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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Einfiihrung in das Thema

Dem Gebiet der Stammzelltherapie wird in der medizinischen und biologischen Forschung grof3e
Aufmerksamkeit geschenkt. Recht vielversprechende Erfolge in den noch jungen Anfingen der
Stammzellforschung machen sie zunehmend zum Hoffnungstriger in der Medizin. Stammzellen sind
bereits intensiv auf ihre Merkmale und Eigenschaften hin untersucht worden. Doch je mehr Ergebnisse
aufgezeigt werden, desto umfangreichere Fragen schlieSen sich an, die nach Antworten verlangen und

wissenschaftliches Denken weiterentwickeln.

Die vorliegende Dissertation befasst sich anhand eines Xenotransplantationsmodelles Mensch-Maus
mit dem Finsatz CD133-positiver hidmatopoetischer Progenitorzellen - gewonnen aus humanem

Nabelschnurblut - als mégliche zukiinftige Therapieoption bei Nierenerkrankungen.

Bereits weitreichende Erfolge sind fir den Einsatz von Stammzellen bei verschiedenen
Organerkrankungen wie Leukamien (Lang et al. 2004; Markiewicz et al. 2004; Langer et al. 2003), einem
Myokardinfarkt (Boyle et al. 2006; Otlic et al. 2003; Kocher et al. 2001), einem Diabetes mellitus
(Assady et al. 2001), einem Morbus Crohn (Kreisel et al. 2003), der Parkinsonerkrankung (Isacson et al.
2003; Isacson 2002), Lebererkrankungen (Lagasse et al. 2000) sowie bei Lungenerkrankungen
(Loebinger et al. 2008; Sueblinvong et al. 2008; Loebinger und Janes 2007) beschrieben worden. Bei
Nierenerkrankungen sind diese Erfolge hingegen noch rudimentir.

Beispicelhaft fir erfolgreiche Stammzelltransplantationen seien Studien (Steinhoff 2006; Stamm et al.
2003; Strauer et al. 2001) tber die Verwendung von Stammzellen bei Herzerkrankungen niher
ausgefihrt:

Im Mirz 2001 transplantierten erstmalig Diisseldorfer Kardiologen einem 46-jihrigen Patienten mit
groflem Vorderwandinfarkt autologe Knochenmarkstammzellen mit Hilfe einer Ballondilatation in die
verschlossene Koronararterie, woraufthin sich die Herzleistung in Folge einer Neubildung von
Herzmuskelgewebe deutlich erholte.

Esist bei dieser Operation wichtig, die Stammzellen in die Randzone zwischen gesundem Gewebe und
Infarktareal zu platzieren, da dieser Bereich eine etwa viermal hohere Zellerneuerungsrate als das

normale Herzmuskelgewebe aufweist (Strauer et al. 2001).
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Im Juli 2001 folgte dann durch Rostocker Kardiologen die weltweit erste Injektion von kérpereigenen
Knochenmarkstammzellen unmittelbar in infarziertes Myokardgewebe (Steinhoff 2006; Stamm et al.
2003).

Mittlerweile kénnen weitere Forschungsgruppen dieses bemerkenswerte Ergebnis bestitigen (Pompilio
et al. 2004). Die Stammzellen werden ebenso entweder nach einem Herzinfarkt in die Infarktarterie
gespritzt oder im Rahmen einer Bypass-Operation direkt in das Myokard transplantiert. In vielen Fillen
bessern sich Durchblutung und Herzfunktion. Vermutet wird neben der Regeneration des geschidigten
Myokardgewebes auch eine Neoangiogenese (Cho et al. 2006; Tse et al. 2003). Dennoch sind weitere
erfolgreiche Studien Voraussetzung dafiir, diese noch experimentellen Behandlungsversuche im

Klinikalltag zu verankern.

Untersuchungsschwerpunkt dieser Dissertation ist die Frage, ob der Einsatz bestimmter Stammzellen
auch zur Regeneration von Nierenschidden beitragen kann.

Bei vielen Nierenerkrankungen im terminalen Stadium ist als letzte Therapieinstanz nur noch die
Moglichkeit einer Dialyse oder Organtransplantation gegeben. Das Nierengewebe ist meist schon
irreversibel geschidigt, sodass eine physiologische - niereneigene - Ausheilung nicht mehr méglich ist.
Vor allem die Nierentubuli, im Speziellen die proximalen, reagieren aufgrund ihres Stoffwechsels und
ihrer komplexen Funktionsweise sehr sensibel auf schidigende Reize (Bellini et al. 2007; Bonventre und
Weinberg 2003). Daher ist besonders die Regenerationsfihigkeit von Tubuluszellen von klinischer

Relevanz.

1.2 Aufbau und Funktionen des Tubulussystems

Im Folgenden wird der Aufbau des Tubulussystems beschrieben, der Gesamtaufbau sowie die
Aufgaben der Niere werden dabei als bekannt vorausgesetzt. Ein Tubulus ldsst sich in vier Bereiche
gliedern, nimlich in:
- einen proximalen Tubulus mit einer Pars convoluta im Rindengewebe und einer Pars recta,
bereits in den Markpyramiden gelegen.
- cinen diinneren intermedidren Tubulus mit einer Pars ascendens und einer Pars descendens.
- einen distalen Tubulus mit einer Pars recta und einer Pars convoluta, welche sich wieder im

Cortex befindet.
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- einen Verbindungstubulus, welcher die Pars convoluta des distalen Tubulus' mit dem
Sammelrohr verbindet.

Die Partes rectac des proximalen und des distalen Tubulusabschnittes sowie der
intermedidre Tubulus werden als Henle-Schleife zusammengefasst (benannt nach ihrem Entdecker
Friedrich Gustav Jakob Henle, 1809-1885).

Die Arteria renalis teilt sich im Bereich des Hilus in zwei Aste auf (Ramus anterior und Ramus
posterior). Aus dem Ramus anterior gehen wiederum vier Segmentarterien hervor. Der Ramus
posterior versorgt ein Segment der Nierenhinterseite. Demnach sind in der Niere aufgrund ihrer

Blutversorgung insgesamt funf Nierenkompartimente differenzierbar.

Aufgabe des Tubulussystems ist zum einen die Reabsorption von etwa 99% des filtrierten Wassers,
eines dhnlich groen Anteils der darin gelésten Elektrolyte und simtlicher Zucker, Aminosiduren und
Proteine des Primirharns sowie zum anderen die konzentrierte Exkretion (1-1'2 1/Tag) von
harnpflichtigen Substanzen, beispielsweise von stickstoffhaltigen Stoffwechselabbauprodukten oder
Medikamenten.

Im proximalen Convolut finden die umfangreichsten Resorptionsleistungen bei unverinderter
osmotischer Konzentration statt. Zwei Drittel des filtrierten Wassers und wichtige Bausteine des
Korpers werden bereits nahezu vollstindig riickresorbiert (Greger 2000).

Durch die sich anschlieBende Henle-Schleife wird ein osmotischer Gradient im Nierenmark aufgebaut.
Dieser ist Voraussetzung dafiir, dass im Endharn eine hohe osmotische Konzentration erreicht werden
kann (Greger 2000). Sie wird durch einen aktiven Salztransport aus dem Tubuluslumen ins Gewebe bei
fehlender Wasserpermeabilitit aufgebaut (Kurbel et al. 2002; Kondo et al. 1992; Moore und Marsh
1980). Im distalen Tubulus findet die Feinabstimmung des Wasser- und Salzhaushaltes unter der
Kontrolle von Aldosteron und antidiuretischem Hormon (ADH) statt (Kwon TH et al. 2005). Im
weiteren Verlauf minden die Tubuli mehrerer Nephrone iiber Verbindungstubuli in ein Sammelrohr,
in welchem die Harnosmolaritit unter ADH-Kontrolle endgiiltig eingestellt wird (Fenton und Knepper
2007; Greger 2000; Stephenson 1983). ADH fithrt zum Einbau sogenannter Aquaporine in die
Zellmembran (Kruse et al. 2000).

Im Bereich des distalen Tubulus', der den Glomerulus unmittelbar umgibt, verindert sich das
Tubulusepithel zu besonders hohen, kernreichen Zellen. Die Zellen der Media des Vas afferens sind in
dieser Kontaktzone epitheloid modifiziert und auf die Produktion von Renin spezialisiert. Dazwischen

liegen sogenannte Polkissen. Bezeichnet wird dieser gesamte Bereich als juxtaglomerulirer Apparat.
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Uber ihn erfolgt die Regulierung der glomeruliren Filtrationsrate jedes einzelnen Nephrons (Blantz und
Deng 2007; Castrop 2007).

Um ihre Aufgaben zu erfiillen, bedient sich die Niere verschiedener Transportmechanismen.
Epithelzellen sind polare Zellen: Der Aufbau der luminal gelegenen Membran unterscheidet sich
funktionell wesentlich von dem der basolateralen Membran. Zur Vergro3erung ihrer Resorptionsfliche
besitzen die Zellen des proximalen Tubulus' lumenseitig einen hohen Birstensaum, genannt Mikrovilli,
und basolateral tiefe Einfaltungen (basolaterales Labyrinth). Letztere stehen in Kontakt mit den
zelluldren Mitochondrien, welche ATP fiir die basolateral lokalisierte Na-K-ATPase generieren. Da den
proximalen Tubuluszellen der grote Anteil an den Resorptionsprozessen obliegt, nimmt die
Ausstattung der Zellen mit Mikrovilli nach distal des Tubulussystems hin ab.

Energielieferant fiir die meisten Transporter ist die erwihnte Na-K-ATPase (Skou und Esmann 1992).
Drei Natrium-Kationen werden primiér-aktiv - unter direktem ATP-Verbrauch - aus der Zelle ins Blut
und zwei Kalium-Kationen in Gegenrichtung transportiert. Hierdurch werden zwei Triebkrifte fir den
Transport zahlreicher Stoffe, inklusive von Natrium und Kalium selbst, erzeugt. Zum einen ein
chemischer Gradient, da das extrazellulire Natrium das intrazellulire Gberwiegt, zum anderen ein
elektrisches Gefille mit einem negativen Membranpotenzial, da intrazellulir mehr Kalium vorhanden
ist als extrazelluldr. An dieses elektrochemische Gefille sind weitere Transporte gekoppelt, so kann zum
Beispiel Glukose sekundir-aktiv (die Energie hierfir wird aus dem Natrium-Kalium-Gradienten
gewonnen) zusammen mit den Natrium-Kationen mittransportiert werden. Andererseits kénnen
Harnstoff-Ionen in Gegenrichtung zu den Natrium-Kationen ins Tubuluslumen ebenfalls sekundir-
aktiv sezerniert werden. Durch diese aktiven Transportvorginge entsteht ein osmotisches Gefille,
sodass Wasser parazellulir passiv nachstromt und dariiber hinaus noch geldste Stoffe mit sich reif3t
(sogenannter "solvent drag") (Pohl und Saparov 2000; Hill und Shachar-Hill 1993). Dieser
Mechanismus wiederum fiihrt zu einer Konzentrierung anderer geloster Stoffe im Tubulus, die
entsprechend ihrem Konzentrationsgefille passiv - ohne Energieaufwand - resorbiert werden (zum
Beispiel Chlorid-Ionen).

Einfluss auf den Transport haben zudem die Molekiilgro3e, da kleinere Molekiile leichter diffundieren
konnen, sowie die Form der Elektrolyte; nichtionisiert und somit lipidléslich kénnen diese die
Membran besser passieren. Der Harn-pH-Wert hat demnach auch entscheidenden Einfluss auf die
passive Resorptionsleistung.

Fir den parazelluliren Transport ist die Dichtigkeit der Schlussleisten (tight junctions, Zonula

occludens) bestimmend (Kiuchi-Saishin et al. 2002; Simon et al. 1999). Wihrend proximaler Tubulus
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und diinner Teil der Henle-Schleife relativ durchlissig sind, sind die Schlussleisten des dicken
aufsteigenden Teiles und der sich anschlieBenden Tubulusabschnitte relativ dicht und damit
undurchlissig.

Diese Ausfiihrungen verdeutlichen, dass die Transportvorginge in der Niere ein komplexes Geschehen
darstellen und in den verschiedenen Tubulusbereichen jeweils bestimmte Transportmechanismen
tberwiegen oder auch gar nicht vorhanden sind. Somit kénnen sich schidigende Einfliisse auf die

Nierenstrukturen unterschiedlich auswirken.

1.3 Das Tamm-Horsfall-Protein

Eine wichtige Rolle fiir die Nierengesundheit nimmt das Tamm-Horsfall-Protein (TH-Protein) ein. Es
wurde im Jahr 1950 von den amerikanischen Virologen Igor Tamm und Frank Horsfall entdeckt.
Gebildet wird es im dicken aufsteigenden Teil der Henle-Schleife sowie im frihen Teil des distalen
Convoluts (Chakraborty et al. 2004). Das Molekulargewicht des Glykoproteins betrigt etwa 90 kDa
(Devuyst et al. 2005).

Forscher konnen eine immunmodulatorische Funktion bei der Abwehr von Harnwegsinfekten
(Sdemann et al. 2005) sowie eine protektive Wirkung bei der Entstehung von Calcium-Oxalat-Steinen
mit der Folge einer Nephrolithiasis aufzeigen (Mo et al. 2004).

Patienten mit einer Nierenschidigung, wie sie beispielsweise im Rahmen eines Diabetes mellitus
auftreten kann, weisen geringere Mengen an TH-Protein als gesunde Menschen auf (Chakraborty et al.
2004).

Dariiber hinaus scheinen genetisch bedingte renale Erkrankungen, wie zum Beispiel die medullire
Nierenzystenerkrankung Typ 2 (medullary cystic kidney disease 2, MCKD2) oder die familidre juvenile
hyperurikimische Nephropathie (familial juvenile hyperuricemic nephropathy, FJHN), durch
Mutationen im TH-Protein bedingt zu sein (Weichhart et al. 2005).

Die vollstindige Entschliisselung der Funktionen des TH-Proteins steht weiterhin aus.
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14 Vorstellung bisher angewandter Modelle in der Stammzellforschung

Akute oder chronische Nierenerkrankungen wie Glomerulonephritiden, tubulointerstitielle
Nierenerkrankungen, Systemerkrankungen mit Nierenbeteiligung oder erblich bedingte Erkrankungen
gehen unbehandelt hiufig mit einer Niereninsuffizienz einher (Takeuchi 2007).

In Tiermodellen ist bereits untersucht worden, ob es auller Dialyse und Transplantation noch weitere,
alternative Moglichkeiten der Behandlung gibt. Fragestellung ist dabei, inwieweit Stammzellen, seien sie
organspezifischen oder extrarenalen Ursprungs, geschidigtes Nierengewebe zu regenerieren vermogen.
Alle bisherigen Arbeiten sind dabei ausschlieSlich im Maus- oder Rattenmodell durchgefithrt worden.
Es existieren bisher keine publizierten Daten zu Xenotransplantationen von humanen Stammzellen
- insbesondere von CD133-positiven Progenitorzellen - der Nabelschnur in Mausmodellen im Kontext

der Nierenregeneration.

Nachfolgend werden die bisher angewandten Modelle mit ihren jeweiligen Ergebnissen kurz vorgestellt.
Als erstes werden Publikationen genannt, die sich auf die Regeneration von Nierenglomeruli beziehen.
Als zweites werden diejenigen Ver6ffentlichungen erwihnt, die ihren Blickpunkt auf die Regeneration

von Nierentubuli richten.

In einem Maus-Maus-Modell konnte gezeigt werden, dass himatopoetische Stammzellen zu glomeruldiren
mesangialen Zellen ausdifferenzieren (Imasawa 2003; Imasawa et al. 2001).

Weiterhin konnten in einem Ratte-Ratte-Modell nach Transplantation himatopoetischer Stammzellen
aus dem Knochenmark transgener eGFP"-Ratten (eGFP bedeutet verstirkt griin fluoreszierendes
Protein) in normale Empfingertiere bis zu 12% der glomernliren Zellen, die Glomeruli besiedeln, durch
Nachweis der Griinfluoreszenz als Zellen aus Stammzellen des Spenders identifiziert werden (Imai und

Ito 2002; Ito et al. 2001).

