelzellen,
die sich aus dem Knochenmark ableiten. Seitdemrhabeh andere Untersuchungen diese
Entdeckung bestatigt [OKAMOTO et al., 2002; KORBIGNt al., 2002].

In einer Studie erhielten vier krebskranke Frauémmliches Knochenmark. Sie zeigten die
Symptome einer chronischen Transplantat-gegen-HigpfaReaktion (graft-versus-host
disease, GVHD), einer akuten GVHD, Ulcera oder eifentzindung des
Gastrointestinaltrakts. Epithelzellen von den Spendwvurden im Gastrointestinaltrakt der
vier Frauen identifiziert [OKAMOTO et al., 2002].i®mé&nnlichen Spenderzellen wurden in
allen Abschnitten des Gastrointestinaltrakts eilisBlich Osophagus, Magen, Diinndarm und
Kolon gefunden. Sie scheinen aufRerdem mengenmafigremd einer GVHD-Phase
anzusteigen. Aufgrund dieser Daten ist es unkldr,sech die Knochenmarkzellen im
zerstbrten Gewebe ausrichten oder ob sie selbsGdend fiur die Gewebezerstérung mit

andauernder Entziindung sind.
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Knochenmarkstammzellen kénnen sich auch in inteliMyofibroblasten differenzieren.
BRITTAN et al. (2002) entdeckten dies in Mausen Whehschen. Die Tatsache, dass sich
Myofibroblasten nach einer Knochenmarktransplantakilden, deutet darauf hin, dass diese

Zellen eine unterstitzende Rolle in der Regenaratom Intestinalepithel spielen kdonnten.

2.3.9 Haut

Adulte Haut enthalt multipotente Stammzellen, diehsselbst erneuern und Epidermis,
Talgdrisen und Haarfollikel hervorbringen [OSHIMA al., 2001]. Die vermeintliche
Stammzelle befindet sich in der Region der Haakel[TAYLOR et al., 2000].
Knochenmarkzellen kdnnen sich in Zytokeratin-pwgsiti Epithelzellen der Epidermis
differenzieren [KRAUSE et al., 2001].

In einer Studie wurden weibliche Hautbiopsien wueht. Die Frauen erhielten zuvor
méannliche Stammzellen aus dem peripheren Blut. Biepsien wiesen Y-positive
Epithelzellen auf und in vitro beobachtete man &elbsterneuerungskapazitat dieser
Hautstammzellen [HEMATTI et al., 2002].

Nach einer Hautverletzung kénnen sich Knochenmanhksizellen eventuell als epitheliale
und endotheliale Zelltypen in der heilenden Wuneieaukern [BADIAVAS et al., 2003].
Studien von HERZOG et al. (2003) demonstrierens déash Knochenmarkstammzellen als
proliferierende Keratinozyten an Wundrandern fézeseund dann in die Wundflache ziehen
und mit ein Teil des Narbengewebes werden. Diedeeriitnis deutet darauf hin, dass
Knochenmarkstammzellen zur Wundheilung beitragen.

In Zukunft mussen weitere Studien durchgefuhrt wardum zu untersuchen, ob sich

Knochenmarkstammzellen als selbsterneuernde Hautstallen verankern kénnen.

2.3.10 Zentrales Nervensystem

Die kurzlich gemachte Entdeckung, dass sich Stardtpopailationen im ZNS befinden,
erzeugte ein starkes Forschungsinteresse, weifbdhsn lange als unfahig betrachtet wurde,
sich zu regenerieren [REYNOLDS und WEISS, 1992; RABDS et al., 1992]. Neuronale

Stammzellen sind fahig, sich in vitro zu Neurondstrozyten und Oligodendrozyten zu
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differenzieren [REYNOLDS und WEISS, 1992; VESCOVIlat, 1993; GAGE et al., 1995;
JOHANSSON et al.,, 1999]. Allerdings limitiert die nkuganglichkeit, an neuronale
Stammzellen im Gehirn heranzukommen, ihren klirescNutzen.

Daher ruckte die Entdeckung von KOPEN et al. (1988)mesenchymalen Stammzellen in
den Mittelpunkt der Forschung. Sie bewiesen, dassenchymale Stammzellen, die in die
Hirnventrikel von neonatalen Mausen injiziert wungdsich in Astrozyten und Neurofilament-
enthaltene Zellen differenzieren kbnnen.

WOODBURY et al. (2000) demonstrierten als erstassdach mesenchymale Stammzellen in
vitro zu Neuronen differenzieren kénnen. SowohlKiochenmarkstromazellen von Nagern
als auch die von Menschen differenzieren sich itroviunter der Zugabe vorg-
Mercaptoethanol (BME) oder Dimethylsulfoxide (DMS@)d Butylhydroxyanisol (BHA) zu
Neuronen [WOODBURY et al., 2000]. Es folgten west&tudien, die auch Uber die in vitro
Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen imrbleen und Gliazellen berichteten
[SANCHEZ-RAMOS et al., 2000; BLACK und WOODBURY, @0; DENG et al. 2001;
KOHYAMA et al., 2001; JIANG et al., 2002, 2003; KAES et al., 2002].

MAHMOOD et al. (2003) injizierten Ratten mesenchyenaStammzellen intravends,
nachdem sie experimentell ein Hirntrauma auslos@rese Zellen wanderten in die

betroffenen Areale und differenzierten sich zu Maen und Gliazellen.

2.4 Zelltherapie mit mesenchymalen Stammzellen bzwnit
Knochenmarkstammzellen

Das junge Feld der regenerativen Medizin verspriBehandlungen von verschiedenen
degenerativen und altersbedingten Erkrankungen.Staenmzellen im Allgemeinen und die

mesenchymalen Stammzellen im Besonderen sind, dtarclvielseitiges Wachstum und

Differenzierungspotential, ideale Kandidaten fin esolches medizinisch regeneratives
Protokoll. Jedoch existieren einige biotechnoldggsrobleme, die sich auf die biologischen
Charakteristika dieser Zellen beziehen. Diese Rrobl missen gelést werden, bevor das
Potential der mesenchymalen Stammzellen in dethéelipie eingesetzt werden kann. Wie z.
B. erhalt man eine groRe Zahl an mesenchymalen ritetten, die zur Zelltherapie

eingesetzt werden sollen? Ist es moglich, das Rifiaerungspotential der mesenchymalen
Stammzellen so zu regeln, dass eine spezifischeiiiing behandelt werden kann? Dies

sind nur einige Fragen, die durch weitere Forschaonguf dem Gebiet der Stammzellen
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geklart werden missen, um mesenchymale Stammzefiebreiten klinischen Gebrauch

einsetzen zu kdnnen.

In vier Gebieten wurde bisher fir den potentiekénischen Gebrauch von (mesenchymalen)
Stammzellen geforscht: Die lokale Implantation kokalisierte Erkrankungen, systemische
Transplantation, Stammzelltherapie kombiniert mien@erapie und die Verwendung

mesenchymaler Stammzellen im ,Tissue engineering”.

Lokale Implantation von mesenchymalen Stammzellen

Verschiedene Studien Uber Tiermodelle demonstriatie Wirksamkeit von mesenchymalen
Stammzellen in der Behandlung von KnochendefekB#iGUSHI et al., 1989; BRUDER et
al.,, 1994]. QUATRO et al. (2001) hatten bei Pagenmit mangelhafter Frakturheilung
Erfolg, indem sie den Patienten lokal autologe melsgmale Stammzellen injizierten.
Mesenchymale Stammzellen fanden auch Anwendung,Kaorpeldefekte zu reparieren
[DIDUCH et al., 2000].

Mesenchymale Knochenmarkzellen kénnen auch in Heskelfasern verabreicht werden.
Ergebnisse von in vitro und in vivo Studien deutauf eine effektive Zelltherapie am
erkrankten Herzen hin. So kénnten HerzerkrankurnvgenHerzinfarkt [ORLIC et al., 2001],
chronische Ischamie [FUCHS et al., 2003; PERIN dt, &2003] und Herz-
Transplantatabstof3ungsreaktionen [PETERSEN €et389] therapiert werden.

Myocardiale Infarkte bei Menschen und in Tiermoele)l ausgeldst durch Ligatur der
Koronararterien, fuhrt zum Zelltod der Myozytendier betroffenen Region. Bleibt der Infarkt
unbehandelt, kdnnen die verbleibenden Myozytenkilaske Gewebe nicht rekonstituieren
und Narben entstehen, die zur VerschlechterungHdgrfunktion fuhren [PFEFFER und
BRAUNWALD, 1990; WEISMAN et al., 1988].

ORLIC et al. (2001) injizierten Knochenmarkzellan gesundes Gewebe direkt neben die
infarzierten Areale und stellten fest, dass dies Riegeneration vom Myocard fordert. Die
Knochenmarkzellen wandern in das nekrotische Getlest infarzierten Myocards und
regenerieren Myozyten und verbessern die Gefafaterk So kann z. T. die Herzgesundheit
wieder hergestellt werden, indem die ventrikulaneivitat verbessert wird. Trotzdem ist
Vorsicht in der Interpretation der Ergebnisse vambnen Studien geboten. Es ist nur eine
kleine Zahl an Patienten, die bis heute beurtedtden konnten und es besteht auch keine
Kontrollgruppe, mit der man die Ergebnisse verglerckann.
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AKIYAMA et al. (2002) injizierten Ratten GFP-exprierende (green fluorescent protein)
murine mesenchymale Stammzellen in ihr demyelirneseRickenmark. Das Rickenmark
wurde aufgrund der transplantierten Zellen remysknt. Die Spenderzellen wurden durch
GFP-Exprimierung identifiziert. CHOPP et al. (200Bgrichteten ebenfalls Uber einen
therapeutischen Erfolg bei Ruckenmarkverletzunglhlulie Behandlung mit mesenchymalen
Stammzellen.

Die Pluripotenz der mesenchymalen Stammzellen, sichivo und in vitro in neuronale
Zellen zu differenzieren, lasst auf therapeutiscAewendung bei neurologischen
Erkrankungen und ZNS-Trauma hoffen.

Systemische Transplantation mesenchymaler Stammzeii

Eine Humanstudie untersuchte die Wirkung von system transplantierten allogenen
mesenchymalen Stammzellen bei Kindern, die an @stessis imperfecta leiden. Die
transplantierten mesenchymalen Stammzellen wurderKmochen nachgewiesen und sie
produzierten normales Kollagen [HORWITZ et al., 2DMennoch ist der Beitrag, den die
transplantierten mesenchymalen Stammzellen zuiskhen Besserung bei diesen Patienten
leisten, nicht klar.

BITTIRA et al. (2003) transplantierten Ratten marke Knochenmarkstromazellen. Bei
einigen dieser Ratten I6ste man experimentell emgocardialen Infarkt aus und untersuchte
nachfolgend zu verschiedenen Zeitpunkten, ob siaten verletzten Herzregionen markierte
Stromazellen nachweisen lassen. Bei allen openieriégeren wurden diese Zellen
nachgewiesen.

In einer anderen Studie demonstrierten KALE e{2003), dass transplantiertes ISca-1-
Knochenmark in Wildtyp-Mé&use vielleicht in der Laigé geschadigte Nieren zu reparieren.
Renale Ischamie wurde in den Wildtyp-Mausen durttirucgische Abklemmung der
Nierenarterie ausgeldst gefolgt von Reperfusion.

Dieses sind nur einige von vielen Studien, die destreeren, dass systemisch transplantierte
mesenchymale Stammzellen in der Lage zu sein saheiselektiv in verletzte Gewebe

vorzudringen und dort regenerativ zu wirken.
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Stammzelltherapie kombiniert mit Gentherapie

Genetische Modifikation von Stammzellen ist eirzveiles Ziel fur die Gentherapie, weil die
Stammzellen eine hohere Proliferationsfahigkeit eimdlangeres Uberleben, verglichen mit
anderen somatischen Zellen, aufweisen. Ziel einestr@nsfers ist, z.B. bei angeborenen
genetischen Erkrankungen oder bestimmten Immundefien, ein ,gesundes” Gen in eine
pluripotente Stammzelle einzuschleusen und hieldeioe stabile Langzeit-Expression des
Proteins zu erreichen, das dem Patienten fehltefetieerhaft und damit nicht funktionsféahig
war [LU und MIKOS, 1996].

Mesenchymale Stammzellen sind fahig, exogene Pwoigie z.B. Faktor VIII und IL-3 Gber
eine langere Zeit zu exprimieren. Diese Fahigkeltditen sie auch nach Transplantation bei
[ALLAY et al., 1997].

Die Niemann-Pick-Krankheit ist eine disseminieggkulohistozytare Sphingomyelinlipidose
aufgrund eines Mangels an Sphingomyelinase. Dienldrait dufRert sich in einer
neurologischen Dysfunktion, die sich auf den Vdriten Purkinjezellen im ZNS bezieht. In
einem Mausmodell (Sphingomyelinase-Null-Tiere) wauder Ausbruch des neurologischen
Defekts verzogert, indem man drei Wochen alten MAusesenchymale Stammzellen, die
genetisch modifiziert waren und Sphingomyelinaspriexerten, direkt in die Hippocampi
und Kleinhirne injizierte. AnschlieBend wurden Spmomyelinase exprimierende
Purkinjezellen identifiziert [JIN et al., 2002].

Tissue engineering

Tissue engineering stellt eine potentielle Altemreatzu den herkdmmlichen Gewebs- und
Organtransplantationen dar. Es stutzt sich im Wéskan auf zwei Komponenten. Die erste
besteht darin in der Regel autologe lebende Zéfllafitro unter Zusatz von Wachstums- und
Proliferationsfaktoren sowie anderen Substanzeziizbten und zu vermehren. AnschlieRend
konnen solche Zellen in erkrankte, degenerierte televeise zerstorte Organe oder Gewebe
retransplantiert werden und dort zur Verringerueg @efekts, Verbesserung der Funktion
oder sogar zur kompletten Heilung fihren. Die zevéibmponente ist fur die Konstruktion
(,engineering“) von dreidimensionalem Gewebeersatarderlich. Dabei handelt es sich um
Matrizen oder Tragersubstanzen aus biologisch agithem oder abbaubarem
korperfremden Material. Das kann z.B. ein feinesv@ge aus Kunststoff sein, das die spatere
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Form bestimmt. Die in vitro vermehrten Zellen werdrif dieses Gerust aufgetragen und sie
vermehren, festigen und verbinden sich dort weitar einem neuen Gewebe- oder
Organsystem.

Durch diese Technik kdnnten demnach Patienten naihsplantaten versorgt werden, deren
Zellen die gleiche genetische Information tragere die Zellen des Empfangers. Die Gefahr
der immunologischen AbstoRungsreaktion kénnte samgangen werden. Zudem widrde
sich das Problem der mangelnden Anzahl an Spemggren erlbrigen. Ein grof3es
Zukunftsthema sind in diesem Zusammenhang die Statlen. Mesenchymale Stammzellen
stellen eine mogliche ,Rohstoffquelle” fur Tissuegeeering dar. Sie sind in vitro Kulturen
relativ. gut expandierbar und sie weisen ein hohesoliférations- und
Differenzierungspotential auf [BIANCO und ROBEY, ®]. Es existieren verschiedene
Tiermodelle, die den Erfolg dieser Methode demagisn, wie z. B. in der Behandlung von
Knorpeldefekten [KON et al., 2000].

2.5 Oberflachenantigene von mesenchymalen Stammasil

Es liegen bis heute nicht viele eindeutige Erkeisstn Uber die Charakterisierung der
mesenchymalen Stammzellen hinsichtlich Oberflachiggenen, Anreicherungsmethoden
und Differenzierungsmechanismen vor. So ist eZtlsrerschiedener Arbeitsgruppen, diese
Zellpopulation néher zu charakterisieren. Betraci! Fortschritte im Rahmen der
Oberflachencharakterisierung von mesenchymalen 18taften wurden mit dem FACS

(flourescence activated cell sorting) gemacht. Zdeim ist noch kein einheitlicher Marker
identifiziert worden, der die mesenchymalen Stanlimzedarstellen kann. Das liegt am
Mangel an Ubereinstimmungen liber den mesenchynsisnmzell-Phianotyp [GRONTHOS
et al., 1994; PITTENGER et al., 1999; MINGUELL &t 2001; TOCCI und FORTE, 2003].

Monoklonale Antikdrper, die gegen osteoblastardenejerichtet sind, wirden die Beziehung
zwischen den verschiedenen Stromazelltypen aus Heocthenmark erklaren kdnnen.
SIMMONS und TOROK-STORB berichteten 1991 Uber deonoklonalen Antikdrper

STRO-1, der an humane fibroblastoid-ahnliche Zellws dem Knochenmark bindet.
AulRerdem bindet er an verschiedene nicht-hamatiggbet zellulare Komponenten von
adharenten Zellen in ,long-term“-Knochenmarkkultur&TRO-1 kann auch dazu verwendet
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werden, aus frisch aspirierten Knochenmark-Suspaeesi Stromazell-Vorlauferzellen zu
isolieren [SIMMONS und TOROK-STORB, 1991].