In einem Maus-Maus-Modell differenzierten himatopoetische Stammzellen aus dem Knochenmark in
Nierenepithel-Zellen (Donovan und Gearhart 2001).

In einem weiteren Maus-Maus-Modell wurde demonstriert, dass krankhafte Verdnderungen am
Tubulus immer auch mit einer Infiltration hidmatopoetischer Progenitorzellen in die regenerierten

Tubuli assoziiert sind (Gupta et al. 2002).
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Ebenfalls konnte in einem Maus-Maus-Modell auf proximalen Tubuluszellen der Miuseniere, die nach
Transplantation eines mannlichen Spendertieres auf einen weiblichen Empfinger tiber das mannliche
Y-Chromosom nachgewiesen wurden, auch ein #ubulirer Transporter Na/Pi-2 auf 8% der Zellen gezeigt
werden (Lin et al. 2003).

In einem Mensch-Mensch-Modell konnten schliefllich Y-chromosomale Zellen des minnlichen

Empfingers in XX-Spendernieren gefunden werden (Donovan und Gearhart 2001).

1.5 Neuer Aspekt: Xenotransplantation Mensch-Maus

Die vorliegende Arbeit nutzt als neuen Gesichtspunkt das Xenotransplantationsmodell Mensch-Maus:

Stammzellen der humanen Nabelschnur werden in eine Mauseniere transplantiert.

Es werden immunsupprimierte Miuse (SCID (severe combined immunodeficient)-Miuse,
Usrsprungstier CB-17 scid/scid, Mduse aus eigener Haltung der Universititsmedizin Gottingen; die
Miuse sind mehrere Monate alt) eingesetzt. Diese Miuse eignen sich deshalb hervorragend, da sie keine
T-, B- oder natiirlichen Killerzellen fiir eine gezielte Abwehr des humanen zelluldren Materials besitzen.
Eine Immunabwehr der Maus gegen die humanen Stammzellen kann somit drastisch reduziert werden

(Kugi et al. 2003). SCID-Miuse werden aus diesem Grund unter Reinraumbedingungen gehalten.

1.6 Stammzellen

1.6.1  Allgemeines zu Stammzellen

Es wird zwischen den Termini Stammzelle und Progenitorgelle unterschieden. Wihrend Stammzellen sich
durch die Fihigkeit zur Selbsterneuerung auszeichnen, haben Progenitorzellen bereits den Weg zur
Differenzierung in bestimmte Zelltypen eingeschlagen und sind zum Teil schon spezialisiert.

Progenitorzellen lassen sich durch Marker auf ihrer Oberfliche charakterisieren. Humane
himatopoetische Progenitorzellen zeichnen sich durch die Oberflichen-Antigene CD133 und CD34
aus (CD = cluster of differentation). Untersucht wird das Differenzierungsverhalten humaner CD133-

positiver  hdmatopoetischer ~ Progenitorzellen im  Kontext der Regeneration  muriner
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Nierentubuluszellen. CD133-positive Progenitorzellen sind phylogenetisch und ontogenetisch jinger
als CD34-positive Progenitorzellen und damit auch potenter fiir die Niere (Bussolati et al. 2005).

Viele Begriffe, die Stammzellen charakterisieren, stammen von ihrem Verhalten 7z wivo (im
menschlichen Koérper, nach Transplantationen) oder 7 vitro (unter bestimmten Laborbedingungen).
Stammzellen haben noch keine gewebespezifischen Strukturen. Sie charakterisiert die bemerkenswerte
Fahigkeit, sich beliebig oft zu teilen - oft ihr ganzes Leben lang. Unter bestimmten Bedingungen
beziehungsweise durch Signale aus ihrer Umgebung findet eine Differenzierung zu den verschiedenen
Zelltypen des Organismus (zum Beispiel Muskel-, Nerv- oder Herzzellen) statt. Der menschliche
Korper besteht aus mehr als 200 verschiedenen Zellarten.

Man unterscheidet bei der Stammzellteilung zwischen einer symmetrischen und einer asymmetrischen
Teilung. Symmetrisch bedeutet, dass nach einer Teilung zwei weitere Stammzellen vorliegen. Die
"Mutterstammzelle" hat sich quasi selbst erneuert bezichungsweise reproduziert. Bei einer
asymmetrischen Teilung liegen eine Stammzelle und eine sogenannte Vorlduferzelle (Progenitorzelle)
vor. Eine Progenitorzelle ist nur zum Teil spezialisiert, in ihrer weiteren Entwicklung differenziert sie
sich in eine bestimmte Gewebezelle (zum Beispiel Muskel- oder Nervenzelle) aus. Dies hingt unter
anderem von der spezifischen Mikroumgebung, genannt Nische, der Zelle ab (Schlotzer-Schrehardt et

al. 2007).

Erstaunlich ist die enorme Plastizitit von Stammzellen. So kann ein ganz anderer Zelltyp aus dem
urspriinglich vorgegebenen entstehen. Beispielsweise kann sich aus einer himatopoetischen Stammzelle
auller einer Blut- unter anderem auch eine Nervenzelle entwickeln (Mezey et al. 2000). Umgekehrt kann
sich eine adulte neuronale Stammzelle zu einer himatopoetischen Zelle dedifferenzieren (Mezey und

Chandross 2000; Bjornson et al. 1999).

Die Differenzierungsfihigkeit ldsst sich anhand ihres Ausmalles in toti- beziehungsweise omnipotent,
pluri-, multi, oligo- und unipotent einteilen.

- Totipotente Stammzellen koénnen theoretisch noch einen vollstindigen Organismus
hervorbringen, was bedeutet, dass noch alle Zelltypen entstehen kénnen. Die befruchtete
Eizelle ist bis zum Achtzellstadium totipotent.

- Pluripotente Stammzellen kénnen sich zwar noch zu allen Gewebearten differenzieren, jedoch
kann sich aus ihnen kein ganzer Embryo entwickeln, da keine Plazenta bezichungsweise

extraembryonales Gewebe mehr entstehen kann. Sie werden aus der Blastozyste gewonnen,
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und zwar aus der inneren Zellmasse. Pluripotente Stammzellen, die aus primordialen
Keimzellen des Fetus isoliert werden, werden als embryonale Keimzellen bezeichnet.
Pluripotente Stammzellen spielen eine wichtige Rolle bei der Regeneration geschidigten
Gewebes (Slack 2000).

Multipotente Stammzellen sind mit ihrem Differenzierungspotenzial auf die jeweiligen Gewebe
beziechungsweise Organe, aus denen sie stammen, beschrinkt. Zum Beispiel kénnen sich aus
den himatopoetischen Stammzellen die verschiedenen Blutzellen (Lymphozyten, Erythrozyten

et cetera) entwickeln.

In neueren Studien wird himatopoetischen Stammszellen durch ibr Vermaigen, sich auch in andere Gewebearten

zu differenzieren, Pluripotenz eingerdumt (Ratajezak et al. 2007; Serafini and Verfaillie 20006, Snykers et al.
2006, Kranse 2002).

Oligopotente Stammzellen sind in ihrer Differenzierung eingeschrinkter als multipotente
Stammzellen, beispielsweise konnen sich aus den lymphoiden Stammzellen lediglich
Lymphozyten entwickeln, aber keine Erythrozyten, Thrombozyten oder Granulozyten.

Unipotente Stammzellen kénnen nur noch einen einzigen Zelltyp bilden, zum Beispiel

Erythrozyten.
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Abbildung 1: Vereinfachtes Differenzierungsschema von Stammzellen am Beispiel der Himatopoese.
HSZ = Himatopoetische Stammzelle; MSZ = Myeloische Stammzelle; 1.SZ = Lymphoide Stammzelle; NK = Natirliche

Killerzelle

1.6.2  Embryonale Stammzellen

Embryonale Stammzellen werden aus der inneren Zellmasse einer Blastozyste im Achtzellstadium am

dritten Tag nach der Befruchtung gewonnen (Reubinoff et al. 2000; Thomson et al. 1998; Bongso et al.

1994). Es handelt sich um pluripotente Stammzellen, da sich aus ihnen zwar jede Gewebeform

entwickeln kann, jedoch kein vollstindiger Organismus (Smith 2001; Amit et al. 2000).

Zum einen werden fiir die Forschung in Tiermodellen Mduseembryonen verwendet, zum anderen gibt

es drei unterschiedliche Arten, humane embryonale Stammzellen zu gewinnen, und zwar:
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1. aus tiberzihligen Embryonen bei einer in-vitro-Fertilisation.
Bei einer kiinstlichen Befruchtung werden immer mehr Blastozysten angelegt als fir die
Transfektion benotigt werden. Die tiberzihligen Blastozysten werden dann fiir die Forschung
verwendet (Thomson et al. 1995).

2. aus abgetriebenen oder abortierten Feten.
Die primordialen Keimzellen - die Vorlduferzellen von Ei- und Samenzellen - werden aus finf
bis neun Wochen alten Feten isoliert und unter Kulturbedingungen Stammzellen geztichtet
(Shamblott et al. 1998; Resnick et al. 1992).

3. durch Kerntransfer/therapeutisches Klonen.
Es werden eine Eizelle und eine somatische Zelle benétigt. Die Fizelle wird entkernt und
erhilt das Erbmaterial der somatischen Zelle. Durch elektrische Stimulation wird diese "neue
Zelle" angeregt, sich zu teilen. Es entsteht eine Blastozyste, aus der die Stammzellen gewonnen

werden kénnen (Yang et al. 2007).

Die Nutzung embryonaler Stammzellen ist ethisch sehr umstritten. In Deutschland ist die Verwendung
von Embryonen durch das Embryonenschutzgesetz (EschG vom 13.12.1990) verboten. Allerdings darf
mit aus dem Ausland stammenden menschlichen embryonalen Stammzelllinien geforscht werden. Der
Stichtag der Gewinnung embryonaler Stammzellen in auslindischen Labors wurde im Jahr 2008 vom
urspriinglichen Datum 01.01.2002 auf den 01.05.2007 verschoben. Somit stehen deutschen Forschern

jingere Stammzelllinien zur Verfiigung.

1.6.3 Adulte Stammzellen

Adulte Stammzellen weisen im Gegensatz zu embryonalen Stammzellen eine verminderte
Proliferations- und Differenzierungskapazitit auf. Ihre Telomeraseaktivitit ist geringer. Die Gewinnung
ist ethisch gesehen unbedenklich. Adulte Stammzellen kénnen relativ einfach beim Menschen jeden
Alters aus einer peripheren Blutentnahme isoliert werden. Die Anzahl sowie die Telomerlinge adulter
humaner Stammezellen verringern sich jedoch mit zunechmendem Alter. Es handelt sich um
undifferenzierte Zellen in einem aber ansonsten vollig ausdifferenzierten Gewebe. Fir viele
Gewebearten sind jeweils spezifische Vorlduferzellen bekannt, die in ihrer jeweiligen Nische solange

"aushatren", bis sie von ihrer Mikroumgebung ein Signal zur Teilung erhalten. Damit ersetzen sie
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abgestorbene beziehungsweise geschidigte Zellen und sorgen somit fiir eine Homdéostase der Zellzahl.
Zu den adulten Stammzellen zahlt man Stammzellen aus dem Knochenmark, aus der Nabelschnur und
mesenchymale Stammzellen.

Unter den adulten Stammzellen sind bisher die himatopoetischen Stammzellen am Besten typisiert. Sie
sind seit etwa 40 Jahren bekannt (Becker et al. 1963; Till und McCulloch 1961). Da sie sich in ihrer
Morphe nur schwer von Lymphozyten unterscheiden lassen und diesen unter dem Mikroskop dhnlich
sehen, erfolgt ihre Charakterisierung anhand bestimmter Oberflichenmarker, die von Stammzellen in
threm jeweiligen Entwicklungsstadium exprimiert werden. Fir himatopoetische Progenitorzellen
charakteristisch sind die Antigene CDD34 (Skotnicki et al. 1999; Krause et al. 1996, Krause et al. 1994)
und CD133 (Miraglia et al. 1997; Yin et al. 1997). CD133 wird auf CD34-negativen sowie unreifen
CD34-positiven hiamatopoetischen Progenitorzellen exprimiert und scheint dadurch eine hohere
Spezifitit als Stammzellmarker zu besitzen (Gallacher et al. 2000).

Der Anteil CD34-positiver Progenitorzellen an der Gesamtlymphozytenpopulation im peripheren Blut
liegt bei <0,5%, im Knochenmark betrigt der Anteil 1,5% (Loges 2004). Unter dem Einfluss von
G-CSF (Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor) erhoéht sich die Prozentzahl auf 1,75% (de
Wynter et al. 1998; Civin et al. 1987).

Der Anteil CD133-positiver Progenitorzellen betrigt im mobilisierten peripheren Blut 1,4% und im
Knochenmark 0,5% (Loges 2004).

Im Knochenmark machen die CD133-positiven Progenitorzellen 36% der Population der CD34-
positiven Zellen aus (de Wynter et al. 1998).

Das Nabelschnurblut eines Sduglings enthalt in der vierzigsten Schwangerschaftswoche bezogen auf die
Gesamtpopulation der Lymphozyten durchschnittlich circa 1% CID34-positive Zellen (Thilaganathan et
al. 1994) sowie circa 0,3-0,6% CID133-positive Zellen (Merz 2005).

CD133-/CD34-doppelt-positive  Progenitorzellen sind an der Gesamtlymphozytenpopulation des

Nabelschnurblutes durchschnittlich mit einem Anteil von ungefahr 0,3-0,6% vertreten (Merz 2005).

1.6.4  Nabelschnurblut als jiingste Quelle adulter himatopoetischer Stammzellen

Die jiingsten adulten Stammzellen sind die hamatopoetischen Stammzellen des Nabelschnurvollblutes.

Sie lassen sich recht einfach post partum durch eine Punktion der Nabelschnurvene gewinnen. In der

Regel sind sie durch den immunologischen Schutz im Mutterleib frei von Viren oder Tumorzellen.
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Bei Nichtiibereinstimmung der HLLA-Merkmale von Spender und Empfinger sind himatopoetische
Stammzellen der Nabelschnur fiir den Patienten nach einer Transplantation vertriglicher als
Stammzellen aus dem Knochenmark (Laughlin 2001). Nabelschnurblut-Stammzellen verfiigen tiber ein
hohes Vermehrungs- und Differenzierungspotenzial. Durch ihre hohe Plastizitit eignen sie sich nicht
nur fiir die Therapie von Krebserkrankungen, sondern finden in verstirktem Mal3e ihren Einsatz in der
regenerativen Medizin (van de Ven et al. 2007; Stocum 2001). Aus ethischer Sichtweise betrachtet ist
die Verwendung von Stammzellen aus Nabelschnurblut unbedenklicher als beispielsweise die Nutzung
von embryonalen Stammzellen.

Der Gebrauch von Nabelschnurblut als Quelle himatologischer Stammzellen bietet eine Alternative
zur Transplantation allogener Knochenmark- oder Blutstammzellen. Bisher sind weltweit bereits tiber
1500 Patienten mit aus Nabelschnurvollblut gewonnenen Stammzellen behandelt worden. Schon im
Jahr 1988 transplantierte Eliane Gluckman diese Zellen erfolgreich einem Kind mit Fanconi-Animie

(Gluckman et al. 1989).

1.6.5  Spermatogoniale Stammzellen

AuBer embryonalen und adulten Stammzellen steht eine dritte Gruppe seit kurzer Zeit im Blickfeld der
Forschung, die spermatogonialen Stammzellen. Sie verhalten sich in vielen Versuchen idhnlich wie
embryonale Stammzellen, stoflen jedoch im Gegensatz zu diesen bei ihrem Einsatz kaum auf ethische
oder immunologische Einwinde.

Der Grundstein fiir den Einsatz muriner spermatogonialer Stammzellen ist in den vergangenen Jahren
gelegt worden, in denen Prof. Dr. Wolfgang Engel in Zusammenarbeit mit der Forschungsgruppe um
Prof. Dr. Gerd Hasenful3, Direktor der Abteilung Kardiologie und Pneumologie der
Universititsmedizin Goéttingen, bereits das Differenzierungspotenzial spermatogonialer Stammzellen,
gewonnen aus dem Hodengewebe adulter Miuse, erforschte.

Dabei stellte dieses Team fest, dass sich spermatogoniale Stammzellen dhnlich wie embryonale
Stammzellen verhalten und das Merkmal einer Pluripotenz aufweisen, indem sich diese Zellen in
verschiedene Zelltypen aller drei Keimblitter - unter anderem in Herzmuskelzellen - ausdifferenzieren
(Guan K et al. 2007; Nayernia 2007; Guan K et al. 2006). Spermatogoniale Stammzellen kénnten
demnach durchaus eine Alternative in der Stammzelltherapie darstellen; sie sind ethisch betrachtet

unbedenklicher zu gewinnen als embryonale Stammzellen, da keine Embryonen beziechungsweise ein
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ganzer lebensfihiger Organismus fiir Forschungszwecke "geopfert" werden muss.
Jungst ist es sogar einer Forschungsgruppe in Tibingen gelungen, spermatogoniale Stammzellen aus

menschlichem Hodengewebe zu gewinnen (Conrad et al. 2008).

1.7 Das Prinzip der epithelial-mesenchymalen Transdifferenzierung

Abgesehen von den aktuellen Forschungsstandpunkten beziiglich der Verwendung von externen
Stammzellen als Regenerationsquelle geschidigten Nierengewebes, ist ebenso zu bedenken, welche
physiologischen Reparaturmechanismen der Niere selbst zur Verfiigung stehen.

Viele Arbeiten gehen davon aus, dass die Niere ein eigenes Stammzellreservoir besitzt und dieses bei
Schidigung aktiviert wird. Uberlebende Zellen werden durch Zytokine zur Regeneration angeregt
(durch Dedifferenzierung und anschlieBende Redifferenzierung) (Bussolati et al. 2005; Lin 2000).

Was passiert aber genau, wenn eine Nierenerkrankung, sei sie ausgelost durch glomerulire,

tubulointerstitielle oder vaskulire Faktoren, einen chronisch-progressiven Verlauf annimmt?

Michael Zeisberg und andere Forscher haben das Phidnomen der epithelial-mesenchymalen Transition
(EMT) mit seiner Auswirkung auf die Niere naher untersucht und herausgefunden, dass dieser Prozess
eine wichtige Rolle fir das Fortschreiten einer Nierenfibrose spielt. EMT ist notwendig fiir die
Embryonalentwicklung, fiir Tumorprogression und Organfibrose (Zeisberg und Kalluri 2004; Zeisberg
et al. 2001). Sie beschreiben den Vorgang der EMT wie folgt:

Epithelzellen verlieren ihre charakteristischen Eigenschaften und nehmen einen mesenchymalen
Phinotyp an. Fir die Niere bedeutet dies, dass sich Tubuluszellen von der Basalmembran 16sen und in
mesenchymale Zellen/Fibroblasten differenzieren, die dann in das interstitielle Bindegewebe wandern
und dadurch einer Apoptose entgehen konnen, was jedoch eine tubulire Atrophie zur Folge hat. EMT
ist ein reversibler Prozess, moglicherweise ausgelost durch tiberlebende Zellen, welche redifferenzieren
und verletztes Tubulusgewebe funktionserhaltend ersetzen.

Verschiedene Mediatoren spielen eine entscheidende Rolle bei der EMT. Der wichtigste unter ihnen ist
der transformierende Wachstumsfaktor-B1 (transforming growth factor-B1, TGF-31), daneben der
epitheliale Wachstumsfaktor (epithelial growth factor, EGF), der basische Fibroblasten-
Wachstumsfaktor (basic fibroblast growth factor, bFGF) und Interleukin-1 (IL-1). TGF-61 fihrt zu

einer Zerstorung der Basalmembran: Die Tubuluszellen 16sen sich von ihrer Unterlage, verlieren ihre
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epithelialen Marker wie Zytokeratin oder E-Cadherin und exprimieren mesenchymale Marker wie das
Fibroblasten-spezifische Protein-1 (fibroblast-specific protein-1, FSP-1) und Vimentin. Sie werden
somit zu Bindegewebszellen. Es kann zum anderen jedoch auch ein direkter Zelltod via Apoptose
erfolgen.

Studien zeigen, dass es zu TGF-B1 einen physiologischen Gegenspieler in der Niere gibt, nimlich das
Knochen-Morphogenese-Protein-7 (bone morphogenetic protein-7, BMP-7) (Zeisberg et al. 2003).
BMP-7 spielt eine wichtige Rolle wihrend der Nierenentwicklung, indem es eine mesenchymal-
epitheliale Transdifferenzierung (MET) generiert (Zeisberg et al. 2005). In adulten Nieren ist das
Protein fir die Aufrechterhaltung der Homoostase verantwortlich (Zeisberg and Kalluri 2004). Bei
Nierenerkrankung wird es vermindert exprimiert, wihrend TGF-$1 tiberexprimiert wird (Zeisberg und
Kalluri 2004).

Inwiefern dieses Wissen nun in der Praxis der Therapie von Nierenerkrankungen weiterhelfen kann,

bleibt weiterhin Forschungsthema.

1.8 Schidigung durch das Ischimie/Reperfusions-Modell

Bei den in dieser Arbeit eingesetzten SCID-Miusen wird ein &instlicher Nierenschaden erzeugt, und
zwar orientierend an dem sogenannten Ischidmie/Reperfusions-Modell: Vor der Transplantation der
humanen Stammzellen unter die rechte Nierenkapsel wird die gleichseitige Arteria renalis tiber mehrere
Minuten abgeklemmt und somit die Blut- beziehungsweise Sauerstoffversorgung der Niere fiir diese
Zeit unterbrochen.

Hypoxie, zum Beispiel im Rahmen eines Schocks auftretend, ausgeldst durch eine Minderperfusion der
Niere, stellt die hdufigste Ursache eines akuten Nierenversagens dar. Die Niere gehort zu den
sogenannten Schockorganen und reagiert sehr sensibel auf Sauerstoffmangel.

Akutes Nierenversagen geht hiufig mit Multiorganversagen und Sepsis einher und ist verbunden mit
einer erh6hten Mortalititsrate (Chertow et al. 1998).

In Studien kann kein Zusammenhang zwischen Umfang der Schidigung und Krankheitsverlauf
beobachtet werden, wohl aber einer zwischen Dauer der Erkrankung und Letalitit des Patienten
(Edelstein et al. 1997).

Bei der Hypoxie der Nieren ist die glomerulire Filtration aufgrund einer persistierenden

Vasokonstriktion vermindert, unterstitzt durch Aktivierung des tubulo-glomeruliren Feedback-



Einleitung 16

Systems (Oken 1984). Zu verzeichnen ist ein erhohter basaler Gefilitonus sowie ein Ungleichgewicht
vasokonstriktiver und vasodilatatorischer Faktoren zu Gunsten der erst genannten (Conger und Weil
1995). Die Expression proinflaimmatorischer Zytokine und Adhisionsmolekile bewirkt eine
Rekrutierung von Leukozyten und fihrt zu einer Leukozyten-Endothel-Interaktion, wodurch die
Durchblutung zusitzlich gedrosselt wird (Bonventre und Weinberg 2003).

Es kommt zu einem Verlust der renalen Autoregulation durch NO-vermittelte endotheliale
Dysfunktion (Guan Z et al. 2000).

Fir die Sauerstoffunterversorgung der Tubuluszellen scheint dabei jedoch nicht die Reduktion des
totalen Blutflusses, sondern vielmehr eine regional verminderte Durchblutung des dul3eren
Markbereiches entscheidend zu sein (Vetterlein et al. 1968).

Primir und am schwersten sind die proximalen Tubuluszellen von einer Schidigung betroffen (Bellini
et al. 2007, Bonventre und Weinberg 2003, Chien et al. 2001). Diese Zellen sind metabolisch sehr aktiv,
koénnen aber im Gegensatz zu den tbrigen Zellen des Tubulussystems ATP groBtenteils lediglich durch
oxidative Phosphorylierung generieren (Bonventre und Weinberg 2003; Bagnasco et al. 1985; Guder
und Ross 1984).

Wihrend der Ischimiephase kommt es zu einem massiven Abfall des intrazelluliren ATP-Gehaltes.
Durch anaerobe Glykolyse kann die Energieversorgung der Zellen nur kurzzeitig tiberbriickt werden.
Lactat héuft sich als Abfallprodukt in den Tubuluszellen an, daraus resultiert ein Abfall des pH-Wertes
(renale Azidose). Die Na-K-ATPase erliegt dem Energiemangel, es kommt zum Einstrom von
Natrium-, Calcium- und Chlorid-Ionen sowie osmotisch bedingt von Wasser in die Zellen mit
konsekutiver Zellschwellung und Zerstérung des Zytoskeletts. Die Zellpolaritit und die Integritit der
Basalmembran werden aufgehoben. Die Zellen sterben ab, 16sen sich von ihrer Unterlage sowie durch
Schwichung der Zell-Zell-Verbindungen (tight junctions) von ihren Nachbarzellen und gelangen in das
Tubuluslumen, welches sie verstopfen (Kwon O et al. 1998; Sutton und Molitoris 1998). Durch die
Einengung des Lumens steigt dort der Druck an und die glomerulire Filtrationsrate nimmt weiter ab.
Dadurch, dass Natrium weniger riickresorbiert wird, kommt es zu einer Stimulation des
juxtaglomeruliren Apparates und damit zu einer Freisetzung von Renin. Dieses Enzym ist fir die
Spaltung von Angiotensinogen in Angiotensin I verantwortlich, es fithrt zu einer Vasokonstriktion und
somit weiteren Minimierung der Nierendurchblutung.

Auch die peritubuliren Gefille verindern sich und inflammatorische Gene werden aktiviert. Es kommt

zu einer Zellschwellung und dem Lésen der Zellen von der Basalmembran (Sheridan und Bonventre



Einleitung 17

2000; Thadhani et al. 1996). Durch permanente Vasokonstriktion wird der peritubulire Blutfluss
reduziert, wodurch die initiale Ischdmie exazerbiert (Conger und Weil 1995).

Die Tubuluszellen verstirken ihrerseits noch die Schidigung der Niere, indem sie sich am
Entziindungsprozess durch Ausschiittung von Zytokinen, wie beispielsweise von Tumor-
nekrosefaktor-a (INF-o), Intetleukin-1 (IL-1), Intetleukin-8 (IL-8) und/oder dem auf Monozyten
chemotaktisch wirkenden Protein-1 (monocyte chemoattractant protein-1, MCP-1) - ein circulus
vitiosus.

Setzt der Blutfluss durch die Arteria renalis wieder ein, kann sich die Niere von dem Schaden erholen
und die Zellfunktion meist vollig wiederhergestellt werden.

Andererseits ist es jedoch auch moglich, dass das Nierengewebe durch die Reperfusion eine weitere
Schidigung erleidet, hauptsichlich erklirbar durch die vermehrte Bildung von Sauerstoffradikalen
(McCord 1985). Diese Sauerstoffradikale entstehen in allen aerob lebenden Lebewesen aufgrund der
Fahigkeit zur sauerstoffabhingigen  Oxidation  wasserstoffubertragender  Coenzyme  im
Energiestoffwechsel. Hauptbildungsstitte sind Mitochondrien aufgrund der dort ablaufenden
Atmungskette. Unter physiologischen Bedingungen werden die Radikale durch eine Reihe von
Mechanismen (zum Beispiel enzymkatalisiert) abgebaut (Bonventre 1993). Kommt es zu einer
Verschiebung des Gleichgewichtes zwischen Bildung und Abbau zu Gunsten der Bildung, kann daraus
eine Schadigung des Gewebes resultieren, was als oxidativer Stress bezeichnet wird. Eine Reihe von
Biomolekillen (DNA, Proteine, Lipide) werden durch reaktive Sauerstoffspezies modifiziert und in
ihrer Funktion blockiert.

Forscher haben herausgefunden, dass wihrend der Reperfusionsphase proximale Tubuluszellen im
Gegensatz zu distalen Tubuluszellen vermehrt Sauerstoffradikale bilden, was die proximal in

verstirktem Maf3e ablaufenden apoptotischen Vorginge erkliren konnte (Chien et al. 2001).

Entscheidende Bedeutung fiir die Wiederherstellung der Nierenfunktion beim akuten Nierenversagen
liegt demnach in der Regenerationskapazitit der proximalen Tubuluszellen (Bush et al. 1999). Die
Prognose ist dabei umso giinstiger, je schneller und umfangreicher die Regeneration tiberlebender

Zellen stattfindet (Kwon O et al. 1998).
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1.9 Medikamentos-toxische Variante der Nierenschidigung am Beispiel des

Antimykotikums Amphotericin B

Eine weitere Moglichkeit, eine Nierenschidigung hervorzurufen, ist die medikament6s-toxische
Variante, wie beispielsweise durch das Antimykotikum Amphotericin B. Anders als bei dem
Ischdmie/Reperfusions-Modell schidigt es selektiv murine Tubuli und fithrt eher zu einer chronischen
Schadigung. Amphotericin B beeinflusst die glomerulire Filtrationsrate basierend auf einer renalen
Vasokonstriktion mit konsekutiver Reduktion des renalen Blutflusses und hierdurch bedingter
Minderung der glomeruliren Filtrationsrate (Goldman und Koren 2004; Mayer und Doubek 1998). Es
resultieren eine renale Azidose sowie verstirkte Kalium- und Magnesiumverluste (Herzog et al. 2003;
Branch 1988).

Es wird beobachtet, dass die Schwere der Nierenschidigung mit der eingesetzten Dosis und
Behandlungsdauer von Amphotericin B korreliert (Oto et al. 2007; Rieger et al. 2007) - je hcher die

Konzentration, desto stirker und umfangreicher die Schidigung.

1.10  Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, im Rahmen eines Xenotransplantationsmodelles Mensch-Maus zu
zeigen, inwieweit CID133-positive hidmatopoetische Progenitorzellen, gewonnen aus humanem
Nabelschnurvenenblut, nach der Transplantation in eine hypoxisch geschidigte Miuseniere das
Tubulusgewebe zu regenerieren vermdégen. Mit Hilfe unterschiedlicher Methoden (Fluoreszenz-
mikroskopie, Laser-Scanning-Zytometrie, PCR und FISH) soll dabei der Nachweis der Integration von
CD133-positiven Progenitorzellen in das murine Nierengewebe erfolgen.

Viele Nierenerkrankungen lassen sich bisher nur durch eine Dialyse oder sogar Nierentransplantation
behandeln. Eine moglicherweise zukiinftig neue Therapieoption renaler Defekte durch Stammzellen

konnte dabei eine vielversprechende Alternative darstellen.



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Material

In diesem Teil der Dissertation sind die Materialien tabellarisch aufgefiihrt, die im Rahmen der Arbeit

eingesetzt werden.