Ein anderer monoklonaler Antikorper, der mit humasteogenen Vorlauferzellen reagiert,
ist HOP-26. Dieser Antikorper reagiert mit einem e@l&chenantigen, welches von
Stromazell-Vorlauferzellen exprimiert wird. ZANNETNO et al. (2003) demonstrierten in
ihrer Studie, dass HOP-26 das Oberflachenantigen 63CD ein lysosomales

Membranglykoprotein, identifiziert

Monoklonale Antikorper gegen Oberflachenmarker dexsenchymalen Stammzellen wie
z.B. STRO-1, SH2, SH3 und SH4 kénnten eine ImmunerBtypisierung dieser Zellen
maoglich machen [GRONTHOS et al., 1994; HAYNESWOR@&tHhl., 1992]. Andererseits ist
es eine entmutigende Aufgabe, einen einzelnen m#égeen Marker fur mesenchymale
Stammzellen zu finden, da sich mesenchymale Staltlenzgemeinsame Merkmale mit
endothelialen, epithelialen und Muskelzellen tei[@fINGUELL et al., 2001]. Auf3erdem
prasentieren mesenchymale Stammzellen eine hoheahRhnzerschiedener Profile der
Oberflachenantigene [VOGEL et al., 2003; SIMMONSI trOROK-STROB, 1991; JIANG
et al.,, 2002]. Eine einheitliche Konstellation d@berflachenmarker ist nicht bekannt. So
wurden z.B. CD13, a-Integrin (CD49a und CDA49b),1-Integrin (CD29), CD44
(Hyaluronsaure-Rezeptor), CD71 (Transferrin), CD@rhy-1), CD106 (Vascular cell
adhesion molecule-1 = VCAM-1) und CD124 (InterleukiRezeptor) von PITTENGER et
al. (1999) identifiziert.

Die Frage, was eine ,mesenchymale Stammzelle* @efjrbleibt somit weiterhin bestehen.
Gesichert scheint, dass den mesenchymalen Stanemzgpische Oberflachenantigene von
hamatopoetischen Stammzellen wie z.B. CD45, CD3CiD14 fehlen [PITTENGER et al.,
1999].

BADDOO et al. (2003) berichteten in ihrer Studieeiibdie Charakterisierung von
mesenchymalen Stammzellen durch Oberflachenantige®ie demonstrierten, dass
plastikadharente Kulturen, die aus murinem Knoclekrisoliert wurden, eine Mischung aus
Fibroblastoidzellen und hamatopoetischen Zelled.ddurch Immunodepletion entfernten sie
aus der plastikadharenten Zellpopulation die hapumEtschen Stammzellen. Sie benutzten
dafur Antikorper gegen CD11b, CD34 und CDA45. DieddutieBende FACS-Analyse zeigte,
dass die immunodepletierten Zellen einheitlich C@MD29 und CD81 exprimieren und
unterschiedliche Grade von Sca-1 (stem cell antiger€D44 und CD106. Sie exprimieren
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ebenfalls den Stammzellmarker NST (Nucleostemir§AlTund MCKAY, 2002] aber nicht
Oct-4, der typisch fur embryonale Stammzellen iBHICHOLS et al.,, 1998]. Die
Zellpopulation zeigte negative Ergebnisse auf digikrper CD11b, CD31, CD34, CDA45,
CD48, CD90, CD117 und CD135. Basierend auf diesdrarfichenantigenprofil und dem
nachgewiesenen Differenzierungspotential in Adipezy Chondrozyten und Osteoblasten in
vitro und Osteozyten in vivo, sind die immunodejeliden Zellen charakteristisch fur
mesenchymale Stammzellen [BADDOO et al., 2003].

Auch MEIRELLES und NARDI (2003) bewiesen in ih®tudie, dass murine mesenchymale
Stammzellen positiv fur die Oberflachenmarker CD@Q49e, CD29 und Sca-1 sind und
eine eindeutige homogene Morphologie aufweisen.

PEISTER et al. (2004) demonstrierten an finf vaestdnen Mauslinien die Variabilitat der
Oberflachenantigen-Expression. Sie nhahmen Mause&iauserschiedenen Inzuchtstémmen,
C57Bl/6J (Bl/6), BALB/c, FVB/N und DBAl und aus eim transgenen Inzuchtstamm
C57BI/6-GFPtg. Die letztgenannten Mause exprimi€s&ii® (green fluorescent protein). Das
gewonnene Knochenmark wurde kultiviert und ans@eliel wurden die adharenten Zellen
mit Hilfe des FACS analysiert. Die murinen mesemohlen Stammzellen der vier Standard-
Inzuchtstimme waren negativ fur die endothelialearkdr FLK1 (VEGF-R2), CD31
(PECAM), CD90 (Thy-1) und CD117 (c-kit). Sie waresbenfalls negativ fur die
Oberflachenmarker, die sich typischerweise auf hépuetischen Zellen befinden: CD11b,
Ter-119, CD45R/B220, Ly6G, Ly6C und CD3e. Alle gtéten murinen mesenchymalen
Stammzellen waren negativ auf den Marker CD45. C®t5ein typischer Marker fur
hamatopoetische Stammzellen. Die Expression deké&D34, Sca-1 und CD106 (VCAM-
1) variierte in den unterschiedlichen Mausliniergswzeigt, dass es schwierig ist, murine

mesenchymale Stammzellen eindeutig zu charaktesisie

Die Entwicklung von definierten Kulturbedingungerir f mesenchymale Stammzellen,
umfassende Erkenntnisse Uber ihre Oberflachenauatigad ein groReres Verstandnis ihrer
Biologie wirde neue Entwicklungen in der Zell- ur@entherapie in Maus- und
Rattenmodellen ermdglichen und neue Perspektivémlem Feld der adulten Stammzellen
fordern. Deshalb war es das Ziel der vorliegendebe®, neue monoklonale Antikdrper
gegen Oberflachenantigene von mesenchymalen Stetifvaxrlaufern bei Maus und Ratte

zu generieren und zu charakterisieren.
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3 Material und Methoden

3.1 Tiere und Tierhaltung

Als Versuchstiere dienten zur Knochenmarkentnahrb&BC/6-M&use und Fischer-344-
Ratten aus hauseigener Zucht.

Fur die Immunisierung zur Produktion mAK wurden midgche BALB/c-Mause aus eigener
Zucht und Wistar-Ratten von Charles River Deutsuthieerwendet.

Die Tiere wurden in Gruppenkafigen gehalten. Dig¢tdfiing bestand aus handelsublichem
Alleinfutter Altromin®1324 in pelletierter Form fuM&ause bzw. Ratten und Wasser ad
libitum.

Diese Versuche wurden der Regierung von Oberbaystier der Nummer 209.1/211-2531.6-
42002 angezeigt.

3.2 Praparation von Knochenmarkzellen

Material

Zellkulturmedium DMEM
1% P/S
15% FCS

0,9%ige NaCl-Lésung

Durchfiihrung

Fur die Gewinnung der Stromazell-Vorlauferzellerrdan sechs bis acht Ratten euthanasiert
und jeweils die Humera, Femora und Tibien freipriggh Um das Knochenmark zu
gewinnen, wurden die aufgesdgten Knochen in 1,2Zemtrifugenréhrchen gegeben und
zwei- bis dreimal jeweils 5 Sekunden bei maximaD@0Opm zentrifugiert, in isotonischer

Kochsalzl6ésung resuspendiert und durch ein SielPdeznweite 0,5 mm in ein steriles 50 ml
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Zentrifugenrohrchen gegeben. Die Zellsuspensiordevd0 Minuten bei 1250 rpm in einer
Beckmann-Zentrifuge zentrifugiert, der Uberstandemibssen und das Pellet in komplettem
Zellkulturmedium resuspendiert und jeweils 10 misterile Zellkulturschalen mit 100 mm
Durchmesser gegeben. Die Proben wurden zur Deplatyi von Makrophagen 20 Minuten
bei 37°C vorinkubiert und dann auf neue Zellkultivaen ausgesat und Uber Nacht ebenfalls
bei 37°C inkubiert, um die Zellen adhé&rieren zusdéms Nach Inkubation wurden die
Zellkulturschalen dreimal mit 0,9%igem NaCl gespiiitd die adharenten Zellen mittels
Zellschaber gelost und in 50 ml Zentrifugenrohrclgesammelt. Die Zellsuspension wurde
10 Minuten bei 1250 rpm zentrifugiert und das gemene Pellet in 1 ml 0,9%igem NacCl
resuspendiert. Zur Zellzahlung wurde die Zellsusmen1:10 mit Trypanblau verdinnt. Die
Zellzahl wurde mit Hilfe einer modifizierten NeulatZzéhlkammer ermittelt.

Zur Gewinnung der Stromazell-Vorlauferzellen ausMaus wurden 15- bis 25 Mause durch
cervikale Dislokation getotet und die Femora undién freiprapariert. Das Knochenmark
wurde mittels einer mit 0,9%igen NaCl gefiillten [ESpritze aus den Knochen gespuilt und in
einer sterilen Zellkulturschale gesammelt. Die figdbension wurde durch ein Metallsieb der
Porenweite 0,5 mm gedriickt. Die folgenden Arbeltate verliefen analog der Ratten-

Knochenmarkgewinnung.

3.3 Herstellung monoklonaler Antikorper

Zur Produktion eines mAK wird die Fahigkeit einebénden Organismus (Maus bzw. Ratte)
genutzt, auf die wiederholte Antigenstimulation ifiomisierung) mit der Produktion von
spezifischen Antikérpern durch B-Zellen zu reagierdm den spezifischen Antikdrper zu
gewinnen, werden die Lymphozyten der Maus bzw.Risite mit Myelomzellen fusioniert
(Fusion) und diejenigen Hybridomzellen selektiedie den spezifischen Antikérper

produzieren.
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3.3.1 Immunisierung

Mannliche BALB/c-M&use wurden im Alter von 10-12 Wen mit Stromazell-
Vorlauferzellen aus dem Knochenmark von Ratten imsiert. Es wurden jeweils zwei
Mause s. c. und i. p. immunisiert.

Dazu wurde Knochenmark von Ratten unter sterilenirBgingen entnommen und die
Stromazell-Vorlauferzellen mit entsprechenden Zélik-Techniken (siehe Abschnitt 3.2)
angereichert.

Fur die i. p.-Immunisierung wurden die angereidertStromazell-Vorlauferzellen in
0,9%iger NaCl resuspendiert und den Mausen i.jjzient. Die M&use erhielten jewells ca.l
x 10" Stromazell-Vorlauferzellen ohne Adjuvans. Die Beoshjektionen fanden fiinfmal im
Abstand von jeweils drei Wochen statt.

Fir die erste s. c.-lmmunisierung wurden ca. 1 % 2€llen mit FCA gemischt und s. c.
appliziert, die nachfolgenden Booster-Injektionefolgten mit 2-10 x 10 Zellen gemischt
mit FIA. Die Booster-Injektionen wurden dreimal iAbstand von jeweils drei Wochen
durchgefuhrt.

Analog wurden zwei bis drei Monate alte Ratten ®&trfbmazell-Vorlauferzellen aus der Maus
i. p. und s. c. immunisiert. Dafiir wurden zwei Ratmit 3-10 x 10 Zellen finfmal i. p.
immunisiert und zwei Ratten mit 3-8 x %l@ellen einmal gemischt mit FCA und dreimal

gemischt mit FIA immunisiert.

3.3.2 Kultivierung der Myelomzellen

Alle Fusionen wurden mit der ,non-producer“-BALBXausmyelomzelllinie x 63-Ag 8.653
[KEARNY et al., 1979] durchgefuhrt.

Ca. 14 Tage vor der Fusion wurden die Myelomzeldarigetaut und vermehrt. Das
Nahrmedium bestand aus RPMI 1640 (89%), FCS (10%)RIS (1%). Die Zellen wurden in
Zellkulturflaschen aufgenommen und bei 37°C im Becbtank kultiviert. Bei hoher
Zelldichte erfolgte das Teilen der Zellen im Vethid 1:1.

Einen Tag vor der Fusion wurden die Zellen erneteid.
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3.3.3 Zellfusion

Die von KOHLER und MILSTEIN (1975) erarbeitete Metle der Hybridisierung von

Milzplasmazellen und Myelomzellen fand in diesebéit Anwendung.

Material

RPMI 1640
HAT-Selektionsmedium
HT-Selektionsmedium
PEG

Durchfiihrung

Die Lymphozyten stammten aus der Milz einer mitoBtazellen immunisierten BALB/c-
Maus bzw. aus der Milz einer mit Stromazellen imisigmten Wistar-Ratte.

Nach Totung der vorher in Ether narkotisierten @enurde die Milz steril entnommen und in
eine mit 10 ml RPMI 1640 gefullte Zellkulturschalderfuhrt. In der sterilen Werkbank
wurde die Milz mit Hilfe eines sterilen Spritzensigels zerdrickt, bis eine homogene
Suspension entstand. Diese wurde durch ein Medhllisi einen 50 ml Zentrifugenréhrchen
Uberbracht, mit RPMI 1640 aufgeflllt und anschle®el0 Minuten mit 1250 rpm
zentrifugiert.

Die Tumorzellen wurden aufgeschuttelt und in 50 Zehtrifugenréhrchen uberfiihrt. Sie
wurden ebenfalls 10 Minuten mit 1250 rpm zentriérgi

Die Pellets von den Milzmakrophagen und den Tunilenzevurden jeweils in 40 ml RPMI
1640 resuspendiert und nochmals bei 1250 rpm 1@Qt&mzentrifugiert. Die Zellen wurden
insgesamt dreimal mit RPMI 1640 gewaschen.

Nachfolgend wurde jeweils ein Teil der Zellen miypanblau 1:10 verdinnt und die Zellzahl
in einer modifizierten Neubauer-Zahlkammer ermittel

Im Anschluss wurden die Myelomzellen und die Milize im Verhaltnis 1:5 bis 1:10 in
RPMI 1640 aufgenommen und bei 1250 rpm 10 Minutmrifugiert. Der Uberstand wurde
komplett abgesaugt und das Zellpellet vorsichtign\Boden geldst.

Um die Fusion auszulésen, wurden 1,5 ml PEG-L6sudgzugegeben, das

Zentrifugenrohrchen in einem 37°C warmen Wassediad Minute lang geschwenkt und
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anschlieBend mit insgesamt 20 ml 37°C warmen RPBHMOlnach folgendem Schema
tropfenweise verdinnt:

1 ml in 30 Sekunden, 3 ml in 30 Sekunden, 16 mb@n Sekunden. Nach 10 Minuten
Zentrifugation bei 1250 rpm erfolgte eine weiterakubation fur 5 Minuten bei
Raumtemperatur, bevor der Uberstand abpipettied die Zellen in HAT-Medium
resuspendiert und in sterile 96-Flachlochplattenl®0 pl pro Kavitat ausplattiert wurden.
Vier Tage nach der Fusion wurden weitere 100 pl FB¥€lektiondmedium pro Kavitat
zugegeben. Danach erfolgte jeden dritten bis wieff@ag ein Mediumwechsel: 100 pl
verbrauchtes Medium wurden durch 100 pl neues HASHMM ersetzt.

Nach 14 Tagen wurde statt HAT-Selektionsmedium HddMm verwendet und nach
weiteren 14 Tagen auf Normalmedium umgestellt.

Ab dem flinften Tag nach der Fusion erfolgte eigelmallige mikroskopische Kontrolle der

Kavitaten auf Hybridom-Zellklone.

3.4 Selektion der Hybridomzellen

3.4.1 Durchflul3zytometrie

Die Expression von Zelloberflachenantigenen wurdtiéefa Durchflu3zytometrie untersucht.
Dafur wurde der Fluorescence-Activated-Cell-Scan(iékCScan, Fa. Becton Dickinson)
verwendet. An diese Oberflachenantigene binden ifsge mMAK, die mit einem
sekundaren, Fluorochrom-markierten Antikorper ditek werden. Die Zellen passieren
anschlieend einzeln einen Laserstrahl mit eindteMénge von 488 nm. Dabei werden das
Streulicht und das nach Anregung emittierte Licbh\einem Photomultipler in elektrische
Impulse umgewandelt, verstarkt und digital im Cotepualargestellt.

Das Streulicht gibt Aufschluss Uber die GroRe (Bmavscatter (FCS)) und die Granularitét

(sideward scatter (SSC)) der Zelle, die spezifféictdie verschiedenen Zellarten sind.
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Material

Zellen frische Knochenmarkzellen von Maus bRatte

1 Tag adharente Zellen von Maus bzw. Ratte

96-Loch Rundboden-Platte

sekundarer Ak fir Maus mAK Ziege anti-Maus-lgGTE€tmarkiert, 1 pl/1 x 10
Zellen

sekundarer Ak fir Ratte mAK Ziege anti-Ratte-I¢®L C-markiert, 1 pl/1 x 10
Zellen

1%ige PFA in PBS 5 g PFA in 450 ml Aqua desd 60 ml PBS
pH 7,4

Fluoreszenzpuffer fir FACS 11PBS
20 ml FCS

0,2 g Natriumazid

Durchfiihrung

Es wurden fir die FACS-Analyse 1 x®ische Knochenmarkzellen bzw. 0,5 x°1D Tag
adharente Zellen von Ratte bzw. Maus (siehe Absici®®) und dazu jeweils 50 pl
Zellkulturuberstande der jeweiligen Hybridome zus@n in 96-Loch Rundboden-Platten fur
30 Minuten bei 4°C inkubiert. (Knochenmarkzellennvder Maus zusammen mit dem
Zellkulturiberstand der Ratten-Hybridome, analogo&renmarkzellen der Ratte mit dem
Zellkulturiberstand der Maus-Hybridome).