211 Plastikwaren

Name Hersteller Chargennummer Artikelnummer
S-Monovette®-EDTA | Sarstedt, Niimbrecht, 6343301 01.1605.003
Deutschland
Serologische Pipette Sarstedt, Niimbrecht, 7191 E 86.1253.001
5 ml Deutschland
Serologische Pipette Sarstedt, Niimbrecht, 6363 E 86.1254.001
10 ml Deutschland
Serologische Pipette Sarstedt, Niimbrecht, 7009 K 86.1685.001
25 ml Deutschland
Pipettenspitzen mit Sarstedt, Niimbrecht, 5053101 70.1130.212
Filter 2,5 ul, farblos Deutschland
Pipettenspitzen mit Sarstedt, Niimbrecht, 6054601 70.1115.210
Filter 10 pl, farblos Deutschland
Pipettenspitzen mit Sarstedt, Niimbrecht, 5050501 70.760.212
Filter 100 pl, gelb Deutschland
Pipettenspitzen mit Sarstedt, Niimbrecht, 6053101 70.762.211
Filter 1000 pl, blau Deutschland
Zentrifugenréhrchen Sarstedt, Nimbrecht, 5041001 62.554.502
15 ml, konisch Deutschland
Kultutrflaschen 25 cm?, | Becton Dickinson 137202 353108
blaue Verschlusskappe | Biosciences Falcon,
Bedford, USA
Reagiergefal3 1,5 ml Sarstedt, Nimbrecht, 0000/7214001 72.690
Deutschland
MACS-Siule Miltenyi Biotec 550701044 130-042-201
GmbH,
Bergisch Gladbach,

Deutschland
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Name Hersteller Chargennummer Artikelnummer
MACS - Miltenyi Biotec 5070206178 130-042-201
Rundbodentdéhrchen GmbH,
5ml, 12 x 75 mm Bergisch Gladbach,

Deutschland
PCR-Gefil3 0,2 ml Biozym Scientific 05021 711088
GmbH,
Hessisch Oldendotf,
Deutschland

2.1.2 Glaswaren
Name Hersteller Chargennummer Artikelnummer
Objekttriger Menzel GmbH & Co. | 28696 J180D0OAMNZ
SuperFrost® Plus KG, Braunschweig,
25x75x 1.0 mm Deutschland
Deckgliser Menzel GmbH & Co. | 0083184 BB024060A1
24 x 60 mm KG, Braunschweig,

Deutschland

2.1.3 Geritschaften
Gerit Hersteller
Biofuge 15 R Heraceus Sepatech, Stuttgart, Deutschland

CO,-Inkubator 1500

Flow Laboratoties, Irvine, Schottland

Digitale Kamera

Olympus Optical Co. GmbH, F-View I,
Hamburg, Deutschland

Drucker, Zubehor UV-Transilluminator

Mitsubishi Electric Corporation, Tokyo, Japan

Eismaschine

Scotsman® Ice Systems, Illinois, USA

Eppendorf-Pipetten 10, 100, 1000 ul

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

FACSCalibur™ Durchflusszytometer

Becton Dickinson Labware, Heidelberg,
Deutschland

Flissigstickstofftank

Messer Griesheim GmbH, Krefeld, Deutschland

Fluoreszenzfilter

AHF-Filtertechnik, Ttbingen, Deutschland

Fluoreszenzmikroskop 1X71, invers

Olympus Optical Co. GmbH, Hamburg,
Deutschland

Gefriermikrotom Jung CM 3000

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Bensheim,
Deutschland

Gelelektrophorese-Gerit

Life Technologies, Gaithersburg, USA

Heizblock (DRI-Block® DB-2D)

Techne, Cambridge, Grof3britannien
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Gerit

Hersteller

iCys® Laser-Scanning-Zytometer

Compucyte Corporation, Cambridge, USA

Invertmikroskop Zeiss 1ID03

Carl Zeiss GmbH, Jena, Deutschland

Lichtmikroskop Catl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland
Operationsbesteck Bestinde der Chirurgischen Abteilung der
Universititsmedizin Gottingen
PALM® Microbeam Catl Zeiss Microlmaging GmbH, Bernried,
Deutschland
PCR Mastercycler® Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Pipettierhilfe accu-jet pro Brand, Milian, USA
| Schittler M3D | Grant-bio, Cambridge, Grof3britannien
Sterilbank NuAire Inc. Biological Safety Cabinets, Plymouth,

USA

Quecksilber-Dampflampe

Olympus Optical Co. GmbH, Hamburg,
Deutschland

Ultraschallbad Sonorex

Bandelin electronic GmbH & Co. KG, Betlin,
Deutschland

| UV-Transilluminator

| Vilber Lourmat, Marne, Frankreich

VarioMACS™ Zellseparator

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Vortexer G-560 E

Schiitt Labortechnik, Géttingen, Deutschland

Wirmebad Gesellschaft fiir Labortechnik GmbH & Co.
(GFL), Hannover, Deutschland
Wirmeplatte Bachofer Laboratoriumsgerite, Reutlingen,

Deutschland

Zentrifuge 3-18 K

Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode,
Deutschland

Zytozentrifuge

Shandon, Cheshire, England

2.1.4  Loésungen, Puffer, Chemikalien

pH 74

Name Hersteller Chargennummer Artikelnummer

Biocoll-Trennlésung Biochrom AG, Betlin, 1043 K L6115
Deutschland

PBS (Phosphat- GIBCO® Invitrogen, 8277 7011-036

gepufferte Kochsalz- || Paisley, Gro3britannien

16sung)
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Name Hersteller Chargennummer Artikelnummer
RPMI 1640- PAA Laboratories E03906-1790 E15-039
Kulturmedium 500 ml | GmbH, Pasching,
ohne L-Glutamin: Osterreich
Komplettes Medium:
RPMI 1640-Kultur- PAA Laboratories F03906-1790 F15-039
medium 450 ml GmbH, Pasching,
Osterreich
ad 50 ml FCS GIBCO® Invitrogen, 41Q5460K 10270-106
(Fotales Kilberserum) || Paisley, Grof3britannien
ad 5 ml L-Glutamin | PAA Laboratories MO00405-0045 M11-004
GmbH, Pasching,
Osterreich
ad 5 ml Penicillin PAA Laboratories P01007-0596 P11-010
GmbH, Pasching,
Osterreich
ad 5ml PAA Laboratories P01007-0596 P11-010
Streptomycin GmbH, Pasching,
Osterreich
ad 12,5 ml 1M PAA Laboratories S00104-0296 S11-001
Hepes-Puffer GmbH, Pasching,
Osterreich

Folgende Puffer und Lésungen werden im Rahmen dieser Arbeit angesetzt:

Pufter/Losung

Zusammensetzung

Tris-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer, steril

Stocklésung 50x

242,28 g Tris (2 mol/])

18,61 g EDTA-Na (0,05 mol/I)

60,05 g Eisessig 100% (1 mol/1)

ad Aqua bidestillatus, Gesamtvolumen 1 Liter.
(Gebrauchslésung 1x)

pH 8,3

Probenbeladungs-Puffer

Glycerol 30% (1,5 g)

Bromphenolblau 0,25% (0,0125 g)
Xylen-Cyanol FF 0,25% (0,0125 g)

ad Aqua bidestillatus, Gesamtvolumen 5 ml.
pH 7,2-7,4
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Puffer/Losung Zusammensetzung
Erythrozyten-Lyse-Puffer, steril 8,29 ¢ NH,CI

1,0 g KHCO,

0,037 g EDTA

ad Aqua bidestillatus, Gesamtvolumen 1 Liter.
pH 7,2-74

EDTA (Ethylendiamintetraacetat)/MACS-Puffer,
steril

0,744 EDTA (2 mM)

5 ¢ BSA (Rinder-Serumalbumin) (0,5%)
ad 1x PBS, Gesamtvolumen 1 Liter.
pH 7,2-74

PBS-Puffer, Stamml6ésung 20x, steril

29,25 ¢ Na,HPO, x 2H,0O

4,9 ¢ KH,PO,

160 g NaCl

ad Aqua bidestillatus, Gesamtvolumen 1 Liter.
pH 7,2-74

SSC (Standard-Salz-Citrat)-Puffer, steril

87,65 g NaCl 3 M),

44,1 g NaCitrat (300 mM),

in 400 ml DEPC-Wasser 16sen,

pH (7,0) mit 2-molarer Zitronensiure einstellen,
ad 500 ml mit DEPC-Wasser auffullen.

Pepsinlésung

0,5 g Pepsin
0,9% NaCl-Lésung
pH 1,6 (Einstellen mit 2-molarer Salzsdure)

Sondenlosung

1 pl Sonde

7 wl CEP (Citrat-EDTA)-Puffer
2l H,0O

Bei 75°C 5 Minuten denaturieren.

Proteinase-K-Losung

Arbeitskonzentration 2 ul/ml,
150 pl Proteinase K
ad 75 ml 1x PBS

TAE-Agarose-Gel 2%

2 g Agarose
ad TAE-Puffer, Gesamtvolumen 100 ml.

DEPC (Diethylpyrocarbonat)-Wasser, steril

97%-Diethylpyrocarbonat
ad Aqua bidestillatus, Gesamtvolumen 1 Liter.
Inkubation tber Nacht bei 37°C.

Ethidiumbromidlésung

Ethidiumbromid 0,02% in TAE 0,5x Kon-

zentration.
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Weitere Chemikalien:
Name Hersteller Chargennummer Artikelnummer
Aceton Catl Roth GmbH & 08570183 5052.2
Co. KG, Katlsruhe,
Deutschland
Mowiol® Calbiochem- B23468 475904
Novabiochem
Cotporation, La Jolla/
Kalifornien, USA
Eukitt® O. Kindler GmbH & | C83 03989
Einschlussmedium Co., Freiburg,
Deutschland
Jung Einbettmedium Leica Microsystems 646251 0201 08926
GmbH, Nussloch,
Deutschland
Trypsin-EDTA PAA Laboratories 1.00406-0687 1.11-004
GmbH, Pasching,
Osterreich
Himatoxylin Merck KGaA, K32338402340 1.04302.0025
Darmstadt,
Deutschland
Eosin Merck KGaA, Z.C223635 1.15935.0100
Darmstadt,
Deutschland
Mineralol Sigma-Aldrich 096K01671 M 5904
GmbH, Steinheim,
Deutschland
Eisessig (Essigsiure Merck KGaA, K359788363616 1.00063.2500
100%) Darmstadt,
Deutschland
Pepsin Sigma-Aldrich 074K77164 E6887
GmbH, Steinheim,
Deutschland
Natriumthiocyanat Merck KGaA, K28595527327 1.06627.2500
(NaSCN) Darmstadt,
Deutschland
Ethanol Catl Roth GmbH & K36047174626 1.00974.2511
Co. KG, Katlsruhe,
Deutschland
Methanol Carl Roth GmbH & 51684090 8388.6
Co. KG, Katlsruhe,
Deutschland
Proteinase K Stratagene, La Jolla/ R788342 300140

Kalifornien, USA
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Co. KG, Katlsruhe,
Deutschland

Name Hersteller Chargennummer Artikelnummer
Formamide Sigma-Aldrich 128H0163 F-7508
GmbH, Steinheim,
Deutschland
Chloro-Methyl-Phenol- || Vysis Inc., Downers 63275 30-804828
(CEP)-Hybridisierungs- || Grove/Illinois, USA
Puffer
Roti-Histol Carl Roth GmbH & 38466842 6640.1
Co. KG, Katlsruhe,
Deutschland
ProLong® Antifade-Kit | Molecular Probes 02E5-1 P7481
(mounting medium, Invitrogen detection
antifade reagent) technologies,
Eugene/Oregon,
USA
Natriumchlorid Merck KGaA, K35163700539 1.06400.5000
Darmstadt,
Deutschland
Invisorb® RNA-Kit I Invitek, Berlin, MAO060005 10601004
(100), bestehend aus: Deutschland
- Lysis-Puffer R
- Waschpuffer
- Carrier-
Suspension
Diethyl-Pyrocarbonat Sigma-Aldrich 31K3694 216-542-8
(DEPC) GmbH, Steinheim,
Deutschland
Qiagen® OneStep-RT- | Qiagen GmbH, 12195085 210212
PCR-Kit (100), Hilden, Deutschland
bestehend aus:
- RT-Puffer 5x
- Q-Solution
- DNTP-Mix
- Enzym-Mix
- Rnase-Inhibitor
- Rnase-freies
Wasser
Agarose Invitrogen™ life 11714 15510-027
technologies, Paisley,
Schottland
Ethidiumbromid Merck KGaA, OC134600 1116080030
Darmstadt,
Deutschland
Glycerin Carl Roth GmbH & 44361942 3783.1




Material und Methoden 26
Name Hersteller Chargennummer Artikelnummer
Trishydroxymethyl- Merck KGaA, 0073269 8382
Aminomethan (T'ris) Darmstadt,

Deutschland
Xylen-Cyanol Carl Roth GmbH & 43420788 A513.1
Co. KG, Katlsruhe,
Deutschland
Bromphenolblau SIGMA Chemical 34H3518 62625-28-9
Co., Sankt Louis,
USA
2.1.5 Primer (Hersteller MWG Biotech AG, Ebersberg, Deutschland)
Name Sequenz Basenpaare
h-GAPDH vorwirts: 5'-CCC TTC ATT GAC CTC AAC TAC-3' 418
riickwiirts: 5“TGA GTC CTT CCA CGA TAC C-3' 418
m-GAPDH vorwirts: 5-AACTTT GGC ATT GTG GAA GG-3' 222
rickwirts: 5-“CAC ATT GGG GGT AGG AAC AC-3' 222
h-CD133 vorwirts: 5-TGA ACA CAC ACC AGT TTA CAG G-3' 253
riickwirts: 5“ACG CAG GTT TCT CTA TGA TGG C-3' 253
h-CD34 vorwirts: 5-GTC TTG ACA ACA ACG GTA CTG A-3' 605
riickwiirts: 5“CAA GAC CAG CAG TAG ACA CTG A-3' 005
h-TH-Protein || vorwirts: 5-TGA ACT GGG CCT TAT TGG AG-3' 360
riickwirts: 5“TCT ACT GCG CCT TCC AGA AT-3' 360
h-CD13 vorwirts: 5-CAG GGG CCT GTA CGT TTT TA-3' 333
rickwirts: 5“GCC ACC ACC TTT CTG ACA TT-3' 333
m-96 vorwirts: 5-ACT CAT AGT CAG AAT CAG CC-3' 322
rickwirts: 5-CTC CAT CAT CAA ATA ACC AC-3' 322

2.1.6  Antikérper, Firbungen
Name Hersteller Chargennummer Artikelnummer
CD133-MicroBead-Kit || Miltenyi Biotec GmbH, (| 5061004138 130-050-801
human (CD133/1- Bergisch Gladbach,

Microbeads & Deutschland
FcR-blocking reagent)
FITC-anti-human- BD Biosciences 0000049955 555821
CD34, Klon 581 Pharmingen, San
Diego, USA
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Name Hersteller Chargennummer Artikelnummer
PE-anti-human- Miltenyi Biotec GmbH, || 5021231008 120-000-426
CD133/2, Klon AC141 || Bergisch Gladbach,
Deutschland
Vectashield® Vector Laboratoties RO512 H-1200
Einbettmedium mit Inc., Burlingame, USA
4' 6-Diamidino-2-
Phenylindol-
Dihydrochlorid (DAPI)
Dolichos-Biflorus- Vector Laboratories DO0512 RI.-1032
Agglutinin-Lectin- Inc., Butlingame/
Rhodamin (DBA) Kalifornien, USA
Anti-HLA-Klasse-1- SIGMA-Aldrich 115K4843 F5662-100TST
Antigen-FITC, GmbH, Steinheim,
monoklonal, Klon Deutschland
W6732
Y-Chromosom-Sonde || Vysis Inc., Downers 64720 32-112024
CEP-Y Grove/Illinois, USA
Spektrum griin
2.1.7 Medikamente
Name Hersteller Zulassungsnummer || Chargennummer
Ketamin 10% Pharmanovo GmbH, 400199.00.00 04H132
Hannover, Deutschland
Xylazin 2% CP-Pharma 400177.00.00 404170
Handelsgesellschaft
mbH, Burgdorf,
Deutschland
Isotonische Delta Select GmbH, 1299.99.99 24508 H
Natriumchlorid-Lésung || Pfullingen,
Deutschland
2.1.8 Tiere
Tier Herkuntft

Immunsupprimierte Miuse (Severe combined
immunodeficient (SCID)-Mause)

Ursprungstier CB-17/scid/scid,

Medizinische Hochschule Hannover, Prof. Dr.
H.D. Hedrich, Abteilung fiir Versuchstierkunde.
Jetzt aus eigener Tierhaltung der
Universititsmedizin Gottingen, Reinraumhaltung,
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2.2 Methoden

2.2.1  Isolation humaner Lymphozyten aus Nabelschnurvollblut mittels Dichtegradienten-

zentrifugation

CD133-positive hdmatopoetische Progenitorzellen gehdren zu der Lymphozytenpopulation des
peripheren Blutes. Diese Zellen werden in einem ersten Schritt aus Nabelschnurvollblut mittels
Dichtegradientenzentrifugation zusammen mit den Lymphozyten von den tbrigen Blutbestandteilen
isoliert. Das Nabelschnurblut ist dabei nicht alter als 12 Stunden. Das Blut wird in EDTA-R6hrchen
direkt postpartal aufgefangen und bei Raumtemperatur gelagert.