Nach der Kalteinkubation wurden die Platten zweim#l100 pul FACS-Puffer pro Kavitat 2
Minuten lang bei 2000 rpm zentrifugiert. Im Anscsduvurde der zweite Antikdrper auf die
Platten gegeben (siehe Material). Danach wurde matshwie oben beschrieben mit FACS-
Puffer zentrifugiert. Letztlich wurden die Zellpets in 50 pl 1%iger PFA in PBS
resuspendiert und im FACS analysiert.
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3.4.2 Immunhistologie, Direktcharakterisierung in Zellkulturplatten

Material

Knochenmarkzellen von der Maus bzw. Ratte

PBS

70%iger Ethanol

Normal horse serum 20%

1. Antikorper Uberstande aus den Hybridom-Btatton Maus
bzw. Ratte
2. Antikorper Pferd anti-Maus-IgG, biotinylidszw.

Pferd anti-Ratte-IgG, biotinyliert

Vectastain® ABC-AP Kit

Vector® Red

Durchfuhrung

Dazu wurde Knochenmark von der Maus bzw. von ddteRa DMEM-Komplettmedium
aufgenommen und ein bis drei Tage kultiviert. Diehtradharenten Zellen wurden mit PBS
ausgespult. Im Anschluss wurden die adharenteeZelit 70%igem Ethanol fir 10 Minuten
fixiert. Es folgte eine nochmalige Spulung mit PB&d die Zellen wurden mit 20%igem
Normal horse serum fir 20 Minuten bei RT inkubietanach wurde der erste Ak
(Uberstande aus den Hybridomplatten) hinzugegehdrfiir 30 Minuten bei RT inkubiert.
Nach der Inkubation folgte eine zweimalige Spilung PBS und der zweite Antikorper
(Pferd anti-Maus- bzw. anti-Ratte-1gG, biotinyljedt:200 mit PBS verdinnt wurde auf die

Platten gegeben und bei RT 30 Minuten lang inkabies folgte nochmals eine zweimalige
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Spulung mit PBS. Dann wurden die Platten mit denCABP Komplex ebenfalls 30 Minuten
bei RT inkubiert. Es wurde nochmals mit, wie obessdhrieben, PBS gewaschen und
schlielich der Farbstoff Vector Red fur 20 Minutamf die Platten gegeben. Die positiven
Klone wurden unter dem Mikroskop beurteilt.

3.5 Klonierung und Subklonierung

Die positiv beurteilten Kulturen des Screeningtesigden nach der limiting-dilution®-
Methode [GALFRE und MILSTEIN, 1981] kloniert. Dazwurden drei bis finf Tage vor der
Klonierung ,feeder-layer“-Platten mit 2-4 x 1@BALB/c-Mausemilzzellen bzw. Wistar-
Ratten-Milzzellen vorbereitet. Rechnerisch wurdén ldybridomzellen in Kulturmedium so
verduinnt, dass 0,4 Zellen pro Kavitat einer 96-Nkell-Zellkulturplatte ausgesat wurden.
Nach funf bis sieben Tagen erfolgte eine mikroskoipé Kontrolle der einzelnen Dellen,
wobei Uberstande von Kavitaten mit Wachstum erimau$creeningtest beurteilt wurden.

Die Klone, die Antikorper produzierten (Analyse t@is FACScan), wurden schrittweise auf
24-Loch-Platten und spater in Zellkulturflaschegiter kultiviert.

Schlecht wachsende oder nur wenig Antikoérper prizdande Klone wurden wiederum
subkloniert, indem sie in Konzentrationen von 1s b0 Zellen pro 96-Lochplatte ausgesat
und von diesen Klonen nur die am besten wachsemaei\ntikorper produzierenden weiter

kultiviert wurden.

3.6 Einfrieren und Auftauen von Hybridomzellen

Zum Einfrieren von Zellen und Zelllinien wurden dellen zunachst bei 1250 rpm 10
Minuten lang zentrifugiert, der Uberstand abgesadigt Zellen in Einfriermedium (RPMI
1640 (60%), FCS (30%), DMSO (10%)) resuspendiertd un 1,3 ml-Portionen in
Kryrordhrchen pipettiert. Die Konzentration betrix x 10 Zellen pro ml Einfriermedium.
Durch Verbringen der Kryrordhrchen in speziell isdgke Einfrierboxen, die in
TiefkUihlschranke mit -80°C gestellt wurden, konetee optimale Absenkung der Temperatur
um 1°C pro Stunde erreicht werden. Fur eine Koneremg der Klone Uber langere Zeit

wurden die Réhrchen nach einigen Tagen in fliss@jerkstoff umgelagert.
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Zum Auftauen wurden die Zellen schnell im 37°C wanmWasserbad knapp tber den
Gefrierpunkt erwarmt und in mit 40 ml RPMI 1640 @gée Zentrifugenrohrchen gegeben.
Die Zellen wurden dann 10 Minuten bei 1250 rpm dfgiert, um das zytotoxische DMSO
auszuverdiinnen. Der Uberstand wurde abgesaugt am@ellpellet in RPMI 1640 (88%),
FCS (10%), P/S (1%) und Na-Pyruvat (1%) aufgenomumehin Zellkulturflaschen ausgesat.

3.7 Immunhistologische Untersuchungen zur Spezifitdder hergestellten
Antikorper

Material

Normal horse serum 1:5 mit PBS verdinnt

Normal rabbit serum 1:5 mit PBS verdinnt

TBS-T

TBS

1. Antikorper jeweiliger monoklonaler Ak aussthem
Zellkulturiberstand (Maus anti-Ratte bzw.
Ratte anti-Maus)

2. Antikérper Pferd anti-Maus-IgG, biotinyliert, 2D0
mit PBS verdinnt
Kaninchen anti-Ratte, biotinyliert, 1:200
mit PBS verdunnt

Vectastain® ABC-AP Kit Standard 1 ml PBS

10 pl Substanz A
10 pl Substanz B

Fast Red Tablets, 2 mg 1 Tabl. auf 2 ml 0,1 M/RCI, pH 8,2
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Kernfarbung Hamalaun

Kaisers Glyceringelantine

Durchfiihrung

Zur Uberprifung der Gewebsexpression der von derK ne#kannten Proteine wurden
Schnitte verschiedener Organe und Knochen von Mébge. Ratten mit den jeweiligen
Antikdrpern inkubiert und anschliel3end gefarbt.
Die Schnitte wurden zuerst entparaffiniert. Dazudem die Objekttrager nacheinander in
folgende Lésungen gegeben:

1. 15 Minuten in Xylol |
15 Minuten in Xylol 1l
3 Minuten in 99%igem Ethanol
3 Minuten in 70%igem Ethanol

a r wDN

3 Minuten in 40%igem Ethanol

6. 3 Minuten in Aqua dest.
Danach wurde Pferdeserum bzw. Kaninchenserum Idiimat auf die Schnitte pipettiert und
fur 20 Minuten bei RT inkubiert. Im Anschluss wurdas Serum abgekippt und der Schnitt
mit dem ersten Antikorper bedeckt und Uber NacbtZQ@ Stunden) bei 4°C inkubiert. Als
erster Antikorper diente der jeweilige monoklonal&ntikbrper aus frischem
Zellkulturiberstand (Maus anti-Ratte bzw. Ratte-kaus).
Im Anschluss wurde zweimal in TBS-T und einmal iIBSTgewaschen. Darauf wurden die
Schnitte mit dem zweiten Antikorper, Pferd anti-MdgG, biotinyliert bzw. Kaninchen anti-
Ratte-IgG, biotinyliert, bedeckt und 30 Minuten BRI stehengelassen. Die Schnitte wurden
anschlieBend wieder gewaschen und 30 Minuten mdtageain® ABC-AP Kit Standard
inkubiert. Danach erfolgte ein weiterer Waschsthnitd die Schnitte wurden mit Fast Red
Tablets-LAsung bis zur mikroskopisch sichtbarerf&bting inkubiert.
Mit der Kernfarbung Hamalaun wurde 1 Minute gegéaide und die Objekttrager wurden

schlie3lich mit Kaisers Glycerin eingedeckelt.
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3.8 Isolierung der monoklonalen Antikdrper Gber Praein LA-Agarose

Mittels Affinitatschromatographie wurden die Antrp@&r Uber Protein LA-Agarose isoliert.
Protein LA ist ein Hybrid-Protein. Die Reinigungrbbt auf einer spezifischen Bindung des
Staphylokokken-Protein A an die Fc- und Fab-Regumn IgG-Molekilen und einer
spezifischen Bindung des Peptostreptokokken-Proteian die Ig-Leichtketten-Region
[SVENSSON H.G. et al., 1998].

Material

Protein LA-Agarose

Dialysierschlauch VISKING

Waschpuffer 1 1,576 g Tris HCI
4,2 g NaCl
ad 500 ml Aqua dest.
pH 7,4

Waschpuffer 2 1,576 g Tris HCI
14,61 g NaCl
ad 500 ml Aqua dest.
pH 7,4

Elutionspuffer 1,5 g Glycin
ad 200 ml Aqua dest.
pH 2,7

Neutralisationspuffer 15,76 g Tris HCI
ad 100 ml Aqua dest.
pH 8-9

Dialysepuffer 20 x PBS => 150 ml

mit Reinstwasser auf 3 | auffillen
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Durchfiihrung

Der Zellkulturiiberstand wurde 10 Minuten bei 12%0nrzentrifugiert und danach durch
einen Filter der Gro3e 0,45 um gegeben. Die Aganasde in eine 2 ml-Glassaule pipettiert
und mittels einer peristaltischen Pumpe mit ca. @0 Waschpuffer 1 aquilibriert
(Durchlaufgeschwindigkeit 1 ml/min).

AnschlieBend wurden zwischen 200 und 300 ml desdidnedes auf die Saule aufgetragen.
Im Folgenden wurde die Saule einmal mit Waschpuffedann mit Waschpuffer 2 und
nochmals mit Waschpuffer 1 solange gewaschen, diiglér photometrischen Messung des
Eluats die Extinktion bei 280 nm < 0,01 pg/ul bgtru

Nun wurden die Antikdrper mit dem Elutionspuffeiert und in Rohrchen mit 100 pl
Neutralisationspuffer zur Abpufferung und Erhaltudey Antikorperstabilitat aufgefangen.

Im Anschluss wurde die Saule mit Waschpuffer 1 gmlan und bis zur weiteren
Verwendung bei 4°C aufbewahrt. Die proteinhaltigéluatfraktionen wurden in einem
Dialyseschlauch vereinigt und an drei aufeinandigeinden Tagen mit 3 Liter Dialysepuffer
umgepuffert, wobei der Puffer taglich gewechselt rdeu Die Konzentration des
aufgereinigten Proteins wurde photometrisch bestinidne hier verwendete Protein LA-

Agarose bindet ca. 3-5 mg Mause- bzw. Ratten-IgG.

3.9 Proteinextraktion

Um die Gesamtproteinfraktion einer Zelle zu erhmgltevurden die Zellen mit einem
Detergenz (RIPA-Puffer bzw. Triton-X-Puffer) lysiezentrifugiert und der proteinhaltige

Uberstand weiter verwendet.

Material

RIPA-Puffer 99 ml 1 x PBS
1 ml Igepal CA-630
500 mg Na-Deoxycholat

oder
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Triton-X-Puffer 0,05 M Tris-HCI pH 7,8
0,14 M NacCl
1% Triton X-100

Protease-Inhibitor Stock-Lsg. 25x 1 Tablette CatgProteasen
Inhikiém-Cocktail in 2 ml Aqua
destdd

NuPAGE® LDS-Sample Buffer

Durchfuhrung

Das jeweils entnommene Gewebe (Knochenmark, Lékligr, Niere, Lunge) wurde gewogen
und in ein Réhrchen gegeben. Pro 100 mg Gewebeenlinthl RIPA-Puffer dazu gegeben
und kurz vor dem Lysieren der Zellen 40 pl der &rase-Inhibitor-Losung pro ml dazu
pipettiert. Diese Mischung wurde mit dem Polytron@®kleinert.

AnschlieRend wurde bei 4°C 30 Minuten bei 8000 gentrifugiert. Der Uberstand wurde
abpipettiert und die Protein-Konzentration photameh bestimmt.

Im Anschluss wurden die Proben mit RIPA-Puffer vemat und im Verhaltnis 4:1 mit dem
LDS-Sample Buffer gemischt, danach 10 Minuten gbkamd entweder direkt in ein Gel

geladen oder bei -20°C konserviert.

3.10 Western Blot

Der Western Blot dient dazu, spezifische Protemeesiner komplexen Mischung mittels
Gelelektrophorese aufzufinden. Das Proteingemisict durch Gelelektrophorese in einem
Polyacrylamidgel fraktioniert, gefolgt von Transfemd Immobilisierung fraktionierter

Proteine auf eine PVYDF-Membran oder auf eine Nglotose-Membran.
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3.10.1 Gelelektrophorese, SDS-Page

Material

NuPage® MES* SDS Running Buffer 40 ml Buffer
ad 760 ml Aqua dest.

* 2-(N-morphplino) ethane sulfonic acid

NuPage® 4-12% Bis-Tris Mini Gel

See Blue® Plus 2 Pre-Stained Standard

Elektrophoresekammer XCell' Blot Module

Power Ease 500

Durchfiihrung

Ein oder zwei Novex Bis-Tris Gele wurden kurz mgusa dest. abgespdlt, der Kamm aus
dem Gel entfernt, die Taschen mit Running Buffeimal gespuilt und der Klebestreifen von
den Gelkassetten entfernt. Im Anschluss wurdenirsidie Gelkammer eingebaut und die
innere und &ulRere Kammer mit Running Buffer gefullt

Die in 3.6 beschriebenen Proben wurden gleich mierh Erwéarmen (70°C, 10 min) in die
Geltaschen pipettiert (maximales Probevolumen 35 [pér Marker wurde ohne vorheriges
Erwarmen in die Taschen verbracht.

Die Elektrophorese wurde bei einer konstanten Sttéarke von 200 Volt 35 Minuten lang
durchgefuhrt.

Anschlielend wurden die in der SDS-PAGE aufgetemrmiroben durch Blotten auf eine

PVDFE-Membran oder auf Nitrocellulose tberfuhrt.
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3.10.2 Membran-Transfer der Proteine (,Blotten®)

Material

NuPage® Transfer Buffer

Blotting Pads

PVDF-Membran

oder Nitrocellulose-Membran

Filterpapier

Durchfiihrung

Nach der Gelelektrophorese wurden die Gelkassetiégebrochen, die Geltaschen entfernt,
ein in Transfer Buffer eingeweichter Filter auf dasl gelegt und die Luftblasen mittels einer
Pipette durch Rollen entfernt. Auf die andere Seiés Gels wurde die PVDF-Membran
gelegt gefolgt von einem ebenfalls in Transfer Buiingeweichtem Filterpapier. Mit dem
zweiten Gel wurde analog verfahren. Der Aufbau zhem den Plattenelektroden sah
folgendermal3en aus: Auf die Kathodenplatte (-) wardelegt, zwei Blotting Pads, Filter-
Gel-Membran-Filter-Sandwich, ein Blotting Pad, &ilGel-Membran-Filter-Sandwich und
wieder zwei Blotting Pads. Die Blotting Pads warmdpenfalls zuvor in Transfer Buffer
eingeweicht worden. Die Anodenplatte (+) wurde as@&gzt, in die Kammer eingebaut und

fur 1 Blot + 10% Metbhn
45 ml Buffer
90 ml Methanol
ad 765 ml Aqua dest.

fur 2 Blots + 20% Methanol:
45 ml Buffer

180 ml Methanol

ad 675 ml Aqua dest.

eine konstante Stromstarke von 30 Volt 60 Minutarglangelegt.
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Nach Beendigung des Blottens wurde die PVDF-MembrdReinstwasser gewaschen und in

einer Folie bei 4°C bis zur weiteren Verwendunghaufahrt.

3.10.3 Proteindetektion durch spezifische Antikorpe

Die an die PVDF-Membran gebundenen, aufgetrenntereire wurden mit Hilfe von

spezifischen Antikérpern detektiert.

Material

Western Breeze® Chromogenic Immunodetection elBhg Solution

System - Primary Antibody Diluent
- Antibody Wash
- Secondary Antibody Solution
- Chromogenic Substrate

Non-Fat Dry Milk 0,4 g in 10 ml 0,05% PBS lase

1. Antikorper jeweiliger monoklonaler Ak aus
frischem oder aufgereinigtem
Zellkulturiiberstand

2. Antikorper fur Maus mAk - Secondary Antibo8glution
aus dem Western Breeze Kit
- Ziege anti-Maus-IgG, AP
konjugiert

2. Antikorper fur Ratte mAk - Ziege anti-Ratte-1g&R-

konjugiert
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Durchfiihrung

Die in 5% Magermilchpulverldsung oder mit Westerre&e Blocking Solution blockierte

PVDF-Membran wurde 2 x 5 Minuten in Reinstwassewagehen und anschlielRend
mindestens eine Stunde mit dem primaren Antiko¢gelikulturiiberstand) inkubiert.

Der uberschussige Antikdrper wurde durch 4 x 5 ng@$ Waschen in Antibody Wash

Solution entfernt. Danach wurde die Membran mit deekundaren AntikGrper fur

mindestens 30 Minuten inkubiert. Dieser wurde wiade durch mehrere Waschschritte mit
Antibody Wash Solution und Reinstwasser entferntirch anschlieende Farbung der
Membran mit Chromogenic Substrate wurden die geboea Proteine sichtbar.

Die Membran wurde nochmals mit Reinstwasser geveasuhd dann luftgetrocknet.

3.11 Oberflachenbiotinylierung von Zellen

Durch diese Methode [LISANTI, 1994] wurden alle feine auf der Zelloberflache mit
Biotin markiert. Das Zelllysat (siehe Abschnitt B\Burde anschlieRend mit einem, fir ein
bestimmtes Oberflachenprotein spezifischen mAk, umpnazipitiert (siehe Abschnitt 3.11).
Dieses, ebenfalls biotinyliertes Protein konnte ctiureine an Streptavidin gekoppelte

Peroxidase im Western Blot nachgewiesen werden.