Zum FEinsatz kommt Biocoll-Trennlésung (Ficoll) der Biochrom KG Berlin - ein hydrophiles
Saccharose-Polymer mit einem Molekulargewicht von etwa 400.000 Dalton. Es zeichnet sich durch
eine groBere Dichte (1,07 g/I) als Lymphozyten und Monozyten sowie im Gegenzug durch eine
geringere Dichte als Erythrozyten, Granulozyten und tote Zellen aus.

7 ml der Biocoll-Trennlésung werden in ein 15-ml-Falcon-Réhrchen vorgelegt und 4 ml Blut vorsichtig
auf die Trennlésung pipettiert, damit es zu keiner Vermischung kommt, mit anschlieBender
35-miniitiger Zentrifugation bei 1800 Umdrehungen pro Minute (UPM) und 4°C.

Nach der Zentrifugation wird die Interphase, in der sich die Lymphozyten befinden, abpipettiert und in
ein 15-ml-Falcon-Rohrchen tberfithrt sowie ein Waschschritt mit komplettem RPMI (cRPMI)1640-
Medium bei 1200 UPM und 4°C tiber 15 Minuten durchgefihrt.

Nachfolgende Abbildung verdeutlicht die Anordnung der unterschiedlichen Phasen in dem Gefil3.
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Uberstand 1. Phase: Oberste Schicht, enthilt das Blutplasma
(Plasma)
Interphase 2. Phase: Interphase = Lymphozyten
Ficoll 3. Phase: Ficoll-Trennmedium
4. Phase: Erythrozyten und Granulozyten
Erythro-
W

Abbildung 2: Grafische Darstellung der unterschiedlichen Schichten nach Ficoll-Aufreinigung.

Nun wird das Pellet mit den Lymphozyten von den noch tbrig gebliebenen Erythrozyten mittels
Erythrozyten-Lyse-Puffer "gereinigt" (Einwirkzeit: 8 Minuten). Es erfolgen drei weitere Wasch-
vorginge, zweimal mit cRPMI 1640-Medium und einmal mit MACS-Puffer (jeweils 15 Minuten bei
1200 UPM, 4°C).

2.2.2  Magnet-aktivierte Zellsortierung (MACS)

An die Reinigung der Lymphozyten aus Vollblut schlie3t der eigentliche Teil der Zellisolierung an, die
Magnet-aktivierte Zellsortierung (magnetic activated cell sorting, MACS) (mittels VarioMACS™, Firma
Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland).

Mit dieser Methode lassen sich unterschiedlichste Zellpopulationen - in diesem Fall humane CD133-
positive himatopoetische Progenitorzellen - mit hoher Reinheit selektieren.

Das nach Ficoll gewonnene Pellet mit den Lymphozyten wird in 500 pl des MACS-Puffers
resuspendiert. AnschlieBend werden 100 pl eines FcR-blockierenden Reagenzes (humanes IgG)
(Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland) hinzugegeben, um unspezifische Bindungen
zu vermeiden (Einwirkzeit: 2 Minuten). 100 pl der CD133-Microbeads (Miltenyi Biotec GmbH,
Bergisch Gladbach, Deutschland) werden zugefiigt. Es handelt sich hierbei um paramagnetische
Mikromolekile verbunden mit monoklonalen Maus-anti-human-CD133-1-Antikérpern. Mit Hilfe
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dieser Microbeads findet eine selektive Bindung der CD133-positiven Progenitorzellen in einem
Magnetfeld statt. Es folgt eine Inkubationszeit von 45 Minuten im Dunkeln bei 4°C.

Eine vorgekiihlte Sdule (4°C) wird mit 1 ml entgastem MACS-Puffer (ebenfalls 4°C) benetzt und in
direktem Anschluss die Zellsuspension auf die Siule gegeben. Nach dem Durchlauf wird noch einmal
mit 1-2 ml MACS-Puffer nachgesptilt.

Danach wird die Saule aus dem Magnetfeld entfernt sowie ihr Inhalt mit 2 ml MACS-Puffer moglichst
ohne Zeitverlust in ein neues 15-ml-Falcon-Rohrchen ausgepresst. Erneut wird mit Medium aufgefillt
und tiber 15 Minuten bei 1200 UPM und 20°C zentrifugiert. Das Eluat wird verworfen.

Das Zellpellet mit den CD133-positiven Progenitorzellen wird abschlieBend in Medium aufgenommen
und in einer Kulturflasche bis zur Transplantation fiir 12-24 Stunden im Brutschrank bei 37°C

aufbewahrtt.

2.2.3  Trypsinierung der Zellen

Um die Zellen aus der Kulturflasche fiir die Injektion im Rahmen einer Transplantation zuginglich zu
machen, mussen sie zuerst von dem Boden der Kulturflasche, auf dem sie zwischenzeitlich durch
Wechselwirkungen mit der Plastikoberfliche adhirent geworden sind, abgelst werden. Dies geschieht

durch den Vorgang der Trypsinierung:

1. Das Medium wird iiber die unbewachsene Seite abgesaugt.

2. Zuvor steril titrierter PBS-Puffer (37°C) wird zugegeben und die Kulturflasche geschwenkt.
Ziel ist es, die Zellen von Proteinen zu waschen, da diese die Wirkung des Trypsins
verringern.

3. Der PBS-Puffer wird abgesaugt.

4. Es erfolgt die Zugabe des Trypsins (37°C) auf den Zellrasen.

Adhirente Zellen 16sen sich von ihrer Unterlage.
Trypsin datf nicht zu lange wirken, sonst werden die Zellen geschadigt (maximal 5-10 Minuten).
Die Zellablésung wird zwischenzeitlich unter dem Mikroskop beobachtet.

5. Trypsinierte Zellen werden in ein 15-ml-Falcon-Rohrchen tberfithrt und mit PBS auf 15 ml
aufgefullt. AnschlieBend findet eine Zentrifugation bei 1200 UPM tber 5 Minuten bei 4°C statt.
Die Trypsinwirkung wird gestoppt, zytotoxisches EDTA wird gebunden.
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5. Der Uberstand wird abgesaugt, das Zellpellet in PBS aufgenommen und erneut gewaschen wie
in Schritt 5 beschrieben.
Reste von EDTA wiirden Wachstum verlangsamen.

6. Nach Verwerfung des Uberstandes wird das Pellet in einem Eppendorf-Cup mit 150 pl PBS
resuspendiert. Die Zellen sind nun fertig fiir die Transplantation (bis zur Transplantation

Lagerung bei 37°C).

2.2.4  Transplantation

Die durch MACS-Analyse gewonnenen humanen CD133-einfach-positiven, aber auch CD133-/CD34-
doppelt-positiven-Progenitorzellen werden im Rahmen einer Transplantation unter die rechte
Nierenkapsel der SCID-Miuse (insgesamt 13, 2 Transplantationssitzungen) gespritzt. Im Folgenden
wird das Verfahren nidher erldutert. Die renale Schidigung durch Anwendung des
Ischdmie/Reperfusions-Modells ist fotografisch dokumentiert worden.

Die Narkose wird fiir eine 25-g-schwere Maus wie folgt durchgefiihrt: In eine 1-ml-Spritze werden
zuerst 0,2 ml Xylazin 2% (CP-Pharma Handelsgesellschaft mbH, Burgdorf, Deutschland), dann 0,6 ml
Ketamin 10% (Pharmanovo GmbH, Hannover, Deutschland) (entspricht 4 mg Xylazin und 60 mg
Ketamin in 0,8 ml) aufgezogen. Um besser kleine Mengen injizieren zu koénnen, wird diese Mischung
mit 0,9-prozentiger steriler NaCl-Losung 1:4 (v/v) versetzt. Die Spritze wird gut durchmischt und die
Kantle wird vor der ersten Injektion gewechselt. Es werden 0,15-0,2 ml dieser Anisthesie
intraperitoneal injiziert.

Der Vorteil dieser Vollnarkose liegt in der guten Analgesie und Muskelrelaxation mit nur leichter
Atemdepression. Die Maus ist nach circa 10 Minuten fiir einen 30-miniitigen Eingriff bereit und
wacht nach circa 100 Minuten wieder auf.

Die Fellhaare der rechten Flanke werden rasiert. Es erfolgt die Inzision der rechten Flanke mit
anschlieBender Loésung der rechten Niere aus dem Retroperitonealraum unter Zuhilfenahme einer

anatomischen Pinzette nach Trennung von Fett- und Bindegewebskapsel.
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Abbildungen 3-5: Maus nach Rasur der Fellhaare der rechten Flanke (linke Abbildung) sowie Zustand
nach Inzision der Cutis (mittleres Bild) und Darstellung der rechten Niere nach ihrer Lésung aus dem
Retroperitonealraum (rechtes Bild).

Nun wird die rechte Arteria renalis mit Hilfe der Arterienklemme tiber mehrere Minuten (nicht linger als
10 Minuten) vorsichtig ligiert und die Sauerstoffzufuhr somit unterbrochen. Es lsst sich erkennen, dass
die Nierenfarbe von einem anfangs tief rot-braunlichen Ton ein immer heller werdendes, blass-rétliches

Aussehen annimmt.

Abbildungen 6-8: Fotografische Dokumentation der Unterbindung der rechten murinen Arteria
renalis mittels einer Arterienklemme im zeitlichen Verlauf (iiber 5 Minuten). Erkennbar ist ein immer
blasser werdender Farbton der Niere.
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Abbildung 9: Darstellung der Arteria renalis der rechten Miuseniere (Pfeil).

Zum Vergleich tiber das Ausmal3 der Schidigung durch Hypoxie folgen an dieser Stelle Bilder einer
murinen Niere, deren rechte Arteria renalis iiber einen Zeitraum von 25 Minuten abgeklemmt wird. Die
anfangs dunkelbraune Niere ist nach 25 Minuten blass-rosa, vergleichbar mit der Farbe der murinen
Cutis.

AnschlieBend wird diese Maus getotet und die geschidigte Niere umgehend zum Zweck der

Gewebeaufbereitung und Anfertigung von Himatoxylin-Eosin-Gewebeschnitten entnommen.

Abbildungen 10 und 11: Zum Vergleich: Miuseniere vor (linke Abbildung) und nach Unterbrechung
der Sauerstoffzufuhr (rechtes Bild). Die Niere ist 25 Minuten lang nicht mit Sauerstoff versorgt worden.
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Nachfolgend werden die humanen himatopoetischen Progenitorzellen des Phinotyps CD133", gelost
in PBS, mit einer Diabetikerspritze (BD Micro-Fine™ Insulinspritze 0,3 ml, 0,3 x 8 mm) unter die
Nierenkapsel injiziert. Jede Maus erhilt dabei circa 1x10° Zellen (gelost in 50 ul PBS). Voraussetzung ist
dabei das Arbeiten unter einer Sterilbank, um optimale Bedingungen zu garantieren.

Nach der Injektion der Zellen werden das Peritoneum und die Oberhaut jeweils durch

Einzelknopfnihte wieder verschlossen.

Abbildung 12: Wiederverschluss des Peritoneums und der Oberhaut durch Einzelknopfnihte nach
erfolgter Injektion der CD133-positiven Progenitorzellen.

Die Miduse werden bis zu ihrem Erwachen aus der Narkose auf einer Wirmeplatte bei 37°C

kreislaufstabil gehalten.

Bis zu der Entnahme der Nieren (nach circa 7 Wochen) wird eine moglichst lange - dem
Gesundheitszustand der Miuse angemessene - postoperative Verweildauer angestrebt. Daher werden
die transplantierten Miuse tiglich gewogen, um eine frithzeitige Verschlechterung des
Allgemeinzustandes oder auch eine tumordse Verinderung der rechten Niere rechtzeitig bemerken zu
konnen.

Es werden jeweils beide murinen Nieren entnommen, wobei die linken Nieren zum einen als
Kontrollnieren genutzt und zum anderen ebenso auf das Vorhandensein von Stammzellen untersucht

werden.
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Als gesunde Kontrollniere dient eine komplett unbehandelte Maus; als Kontrollniere eines nicht durch
Stammzellen behandelten Hypoxieschadens fungiert ebenfalls eine Maus. Es kommen sowohl
minnliche als auch weibliche Miuse zum Einsatz sowie minnliche und weibliche Stammzellen.

Fir die FISH-Analyse werden minnliche Stammzellen in eine weibliche Empfingermaus transplantiert,
um anschlieBend das humane Y-Chromosom in der XX-Miuseniere nachweisen zu kénnen.

Nach Entnahme werden die Nieren in TissueTec® ecingebettet und in flissigem Stickstoff (-196°C)
schockgefroren. Thre Lagerung erfolgt bei -80°C.

Es werden 5-pm-Kryostatschnitte an einem Gefriermikrotom (Kryostat Jung CM 3000, Leica
Instruments, Nussloch, Deutschland) hergestellt.

AnschlieBend erfolgt eine Fixierung in reinem Aceton (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland) bei 4°C tber 15 Minuten. Nach ihrer Lufttrocknung kénnen die Schnitte bis zu ihrer
weiteren Verarbeitung bei Raumtemperatur aufbewahrt werden.

Zudem werden fur die FISH-Analyse 2-pum-dicke Paraffinschnitte angefertigt.

2.2.5 Genehmigung der Versuche an lebenden Tieren

Auf der Grundlage von § 8 des Tierschutzgesetzes vom 25. Mai 1998 (BGBILIS.1105) erteilte die
Bezirksregierung in Braunschweig die Genehmigung zur Durchfiihrung von Versuchen an lebenden
Tieren unter dem Zeichen 509.42502/01-26.04 am 28.05.2003 fiir die Dauer von drei Jahren. Am
31.05.2006 ist der Antrag auf Genehmigung zur Durchfithrung von Versuchen an lebenden Tieren
unter dem Zeichen 33.42502/01-26.04 bis zum 31.05.2007 vetlingert worden.

2.2.6  Laser-Scanning-Zytometrie

Die Objekttriger-basierte Zytometrie (slide based cytometry, SBC) ist in den letzten Jahren parallel zur
durchflusszytometrischen Bestimmung von Zellen entwickelt worden. Fir die SBC stehen heute
mehrere Gerite zur Verfiigung.

Beziiglich dieser Arbeit wird mit dem Gerit iCys® (Firma Compucyte, Cambridge, USA) gearbeitet.

Bei diesem System besteht der Kern des Instrumentes aus einem inversen Fluoreszenzmikroskop.



Material und Methoden 36

Gemeinsam mit anderen zytometrischen Verfahren ist der SBC die biochemische und physikalische
Grundlage der Markierung relevanter Zellstrukturen (zum Beispiel nukledire DNA, Rezeptoren oder
Mitochondrien) anhand von Fluorochromen. Die Unterschiede finden sich jedoch bei der Detektion
der Fluorochrome. Wihrend die Probe bei der Durchflusszytometrie als Suspension vorliegen muss
- nur so kann sie im Durchfluss die Detektionskammer passieren - liegt das Probenmaterial bei der SBC
in verschiedener Form (beispielsweise als Gefrierschnitt, Zellkultur oder Nadelbiopsie) vor und wird
per XY-Tisch an einem fest justierten Laser vorbeigefahren. In beiden Verfahren erfolgt die Detektion

der Fluoreszenz dabeti tiber einen Photomultiplier.

Das anregende Licht des iCYS-Gerites stammt aus 1-3 Lasern. Dabei kommen ein Argon-Laser mit
488 nm, ein Helium-Neon-Laser mit 633 nm und ein Diodenlaser mit 405 nm zum Einsatz. Das Licht
dieser Laser wird koaxial zu einem Teilerspiegel gefithrt. Dieser spaltet die emittierenden Teile der
Fluoreszenz ab. Zwischen Teilerspiegel und Objekt verlaufen die Wege des anregenden Lichts und der
emittierten Fluoreszenz gemeinsam, jedoch in unterschiedlicher Richtung zueinander.

Der Laserstrahl trifft dann auf einen oszillierenden Spiegel, der den Strahl so auslenkt, dass er auf dem
Objekttriger nicht punktférmig, sondern als Linie in y-Achse abgebildet wird. Daher der Name Laser-
Scanning-Zytometrie. Die von den Zellen emittierte Fluoreszenz strahlt in alle Richtungen ab. Fir die
Detektion kann lediglich der Anteil verwendet werden, der in umgekehrter Richtung durch das
Objektiv und tber den oszillierenden Spiegel zum Teilerspiegel gelangt. Der Teilerspiegel blockt das am
Objekttriger reflektierte Licht der anregenden Laser und ldsst das Spektrum der Fluoreszenz passieren.
Die Fluoreszenz trifft nun auf 1-4 Filterwiirfel. Die Filterwiirfel bestehen aus je einem dichroischen
Spiegel und einem Bandpass-Filter. Jeder dieser Filterwiirfel spiegelt die entsprechende Fluoreszenz in
cinen Photomuliplier (PMT), der ein digitales Ausgangssignal generiert. Es koénnen bis zu vier
Spektralbereiche simultan gemessen werden. Das durch ein Objekt auf dem Objekttriger antegrad
gestreute Licht des Lasers (sogenanntes Vorwirtsstreulicht, forward scatter (FSC)) wird mit einer
Photodiode unter dem Objekttriger gemessen. Uber der Photodiode ist ein kleiner Balken angebracht,
um eine Signalentstehung des ungestreuten Lichtes zu vermeiden.

Die von den PMT's und der FSC-Photodiode generierten Signale werden mit dem Takt des
oszillierenden Spiegel synchronisiert. So konnen sie einer definierten Flicheneinheit auf dem
Objekttriger zugeordnet werden. Das Signal pro Flicheninhalt wird rechnerisch in Pixel dargestellt,
dessen Helligkeit in Graustufen die Hohe des Signals wiedergibt. In y-Achse werden die Pixel

- entsprechend der Position der Laserlinie - als Linie dargestellt. In x-Achse wird dann eine an die
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andere Linie gereiht, bis eine gewisse Fliche des Objekttrigers gemessen ist. Fiir diese Fliche entsteht
eine Pixel-per-Pixel-Map. Die Messung des Objekttrigers verliuft also aus dreifacher Sicht schrittweise:
Die zu messende Fliche des Objekttrigers wird zunichst in Streifen entlang der x-Achse mit definierter
Breite zur y-Achse dividiert, die Streifen werden in einzelne Abschnitte untergliedert und jeder

Abschnitt wird in einzelne Laserlinien gesplittet.

Die Verarbeitung der Pixel-per-Pixel-Maps wird in dieser Arbeit mit dem Programm Cell"F® (Firma

Olympus Optical Co. GmbH, Hamburg, Deutschland) ausgefiihrt.

Im Rahmen dieser Dissertation wird tiber Laser-Scanning-Zytometrie nach humanen Y-Chromosomen

gesucht. Als Material dienen Paraffinschnitte muriner Nieren, die entsprechend vorbereitet werden. Auf

die 2-Um-dicken Paraffinschnitte wird im Anschluss an die Hybridisierung mit einer Y-FISH-Sonde
jeweils ein Tropfen des fluoreszenzstabilisierenden Einbettmediums Vectashield®-DAPI (Vector
Laboratories Inc., Burlingame, USA) aufgebracht. Durch DAPI ist die Visualisierung des Nucleus
sichergestellt.

Das Priparat wird bei der Laser-Scanning-Zytometrie von einem Laserstrahl abgetastet und die Zellen
werden iiber Vorwirtsstreulicht erkannt. Uber jeder Zelle wird die Intensitit gemessen und als Pixel
gespeichert (circa 200 Messungen pro Zelle). Die Intensititswerte werden als maximale Intensitit und
als Integral der Intensitit gelistet. Jedes positive Ereignis wird nochmals relokalisiert und visuell
kontrolliert. Damit werden die Spezifitit der Markierung und die Morphologie der Zelle beurteilbar
(Pachmann et al. 2001). Bei der eigentlichen Messung wird als Triggersignal die Kernfluoreszenz tiber
DAPI verwendet. Mittels des Diodenlasers kann so jeder Zellkern im histologischen Priparat erkannt
werden. Als zweites Signal wird eine griin markierte Y-FISH-Sonde eingesetzt. Bei der Messung werden
in einem Dotplot die griinen Signale (Detektion tiber den Argon-Laser) auf der y-Achse, die
Zellkernsignale auf der x-Achse dargestellt. Doppelt-positive Signale treten im Dotplot jetzt immer
dann auf, wenn auf der Fliche eines Zellkerns auch ein Y-FISH-Signal im Griinkanal detektiert wird.
Auf dem rechten oberen Quadranten wird ein Auswahlfenster aktiviert. Alle Ereignisse, die innerhalb
des Auswahlfensters liegen, werden als Bilder in einer Galerie aufgefiihrt.

Eine prizise statistische Aussage tber die Gesamtzahl der transplantierten Zellen innerhalb einer

xy-Ebene ist somit méglich.



Material und Methoden 38

Laser-Scanning-Zytometrie ermoglicht es ebenso, die Stammzellfraktion nach MACS auf ihre Reinheit
hin zu untersuchen.

Es werden 100 pl der mittels MACS separierten Zellfraktion abgenommen und mit 10 pl eines FITC
(Fluoreszeinisothiocyanat)-konjugierten CD34-Antikérpers (BD Biosciences Pharmingen, San Diego,
USA) sowie 10 ul eines PE (Phycoerythrin)-konjugierten CID133-2-Antikorpers (Miltenyi Biotec
GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland) tiber 30 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wird zweimal mit cRPMI 1640-Medium gewaschen (1200 UPM, 20°C, 15 Minuten). Die
Zellsuspension wird auf einen Objekttriger pipettiert und bei 60°C verdampft. Es erfolgt eine
Fixierung mit 70-prozentigem Methanol, um nachfolgend eine Firbung und zugleich ein Findeckeln
mit Vectashield®-DAPI durchfiihren zu kénnen. Der Objekttriger wird mit einem Deckglas versehen

und die Rander mit Fukitt® verschlossen.
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Abbildung 13: Schematische Darstellung des Prinzips der Laser-Scanning-Zytomettrie.
(Quelle: http:/ /www.uni-leipzig.de/izkf — Core Units — Z10 Losche: Fluoteszenz-Technologien —
Zytometrie — objekttrigergebundene Zytometrie)

2.2.7  Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung (FACS)

Die Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung (fluorescence activated cell sorting, FACS) ermdglicht es,
Zellen anhand ihrer Lichtstreuungseigenschaften und emittierter Fluoreszenzstrahlung zu detektieren.

Hierdurch lassen sich Grofe, Granularitit und die Expression von Oberflichenmolekiilen - in diesem
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Fall CD133 und CD34 als Marker von himatopoetischen Progenitorzellen - bestimmen und grafisch
darstellen. Analysiert werden die Zellen durch den Einsatz Fluoreszenzfarbstoff-markierter
monoklonaler Antikérper. Die Zellsuspension wird in einer Sequenz von Einzelzellen - sozusagen
ginsemarschartig - im rechten Winkel an einem Laser als Lichtquelle mit Geschwindigkeiten zwischen
200 und 2000 Zellen/Sekunde, nach Geritetyp auch bis zu 50000 Zellen/Sekunde, vorbeigefiihrt.
Dieser Laser regt den am jeweiligen Antikérper gekoppelten Farbstoff an. Die Zellen reflektieren das
auftreffende Licht in unterschiedlicher Art und Weise (Streulicht). Das in einem geringen Winkel
(3-10°) reflektierte Licht wird als Vorwirtsstreulicht (forward scatter, FSC) bezeichnet, das um 90°
reflektierte Licht als Seitwirtsstreulicht (side scatter, SSC). FSC korreliert mit der Zellgréfie, SSC mit
Granularitit und Membranfaltung. Die jeweils charakteristische Lichtstreuung der verwendeten
Farbstoffe wird durch einen optischen Interferenzfilter nach Wellenlingen aufgetrennt und durch
Fotodetektoren gemessen. Die den physikalischen und molekularen Eigenschaften einer Zelle
entsprechenden Lichtsignale werden fiir jede einzelne Zelle in einer multiparametrischen Messung in
einen Datenspeicher geschrieben. In einem weiteren Schritt werden die gespeicherten Daten
ausgewertet.

Die FACS-Analyse ermoglicht auBlerdem eine Abschitzung des Expressionsgrades der
Obetflichenmarker einer Zelle, da die Intensitit der Emission der Zahl der hierbei durch direkte
Immunfluoreszenz gekoppelten Antikorper direkt proportional ist.

Anhand einer zweidimensionalen Darstellung kann das Ergebnis optisch erfasst werden:

1 CD133* CD133*
CD133-positiv CD34*
CD34 CD34*
CD133
tote Zellen R
CD34-positiv

Abbildung 14: Schematische Darstellung der FACS-Auswertung. Zu erkennen ist die Verteilung der
aus Nabelschnurvollblut gewonnenen CD133- und CD34-positiven Progenitorzellen auf die vier
Quadranten.
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2.2.8  Fluoreszenzfirbung fiir die Fluoreszenzmikroskopie

Fir die sich anschlieBende fluoreszenzmikroskopische Betrachtung der Schnitte erfolgt nun als
Vorbereitung eine Immunfluoreszenzfirbung der Schnitte durch einen FITC-konjugierten
monoklonalen Antikérper, der sich gegen die humanen Epitope der HLA-Klasse-I A, B, C (Sigma-
Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland) richtet; HLA ist gleich humanes Leukozyten-Antigen. Des
Weiteren werden die Zellkerne mit DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindol-Dihydrochlorid) (Sigma-
Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland) markiert. Bei der Firbung kommen sowohl behandelte als

auch unbehandelte murine Nieren zum Einsatz.

Protokoll der Farbung:

- Der Antikérper wird 1:30 mit PBS verdiinnt und mit Hilfe einer Pipette auf die

Schnitte gegeben; Inkubation fur eine Stunde bei 37°C im Dunkeln. Bei dem gesamten
Firbevorgang ist sorgfiltig darauf zu achten, dass der AntikGrper méglichst wenig Licht
ausgesetzt wird - Aufbewahrung der Schnitte wihrend des Firbevorgangs daher in einer
feuchten dunklen Kammer.
Anmerkung: Um eine optimale Konzentration des Antikérpers zu erreichen, sind zuvor drei
unterschiedliche Verdiinnungsstufen, namlich 1:10, 1:30 und 1:50 getestet worden, wobei sich
eine Verdiinnung von 1:30 bei der spiteren Auswertung unter dem Fluoreszenzmikroskop als
geeignetste  Variante bezlglich des Verhiltnisses von  spezifischer Firbung und
Hintergrundfirbung erweist.

- Anschlieend werden die Schnitte zweimalig mit PBS tiber 10 Minuten gewaschen.

- Nun erfolgt eine Zellkernfirbung mit DAPI. Nachdem DAPI in einer Konzentration von 1:50
auf die Schnitte aufgebracht worden ist, erfolgt eine Inkubation iiber 15 Minuten bei 37°C.

- Kurzes Waschen der Schnitte tiber einige Sekunden in PBS.

- Eindeckeln der Schnitte mit Mowiol® und Abdichten der Seitenrander mit Fukitt®.

Bei jedem Firbevorgang kommen Positivkontrollen humanen Ursprungs (zum Beispiel A498-
Tumorzellen oder Driisengewebe wie Tonsille oder Thymus) zum Einsatz. Das humane Driisengewebe
ist freundlicherweise von dem Zentrum fiir Pathologie der Universititsmedizin Gottingen zur

Verfugung gestellt worden. A498 sind sich sehr schnell vermehrende menschliche Nieren-Tumorzellen.
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Es werden Zytospins (Zytozentrifuge der Firma Shandon, Cheshire, England) angefertigt, wodurch
diese Zellen auf einen Objekttriger gelangen.

Es wird das Fluoreszenzmikroskop IX71 (Firma Olympus Optical Co. GmbH, Hamburg,
Deutschland) eingesetzt.

Grundlage eines Fluoreszenzmikroskops ist die Eigenschaft unterschiedlicher Fluoreszenzfarbstoffe,
durch Bestrahlung mit kurzwelligem oder ultraviolettem Licht angeregt zu werden und lingerwelliges

Licht auszusenden.

Folgende Filter werden bei dieser Arbeit verwendet:

Blaue Fluoreszenzen betreffend (zum Beispiel tber DAPI) wird ein Bandpassfilter eingesetzt. Das

Anregungsmaximum liegt bei 365 nm Wellenlinge, das Emissionsmaximum bei 420 nm.

Rote Fluoreszenzen (beispielsweise tber PE) werden mit einem Langpassfilter angeregt. Das

Anregungsmaximum findet sich bei 546 nm Wellenlinge, das Emissionsmaximum bei 590 nm.

Um griine Fluoreszenzen (zum Beispiel tiber FITC) zu erzielen, wird ein Bandpassfilter (fiir Exzitation
und Emission) verwendet. Das Anregungsmaximum liegt bei 475 nm Wellenlinge, das

Emissionsmaximum bei 530 nm.

Fir die Darstellung der FISH-Fluoreszenzen (hier Spektrum griin) kommt ein spezieller
Schmalbandfilter der Firma Chroma (vertrieben durch AHF Filtertechnik, Tiubingen, Deutschland)
zum Einsatz. Dieser Filtersatz ist hart beschichtet und verfiigt tber eine extrem hohe
Transmissionseffizienz (circa 98%). Das Anregungsmaximum findet sich bei 509 nm, das

Emissionsmaximum bei 538 nm.

Software

Fir eine digitale Bilddarstellung und Analyse wird wie bei der Laser-Scanning-Zytometrie das
Computer-Programm CELL"F® verwendet. Durch Verbindungsschnittstellen fiir Mikroskop und
Kamera koénnen die am Mikroskop betrachteten Bilder direkt am Computerbildschirm sichtbar

gemacht und durch vielfiltige Funktionsmodi weiterverarbeitet werden.
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Absorptions- und Emissionswellenldngen der eingesetzten Fluorochrome:
Fluoreszenzkanal || Farbstoff Absorptionsmaximum || Emissionsmaximum
grun Fluoreszein- 475 nm 530 nm
isothiocyanat (FITC)
Y-Chromosom-Sonde 509 nm 538 nm
CEP (Centromer-
Sondensignal)-Y,
Spektrum griin
rot Phycoerythrin (PE) 546 nm 590 nm
blau 4' 6-Diamidino-2- 365 nm 420 nm
Phenylindol-
Dihydrochlorid (DAPI)
2.2.9  Himatoxylin-Eosin-Farbung von Gewebeschnitten hypoxisch geschidigter muriner

Nieren

Die Himatoxylin-Eosin-Firbung (HE-Firbung) (Firma Merck, Darmstadt, Deutschland) ermdglicht es,
verschiedene Strukturen eines feingeweblichen Schnittes anzufirben. Als eine der am weitesten
verbreiteten Routinefirbemethoden fiir morphologische Untersuchungen basiert sie auf zwei
verschiedenen Einzelfarbungen.