Material

Calciumchlorid 1 M 14,7 g Calciumchloridhydr&@aCh x H.0)
ad 100 ml Aqua bidest., bei RT lagern

Magnesiumchlorid 1 M Magnesiumchlorid x 6@B4(MgCh x 6 H0)?
ad 100 ml Aqua bidest., bei RT lagern

PBS (plus C& und Md) 500 ml PBS

500 pl Magnesiumchlorid 1 M
50 pl Calciumchlorid 1 M

bei 4°C aufbewahren



3 Material und Methoden 37

Sulfo-NHS-Biotin Stammldsung 50 mg Sulfo-NHS-Bioti
(200 mg/ml) 250 pul DMSO
durch 5-minutiges Schiitteln auflésen,

in Aliquots von 15 pl bei -20°C lagern

Sulfo-NHS-Biotin Gebrauchsldsung 6 ml PBS (plug'Ced Md™)
(0,5 mg/ml) 15 pl Sulfo-NHS-Biotin Stammldsung
kurz vor Gebrauch herstellen

RPMI 1640

Durchfiihrung

Bei der Biotinylierung von primaren Zellen wurdenx510 Zellen durch 10-minutige
Zentrifugation bei 4°C mit 1250 rpm gewonnen. Dasllggllet wurde zweimal durch
Zentrifugation mit eiskaltem PBS (plus Taind Md*) gewaschen und in 6 ml Sulfo-NHS-
Biotin Gebrauchslosung (0,5 mg/ml) resuspendieaciN40 Minuten Rotation bei 4°C wurde
wie oben zentrifugiert und das Pellet in RPMI 1648uspendiert, um nicht gebundenes
Sulfo-NHS-Biotin aus der Reaktion zu entfernenwkgsde noch zweimal mit eiskaltem PBS
(C&" und Md¢") gewaschen und die Zellen anschlieRend, wie niggrid beschrieben,
lysiert.

Zur Kontrolle wurden die Zellen vor und nach deotBiylierung mit SA-FITC gefarbt und

mit Hilfe der DurchfluRzytometrie analysiert (siehbschnitt 3.4.1)

3.12 Zelllyse

Um die Gesamtproteinfraktion einer Zelle zu erhmgltevurden die Zellen mit einem
Detergenz (Triton-X-100) lysiert, zentrifugiert under proteinhaltige Uberstand weiter

verwendet.
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Material

Triton-X-100 siehe Abschnitt 3.6

Durchfuhrung

5 x 10 bis 1 x 18 Zellen wurden 10 Minuten bei 4°C und 1250 rpm @&mgiert und das
Zellpellet in 1 ml Lysepuffer resuspendiert. Nach Mlinuten Inkubation auf Eis und 30
Minuten Zentrifugation mit 8000 rpm bei 4°C wurder dJberstand in ein Réhrchen tberfiihrt

und das Zelllysat bis zum weiteren Gebrauch beiC8ufbewahrt.

3.13 Immunprazipitation

Diese Methode wurde verwendet, um ein bestimmtetelPraus dem Zelllysat aufzureinigen.
Das Gesamtlysat wurde dabei mit Protein-L-Agarogeldnen, die den fir dieses Protein
spezifischen Antikdrper gebunden haben, fir meh&umden inkubiert und dieses Protein
dann ausgewaschen.

Material

Waschpuffer 1 siehe Abschnitt 3.5
Protein-L-Agarosekiigelchen

NuPAGE® LDS-Sample Buffer

Durchfuhrung

Ca. 200 ul der Protein-L-Agaroseklgelchen wurdeeiinZentrifugenrohrchen gegeben und
zweimal mit PBS 3 Minuten bei 13000 rpm zentrifugi®er Uberstand wurde abpipettiert
und ca. 100 pl von dem Zelllysat (siehe Abschni®) Zu den Agarosekigelchen pipettiert.

Diese Mischung kam fur 10 Minuten in einen Thermanibei 4°C. Danach wurde 10
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Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert, der Uberstaabpipettiert und in ein neues

Zentrifugenrohrchen verbracht. Die Agarosekiigelcherden danach nicht mehr gebraucht.
Die Proteinkonzentration wurde photometrisch bestimum die entsprechende40 Menge
vom jeweiligen monoklonalen Antikorper zu dem ZAeddt zu geben. Die Proben wurden
uber Nacht in einem Thermomixer bei 4°C geschuittelt

Nach der Kalteinkubation wurden die Agarosekugeicheie oben beschrieben, nochmals
aufbereitet und danach der jeweilige sekundarekanter zu der Agarose gegeben. Die
Proben kamen fur 2 Stunden bei 4°C in den ThermeminschlielRend wurden die Proben
dreimal 5 Sekunden bei 13000 rpm mit Waschpuffeeritrifugiert, der Uberstand abgesaugt,
die Agarose mit Sample buffer versetzt und dannibuk¢n gekocht. Nach dem Kochen
wurde 5 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert, der etdtand abpipettiert und in

Zentrifugenrohrchen gegeben. Die Proben wurdemiiel geladen (siehe Abschnitt 3.7.1).

3.14 Proteindetektion durch spezifischen Antikdrper

Die an die Nitrocellulose-Membran gebundenen, duégaten Proteine wurden mit Hilfe
eines spezifischen Antikorpers, der mit dem EnzyeeMettich-Peroxidase (HRP) markiert
war, detektiert. Nach Zugabe eines Chemolumines3eihstrats katalysiert die Peroxidase
die Oxidation von Luminol. Das dabei entstehendgesaggte Dioxetan zerfallt unter

Lichtabgabe, was auf einem Réntgenfilm dokumentienden kann.

Material

Antikorper SA-HRP 1:10000 mit PBS-T verdunnt

Super Signal West Pico Chemoluminescent Substrate

Kodak BioMax MR (Réntgenfilm)
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Durchfiihrung

Die Membran wurde mit Non-Fat Dry Milk fur 1 Stundeblockt und danach einmal 15
Minuten in 0,05%tigem PBS-T gewaschen. Die Nitrhdete-Membarn wurde im Anschluss
mit dem Antikorper Streptavidin-HRP 2 Stunden inieub Der Uberschissige Antikdrper
wurde durch Waschen mit PBS-T von einmal 15 Minuted fiinfmal 5 Minuten entfernt.
Letztlich wurde die Membran mit Chemolumineszenbs$tat fur 5 Minuten inkubiert und

entwickelt.
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4. Ergebnisse

4.1 Ubersicht

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei Fusionen dugtlifyt. Mause wurden mit adharenten
Zellen aus dem Rattenknochenmark immunisiert untieRa@&ekamen adhérente Zellen aus
dem Mausknochenmark appliziert. Alle Uberstande sechs 96-Lochplatten jeder Fusion
wurden zuerst in Form von zwei Pools aus jeweits Btatten im FACS getestet. In einem
zweiten Screening wurden dann die jeweils positiv€ione ausfindig gemacht und
subkloniert. Die Klone wurden wieder im FACS und3atdem immunhistochemisch auf
adharenten Knochenmarkzellen getestet. Die positdtene wurden anhand der Farbung von
Zellpopulationen in  frischen  Knochenmarkzellen undrei Tage adharenten
Knochenmarkzellen im FACS und bei der immunhistatisehen Direktcharakterisierung in

Zellkulturplatten ermittelt.

Tabelle 1: Ubersicht Fusionen Maus/Ratte

Empfangertier Ratte Ratte Maus
Material Mausknochenmark Mausknochenmark Rattertkemmark
Applikationsart S. C. i. p. S. C.
Positive Klone 7 8 13
FACS 12 15 37
positive Klone*

IHC** in Platten pos. 9 7 32
Klone*

IHC** auf Knochen- | 5 4 15
Schnitten pos

Klone*

* nach Subklonierung

** Immunhistochemie
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Beim FACS-Screening wurde besonders auf Klone degchdie bei den frischen
Knochenmarkzellen nur wenige Zellen anfarben undmbelest von adharenten
Knochenmarkzellen einen deutlich héheren Anteilitpes Zellen aufweisen. AufRRerdem
wurde die positive Zellfraktion im Forward-Sidewesdatter (FSC/SSC) beurteilt:
Charakteristisch fir wenig differenzierte Stammezelsind eine geringe Gréf3e und geringe
Granularitat. Besonders interessante Klone fursbéerung von Knochenmarkstromazellen
waren somit die, bei denen positive Zellen sichHBC/SSC als klein und wenig granuliert

darstellen.

Zur Direktcharakterisierung in Zellkulturplatten wen 64 Maussubklone und 27
Rattensubklone getestet. Die positiven Uberstandeden als erster Antikorper fir einen
immunhistochemischen Nachweis verwendet. Positiver§tande fiihren zu einer Rotfarbung
der adharenten Zellen. Dabei fielen Klone auf, deée gut wie alle adharenten Zellen
anfarbten, wahrend andere Klone nur vereinzeltéraitte Zellen farbten.

Klone, die in der Immunhistochemie in Platten pwsiivaren, wurden auch auf
Paraffinschnitten von Knochen getestet. Insgesamirden 23 Mausklone auf
Knochenschnitten getestet, wobei acht Klone negatd/15 Klone positiv waren.

12 Klone von den i. p. immunisierten Ratten wur@emn Knochenschnitten getestet. Davon
waren vier Klone positiv und acht Klone negativ.eBfalls 12 Klone von den s. c.
immunisierten Ratten wurden auf Knochenschnittetegget. Hier reagierten funf Klone
positiv und sieben Klone negativ.

Die Klone, die auf den Knochenschnitten positivgdbnisse zeigten, wurden nachfolgend
auch auf verschiedenen Organschnitten getestet. Birersicht der positiven und negativen
Klone in verschiedenen Screening-Methoden gebealellen 2 und 4. Eine Ubersicht der
positiven und negativen Ergebnisse auf verschiedegdeganschnitten findet sich in den
Tabellen 3 und 5. Die Details der FACS-Analyse uddr Immunhistologie (auf
Paraffinschnitten) werden bei der Charakterisierdley einzelnen Klone im Folgenden
dargestellit.

Bei mehreren ausgewahlten Klonen wurde aul3erdersuciet;, die GrofRe des erkannten
Proteins mittels Western Blot und Immunprazipitatiestzustellen. Die Einzelheiten werden
in Abschnitt 4.5 Western Blot und in Abschnitt 4n@munprazipitation beschrieben.
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Tabelle 2: Ergebnisse Klone Maus s. c.

Klon-Nr.

FACS

Immunhistologig

in Platten

> Immunbhistologie

Knochen

1B1C12

n.g.

1B11D12

n.

1B11E12

n.

1F12C12

1F12D4

1F12D7

1F12D12

=
ale|e|la|ala

1F12F10

1F12G10

1F12H6

1G1B9

1G1B11

1G1D9

1G1E11

1G1G9

1G1G11

1G1H9

1G1H11

2C8A4

2C8B4

2C8C4

2C8D4

2C8E6

2C8F8

2C8G8

2C8H8

2E12E4

2E12F12

2G10A5

35 >
ela|a|le|ale|a|le|ale|ela|lelalalalelalalala
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2G10B5

2G10F6

+/-

2G10G5

+/-

3C2B7

3C2C2

3C2C4

3C2G4

3C2G11

3D10D12

3D10F4

3D10F8

3D10G12

3G3A11

3G3B12

3G3C10

3G3D4

3G3E6

3G3F2

3G3G12

3H10A12

3H10C12

3H10E12

3H10F11

3H10G3

3H10G12

5C10C9

5C12H2

5C12A10

5C12B1

5C12B3

5C12B12

5C12D10

5C12E5
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5C12E9 + +/- n. g.

5C12G11 + +/- n. g.

+ positiv, +/- schwach positiv, - negativ, n. gchitigetestet

Tabelle 3: Ergebnisse Immunhistologie verschiedeewebe

Maus s. c. | 1IF12F10 3C2B7 3D10F8 3G3G12 3H10Al 5C12B1
Klon-Nr.

Pankreas - + - ++ +

Darm - - - - ++ -

Haut - - - - ++ +/-

Muskel - - - - ++ -

Wirbel + - + - ++ +

Leber + - + - ++ +

Niere + - + - ++ +

Milz + - + - ++ +

Lunge - - + - ++ +/-

Herz - - + - ++ -

Tabelle 4: Ergebnisse Klone Ratte i. p. und Ratte s

Ratte i. p. FACS Immunhistologie Immunhistologie
Klon-Nr. in Platten Knochen
1E7D3 + - n. g.

1E7F12 + - -

1E7G4 + - -

2G7C4 + - -

2G7C5 + +/- +/-

4H11C10 + - n. g.

4H11D11 + + +

4H11E9 + +/- +

2
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4H11F10

4H11G6

6A8C38

6A8D3

6A8E10

6A8F2

6F8E12

Ratte s. c.
Klon-Nr.

3H6A3

+/-

3H6B2

+/-

3H6G2

3H6H7

4E12H2

5C10B3

5C10G5

5C10H10

6B10B6

6B10B10

6B10D12

6B10H8

Tabelle 5: Ergebnisse Immunhistologie verschiedeewebe

Gewebe

Ratte s. c. 6B10B6

Ratte i. p. 6A8C8

Rafie6F8E12

Pankreas

+

Haut

+

Muskel

+

Knochen

Leber

Niere

Milz
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Lunge + + +

Herz + - +

4.2 Klone von der s. c. immunisierten Maus

4.2.1 Klon 2G10A5

Der Klon 2G10A5 stellt sich nur im FACS (Abb. 1) gitov dar. Bei den frischen
Knochenmarkzellen reagieren ca. 9% der Zellen rein dAntikbrper 2G10A5, bei den
adharenten Zellen fast 40%. Im FSC/SSC der adlgirdtmochenmarkzellen fallt auf, dass
hier v. a. groBere und starker granulierte Zellesfaidpt werden. Sowohl in der
Immunhistochemie auf den Platten als auch in dendmhistologie auf den Knochenschnitten

sind keine positiven Ergebnisse sichtbar.
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Klon 2G10A5
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Abb. 1: Uberstand des Klons 2G10A5 mit frischen &menmarkzellen (a, b) und mit einen
Tag adharenten Knochenmarkzellen (c, d). Die Diagna des Forward-Sideward- Scatter (a,
c) zeigen die positiven Zellpopulationen unter d&ate R2 im Histogramm (b, d). Im

Histogramm (b, d) ist die Prozentzahl der positiZzefilen angegeben.
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4.2.2 Klon 3C2B7

Der Klon 3C2B7 konnte im FACS (Abb. 2) und in demnhunhistochemie auf Platten als
positiv beurteilt werden. Bei den frischen Knochamkzellen reagieren 5,6% der Zellen mit
dem Antikdrper 3C2B7. Bei den adharenten Zellergiswan sogar fast 42% mit dem
Uberstand des Klons 3C2B7. Im FSC/SSC der adharditechenmarkzellen kann man eine
starke Zunahme von kleinen, wenig granuliertenefetheobachten. In der Immunhistologie

auf Knochenschnitten kamen negative Ergebnissaibera

Klon 3C2B7

o 3C2 B7.024 o 3C2 B7.024

(] — (o]

= b o

S @]

o LT 0/
= 12 P = 5,6 0
8 o % ~ P
[ #3] §- O 003_ RZ

3

o r r : : . o

0 200 400 600 800 1000 100 101 102 10 10
FSC-H FL1-H

o 3C2 B7.024 o 3C2 B7.024

(] — (o]

Ol d (&

S @]

w . ik
_ o o8 41,76%
[ (s} 2 -
2 g 2 P
ZR-3 O S

(]

g 3

[an] - ~ = . ; O

0 200 400 600 800 1000 100 101 102 10 10
FSC-H FL1-H

Abb. 2: Uberstand des Klons 3C2B7 mit frischen Kraumarkzellen (a, b) und mit einen
Tag adharenten Knochenmarkzellen (c, d). Die Diagna des Forward-Sideward- Scatter (a,
c) zeigen die positiven Zellpopulationen unter d&ate R2 im Histogramm (b, d). Im

Histogramm (b, d) ist die Prozentzahl der positiZzetien angegeben.
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4.2.3 Klon 5C10C9

Auch der Klon 5C10C9 stellt sich nur im FACS (Al.und in der Immunhistochemie auf
Platten positiv dar. Nur 4,24% der Zellen reagidsenden frischen Knochenmarkzellen mit
dem Uberstand des Klons 5C10C9. Bei den adhar&eten reagieren knapp uber 43% der
Zellen mit dem Antikérper 5C10C9. Im FSC/SSC deh&@dnten Knochenmarkzellen kann
verfolgt werden, dass hier vermehrt grof3ere untkest&granulierte Zellen gefarbt werden.

Die Immunhistologie auf Knochenschnitten war negati

Klon 5C10C9
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Abb. 3: Uberstand des Klons 5C10C9 mit frischen étremmarkzellen (a, b) und mit einen
Tag adharenten Knochenmarkzellen (c, d). Die Diagna des Forward-Sideward- Scatter (a,
c) zeigen die positiven Zellpopulationen unter d&ate R2 im Histogramm (b, d). Im

Histogramm (b, d) ist die Prozentzahl der positiZzetien angegeben.
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4.2.4 Klon 3D10F8

Der Klon 3D10F8 ist im FACS (Abb. 4) und in den imnfistologischen Untersuchungen
positiv. Bei den frischen Knochenmarkzellen reasieB,32% der Zellen mit dem Antikdrper
3D10F8 und bei den adharenten Zellen sind es 3Q,468mit dem Uberstand des Klons
3D10F8 reagieren. Im FSC/SSC bei den adharentdanZist eine Zunahme der grof3eren,

starker granulierten Zellen zu sehen.