Hiamatoxylin ist ein natiitlicher Farbstoff aus dem Blauholzbaum. Um seine firbende Wirkung auf die
Zellkerne entfalten zu kénnen, muss es zu Himalaun (basischer Himateinlack) aufbereitet werden.
Anschlielend erfolgt die Zytoplasma-Firbung mittels Eosin in einer alkoholischen oder wissrigen
Losung. Bei Eosin handelt es sich um einen synthetischen sauren Farbstoff, der eosinophile Strukturen,
vor allem die Zellplasmaproteine, rot firbt.

Durch weitere Spiilschritte mit Alkohollésungen in aufsteigender Konzentration bis hin zum reinen
Alkohol wird der Gewebeschnitt entwissert und darauthin in einem organischen Loésungsmittel wie
etwa Xylol geklirt.

Nach Eindeckeln des Gewebeschnittes kann dieser lichtmikroskopisch betrachtet werden.
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2.2.10 Gewinnung humaner RNA mittels Laser-Mikrodissektion

Mittels Laserenergie (PALM® MicroBeam, Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Bernried, Deutschland)
werden die durch Fluoreszenzmikroskopie detektierten "Stammzellareale" vom  Objekttriger
ausgeschnitten und in Mineraldl aufgenommen. Aus dem ausgeschnittenen Material wird die fiir eine
PCR benoétigte RNA isoliert.

Der cingesetzte PALM® MicroBeam besteht aus einem Forschungsmikroskop mit eingekoppeltem
Laser, angeschlossenem Computer und Kamera. Die Kamera tbertrigt die Bilder in Echtzeit an den
Computer.

Bei der Laser-Mikrodissektion wird ein kohirent gepulster Laserstrahl (iblicherweise eines
Diodenlasers) von unten tber ein Objektiv eines Mikroskops auf die Probe fokussiert. Durch die hohe
Energie des Lichtes wird das Gewebe im Fokus zerstért. Die gewtinschte Schnittstelle entsteht durch
das Aneinanderreihen vieler Pulse. Der Laser trifft iiber ein sehr kurzes Zeitintervall von etwa 4 nm auf
die Probe. Ein Wirmetransport aullerhalb des Fokusbereiches wird somit reduziert. Mit Hilfe des
gepulsten Lasers kann nach dem Trennen der gewtnschten Areale von der Umgebung durch
"Laserdruck” (hohere Energie) das nun freie Areal per Licht auf einen sich dartber befindenden
Mineraldltropfen (Oberflichenspannung) befordert werden. Die Oberflichenspannung des sterilen
Oltropfens nimmt das gewtinschte Zellmaterial auf und dieses kann anschlieBend fiir weitere

Untersuchungen verwendet werden.

2.2.11 RNA-Isolation mit dem Invisorb® RNA-Kit I der Firma Invitek

Zur RNA-Isolierung wird das Invisorb® RNA-Kit I (Firma Invitek, Berlin, Deutschland) genutzt. Als
Vorbereitung wird die Zentrifuge vorgekithlt und der Heizblock auf 65°C vorgeheizt. Nach kurzer
Zentrifugation in einem Eppendorf-Cup wird der Mineraldltropfen mit dem darin enthaltenen
Zellmaterial in 300 pl des Lysis-Puffers R aufgenommen und iiber 10 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Es werden 15 pl der Carrier-Losung zugeben und alles per Vortexer durchmischt. Es erfolgt
cine Inkubation tber 10 Minuten auf Eis mit anschlieBender Zentrifugation bei 15000 UPM
5 Sekunden lang. Der Uberstand wird verworfen und das Pellet mit 500 pl des Waschpuffers
resuspendiert und erneut bei 15000 UPM iiber 5 Sekunden zentrifugiert. Der Uberstand wird

verworfen und ein weiterer Waschschritt mit dem Waschpuffer durchgefiithrt. Nach der Zentrifugation
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wird der Uberstand vollstindig abgenommen und das Eppendotf-Cup geéffnet zur Trocknung in den
Heizblock gestellt. Nachfolgend wird das Pellet in 50 pl des DEPC-Wassers aufgenommen und
resuspendiert. Das Cup wird ein weiteres Mal, jedoch nun in geschlossenem Zustand
(— Denaturierung), iber 10 Minuten in den Heizblock gestellt und 1 Minute lang bei 15000 UPM
zentrifugiert. Als letzter Schritt erfolgt die Abnahme des Uberstandes und dessen Uberfithrung in ein

neues Cup mit anschlieBender Lagerung bei -80°C bis zur weiteren Nutzung,

2.212 Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) mit dem Qiagen®
OneStep-RT-PCR-Kit

Bei der RT-PCR kommt das Qiagen® OneStep-RT-PCR-Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland)

zum Einsatz.

Ansatz fur eine Probe:

- DEPC-Wasser 2,86 pl
- RT-Puffer 5x 2,0 w
- Q-Solution 2,0 w
- DNTP-Mix 0,4 wl
- Enzym-Mix 0,4 wpl
- RNase-Inhibitor 0,04 pl
- Primer vorwirts 0,2 wl
- Primer riickwirts 0,2 wl
- RNA-Templat 1,9 w

Die oben aufgefiihrten Substanzen werden auf Eis gekiithlt und in der jeweils angegebenen Menge in
ebenfalls vorgekiihlte 0,2-ml-PCR-Gefille pipettiert. AnschlieBend wird das aus den murinen Nieren
mittels des gepulsten Lasers gewonnene RNA-Material hinzugefigt. Es werden jeweils fiinf Gefil3e mit

RNA-Material einer mit CD133-positiven Progenitorzellen behandelten Maus, fiinf Gefil3e mit RNA-
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Material der kontralateralen unbehandelten Niere derselben Maus und finf Gefille mit RNA-Material
der Niere einer unbehandelten gesunden Maus versetzt. Jedes Gefdl3 wird kurz zentrifugiert und in das
PCR-Gerit (Mastercycler, Firma Eppendorf, Hamburg, Deutschland) gestellt. Durch das Enzym
Reverse Transkriptase wird die jeweilige RNA in DNA umgeschrieben. Die komplementire DNA wird

durch die Polymerase-Kettenreaktion vervielfiltigt, und zwar unter Einsatz des folgenden

Temperaturprofils:

50°C 95°C 94°C 58°C 72°C 72°C 4°C

35 Minuten | 15 Minuten |1 Minute 172 Minuten | 1 Minute 10 Minuten |1 Minute
Transkription | Hei3start | Denaturierung | Hybridisierung | Stopp Stopp Ende

Eigentlicher Zyklus
Zyklusdauer: 33 Zyklen

2.2.13 Agarose-Gelelektrophorese

Die mittels PCR amplifizierten DNA-Sticke werden elektrophoretisch in einem 2-prozentigen
Agarose-Gel aufgetrennt und mit Hilfe von Ethidiumbromid sichtbar gemacht.

Es werden als Vorbereitung 2 ¢ der Agarose abgewogen, mit TAE-Puffer auf 100 g aufgeftllt und in
einer Mikrowelle so lange erhitzt, bis die Losung vollig klar ist beziehungsweise sich die Agarose
vollstindig gelést hat. Zwischenzeitlich wird ein Kamm fiir die Geltaschen in die Gelkammer eines
Elektrophoresegerites (Firma Life Technologies, Gaithersburg, USA) eingesetzt.

Nachdem sich die Lésung auf etwa 40°C abgekthlt hat, wird sie in die Gelkammer gegossen und ihre
vollstindige Polymerisierung abgewartet.

AnschlieBend wird das Gel gleichmiBig mit TAE-Puffer bedeckt und der Kamm fur die Geltaschen
entfernt.

Die unterschiedlichen Proben werden nun mit einem Probenbeladungs-Puffer versetzt. Jeweils 5 pl des
PCR-Produktes werden in 2,5 pl des Puffers aufgenommen und in die jeweilige Geltasche pipettiert.
Als Lingenstandard werden 25 pl einer DNA-Leiter, ebenfalls versetzt mit 2,5 ul des
Probenbeladungs-Puffers, verwendet. Die gelelektrophoretische Auftrennung erfolgt bei 100 Volt iiber

circa eine Stunde. AbschlieBend wird das Gel in einer Ethidiumbromidldsung tiber einen Zeitraum von
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etwa 10 Minuten gefirbt und die Banden in einem UV-Transilluminator sichtbar gemacht sowie
fotografisch festgehalten.

Anhand der Leiter kann die jeweilige Linge der DNA-Fragmente bestimmt werden. Kleinere
Fragmente wandern dabei schneller durch das Gel, da die Poren des Agarose-Gels diesen weniger

Widerstand entgegenbringen.

2.2.14 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

Als weitere Nachweismethode humaner CD133-positiver Progenitorzellen dient die Fluoreszenz-in-
situ-Hybridisierung. Aus dem Nabelschnurblut eines mdnnlichen Spenders isolierte Progenitorzellen
werden in weibliche Mausenieren transplantiert. Die Mduse sind zu diesem Zeitpunkt 14 Wochen alt. Die
in Paraffin eingebetteten Nierengewebeschnitte weiblicher Mausenieren werden mit einer humanen
Y-FISH-Sonde (Firma Vysis Inc., Downers Grove/Illinois, USA) hybridisiert und anschlieBend
fluoreszenzmikroskopisch unter Detektion des humanen Y-Chromosoms als Nachweis humaner
Zellen ausgewertet. Dabei richtet sich die Sonde sowohl gegen das Centromer als auch gegen beide
Arme des Y-Chromosoms. Hierdurch steigt die Signalintensitit.

Die Technik der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung erstreckt sich tiber einen Zeitraum von zwei

Tagen. Vorbereitend werden die Paraffinschnitte iiber Nacht bei 37°C getrocknet.

Protokoll der Farbune:

- Paraffinschnitte (2 pum) auf Super-Frost-Plus-Objekttrigern.

- Schnitte tiber Nacht bei 37°C trocknen lassen.

1.Tag:

- Nierengewebeschnitte 2 Stunden bei 60°C inkubieren.

- 2x 15 Minuten in Roti-Histol entparaffinieren.

- Fir jeweils 172 Minuten absteigende Alkoholreihe mit 100%, 85% und 70%.
- Kurzes Abspiilen in Wasser.

- Fur 2 Stunden in PBS bei 4°C waschen.
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- 10 Minuten in 1-molarer NaSCN-L6sung bei 80°C denaturieren (DNA-assoziierte Proteine,
zum Beispiel Histone, die quervernetzt sein kénnen, werden denaturiert).

- 3 x 5 Minuten mit H,O bei Raumtemperatur auf dem Schiittler waschen.

- 5 Minuten bei 37°C in H,O waschen.

- 30 Minuten in frisch angesetzter Pepsin-Losung bei 37°C inkubieren (Proteinverdau).

- 3 x5 Minuten mit 1x PBS bei Raumtemperatur auf dem Schiittler waschen.

- 3x 10 Minuten in MeOH/Eisessig 3:1 inkubieren.

- 5 Minuten 70%-EtOH auf Eis.

- 5 Minuten 80%-EtOH auf Eis.

- 5 Minuten 100%-EtOH bei Raumtemperatur.

- Schnitte lufttrocknen lassen.

- Schnitte bei 75°C Giber 5 Minuten denaturieren.

- 7 Minuten bei 56°C Proteinverdau mit Proteinase-K-Losung.

- 5 Minuten 70%-EtOH auf Eis.

- 5 Minuten 80%-EtOH auf Eis.

- 5 Minuten 100%-EtOH bei Raumtemperatur.

- Schnitte lufttrocknen lassen.

- Denaturierung der Schnitte fiir 5 Minuten bei 75°C.

- 10 pl der Sondenl6ésung (enthilt Sonde gegen das humane Y-Chromosom, Spektrum griin) auf
die denaturierten Schnitte im Dunkeln pipettieren.

- Objekttriger eindeckeln.

- Uber Nacht in einer feuchten Kammer unter Lichtabschluss bei 37°C hybridisieren.

- 5 Minuten bei 72°C in 2x SSC inkubieren.

- Deckglaser entfernen.

- 4 x5 Minuten bei 45°C in 50%-Formamid/2x SSC-Losung inkubieren.

- 3x 5 Minuten in 0,1x SSC bei 60°C spiilen.

-1 ml des Einbettmediums (mounting medium) in das braune R6hrchen mit dem Reagenz gegen

das Ausbleichen der Fluorochrome (antifade reagent) pipettieren und resuspendieren; daraus
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20 wl entnehmen und mit 15 ul Vectashield®-DAPI pro Objekttriger mischen; anschlieBend
auf die Schnitte geben.

- Objekttriger eindeckeln und mit Eukitt® die Rinder verschlieBen.

- Abweichend: Nach Spiilen in SSC, DBA-Lectin-Rhodamin-Farbstoff in einer Verdiinnung von
1:70 auf die Schnitte geben und 20 Minuten lang in dunkler Kammer bei Raumtemperatur
inkubieren lassen.

- Schnitte kurz in PBS waschen.

- DAPI in einer Verdiinnung von 1:50 auf die Schnitte geben und tiber 15 Minuten in dunkler
Kammer bei 37°C inkubieren lassen.

- Schnitte kurz in PBS waschen.

- Eindeckeln mit Mowiol® und verschlieBen der Seitenrander mit Fukitt®.

Dolichos-Biflorus-Agglutinin (DBA)-Lectin-Rhodamin-Fiarbung:

DBA-Lectin-Rhodamin (Vector Laboratories Inc., Butlingame/Kalifornien, USA) witd als zusitzliche
Firbung gewihlt, da hierdurch zwischen distalen Tubuli (werden gefirbt) und proximalen Tubuli

(werden nicht gefirbt) differenziert werden kann.



Ergebnisse 49

3 Ergebnisse

31 Durchflusszytometrische Analyse der Reinheit per MACS selektierter
CD133"-Progenitorzellen

Die aus dem Nabelschnurvollblut durch MACS gewonnenen CD133-positiven hdmatopoetischen
Progenitorzellen werden anschlieSend auf ihre Reinheit hin untersucht. Reinheit bedeutet hierbei, in
welchem Grad in der Probe nach MACS auch tatsichlich nur CD133-cinfach- beziechungsweise
CD133- und CD34-doppelt-positive Progenitorzellen enthalten sind. Auch das Eluat wird als
Kontrollprobe analysiert, da dieses keine CID133-positiven Zellen mehr enthalten sollte.

Die Durchflusszytometrie basiert in diesem Fall auf Fluoreszenzfirbung, denn es werden Antikorper
eingesetzt, die an Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt sind und dadurch in der Durchflusszytometrie
sichtbar gemacht werden koénnen. Fir die durchflusszytometrischen Analysen am FACS-Calibur
(Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) sind die Zellen mit einem PE-konjugierten anti-human-
CD133-2-Antikérper  sowie mit einem FITC-konjugierten anti-human-CD34-Antikérper nach
Herstellerprotokoll markiert worden. Da das Epitop CD133-1 bereits bei der MACS durch magnetisch
aktivierte Partikel besetzt worden ist, erfolgt die fluoreszenzbasierte Markierung an einem zweiten
Epitop, und zwar CD133-2. Die Zellkerne sind mit DAPI gefirbt worden.

Die Durchflussgeschwindigkeit der Zellen durch die Sdule im Magnetfeld wird durch drei Faktoren
reduziert. Erstens werden die 1.S"/MS"- Siulen vorgekiihlt, zweitens wird das Lumen der MACS-Siule
durch die Befestigung einer 20G-Nadel (Sterican®, 0,9 x 50 mm) an den Luer-Adapter verringert und
drittens werden zwei Sdulenldufe durchgeftihrt. Durch diese technischen Feinheiten kann eine Reinheit

CD133-positiver Progenitorzellen zwischen 99,2% und 99,7% ermittelt werden.
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Abbildungen 15 und 16: Darstellung der in dieser Arbeit eingesetzten Zellmembranfirbung mittels
Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelter Antikorper (40x VergroBerung linkes Bild, vergroBerter Bild-
ausschnitt rechts): Durch Verwendung der Fluoreszenz-markierten Antikérper emittieren die CD133"-
Zellen nach Exzitation rot, die CD34"-Zellen griin. Der Zellkern ist mit DAPI gefirbt worden und
leuchtet fluoreszenzmikroskopisch blau. Der Pfeil matkiert eine CD133-/CD34-doppelt-positive Zelle,
die durch die Uberlagerung der rétlichen und griinlichen Emissionen gelb erscheint.