Die Ergebnisse der Immunhistologie ahneln denenkdess 1F12F10 und werden deshalb
hier nur kurz ohne Abbildungen beschrieben.

Auf den Knochenschnitten in der Immunhistologiehsiman im Knochenmark kleine Zellen
mit groRem Kern und wenig Zytoplasma, die positndsDie Osteoblasten und Osteozyten
sind nur vereinzelt als positiv zu beurteilen.

Die Immunbhistologie auf den verschiedenen Orgarmggt,zdass die Schnitte von Darm, Haut
und Muskel negativ sind, wahrend die anderen gestOrgane positiv ausfallen. Das
Pankreas zeigt, dass die Inseln im Gegensatz zgatinen exokrinen Pankreas, sehr stark
gefarbt sind. In der Leber sind die Hepatozyten dasl Gallengangsepithel gefarbt. Auch das
Bronchusepithel und die Gefallmuskulatur in der leursgnd als positiv zu beurteilen,
wéhrend sich im Herzen die Cardiomyozyten nur elftsvach gefarbt darstellen. In der Niere
sind nur die Tubuli positiv. In der Milz stellenchi der Endothelsinus, die weif3e Milzpulpa
und die Lymphfollikel, insbesondere im Randbereichis positiv dar, wobei der

Endothelsinus sogar als stark positiv zu beurtegen
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Abb. 4: Uberstand des Klons 3D10F8 mit frischen étrenmarkzellen (a, b) und mit einen
Tag adharenten Knochenmarkzellen (c, d). Die Diagna des Forward-Sideward- Scatter (a,
c) zeigen die positiven Zellpopulationen unter d&ate R2 im Histogramm (b, d). Im

Histogramm (b, d) ist die Prozentzahl der positiZzetilen angegeben.
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4.2.5 Klon 3G3A11

Der Klon 3G3A11 konnte im FACS (Abb. 5), in der Imnmistochemie auf Platten und in der
Immunhistologie auf Knochenschnitten als positivuribeilt werden. Bei den frischen
Knochenmarkzellen reagieren 5,46% der Zellen mih déberstand des Klons 3G3A11, bei
den adhérenten Zellen sind es 27,5% der Zellen,mdiedem Antikdrper reagieren. Im
FSC/SSC der adharenten Zellen ist eine deutlichealdme der grofReren und stérker

granulierten Zellen sichtbar. Aber auch kleinerenig granulierte Zellen nehmen etwas zu.

Auf den Knochenschnitten sind Zellen im Knochenmankl die Osteoblasten stark positiv.
Vereinzelt sind schwach gefarbte Osteozyten sichib@ Chondrozyten und Myozyten sind
nicht gefarbt (ohne Abb.). Ahnliche Ergebnisse beaga sich bei den Klonen 3G3B12,
3G3C10, 3G3D4, 3G3F2 und 3G3ES.
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Abb. 5: Uberstand des Klons 3G3A11 mit frischen &menmarkzellen (a, b) und mit einen
Tag adharenten Knochenmarkzellen (c, d). Die Diagna des Forward-Sideward-Scatter (a,
c) zeigen die positiven Zellpopulationen unter d&ate R2 im Histogramm (b, d). Im

Histogramm (b, d) ist die Prozentzahl der positiZzefilen angegeben.
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4.2.6 Klon 1F12F10

Der Klon 1F12F10 ist im FACS (Abb. 6) und in demiemhistologischen Untersuchungen
positiv. Der Klon ist ebenfalls auf verschiedeneg&hschnitten getestet worden.

Bei den frischen Knochenmarkzellen reagieren n@2%, der Zellen mit dem Antikdrper
1F12F10, wahrend bei den adharenten Zellen nud4% mit dem Uberstand des Klons
1F12F10 reagieren. Im FSC/SSC der adharenten Zdtemine Zunahme der gréRReren,

starker granulierten Zellen zu beobachten.

In der Immunhistologie wurde der Klon sowohl auf d€henschnitten als auch auf
verschiedenen Organschnitten getestet. Im Knochénsiad positive kleine Zellen mit
grolRem Kern und wenig Zytoplasma zu sehen. Diedb&isten und die Osteozyten sind nur
vereinzelt als positiv zu beurteilen (Abb. 6.2 uklob. 6.3). Zum Vergleich wurde zusatzlich
eine Negativ-Kontrolle auf einem Knochenschnittathgefihrt (Abb. 6.1). Unter anderem
wurde der Klon auf den Organen Darm, Haut, Muskelinge und Herz getestet, wobei
negative Ergebnisse herauskamen (ohne Abb.).

Im Leberschnitt lassen sich die Hepatozyten undGkkengangsepithel als positiv beurteilen
(siehe Abb. 6.4). In der Milz sind die weil3e Milzpa und die Lymphfollikel, insbesondere
im Randbereich positiv, wahrend der Endothelsinasstark positiv beurteilt werden kann
(Abb. 6.5). Im Nierenschnitt sieht man, dass didudlupositiv und die Glomerula negativ
sind (Abb. 6.6). Die Inseln des Pankreas sind gspaxditiv, wahrend das exokrine Pankreas
sich negativ darstellt (Abb. 6.7).
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Abb. 6: Uberstand des Klons 1F12 F10 mit frischeéhenmarkzellen (a, b) und mit einen
Tag adharenten Knochenmarkzellen (c, d). Die Diagna des Forward-Sideward- Scatter (a,
c) zeigen die positiven Zellpopulationen unter deate R2 im Histogramm (b, d).

Im Histogramm (b, d) ist die Prozentzahl der pwsiti Zellen angegeben.



4 Ergebnisse

57

Abb. 6.1
NEGATIV-KONTROLLE
VergroRerung: 400x
Farbung mit Fast Red

Gegenfarbung mit Hamalaun

Abb. 6.2

Klon 1F12F10 auf einem
Knochenschnitt

VergrofRerung: 100x
Farbung mit Fast Red

Gegenfarbung mit Hamalaun

Abb. 6.3

Klon 1F12F10 auf einem
Knochenschnitt

VergroRerung: 400x
Farbung mit Fast Red

Gegenfarbung mit Hamalaun



4 Ergebnisse

58

Abb. 6.4

Klon 1F12F10 auf einem
Leberschnitt

VergrofRerung: 200x
Farbung mit Fast Red

Gegenfarbung mit Hamalaun

Abb. 6.5

Klon 1F12F10 auf einem
Milzschnitt

Vergrof3erung: 200x
Farbung mit Fast Red

Gegenfarbung mit Hamalaun

Abb. 6.6

Klon 1F12F10 auf einem
Nierenschnitt

Vergrof3erung: 200x
Farbung mit Fast Red

Gegenfarbung mit Hamalaun
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Abb. 6.7

Klon 1F12F10 auf einem
Pankreasschnitt

VergrofRerung: 200x
Farbung mit Fast Red

Gegenfarbung mit Hamalaun
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4.2.7 Klon 3H10A12

Der Klon 3H10A12 ist sowohl im FACS (Abb. 7) alschuin den immunhistologischen
Untersuchungen positiv. Bei den frischen Knochehka&llen reagieren ca. 3% der Zellen mit
dem Antikdrper 3H10A12, wahrend bei den adhéaretellen knapp Uber 30% mit dem
Uberstand des Klons 3H10A12 reagieren. Im FSC/S&Cadharenten Zellen fallt auf, dass
sowohl die kleineren, wenig granulierten Zellen aleh die grof3eren, stéarker granulierten

Zellen gefarbt werden.

In den immunhistologischen Untersuchungen zeidt, slass sich dieser Klon tberwiegend
als positiv bis stark positiv bewerten lasst. Imokhenmark ist eine grof3e Anzahl an
Osteoblasten und Osteozyten stark positiv. AuchGliendrozyten, Myozyten, Fibroblasten
und viele Zellen im Knochenmark sind ebenfallsgalsitiv zu beurteilen (Abb. 7.1).
Betrachtet man den Darm, ist sichtbar, dass sichZtdtenstroma anfarben lasst und die
Neuronen des Plexus submucosus und des Plexus erigantebenfalls positiv sind (Abb.
7.2). Das Ausfuhrungsgang-Epithel, das endokrirsedas exokrine Pankreas stellen sich im
histologischen Schnitt als positiv dar, wobei dadakrine Pankreas sogar als stark positiv zu
beurteilen ist (Abb. 7.3). Auf dem histologischesh&itt der Haut sieht man, dass sich neben
den Haarbalgen und den Talgdriisen auch das Plgitfiesleund die Subcutis anfarben lassen
(Abb. 7.4). In der Lunge stellen sich das Bronchpiikel, die Alveolen und die Gefal3-Media,
nicht aber das GefalRendothel, als positiv dar (Ah), wahrend sich in der Milz sowohl die
weil3e als auch die rote Milzpulpa anfarben lassbng Abb.). Auf einem Muskelschnitt, der
hier nicht abgebildet ist, farben sich die Myozytknder Leber sind die Hepatozyten und das
Gallengangsepithel positiv, wobei sich das Endotheht anfarben lasst (ohne Abb.). Die
Sammelrohre und Tubuli der Niere sind im Gegengatzden Glomerula als positiv zu
beurteilen (ohne Abb.). Im Herzschnitt sind die diamyozyten als positiv zu bewerten und
das lymphatische Gewebe und auch das Bindegewelenssich sogar als stark positiv dar
(ohne Abb.).

Die gleichen Ergebnisse erbrachten die immunhigtetthen Untersuchungen bei dem Klon
3H10E12, der hier nicht abgebildet ist.

Im Western Blot zeigt der Klon 3H10A12 ebenfallsitioe Ergebnisse (siehe Abschnitt 4.5
Western Blot).
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Abb. 7: Uberstand des Klons 3H10A12 mit frischeroBimenmarkzellen (a, b) und mit einen
Tag adharenten Knochenmarkzellen (c, d). Die Diagna des Forward-Sideward- Scatter (a,
c) zeigen die positiven Zellpopulationen im Histgm (b, d). Im Histogramm (b, d) ist die

Prozentzahl der positiven Zellen angegeben.
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Abb. 7.1

Klon 3H10A12 auf einem
Knochenschnitt

VergrofRerung: 200x
Farbung mit Fast Red

Gegenfarbung mit Hamalaun

Abb. 7.2

Klon 3H10A12 auf einem
Darmschnitt

VergroRerung: 200x
Farbung mit Fast Red

Gegenfarbung mit Hamalaun

Abb. 7.3

Klon 3H10A12 auf einem
Pankreasschnitt

VergroRerung: 200x
Farbung mit Fast Red

Gegenfarbung mit Hamalaun
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Abb. 7.4

Klon 3H10A12 auf einem
Hautschnitt

VergrofRerung: 200x
Farbung mit Fast Red

Gegenfarbung mit Hamalaun

Abb. 7.5

Klon 3H10A12 auf einem
Lungenschnitt
VergrofRerung: 200x
Farbung mit Fast Red

Gegenfarbung mit Hamalaun
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4.2.8 Klon 5C12B12

Der Klon 5C12B12 ist sowohl im FACS (Abb. 8) alschuin den immunhistologischen

Untersuchungen positiv. Bei den frischen Knochekaellen reagieren knapp Uber 4% der
Zellen mit dem Antikérper 5C12B12, bei den adh&enZellen reagieren knapp 30% mit
dem Uberstand des Klons 5C12B12. Im FSC/SSC deéradten Zellen fallt auf, dass

vermehrt gro3ere, starker granulierte Zellen gefadyden.

In der Immunhistologie sieht man, dass sich vesddinkleine positive Zellen im
Knochenmark befinden sowie einige wenige Osteozytah Osteoblasten ebenfalls positiv
sind (Abb. 8.1). Die immunhistologischen Untersuwpen verschiedener Organe (ohne Abb.)
ergaben, dass die Schnitte von Darm, Muskel und iHepativ ausfallen, wahrend andere
untersuchte Organe positive Ergebnisse zeigeninBalge Pankreasinseln als stark positiv zu
beurteilen. Im Gegensatz dazu zeigt das exokrinekr@as nur ein schwach positives
Ergebnis. Das Bronchusepithel ist neben den Alvew&rophagen als schwach positiv zu
bewerten, wahrend sich die Gefal3-Media als deutbickitiv darstellt. Als ebenfalls nur
schwach positiv sind die Talgdrisen im Hautschnitt bewerten. In der Milz sind die
Lymphfollikel, insbesondere im Randbereich gefésbtwie das Sinusendothel. Auch die
Hepatozyten und das Gallengangsepithel stellen misitiv dar, wahrend sich in der Niere
die Glomerula nicht anfarben lassen, wohl abeiTdieuli.

Ahnliche Ergebnisse fanden sich bei den Klonen 2a02und 5C12B3.
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Abb. 8: Uberstand des Klons 5C12B12 mit frischerétrenmarkzellen (a, b) und mit einen
Tag adharenten Knochenmarkzellen (c, d). Die Diagna des Forward-Sideward- Scatter (a,
c) zeigen die positiven Zellpopulationen im Histagm (b, d). Im Histogramm (b, d) ist die

Prozentzahl der positiven Zellen angegeben.
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Abb. 8.1
Klon 5C12B12 auf einem
Knochenschnitt
VergrofRerung: 400x

/4 Farbung mit Fast Red

/,' Gegenfarbung mit Hamalaun

4.3 Klone von den s. ¢c. und i. p. immunisierten R&n

4.3.1 Klone aus der Kavitat 1E7 und Klon 1E7F12

Der Klon 1E7F12 wurde im FACS (Abb. 9) als positbeurteilt. Bei den frischen
Knochenmarkzellen reagieren nur 0,42% der Zellerderin Uberstand 1E7, wahrend bei den
adharenten Zellen 7,24% mit dem Antikdrper 1E7Fyreren. Im FSC/SSC der adharenten
Zellen sind vermehrt die kleinen, wenig granulierZellen gefarbt.

In den immunbhistologischen Untersuchungen wurdémekgositiven Zellen gefunden.
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Abb. 9: Uberstand der Klone aus der Kavitat 1E7fristhen Knochenmarkzellen (a, b) und
Uberstand des Klons 1E7F12 mit einen Tag adharekteschenmarkzellen (c, d). Die

Diagramme des Forward-Sideward- Scatter (a, c)epetlie positiven Zellpopulationen unter

dem Gate R2 im Histogramm (b, d). Im Histogrammdist die Prozentzahl der positiven

Zellen angegeben.
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4.3.2 Klone aus der Kavitat 4H11 und Klon 4H11D11

Der Klon 4H11D11 ist sowohl im FACS (Abb. 10) positals auch in den
immunhistologischen Untersuchungen. Bei den frisdkeochenmarkzellen reagieren knapp
Uber 8% der Zellen mit dem Uberstand aus der Kaditil1, wahrend bei den adharenten
Zellen fast 65% mit dem Antikdrper 4H11D11 reagrerkn FSC/SSC des Klons 4H11D11
sind vermehrt die kleineren Zellen gefarbt.

In den Knochenschnitten (ohne Abb.) sind zahlreigiedien im Knochenmark schwach
gefarbt. Die Megakaryozyten sind nicht gefarbt. #dire Ergebnisse ergaben auch die
Untersuchungen des Klons 4H11EO9.
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Abb. 10: Uberstand der Klone aus der Kavitat 4Hit fischen Knochenmarkzellen (a, b)

und Uberstand des Klons 4H11D11 mit einen Tag attién Knochenmarkzellen (c, d). Die

Diagramme des Forward-Sideward- Scatter (a, c)epeilie positiven Zellpopulationen unter

dem Gate R2 im Histogramm (b, d). Im Histogrammd}ist die Prozentzahl der positiven

Zellen angegeben.
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4.3.3 Klone aus der Kavitat 6F8 und Klon 6F8E12

Der Klon 6F8E12 ist im FACS (Abb. 11) positiv. Déberstand aus der Kavitat 6F8 reagiert
mit ca. 45% der Zellen bei den frischen Knochenmat&n und der Antikérper 6F8E12
reagiert mit ca. 88% bei den adharenten ZellenF8€/SSC der adhéarenten Zellen fallt auf,

dass die kleineren, wenig granulierten Zellen vémingefarbt werden.

Die immunhistologischen Untersuchungen ergabenfaliemositive Ergebnisse. Zellen im
Knochenmark, Osteoblasten und hypertrophe Chontkoztellen sich positiv dar, wahrend
die Osteozyten und Fibroblasten als negativ betventeden (Abb. 11.1). Die Ergebnisse der
Organschnitte sind vergleichbar mit dem Klon 6B1{&éhe Klon 6B10B6).

Abb. 11.1

Klon 6F8E12 auf einem
Knochenschnitt;

VergroRerung: 100x
Farbung mit Fast Red

Gegenfarbung mit Hamalaun
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Abb. 11: Uberstand der Klone aus der Kavitat 6F8friichen Knochenmarkzellen (a, b) und
Uberstand des Klons 6F8E12 mit einen Tag adhareKmschenmarkzellen (c, d). Die
Diagramme des Forward-Sideward- Scatter (a, c)epeilie positiven Zellpopulationen unter
dem Gate R2 im Histogramm (b, d). Im Histogrammd}ist die Prozentzahl der positiven

Zellen angegeben.
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4.3.4 Klon 6B10B6

Der Klon 6B10B6 ist im FACS (Abb. 12) als positiveurteilt worden. Auch die
immunhistologischen Untersuchungen zeigten positiZellen. Bei den adharenten
Knochenmarkzellen reagieren knapp 11% der Zelleh dem Antikérper 6B10B6. Im
FSC/SSC werden kleine, wenig granulierte Zellerddpf

Im Knochenschnitt sind Osteoblasten und hypertrog®ndrozyten sowie Zellen im
Knochenmark als positiv zu beurteilen (Abb. 12.1Die immunhistologischen
Untersuchungen auf verschiedenen Organschnittebengliberwiegend positive Ergebnisse.
So stellen sich im Hautschnitt die Epidermis, did&itis, die Muskeln und das Bindegewebe
als positiv dar, die Talgdrisen sind sogar alskspasitiv zu bewerten (Abb. 12.2). In der
Nebenschilddriise sind die Hauptzellen stark geférat in der Schilddrise wird nur das
Stroma gefarbt (Abb. 12.3). Das endokrine Pankiegsim Gegensatz zum exokrinen
Pankreas, positiv (Abb. 12.4). Die im Folgendernchasbenen Organe sind ohne Abbildung.
Im Darm sind neben dem Zottenstroma die Muskelsthiad die submucésen Drusen als
positiv zu beurteilen und im Muskelschnitt sindifige Myozyten zu sehen. Die Hepatozyten
und das GefalRendothel stellen sich positiv dar,revith das Gallengangsepithel negative
Ergebnisse zeigt. In der Niere sind die Tubuli drelSammelrohre positiv und die Glomerula
lassen sich nicht farben. In der Milz ist zu bedttar, dass sowohl die rote als auch die weil3e
Milzpulpa positiv sind. Das Bronchusepithel, dievdblen und auch das GefalRendothel in der
Lunge stellen sich positiv dar, wahrend die Cardiomyten und auch das Endothel im Herz
ebenfalls positiv sind.

Ahnliche Ergebnisse ergaben die UntersuchungeKldee 6B10B10 und 6B10HS.
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Abb. 12: Uberstand des Klons 6B10B6 mit einen Taigaaenten Knochenmarkzellen (a, b).
Das Diagramm des Forward-Sideward- Scatter (a} désgpositive Zellpopulation unter dem

Gate R2 im Histogramm (b).

Abb. 12.1

T ¥ O 4 ¢ Klon 6B10B6 auf einem
’ Knochenschnitt;

VergroRerung: 200x
Farbung mit Fast Red

Gegenfarbung mit Hamalaun
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Abb. 12.2

Klon 6B10B6 auf einem
Hautschnitt;

VergrofRerung: 200x
Farbung mit Fast Red

Gegenfarbung mit Hamalaun

Abb. 12.3

Klon 6B10B6 auf einem
Schilddriisen/
Nebenschiddrisenschnitt
VergrofRerung: 200x
Farbung mit Fast Red

Gegenfarbung mit Hamalaun

Abb. 12.4

Klon 6B10B6 auf einem
Pankreasschnitt

VergroRerung: 200x
Farbung mit Fast Red

Gegenfarbung mit Hamalaun
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4.3.5 Klon 6B10H8

Der Klon 6B10H8 ist sowohl im FACS (Abb. 13) posgitials auch bei den

immunhistologischen Untersuchungen. Bei den adibémeinochenmarkzellen reagieren fast
25% der Zellen mit dem Antikérper 6B10H8. Im FSQIS®erden Uberwiegend kleine,
wenig granulierte Zellen gefarbt. Die immunhistosapjen Untersuchungen sind auf den
Knochenschnitten und auf den verschiedenen Orgaitsah vergleichbar mit dem Klon

6B10B6.

Klon 6B10H8
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Abb. 13: Uberstand des Klons 6B10H8 mit einen Tdigéaenten Knochenmarkzellen (a, b).
Das Diagramm des Forward-Sideward- Scatter (a} gdéggpositive Zellpopulation unter dem
Gate R2 im Histogramm (b). Im Histogramm (b) isé dfrozentzahl der positiven Zellen

angegeben.
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4.3.6 Klone aus der Kavitat 6A8 und Klon 6A8CS8

Der Klon 6A8C8 ist im FACS (Abb. 14) positiv. Aucldie immunhistologischen

Untersuchungen zeigen positive Ergebnisse. Beifdecthen Knochenmarkzellen reagieren
5,15% der Zellen des Uberstandes aus der Kavit@ pdsitiv und bei den adharenten
Knochenmarkzellen reagieren ca. 43% der Zellen dbsrstandes 6A8C8 positiv. Im
FSC/SSC der adhéarenten Zellen werden Uberwiegemikekivenig granulierte Zellen gefarbt.

Die immunhistologische Untersuchung zeigt, dask sit Knochenmark vereinzelte Zellen
befinden, die positiv bis stark positiv sind, wdaide die Osteoblasten, Osteozyten,
Fibroblasten und Chondrozyten negativ sind (Abb.114Die Immunhistologie von den

verschiedenen Organen zeigte, dass die Schnittd®?aokreas, Haut, Muskel, Leber, Niere,
Herz und Darm negativ sind (ohne Abb.). Nur in N&lz sind vereinzelt positive Zellen in

den Lymphfollikeln zu sehen und in der Lunge sind einzelne Alveolarmakrophagen
gefarbt (Abb. 14.2 und Abb. 14.3).

Im Western Blot zeigt der Klon eine spezifische 8alsiehe Abschnitt 4.5 Western Blot).
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Klone aus der Kavité8A8
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Abb. 14: Uberstand der Klone aus der Kavitat 6A8 fmséchen Knochenmarkzellen (a, b)
und Uberstand des Klons 6A8C8 mit einen Tag adhémeknochenmarkzellen (c, d). Die

Diagramme des Forward-Sideward- Scatter (a, c)epetlie positiven Zellpopulationen unter

dem Gate R2 im Histogramm (b, d). Im Histogrammdist die Prozentzahl der positiven

Zellen angegeben.
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Abb. 14.1

Klon 6A8C8 auf einem
Knochenschnitt

Vergrof3erung: 400x
Farbung mit Fast Red

Gegenfarbung mit Hamalaun

Abb. 14.2

Klon 6A8C8 auf einem
Lungenschnitt

VergroRerung: 400x
Farbung mit Fast Red

Gegenfarbung mit Hamalaun

Abb. 14.3

Klon 6A8C8 auf einem Milzschnitt
VergroRerung: 400x

Farbung mit Fast Red

Gegenfarbung mit Hamalaun




4 Ergebnisse 79

4.4 Affinitatschromatographie

Insgesamt wurde Protein von sechs Maus-Klonen eaeifggt und im Anschluss im

Photometer gemessen.

Tabelle 6: Konzentrationen der aufgereinigten Pnete

Klone Maus s. c. Proteinkonzentration in mg/ml
1F12F10 0,280
3C2B7 0,111
3D10F8 0,074
3G3G12 0,077
3H10A12 0,065
5C12B12 0,069

4.5 Western Blot

Fur den Western Blot wurden sowohl aufgereinigtéik®mper als auch Zellkulturiberstande
verwendet. Insgesamt wurden sechs Maus-Klone ued Ratten-Klone getestet, wobei
jeweils einer aus beiden Gruppen im Western Blot gasitives Signal zeigte. Die Klone
wurden mit frischen Knochenmarkzellen und mit eifferg adharenten Knochemarkzellen
getestet.

Die unspezifischen Reaktionen des zweiten Antiké&pen Western Blot kommen durch
Kreuzreaktionen des anti-Ratte-lgG mit Maus-Probaw. anti-Maus-1gG mit Ratten-Protein
zustande, weil diese zwei Systeme sich sehr ahgsimth Dadurch ist die Spezifitat bei dem
Western Blot nicht so hoch. Viele unspezifische d&ansind bei den einzelnen Klonen zu

sehen.

Der Maus-Klon 3H10A12 (Zellkulturiberstand) zeigtee spezifische Bande bei ca. 30 kDa
sowie mehrere unspezifische Banden. Bei den andgetesteten Klonen sowie in der
Negativ-Kontrolle nur mit dem zweiten Antikdrpendidie unspezifischen Banden zu sehen,
die durch Kreuzreaktionen des Gewebes mit dem ewdintikdrper zustande kommen (Abb.

15). Der Maus-Klon 3H10A12 wurde auch auf Lungewiilz-, Leber- und Nierengewebe
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getestet. Bei diesen Geweben findet sich ebendatisdeutliches Signal bei 30 kDa sowie
mehrere unspezifische Banden, die auch bei dem éngl®ich getesteten negativen Klon
3D10F8 sichtbar werden (Abb. 16).

Die Ratten-Klone 6A8C8, 6B10B6 und 6F8E12 (Zellyuliberstand) wurden mit frischen
Mausknochenmarkzellen und mit einem Tag adhéareteothenmarkzellen getestet. Dabel
zeigte nur der Klon 6A8C8 eine spezifische Bande98kDa. Hier sind die anderen zu
sehenden Banden ebenfalls unspezifisch. Die KI@#B6 und 6F8E12 sowie eine Negativ-
Kontrolle ohne ersten Antikérper wiesen nur einugespezifische Banden auf, die auch hier

durch Kreuzreaktionen des zweiten Antikdrpers ndgekommen (Abb. 17).

1 2 M = % T

== 188

— -

- =052 : 3

— = 49
= 38 - -
- 28
- 17 -
- 14
- 6

Abb. 15: Western Blot mit Gesamt-Protein von frisigh
Knochenmarkzellen (Bahn 1) und einen Tag adhéarenten
Knochenmarkzellen (Bahn 2)

Negativ-Kontrolle: RPMI-Medium mit FCS

Bahn 1: frische Knochenmarkzellen; Bahn 2: ein Tag
adharente Knochenmarkzellen; M=Marker

Spezifische Reaktion bei ca. 30 kDa (Pfeil)
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3D10F8
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Abb. 16: Western Blot mit Gesamt-Protein verschiwde

Organe

Bahn 1: Niere; Bahn 2: Leber; Bahn 3: Milz; BahrLdnge;

M=Marker

Spezifische Bande in allen getesteten Organenab&@@kDa

Neg. Ko.

98
62
49

38
28

17

o —

6A8C8

Abb. 17: Western Blot mit Gesamt-Protein von frisigch
Knochenmarkzellen (Bahn 1) und einen Tag adhéarenten
Knochenmarkzellen (Bahn 2)
Negativ-Kontrolle: RPMI-Medium mit FCS

Bahn 1: frische Knochenmarkzellen; Bahn 2: ein Tag
adharente Knochenmarkzellen; M=Marker
Spezifische Bande bei ca. 98 kDa (Pfeil)
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4.6 Oberflachenbiotinylierung und Immunprazipitation

Die Technik der Oberflachenbiotinylierung und aneffender Immunprézipitation wurde
gewahlt, um die starken Kreuzreaktionen, die siehWestern Blot durch viele unspezifische
Banden &ufRern, zu umgehen. Der zweite Antikorperdbe Oberflachenbiotinylierung ist

gegen das Biotin gerichtet. Dieses Prinzip umgédd damit die Kreuzreaktionen zwischen
Maus-Proteinen mit anti-Ratten-Antikdrpern und BatProteinen mit anti-Maus-Antikdrpern
und ist somit wesentlich spezifischer. AuRerdemdeerdurch die Oberflachenbiotinylierung
gezielt Zellmembranproteine markiert. Bei dem Wesilot kann der Antikérper sowohl mit

Oberflachenproteinen als auch mit intrazellularestdéinen reagieren.

Der Ratten-Klon 6A8C8 wurde mit frischen Mausknaunarkzellen getestet. Die
spezifische Bande liegt knapp Uber 98 kDa. Als Negeontrolle wurde ein Ratten-lgG
verwendet, der bei Mausknochenmarkzellen keine w@igdstellen finden sollte. Wir
verwendeten dazu einen anti-BrdU Ratten-IgG (Ab®). Mergleicht man die Bahn der
Negativ-Kontrolle mit der des Klons, sieht man zwaspezifische Banden, die beide gro3er
sind als die spezifische Bande (188 kDa und grof3er)

- 188
- 98
- 62
- 49
- 38
- 28

. 38

- 17

Abb. 18: Immunprazipitation von biotinylierten OBachenproteinen von
Mausknochenmarkzellen

Bahn 1: Negativ-Kontrolle (anti-BrdU)

Bahn 2: 6A8C8

Spezifische Bande bei ca. 98 kDa
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5 Diskussion

5.1 Einleitung

Knochenmarkstromazellen werden seit fast 30 Jakwach selektive Anheftung an die
Plastikoberflache von Zellkulturgefal3en gewonnea sind in vielfaltigen Studien untersucht
worden. lhr tatsachlicher in vivo Phanotyp ist jeldonicht bekannt. Die Erzeugung
monoklonaler Antikdrper gegen Zellen des Stroma3g#tems erfolgte mit dem Ziel, Gber
ihre  molekularen Charakteristika Hinweise auf dem ivivo Phanotyp der
Knochenmarkstromazellen zu erhalten.

Im Allgemeinen bestehen momentan die Forschungegiesn darin, mesenchymale
Stammzellen durch geeignete MalRBhahmen aus dernartsoliKknochenmark zu gewinnen und
nachfolgend z.B. mit Hilfe der Durchflul3zytometde untersuchen [BADDOO et al., 2003;
MEIRELLES und NARDI, 2003]. Andere Studien beriahnte Gber das
Differenzierungspotential mesenchymaler Stammzg¢A¢h AN et al., 2003; TROPEL et al.,
2004], oder tber Therapieversuche in TiermodelteB. tUber die intravendse Verabreichung
von mesenchymalen Stammzellen bei Ratten mit mgadam Infarkt [NAGAYA et al.,
2004]. In dieser Arbeit aber bestand die Idee d&tromazellen aus dem Knochenmark von
Mausen und Ratten zu gewinnen, die nachfolgendimununisierung anderer Ratten und
Mause eingesetzt werden, um monoklonale Antikbigegen die Zellen des Stromazell-

Systems herzustellen und diese zu charakterisieren.

Im Folgenden werden die beschriebenen Ergebnisde Emgebnissen anderer Studien
verglichen. Fur die Immunisierung der Ratten wukgechenmark von der Maus verwendet
und umgekehrt wurde fur die Immunisierung der MaRattenknochenmark verwendet. Das
Knochenmark wurde wie im Abschnitt 3.2 kultiviemdiwir lieRen die Zellen Uber Nacht
adhérieren. Adharenz gegenuber Plastikoberflicheh e@in Hauptcharakteristikum

mesenchymaler Stammzellen. Nicht-hAmatopoetisclmi8rzellen des Knochenmarkstromas
wurden zuerst von Alexander Friedenstein als aditéyéoloniebildende, fibroblastahnliche
Zellen beschrieben (,colony-forming units fibrolkisCFU-F), die in der Lage sind, sich

spontan in Knochen- und Knorpelzellen zu differerem. In weiteren Arbeiten konnten
FRIEDENSTEIN et al. (1968, 1970, 1974) zeigen, daissTag adharente Zellen typische

Charakteristika mesenchymaler Stammzellen aufweisen
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Die Tierarten Maus und Ratte sind nah verwandteedag@ und die wohl am haufigsten
verwendeten Modelltiere fur wissenschaftliche Stadiln dieser Arbeit wurden beide
Tierarten verwendet, um die Ergebnisse beziiglicimliéhkeit in der Morphologie und

Epitop-Verteilung vergleichen zu kdnnen.

5.2 Untersuchungsmethoden

Im Vergleich zu bisherigen Methoden, féllt auf, slasn Allgemeinen die isolierten
Knochenmarkstammzellen wesentlich langer kultiviearden. Die Kultivierungszeit betrug
bis zu vier Wochen [TROPEL et al., 2004; PEISTERIet2004; MEIRELLES und NARDI,
2003]. Unter anderem wurde unter Zugabe von vezdelien Chemikalien bzw. Pharmaka
versucht, die isolierten Knochenmarkstammzellegifre bestimmte Differenzierungsrichtung
zu lenken [TROPEL et al., 2004; PEISTER et al.,40@ie Langzeit-Kultivierung von
Zellen kann aulRerdem die Expression von Oberfladharkern verandern, weshalb uns die
Immunisierung mit Zellen aus einer Kurzzeit-Kul{@in Tag adharente Zellen) als geeignet
erschien, die Charakteristika primarer Stammzetarzustellen. Um die Expression von
Zelloberflachenantigenen zu untersuchen, wurden $A@alysen der Klon-Uberstande
durchgefuhrt. Im FSC/SSC wird die Grol3e und dien@Glaitat der Zellen beurteilt. Far
mesenchymale Stammzellen ist es charakteristidein knd wenig granuliert zu sein. Die
Klone wurden jeweils mit frischen Knochenmarkzelland mit einem Tag adhéarenten
Knochenmarkzellen getestet. Da die Tiere mit adiiére Zellen immunisiert worden sind,
wurden die Klone auch mit einen Tag adharenten Kenmarkzellen getestet.

Betrachtet man die Ergebnisse der FACS-Analysdi &lf, dass im Allgemeinen die
positiven Zellen im frischen Knochenmark um ein lf4ehes geringer ausfallen als im
adharenten Knochenmark. Vergleicht man die Klone, it frischen Knochenmarkzellen
und mit einen Tag adharenten Knochenmarkzellenstgtavurden, jeweils miteinander,
nimmt die Zahl an positiven Zellen bei den adh&enkKnochenmarkzellen um das 4 bis
10fache zu. Bei den Klonen, die mit frischen Knouharkzellen getestet wurden und ihrem
jeweils dazugehorigen Subklon, der mit einen Tagaeehten Knochenmarkzellen getestet
wurde, nimmt die Zahl der positiven Zellen zwiscldem 2fachen bis sogar 17fachen zu. Das
heil3t, dass die Zellen, die im frischen Knochenneskiannt wurden, teilweise nur sehr selten

vorhanden sind.
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Vergleicht man die Morphologie der Knochenmarkzelledie von den jeweiligen
Uberstanden markiert wurden, fallt auf, dass bei d4 beschriebenen Klonen, die mit
adharenten Knochenmarkzellen getestet wurden, d&at{ der kleinen, wenig granulierten
Zellen bei 7 Klonen zunimmt. 5 Klone zeigen, dassmehrt gréRere, starker granulierte
Zellen bei den adharenten Knochenmarkzellen geféwdsden und 2 Klone zeigen eine
Farbung von sowohl kleineren, wenig granulierterilede als auch eine Féarbung von
grolReren, starker granulierten Zellen.

Aussagen bezuglich der Grof3e und Granularitat édez lasst die FACS-Analyse zu, nicht
aber Aussagen Uber die genaue Zuordnung der psitidellen zu bestimmten
Zellpopulationen, da keine Lineage-spezifischen il&mper zusammen mit den
Zellkulturiberstanden verwendet wurden. Das FAC&&tdng wurde hier nur verwendet,
um einen Uberblick tiber die Anzahl an positiveni@elzu bekommen, im Gegensatz zu der
Studie von PEISTER et al. (2004). Sie fuhrten éhtedie mit funf verschiedenen Maus-
Inzuchtstammen durch (C57BI/6J, BALB/c, FVB/N, DBAfhd C57BI/6-GFPtg), um u. a. zu
testen, welche Epitope die isolierten mesenchym&@tammzellen nach mehrwéchiger
Kultivierung exprimieren. |hre Ergebnisse zeigemssl die Epitop-Verteilung unter den
verschiedenen Mausstdmmen sehr variiert. Sie whigicden sich in der CD34-Expression
und auch in der Sca-1-Expression sowie in der CEBX}&ession. Die einzige
Gemeinsamkeit, die die mesenchymalen Stammzellen fitld verschiedenen Stamme
aufweisen, ist, das sie alle negativ auf den h&paatiischen Marker CD45 sind [PEISTER et
al., 2004]. Diese Studie zeigt deutlich, dass Agesabezlglich der Epitop-Verteilung auf
mesenchymalen Stammzellen sehr schwierig sind. nEmesenchymalen Stammzellen-
spezifischen Marker oder ein definiertes Markermugiibt es derzeit noch nicht. Trotzdem
scheint eine Kombination monoklonaler Antikérper gge Oberflachenmarker
mesenchymaler Stammzellen (z.B. Stro-1, SH2, SH3)JGRONTHOS et al., 1994;
HAYNESWORTH et al., 1992], die in vitro geziichtetinden, eine Immunoph&notypisierung

in Zukunft moglich zu machen.

Die immunhistochemische Untersuchung der adharenténochenmarkzellen in
Zellkulturplatten wurde durchgefihrt, um einen Ubiek zu bekommen, wie viele Klone
positiv reagieren. Dieses Screening soll Aufschlilssr die Haufigkeit der Zellen geben, die
das Antigen exprimieren. 9 der 12 untersuchten &lder s. c. immunisierten Ratten stellen
sich in der Immunhistochemie als positiv dar, ben d. p. immunisierten Ratten sind es 7

Klone von 15 untersuchten Klonen. 64 Klone der.smmunisierten Maus wurden in der
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Immunhistochemie auf Platten untersucht, wobei 38n& als positiv bewertet werden
konnten. Die positiven Klone wurden anschlieendcldueine Immunhistologie auf

Knochenschnitten néher untersucht. Dabei kam hedass von 9 positiven Klonen (s. c.
immunisierte Ratte) der Immunhistochemie auf Ptatiar 5 Klone in der Immunhistologie

auf Knochenschnitten positiv sind. Die i. p. imnaiarten Ratten wiesen 7 positive Klone in
der Immunhistochemie auf Platten auf, wovon 4 Kl@ueh in der Immunhistologie auf

Knochenschnitten positiv ausfielen. 32 Klone derc.simmunisierten Mause sind in der
Immunhistochemie auf Platten positiv. Knapp dieftéatler Klone (15) ist ebenfalls in der
Immunhistologie auf Knochenschnitten positiv.

Die Anzahl der positiven Klone in der Immunhistagiimmt bei allen Tieren ab. Der

Verlust von erkennbaren Epitopen in der Immunhigj@ lasst sich durch die

Paraffineinbettung erklaren. Die adharenten Zellerder Immunhistochemie auf Platten
wurden lediglich mit Ethanol fixiert, was die Mernalbiproteine weniger stark verandert als
die Formalinfixierung mit anschlie3ender Einbettum§5°C heilRem Paraffin.

5.3 Klon 1F12F10

Der Klon 1F12F10 zeigt in der FACS-Analyse (Abb, @ass sich bei den adhérenten
Knochenmarkzellen ca. 6mal mehr positive Zellen iNergleich zu frischen
Knochenmarkzellen befinden. In der immunhistololgest Untersuchung ist zu sehen, dass
positive Zellen im Knochenmark sehr vereinzelt \mknen (Abb. 6.2). Einige positive
Zellen haben Kontakt zum Knochen, sie haften anQisrflache von Knochentrabekeln an
(Abb. 6.3). Ein &hnliches Ergebnis ist bei dem KB@12B12 zu beobachten (Abb. 8.1).
Vergleicht man diese Ergebnisse mit den Ergebnissen WENG et al. (2000) (siehe
Abschnitt 5.8), sind Ahnlichkeiten beziglich der itBp-Verteilung im Knochenmark
sichtbar.

AulRerdem wurden immunhistologische Untersuchungeri anderen Organschnitten
durchgefuhrt, auf denen ebenfalls das Epitop zdefinist. Sowohl mesenchymales Gewebe,
z. B. die Lymphfollikel in der Milz (Abb. 6.5), wiauch epitheliales Gewebe, z. B. die
Nierentubuli (Abb. 6.6) und das Gallengangsepi(Abb. 6.4), weisen dieses Epitop auf. Das
GefalRendothel der Milz (Abb. 6.5) und auch die éniden Zellen der Pankreasinseln (Abb.
6.7) zeigen positive Ergebnisse.



5 Diskussion 87

Das Epitop scheint sehr spezifisch fir eine kldimochenmarkzellpopulation zu sein, wie
die Abbildungen 6.2 und 6.3 zeigen. Das Epitopals¢r auch auf anderen Zellen, sowohl

mesenchymaler als auch epithelialer Herkunft, adffar.

5.4 Klon 3H10A12

Der Klon 3H10A12 zeigt bei allen Analysemethodem weit verbreitetes Epitop. Im FACS
(Abb. 7) wird deutlich, dass sich bei den adhamer@ochenmarkzellen die fast 10fache
Menge an positiven Zellen, im Vergleich zu frischkamochenmarkzellen, befindet.

In der Immunhistologie ist auffallig, dass der Klbai allen Schnitten ein positives bis stark
positives Ergebnis zeigt. Das Epitop ist im Knoche&md in allen getesteten Organen
auffindbar. Es sind Zellen sowohl mesenchymaleraalsh epithelialer Herkunft als positiv
bewertet worden. Obwohl der Klon in der Immunhigtié als positiv bis sogar stark positiv
bewertet wurde, zeigt er im Western Blot nur eiréi3ig starke Bande. Der Klon wurde mit
frischen Knochenmarkzellen, mit einen Tag adharenknochenmarkzellen und mit
verschiedenen Organextrakten im Western Blot gettestd weist bei allen Geweben eine
spezifische Bande bei ca. 30 kDa auf, die, wie admdion erwéhnt, nur maRig stark ausfallt.
Das von diesem Antikdrper erkannte Epitop ist nisbhr spezifisch fir mesenchymale

Knochenmarkstammzellen.

5.5 Klon 6F8E12

Der Uberstand der Kavitat 6F8 fiel in der FACS-Aisal (Abb. 11) mit frischen
Knochenmarkzellen schon auf, da ca. 45% der Zgtesitiv waren. Der dazugehdrige Klon
6F8E12 weist sogar 88,1% positive Zellen bei ddmaeshten Knochenmarkzellen auf. In der
FACS-Analyse ist au3erdem zu sehen, dass vermieimekwenig granulierte Zellen gefarbt
werden.

In den immunhistologischen Untersuchungen sincevz@llen sowohl im Knochenschnitt als

auch in anderen Organen positiv.
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Obwohl die Immunhistologie so &hnlich ausféllt wie des Klons 6B10B6, handelt es sich
mit hoher Wahrscheinlichkeit um ein anderes Epitagla die FACS-Analysen sehr
unterschiedliche Ergebnisse zeigen (vergleiche Alhhund Abb. 12).

5.6 Klon 6B10B6 und Klon 6B10H8

Die beiden Klone stammen aus derselben Kavitatr @6e_ochplatte nach der Fusion und
sollen deshalb hier zusammen dargestellt werdergl®&eht man die FACS-Analysen (Abb.
12 und Abb. 13) miteinander, fallt auf, dass alhmdiZellen gefarbt werden. Sie unterscheiden
sich lediglich in der Zahl an positiven Zellen.

Die immunhistologischen Untersuchungen der Klon8HI2, 6B10B6 und 6B10HS8 fallen
sehr @hnlich aus. Folgend werden die Ergebniss&ldas 6B10B6 beschrieben.

Im Knochenschnitt und auf den Schnitten der veemdmen Organe sind sowohl
mesenchymale Zellen, z. B. Osteoblasten, Chondzaz{Abb. 12.1) und Myozyten (Abb.
12.2) sowie die Milz, als auch epitheliale Zellen, B. Hepatozyten, Epithelzellen des
Gallengangs und die Nierentubuli, als positiv zwéeen.

Da die Ergebnisse der Klone 6B10B6 und 6B10H8 sbwobder FACS-Analyse als auch in
der Immunhistologie sehr &hnlich ausfallen, wirchvoeiden Klonen wahrscheinlich das

gleiche Epitop erkannt.

5.7 Klon 6A8C8

Der Klon 6A8C8 zeigt in der FACS-Analyse (Abb. IdBr adharenten Zellen im FSC/SSC,
dass eine relativ eng begrenzte Zellpopulationrgefaird. Vergleicht man den Uberstand
aus der Kavitat 6A8, der mit frischen Knochenmallkre getestet wurde mit dem

dazugehdrigen Klon 6A8C8, der mit adharenten Knootakzellen getestet wurde, fallt auf,
dass der Klon 6A8C8 das uber 8fache an positivéierzanfarbt.

In den immunhistologischen Untersuchungen ist daisof sowohl in dem Knochenschnitt
als auch in den verschiedenen Organschnitten niginzelt zu sehen. Im Knochenmark
(Abb. 14.1) befinden sich nur sehr vereinzelt pesitZellen, vergleichbar mit den

Ergebnissen von WENG et al. (2000). Der Antikbrp@D7 weist in einem Knochenschnitt in
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der Immunhistologie ebenfalls negative Ergebnisse[&ENG et al., 2000]. In der Milz
(Abb. 14.3) sind ebenfalls nur sehr vereinzelt nesiZellen in den Lymphfollikeln zu sehen,
wahrend sich in der Lunge (Abb. 14.2) nur einzeMgeolarmakrophagen als positiv
beurteilen lassen.

Obwohl in der Immunhistologie nur ganz wenige Zelggefarbt werden, zeigt der Klon im
Western Blot (Abb. 17) ein sehr starkes Signal. Biezelne, spezifische Bande (98 kDa)
stellt sich sehr stark dar, das konnte darauf hiseve dass der Antikorper eine hohe
Bindungsaffinitat zu dem Epitop aufweist.

Die Immunprézipitation wurde durchgefihrt, um zwsté®m, ob das erkannte Protein im
Western Blot tatsachlich ein Zellmembranproteinisirch die Biotinylierung wurden gezielt
nur Membranproteine markiert. Auch in der Immunpp#éation (Abb. 18) ist eine einzelne,
spezifische Bande bei 98 kDa zu sehen. Das Ep#bpmit grofR3er Sicherheit an der
Zelloberflache exprimiert. In der von WENG et &000) durchgefuhrten Immunprazipitation
erkennen die monoklonalen Antikdrper 18D7 und 9H#2 Oberflachenantigen, das ein
molekulares Gewicht von 130 kDa aufweist und alsostglandin F&-Rezeptor

regulatorisches Protein (FPRP) identifiziert wordsn

5.8 Ergebnisse anderer Studien

WENG et al. (2000) entwickelten zwei monoklonaletikirper 18D7 und 91F2 durch
Immunisierung von Ratten mit einer murinen osteegeBelllinie, MN7. Beide Antikorper
sind gegen das gleiche Oberflachenantigen von MalleZ gerichtet. Das von den
monoklonalen Antikérpern erkannte Oberflachenantipat ein molekulares Gewicht von
130 kDa und ist als ProstaglandinaH2ezeptor regulatorisches Protein (FPRP) identifizi
worden. Immunhistochemische Analysen von 17 Tatgndetalen Maus-Radien ergaben,
dass sich die FPRP-Expression auf Zellen in dercHeohaut beschrankt. In 8 Wochen alten
Maus-Tibien reagierte 18D7 mit Knochenmarkzellpagiohen, die sich in der Nahe von
Knochentrabekeln aufhalten. Kaum 18D7-positive éelivurden im Knochenmark gefunden.
Osteoklasten, Osteoblasten, Osteozyten und Choytdrofielen in den immunhistologischen
Untersuchungen negativ aus [WENG et al., 2000].

Die Ergebnisse der Immunhistologie lassen sich dait Ergebnissen des Klons 1F12F10
vergleichen, bei dem das erkannte Epitop ebenfafezifisch fir eine Kkleine

Knochenmarkzellpopulation zu sein scheint. Auch idien 6A8C8 lasst sich mit dem Klon
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18D7 vergleichen. Der Klon 6A8C8 weist in der imrhigtologischen Untersuchung auf
einem Knochenschnitt ebenfalls negative Ergebnissé. Osteoblasten, Osteozyten,
Fibroblasten und Chondrozyten sind als negativ tedurworden (Abb. 14.1). Die

Immunpréazipitation des Klons 6A8C8 zeigt, dass elksnnte Epitop ein Oberflachenprotein

mit einem molekularem Gewicht von 98 kDa ist (AhB).

In einer anderen Studie berichteten Forscher idemabnoklonalen Antikorper HOP-26, der
ein lysosomales Oberflachen-Glycoprotein, CD63niifiziert [ZANNETTINO et al., 2003].

In einer friheren Studie berichteten JOYNER et(#97) schon tber den monoklonalen
Antikdrper HOP-26 (gegen humane Stromazellen geighDieser Antikdrper zeigt auf
histologischen Knochenschnitten spezifische Remn&tio mit Zellen, die sich in der
Knochenhaut und zwischen Knochentrabekeln befindd@P-26 reagiert nicht mit
Osteoblasten, Adipozyten, fiborosem Gewebe, HausKkdl) Blinddarm, Gehirn und Mandeln.
HOP-26 identifiziert ein Epitop auf dem CD63-Glycogein, das eine wichtige Rolle in der
Knochenbildung und Knochenhomoostase spielen kgAARINETTINO et al., 2003].

RAMSHAW et al. (2001) immunisierten  BALB/c-M&use tmi humanen

Knochenmarkstromazellen und fusionierten dann Milen, die von den immunisierten
Mausen isoliert wurden, mit der murinen Myelom-HKeié NS-1. Der mit Hilfe des FACS
identifizierte Antikérper BB9 bindet an ein Obedti#n-Glycoprotein, das von
Knochenmarkstromazellen und primitiven hamatopobéa Vorlauferzellen coexprimiert
wird. Das von BB9 identifizierte Epitop befindetclsi auf einem 160 kDa-schweren
Oberflachen-Glycoprotein. Von besonderem Interesse, ob der Antikdrper BB9 an CD34
-Zellen mit Stammzell-Aktivitat bindet [RAMSHAW etl., 2001].

Interessant sind auch die Ergebnisse von SESHI. €2@03), die mit den in dieser Arbeit
beschriebenen Ergebnissen der Immunhistologie eietdlar sind. Die Ergebnisse von
SESHI et al. handeln zwar Uber Genexpressionen: diase fallen, genauso wie die
Immunhistologie, sehr variabel aus. Die Studie zeéeytlich, dass es schwierig ist, definierte
Angaben Uber mesenchymale Stammzellen bezugligs iRhanotyps zu machen. In dieser
Studie wurden Knochenmarkproben von vier gesundewaéhsenen gewonnen. Die
gewonnenen Knochenmarkstammzellen wurden unted&tdbedingungen kultiviert. Diese
Zellen wurden nach vier Wochen mit Trypsin behandatl die Progenitorzellen mit Hilfe

eines Percoll-Gradienten aufgereinigt. Die Arbeiipge untersuchte drei Probenansatze. Im
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ersten Ansatz wurde die Genexpression in nichttivalerten Stromazellen untersucht, im
zweiten Ansatz die der aufgereinigten mesenchynfategenitorzellen und im dritten Ansatz
die Genexpression in einzelnen mesenchymalen Pitogagilen, die mit Hilfe der ,Laser
capture microdissection“ gewonnen wurden. Aus denkrobenansatzen wurde die Gesamt-
RNA gewonnen, diese wurde in cDNA umgeschriebenraitdler cDNA wurde eine in vitro
Transkription zur Gewinnung von biotinylierter cRN@urchgefihrt. Die Genexpression
wurde anschlieBend auf Microarrays untersucht uied Adhséatze miteinander verglichen.
Sowohl unfraktionierte Zellen als auch aufgeremidgbtromazellen und sogar einzelne
mesenchymale Progenitorzellen exprimieren Trangkripdie auch in Osteoblasten,
Fibroblasten, Muskel- und Fettzellen exprimiert aear. Gleichzeitig wurden Transkripte
gefunden, die charakteristisch fiir epitheliale, athdliale und neuronale Zellen sind.
AulRerdem fanden sich viele Transkripte, die berféitsB-Zell-Progenitorzellen beschrieben
wurden. Die kultivierten Knochenmarkstromazellendsrelativ homogen und zeigen einen
Phanotyp, der auf ein Multilineage-Differenzierupg®ntial hinweist. Weiterhin deuten die
Ergebnisse darauf hin, dass nicht-hAmatopoetischesemechymale Zellen und
hamatopoetische B-Lymphozyten einen gemeinsamefaMer besitzen konnten. Dies ist
ubereinstimmend mit der Idee, dass Progenitorzéllene exprimieren, die charakteristisch
fur die multiplen Lineage-Wege sind [SESHI et aD03]. Die Genexpressionsanalyse zeigt
deutlich, dass keine eindeutige Zuordnung der Kepofarkstromazellen zu einem
bestimmten Zelltyp maoglich ist, sondern dass dideBevielmehr ein breites Potential an

Differenzierungsmdoglichkeiten besitzen

5.9 Ausblick

Mit dem gewahlten Versuchsansatz konnten einigeikBrger produziert werden, die

adharente Knochenmarkzellen in der Maus und audeirRatte erkennen. In dieser Arbeit
konnten aul3erdem Aussagen uber die Morphologipaitiven Zellen im FSC/SSC gemacht
werden und uber ihre Verteilung in den untersuck@eganen. Die Immunisierung fihrte zur
Bildung von Antikorpern gegen sehr haufig vorkomuheizpitope aber auch zur Bildung von
Antikdrpern gegen sehr selten vorkommende Epitodessagen Uber die Struktur der
erkannten Epitope bzw. um welche Membranproteinesiels handelt, konnen durch die
Analysen nicht gemacht werden.

Zur genaueren Charakterisierung der erkannten Anédgonnten folgende Ansatze beitragen:
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Mit Hilfe einer Immunprazipitation des Antigens \eéar Aussagen uber Membranproteine
moglich. Interessante Antigene konnten nachfolgehdch eine Proteinsequenzierung
analysiert und identifiziert werden. Ein anderesaiz ware z. B. die Isolierung von positiven
Zellen aus dem Knochenmark tber Durchflul3zytomeDie so identifizierten Zellen kdnnen
nachfolgend kultiviert werden und durch entspredeerBedingungen in bestimmte
Differnzierungsrichtungen gelenkt werden. Ebensonké man aber auch eine spontane
Differenzierung der positiven Zellen abwarten. Emgitere Mdglichkeit bestande darin, die
Anzahl von mesenchymalen Vorlauferzellen durch dehandlung der Tiere mit
knochenanabolen Pharmaka zu erhéhen. Eine nachttdgeACS-Analyse wirde zeigen, ob

sich die Anzahl an positiven Zellen ebenfalls ethdh
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6 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, monoklonale Antikdrper £harakterisierung von Stromazellen
der Maus und der Ratte herzustellen. Zur Immunisigrwurden Stromazellen aus dem
Knochenmark von Maus und Ratte verwendet. Aus Ziéifusionen konnten 28 interessante
Zellkulturiberstande gewonnen werden. Die Zelles den positiven Kavitaten wurden
nachfolgend subkloniert und erneut getestet.

Die durch die Immunfluoreszenzanalyse als posigwérteten Klone wurden nachfolgend
immunhistochemisch  mit adhérenten Knochenmarkzellen Zellkulturplatten, auf
Knochenschnitten und verschiedenen Organschnittéersucht. Der Klon 1F12F10 erkennt
ein Epitop, das fur eine kleine Knochenmarkzellpapon spezifisch zu sein scheint. Das
Epitop ist auch auf anderen Zellen, die mesenchgimahd epithelialer Herkunft sind,
auffindbar. Der Klon 3H10A12 erkennt ein Epitop, sdaicht sehr spezifisch fir
mesenchymale Knochenmarkstammzellen ist. Die Kl&éB10B6 und 6B10H8 zeigen
ahnliche Ergebnisse und erkennen mit hoher Wahirdattekeit das gleiche Epitop. Der Klon
6A8C8 weist im FACS eine relativ eng begrenzte dgulation auf. In der Immunhistologie
sieht man, dass nur wenige Zellen im Knochenmastiposind. Durch Western Blot und
Immunprazipitation konnte die Gro3e eines Ratterd eines Maus-Oberflachenproteins, das
durch die jeweiligen Antikorper erkannt wird, fesstellt werden. Uber die Struktur der
Epitope, die von den Antikérpern der Klone erkanatden, konnen keine weiteren Aussagen
gemacht werden.

In dieser Arbeit konnten Aussagen Uber die Morpheloder positiven Zellen und ihrer
Verteilung in den verschiedenen Geweben gemachiemertUm die Struktur der erkannten
Proteine zu identifizieren, waren weitere VersuoBé#&ze notig. Durch eine
Proteinsequenzierung konnte das Antigen analysiatidentifiziert werden. Positive Zellen
aus dem Knochenmark, die mittels Durchflu3zytoreesoliert werden kénnen, kénnten in
weiteren Versuchen in vitro auf ihre Differenziegsféhigkeit getestet werden. Weiterhin
konnte man mit der Applikation von knochenanabd®rarmaka in vivo die Anzahl der
Stromazellen erhdéhen. Die Verédnderung der Knochdn@ellpopulation sollte dann mit

unseren Antikdrpern messbar sein.
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/ Summary

Characterization of monoclonal antibodies specifidor rat and murine bone marrow

stromal cells

This work was initiated to produce monoclonal amdiles for the characterization of bone
marrow stromal stem cells of mouse and rat. Forumsation, we used stromal cells isolated
from bone marrow of the mouse and the rat by adhesi plastic. Three cell fusions yielded
28 supernatants with interesting characteristiedlsGrom these cavities were subsequently
subcloned and their characteristics reassessed.

The clones analyzed as positive by flourescencdeaded cell sorting (FACS) were examined
by immunohistochemistry (IHC) on adherent bone marcells in cell culture plates and in
paraffin sections of bone and several other orgéhs.clone 1F12F10 recognizes an epitope
that seems to be specific for a minor bone marrellvpopulation. The epitope can also be
found on cells of mesenchymal and epithelial origiie clone 3H10A12 recognizes a
common epitope which is not very specific for banarrow stem cells. The clones 6B10B6
and 6B10H8 show similar results and probably recegthe same epitope. The clone 6A8C8
shows a small positive cell population by FACS, d@hd distribution of the epitope as
analyzed by IHC is restricted to few bone marrowd dung cells. Western Blot and
immunoprecipitation revealed the size of one maarsg one rat cell surface epitope which
are recognized by our monoclonal antibodies. Thectires of the recognized epitopes were
not analyzed any further.

In this work the morphology and the fraction of tpesitive cells in bone marrow and
cultivated bone marrow cells and their distributiordifferent tissues was analyzed. In order
to identify the structure of the recognized praseiarther experimental approaches would be
necessary: Antigen retrieved by immunoprecipitabortWestern Blot could be identified by
protein sequencing. Positive cells from the bonerowaisolated by FACS could be tested for
their potential to differentiate in vitro. Furtheone, in vivo experiments with bone anabolic
substances could be done to increase the numbgrashal stem cells, and shifts in bone

marrow populations should be recognized by outbadies.
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Materialien

Calciumchlorid
Chemolumineszenz-Substrat
Chloralhydrat

Citronensaure
Dialysierschlauch VISKING
Dimethyl Sulphoxide (DMSO)
DMEM

Elektrophoresekammer (XCEIl Blot

Module)

Ethanol (verschieden %tig)
FACS-Ro6hrchen

Fast Red Tablets, 2 mg

Fetales Kalberserum (FCS)
Filterpapier
96-Flachlochplatten

Freunds Adjuvant Complete
Freunds Adjuvant Incomplete
Glycin

HAT-LGsung

Hamatoxylin

HT-Losung

Kaisers Glyceringelantine

Kalialaun

Kaninchen anti-Ratte-1gG, biotinyliert

Kodak Bio Max MR
24-Lochplatten
96-Loch Rundbodenplatte

Magermilchpulver (Non-Fat dry milk)

AppliChem, Darmstadt
Pierce, Rockford iBindSA

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich Chemie @iy Deisenhofen
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Novex, San Diego, USA

Merck, Darmstadt

Miconic Systems, Lelystad, NL

Kem-En-Tec Diagnostics, pe€apagen,

Danemark
Sigma Aldrich ChemiebBnDeisenhofen
Whatman, Maidstone, GB
Nunc GmbH & CoKG, Wiesbaden
Sigma Aldrich ChemielBinDeisenhofen
Sigma Aldrich ChemialiBl, Deisenhofen
AppliChem, Darmstadt
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Deiserdrof
Merck, Darmstadt
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Vector Lahtwries, Burlingame, CA, USA
Amersham Pharmacia Biotech lstrey
Nunc GmbH & CoKG, Wiesbaden
Nunc GmbH & CoKG, Wiesrad
Bio-Rad, Mlnche
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Magnesiumchlorid
Mausmyelomzelllinie x 63-Ag 8.653
Modifizierte Neubauer Zahlkammer
Natriumazid

Natriumchlorid

Natriumjodat

Natriumpyruvat

Nitro Pure, Pure Nitrocellulose
Normal horse serum 20%

Normal rabbit serum

NUuPAGE® 4-12% Bis-Tris Gel
NuPAGE MES SDS Running Buffer
NuPAGE® LDS-Sample Buffer
NuPAGE® Transfer Buffer
Penicillin-Streptomycin-L6sung
Pferd anti-Maus-IgG, biotinyliert
Pferd anti-Ratte-1gG, biotinyliert
Polyethylenglycol (PEG)

Power Ease 500

Protease Inhibitor
Protein-L-Agarosekiigelchen
Protein LA-Agarose

PVDF Western Blotting Membranes
RIPA-Puffer

RPMI 1640

Salzsaure

See Blue® Plus 2 Pre-Stained Standard

Streptavidin-HRP

Sulfo-NHS-Biotin

Triton X-100

Trypanblau

Tween 20

Vectastain® ABC-AP Kit

AppliChem, Darmstadt

Dr. J. WehlandFs Braunschweig

Brand GmbH &CoK&ertheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Osmonics, Westhgg MA, USA

Vector Laboratories, Bgdme, CA, USA
Vector Laboratories, Buréinge, CA, USA
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Sigma Aldrich Chen@mbH, Deisenhofen
Vector Laborats, Burlingame, CA, USA
Vector Laboraas, Burlingame, CA, USA
Sigma Aldrich Chemie Gmli¢isenhofen

Novex, San Diego, USA

Roche Diagnostics, Mannheim

Clontech Laboratoiiedo Alto, CA, USA
Clontech Laboratories, PalimACA, USA

Roche Diagnosiannheim
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Deisefgmo
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofe
AppliChem, Darmstadt

Invitroganiskuhe

Southern  Biotechnology  Associatednc.,

Birmingham, USA

Pierce, Rockford lllinois, USA

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Deisefén
AppliChem, Darmstadt

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Vector Laboratories, Bugiame, CA, USA
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Vector® Red, Substrate Kit |
Western Breeze® Chromogenic
Immunodetection System

Xylol

Zellkulturflaschen (versch. Grol3en)
Zellkulturschalen (versch. Grol3en)
Zellschaber

Ziege anti-Maus-1gG, AP-konjugiert
Ziege anti-Ratte-1IgG, AP-konjugiert
Ziege anti-Maus-1gG, FITC-markiert
Ziege anti-Ratte-IgG, FITC-markiert

Vector LaboratoriBsylingame, CA, USA

Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Nunc GmbH &G Wiesbaden
Corning Incogped, NY, USA

Nunc GmbH & CoKG, Wiesbaden

ANAWA TradindASWangen, Schweiz
ANAWA Tradir®A, Wangen, Schweiz
ANAWA Trading $S®Wangen, Schweiz
ANAWA Tradirf®A, Wangen, Schweiz
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Gerate

Brutschrank
CO-Auto-Zero

Hera cell

Fluorescence activated cell scanner
FACScan
Software:  Cell Quest ptY§

Mikroskope

Photometer
Photometer
Quartz-Kivette

Sterile Werkbank
Mikroflow
Hera safe

Zentrifugen
Biofuge Pico
GS-6KR
Sigma 4K15

Heraeus Instruments GmbH, Minchen

Heraeus Instruments GmbH, Minchen

Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg

Leica, Bensheim
Zeiss, Deutschland

Eppendorf KoIn
Sigma, USA

Nunc GmbH & Co KG, Wiesbaden
Heraeus Instruments GmbH, Minchen

Heraeus Instruments GmbH, Miinchen
Beckman Instruments GmbH, Minchen
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Deiseehof
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Anhang B: Abbildungen und Tabellen

Abbildungen

Abb. 1: FACS-Analyse von dem Klon 2G10A5

Abb. 2: FACS-Analyse von dem Klon 3C2B7

Abb. 3: FACS-Analyse von dem Klon 5C10C9

Abb. 4: FACS-Analyse von dem Klon 3D10F8

Abb. 5: FACS-Analyse von dem Klon 3G3A11l

Abb. 6: FACS-Analyse von dem Klon 1F12F10

Abb. 6.1: Immunhistologie auf einem Knochenschiggativ-Kontrolle
Abb. 6.2: Klon 1F12F10 auf einem Knochenschnittrgfo3erung 100x
Abb. 6.3: Klon 1F12F10 auf einem KnochenschnigrgfoZerung 400x
Abb. 6.4: Klon 1F12F10 auf einem Leberschnitt; ¢féfierung 200x
Abb. 6.5: Klon 1F12F10 auf einem Milzschnitt; Vaierung 200x
Abb. 6.6: Klon 1F12F10 auf einem NierenschnittryféZerung 200x
Abb. 6.7: Klon 1F12F10 auf einem Pankreasschvigtgrof3erung 200x
Abb. 7: FACS-Analyse von dem Klon 3H10A12

Abb. 7.1: Klon 3H10A12 auf einem KnochenschnitergroRerung 200x
Abb. 7.2: Klon 3H10A12 auf einem Darmschnitt; Vigiigerung 200x
Abb. 7.3: Klon 3H10A12 auf einem PankreasschwigrgrofZerung 200x
Abb. 7.4: Klon 3H10A12 auf einem Hautschnitt; Viéiigerung 200x
Abb. 7.5: Klon 3H10A12 auf einem Lungenschnitty§f@l3erung 200x
Abb. 8: FACS-Analyse von dem Klon 5C12B12

Abb. 8.1: Klon 5C12B12 auf einem KnochenschnigyyfoRerung 400x
Abb. 9: FACS-Analyse von den Klonen 1E7 und vomddon 1E7F12
Abb. 10: FACS-Analyse von den Klonen 4H11 und ddon 4H11D11
Abb. 11: FACS-Analyse von den Klonen 6F8 und ddomk6F8E12
Abb. 11.1: Klon 6F8E12 auf einem Knochenschnitydfo3erung 100x
Abb. 12: FACS-Analyse von dem Klon 6B10B6

Abb. 12.1: Klon 6B10B6 auf einem Knochenschniterytollerung 200x
Abb. 12.2: Klon 6B10B6 auf einem Hautschnitt; iéfgerung 200x

Abb. 12.3: Klon 6B10B6 auf einem Schilddrisen/Nedmhilddrisenschnitt

Abb. 12.4: Klon 6B10B6 auf einem PankreasschwitgroRerung 200x
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Abb. 13:
Abb. 14:
Abb.14.1:

Abb. 14.2:
Abb. 14.3:

Abb. 15:

Abb. 16:
Abb. 17:

Abb. 18:

Tabellen

Tabelle 1:
Tabelle 2:
Tabelle 3:
Tabelle 4:
Tabelle 5:
Tabelle 6:

FACS-Analyse von dem Klon 6B10H8

FACS-Analyse von den Klonen 6A8 und delorkbA8C8

Klon 6A8C8 auf einem Knochenschnitt; §féf3erung 400x

Klon 6A8C8 auf einem Lungenschnitt; §f@fierung 400x

Klon 6A8C8 auf einem Milzschnitt; Vedggerung 400x

Western Blot mit Gesamt-Protein von tise Knochenmarkzellen und
einen Tag adharenten Knochenmarkzellen

Western Blot mit Gesamt-Protein verscered Organe

Western Blot mit Gesamt-Protein von tise Knochenmarkzellen und
einen Tag adharenten Knochenmarkzellen

Immunprazipitation von biotinylierten @fiéchenproteinen von Maus-

Knochenmark

Ubersicht Fusionen Maus/Ratte

Ergebnisse Klon Maus s. c.

Ergebnisse Immunhistologie (Maus) Jeiestene Gewebe
Ergebnisse Klon Ratte i. p. und Ratte s

Ergebnisse Immunhistologie (Ratte) sl@esiene Gewebe

Konzentrationen der aufgereinigten étnet
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