Die am FACS-Calibur gewonnenen Daten der CD133-positiven Zellfraktion nach MACS sowie des
Eluates werden nachfolgend grafisch dargestellt. Unter Windows-basierten Computern wird zur
Auswertung der mittels Durchflusszytometrie durchgefithrten Bestimmungen das Programm WinMDI
(Freeware, Universitit La Jolla/Kalifornien, USA) in der Version 2.9 eingesetzt. Erfolgt die Auswertung

auf einem Macintosh-Computer, so wird die Software FlowJo Version 8.71 verwendet.

Die statistische Darstellung als Punktwolken-Diagramm wird mit Hilfe der Auswerte-Software
WinMDI 2.9 (Freeware, im Internet tiber die Internetseite der FACS-Abteilung am Scripps Research
Insitute in La Jolla/Kalifornien, USA erhiltlich) erstellt.

Es kann eine Reinheit CD133-positiver Progenitorzellen von 99,7% gezeigt werden, worunter 71,2%
CD133-cinfach- und 28,5% CD133-/CD34-doppelt-positiv sind. Das FEluat enthilt tberwiegend
(98,9%) CD34-einfach-positive Progenitorzellen.
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Abbildungen 17 und 18: Dot-Plot-Darstellung (Punktwolken-Darstellung) der durch FACS
gemessenen Reinheit per MACS selektierter CD133-positiver Zellpopulationen: Es wird - wie in der
linken Abbildung erkennbar - insgesamt eine Reinheit CD133-positiver Zellen von 99,7 % erzielt (nach
doppeltem Siulenlauf unter optimierten Bedingungen). Darunter befinden sich 71,2% CD133"CD34 -
und 28,5% CD133"CD34"Zellen. 0,2% der Zellen sind tote oder ungefirbte Zellen; 0,1% der Zellen
sind CD133CD34". Im Eluat (rechte Grafik) sind 98,9% CD133CD34", die iibrigen 1,1% sind
CD133"CD34", erklirbar durch eine Sittigbarkeit der Siulen durch ein zu hohes Zellangebot.

Von einer weiteren Nabelschnurblutprobe, die per MACS tber den Zelloberflichenmarker CD133-1
isoliert worden ist, wird eine Probe fiir die Durchflusszytometrie abgenommen und eine weitere Probe
derselben Blutprobe wird direkt aus dem vollen Nabelschnurblut nach Dichtegradientenzentrifugation
und Erythrozytenlyse als Kontrolle verwendet. Die am FACS-Calibur gewonnenen Daten werden mit
der FlowJo Software (Version 8.7.1 fiir MAC OS-X) ausgewertet und als Contour-Plot ausgegeben.
99,2% der Zellen sind positiv fiir den Marker CD133. Darunter befinden sich 77,7% CD133-/CD34-
doppelt-positive und 21,5% CID133-einfach-positive Progenitorzellen.
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Abbildungen 19 und 20: Contour-Plot-Darstellung der Reinheit CD133-positiver Progenitorzellen
nach MACS.

Linke Abbildung: 77,7% der mittels MACS separierten Zellen sind CD133°CD34", 21.5% sind
CD133'CD34". Damit ergibt sich eine Reinheit der CD133-positiven Population von 99,2% (nach
doppeltem Siulenlauf unter optimierten Bedingungen). Die Kontamination durch einzelne CD34-
positive Zellen betrigt 0,65%. 0,086% sind tote oder nicht gefirbte Zellen.

Rechte Abbildung: Vor der Anreicherung mittels MACS-Verfahren befinden sich im Nabelschnurblut
2,46% CD34°CD133 Zellen, 1,62% der Zellen sind CD34°CD133" und nur 0,14% sind
CD133°CD34.

3.2 Auswertung der Reinheit von CD133"-Progenitorzellen durch Laset-

Scanning-Zytometrie als additives Verfahren zur Durchflusszytometrie

Die Analyse der mittels Laser-Scanning-Zytometer ethobenen Daten erfolgt mit dem zur Ausstattung
gehorenden Programm iCYS und iBrowser (Firma Compucyte, Westwood/Massachusetts, USA).

Die Laser-Scanning-Zytometrie wird als noch relativ junge Methode alternativ zur FACS eingesetzt,
um die Reinheit CD133-positiver Progenitorzellen nach MACS zu ermitteln. Es kann eine Reinheit
CD133-positiver Progenitorzellen von 99% nachgewiesen werden. 92% dieser Zellen sind CD133-
einfach-positiv und 7% CD133-/CD34-doppelt-positiv.
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Abbildung 21: Dot-Plot-Darstellung (Punktwolken-Darstellung) der mittels Laser-Scanning-
Zytometrie ausgewerteten Reinheit der Zellfraktion nach MACS: Es kann eine Reinheit von insgesamt
99% humaner CD133-positiver Progenitorzellen erzielt werden. Darunter befinden sich 92%
CD133°CD34 - und 7% CD34"CD133"-Zellen. Das restliche 1% verteilt sich auf die vier Quadranten,

da durch das Laser-Scanning-Zytometer nur ganzge Prozente erfasst werden und keine Kommastellen.

3.3 Differenzierung von Stammzellen in Kultur bei 37°C

Es werden lichtmikroskopische Aufnahmen bei 37°C  kultivierter CD133-positiver himatopoetischer
Stammzellen angefertigt. Zu erkennen ist, dass die Stammzellen nach 5-tigiger Inkubation Filo- und
Lobopodien entwickelt haben, mit deren Hilfe sie sich fortbewegen oder an den Plastikboden der

Kulturflasche anhaften konnen. Ebenfalls sind sich teilende Stammzellen unter den Zellen sichtbar.
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Abbildungen 22 und 23: Humane Stammzellen nach 1-tigiger Inkubation bei 37°C. Zu erkennen ist
bei einigen Zellen die Entwicklung erster Zellausliufer (Pfeil zeigt beispielhaft auf eine Zelle) (40x

VergroBerung).

)

Abbildung 24: Lichtmikroskopische Aufnahmen sich teilender Stammzellen nach 1-tigiger Inkubation
(Markierung durch Pfeile) (vergroBerter Bildausschnitt).
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Abbildungen 25 und 26: Einzelne lichtmikroskopische Aufnahmen von Stammzellen nach 5-tigiger
Inkubation. Die Zellen haben nun Filopodien (roter Pfeil) und Lobopodien (schwarzer Pfeil) entwickelt

(vergroBerte Bildausschnitte).
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34 Ausmaf} der murinen Nierenschidigung nach Ischimie/Reperfusion

Zur lichtmikroskopischen Darstellung einer umfangreicheren Schidigung des murinen Nierengewebes
mittels des Ischimie/Reperfusions-Modells ist in einer weiteren Transplantationssitzung die rechte
Arteria renalis einer SCID-Maus tiber 25 Minuten abgeklemmt und nach 30 Minuten entnommen
worden. Die linke Niere wird als Kontrollniere ebenfalls aufbewahrt. Es sind Paraffinschnitte (2 pm)
dieser beiden Nieren angefertigt und eine Firbung mit Himatoxylin-Eosin (HE) vorgenommen
worden. Die hypoxisch geschidigte murine Niere zeigt im Gegensatz zur gesunden Mduseniere ein
aufgelockertes Nierenparenchym, die Tubuli sind dilatiert und haben teilweise ithren Zell-Zell-Kontakt

untereinander verloren. Die Nierenglomeruli sind unscharf von dem Tubulusgewebe abgrenzbar.

Abbildungen 27 und 28: Lichtmikroskopische Aufnahme der Nierentubuli (linkes Bild) und der
Nierenglomeruli (rechtes Bild) der als Kontrolle dienenden linken Mauseniere nach HE-Firbung (40x).
Zu erkennen ist eine gut gegliederte Tubulus- und Glomerulusstruktur. Es sind vereinzelt Einblutungen
sowohl im Interstiium als auch in dem Glomerulusgewebe zu erkennen bedingt durch die lange
Ischidmiephase (25 Minuten) der kontralateralen Niere mit konsekutivem Hochdruck der linken Niere
in diese Zeitspanne.
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Abbildungen 29 und 30: Lichtmikroskopische Darstellung der hypoxisch geschidigten rechten
Miuseniere nach HE-Firbung (40x). Die Niere ist Giber einen Zeitraum von 25 Minuten nicht mehr mit
Sauerstoff versorgt worden. Linkes Bild: Erkennbar ist eine Aufhebung des geordneten tubuliren
Zellverbandes, die Dichtigkeit der Zellverbindungen untereinander ist geschadigt worden und die
Tubuli sind dilatiert (schwarzer Pfeil). Die Tubuluszellen sind teilweise 6demat6s geschwollen und
vakuolisiert (blauer Pfeil). Es ist druckbedingt zu Einblutungen in das Nierengewebe gekommen.
Rechtes Bild: Glomerulus- und Tubulusgewebe sind unscharf voneinander abgrenzbar (gelbe Pfeile).
Die Bowmansche Kapsel sowie der Bowmansche Raum sind nicht eindeutig klassifizierbar.

3.5 Fluoreszenzmikroskopische Detektion HLA-positiver Tubulusareale in

murinen Nieten

Von den mit humanen CD133-positiven Progenitorzellen transplantierten murinen Nieren sind nach
Entnahme Kryostatschnitte mit nachfolgender Fixierung in Aceton angefertigt worden. Diese Schnitte
sind einer Fluoreszenzfirbung mit einem gegen die humanen Epitope der HLA-Klasse-I A, B, C
gerichteten Antikorper unterzogen worden.

Fluoreszenzmikroskopisch wird im FITC-Kanal nach griin fluoreszierenden Arealen gesucht, die das
Vorhandensein humaner CID133-positiver himatopoetischer Progenitorzellen im murinen Nieren-
gewebe vermuten lassen. Die Zellkerne sind mittels DAPI gefirbt worden und emittieren nach
Exzitation blau. Um zu zeigen, dass die Fluoreszenzfirbung zum Nachweis der humanen Stammzellen
funktioniert, werden als Positivkontrolle der Farbung humane A498-Tumorzellen eingesetzt.

Es konnen Areale in den murinen Nieren ermittelt werden, die dhnlich griin fluoreszieren wie die

humanen A498-Tumorzellen. Nachfolgend sind Bilder dieser Areale aufgefihrt.
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Abbildung 31: Positivkontrolle der HLLA-Firbung am Bespiel der humanen Nierentumorzellen A498
(40x). Gefirbt sind die humanen Epitope der HLA-Klasse-I A, B, C (grin) und die Zellkerne mit
DAPI (blau).

Abbildung 32: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der Integration humaner CID133-positiver
Progenitorzellen in murine Nierentubuli (Markierung durch Pfeile) (40x). Die Zellkerne sind mit DAPI
gefirbt worden und emittieren blau. Die humanen Zellen sind mittels eines FITC-konjugierten
Antikorpers gegen die humanen Epitope der HLLA-Klasse-1 A, B, C markiert worden und fluoreszieren

grun.
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Abbildung 33: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der Integration humaner CID133-positiver
Progenitorzellen in murine Nierentubuli (40x). Die Zellkerne sind mit DAPI gefirbt worden und
emittieren blau. Die humanen Zellen sind mittels eines FITC-konjugierten Antikérpers gegen die
humanen Epitope der HLA-Klasse-I A, B, C markiert worden und fluoreszieren griin. Der Pfeil ist auf
einen griin fluoreszierenden murinen Tubulus gerichtet.

Abbildungen 34 und 35: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der Integration humaner CD133-
positiver Progenitorzellen in murine Nierentubuli (Markierung durch Pfeile) (40x). Die Zellkerne sind
mit DAPI gefirbt worden und emittieren blau. Die humanen Zellen sind mittels eines FITC-
konjugierten AntikGrpers gegen die humanen Epitope der HLLA-Klasse-I A, B, C markiert worden und
fluoreszieren griin.
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3.6 Auswertung der Agarose-Gelauftrennung

Nach der fluoreszenzmikroskopischen Betrachtung sind die beobachteten Stammzellareale mittels
laserbasierter Mikrodissektion ausgeschnitten worden und aus diesem Material ist die fir eine PCR
erforderliche RNA gewonnen worden.

Durch die PCR ist die RNA in DNA umgeschrieben und vervielfiltigt sowie in einem sich
anschlieBendem Gellauf mit Agarose aufgetrennt worden.

In einem UV-Transilluminator (Vilber Lourmat, Marne, Frankreich) kénnen die Banden durch
Firbung mit einer Ethidiumbromidlésung sichtbar gemacht werden. Durch Auswertung der Banden
kann in der mit CD133-positiven humanen Progenitorzellen transplantierten murinen Niere humanes
Material nachgewiesen werden. Sowohl das humane GAPDH, ein wichtiges Enzym des
Zellstoffwechsels, als auch humane CD133-positive Progenitorzellen kommen als Bande zum
Vorschein. Das humane CD13-Zellepitop als proximaler Tubulusmarker sowie das humane Tamm-
Horsfall-Protein als distaler Tubulusmarker sind in der behandelten linken Niere nicht nachweisbar,
was darauf schlieSen lisst, dass eine Differenzierung der humanen CD133-positiven Progenitorzellen in
Tubuluszellen noch nicht erfolgt ist. Humanes GAPDH ist auch in der kontralateralen Niere der
transplantierten Maus sichtbar. Eventuell hat diese Niere durch die Hochdruckphase wihrend der
Dauer der Ischimiephase ebenfalls eine Schidigung erlitten mit konsekutiver "Einwanderung” einiger

Stammzellen aus der linken Niere tiber das Blutgefal3system.
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Abbildung 36: Ergebnis der Agarose-Gelauftrennung. Es wird eine 100-Basenpaar-Leiter verwendet.
Bei der mit Stammzellen behandelten rechten Miuseniere kénnen im Gegensatz zur linken sowie
Kontroll-Niere CD133-positive Progenitorzellen nachgewiesen werden (Pfeil). Auch humanes
GAPDH - ein wichtiges Enzym des Zellstoffwechsels - kommt bei dieser Niere als Bande zum
Vorschein. Humanes GAPDH ist als Bande auch bei der linken Niete der behandelten Maus
erkennbar, was bedeutet, dass hier ebenfalls humanes Matetial vorhanden sein muss, eventuell erklirbar
durch Homing beziehungsweise tber das Blutsystem in die linke Niere gelangte Stammzellen. Die
murinen Marker (m-GAPDH, m-96) treten erwartungsgemal} bei allen drei Nieren auf. Die humanen
Marker CD13 als proximaler Tubulusmarker und das Tamm-Horsfall-Protein als distaler
Tubulusmarker sind bei keiner Niere sichtbar, was darauf hinweist, dass noch keine Differenzierung der
humanen CD133-positiven Progenitorzellen in Tubulusepithelzellen stattgefunden hat.

Legende der eingesetzten Primer:

Behandelte Maus Behandelte Maus Kontrollmaus
linke Niere: rechte (transplantierte) Niere: unbehandelt, gesund:
1: m-GAPDH 8: m-GAPDH 15: m-GAPDH
2: h-GAPDH 9: h-GAPDH 16: h-GAPDH
3: m-96 10: m-96 17: m-96
(Na-K-Co-Transporter) (Na-K-Co-Transporter) (Na-K-Co-Transporter)
4: h-CD34 11: h-CD34 18: h-CD34
5:h-CD133 12: h-CD133 19: h-CD133
6: h-TH-Protein 13: h-TH-Protein 20: h-TH-Protein
7: h-CD13 14: h-CD13 21: h-CD13

h= human; m= murin; TH= Tamm Horsfall
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3.7 Analyse der FISH-Signale in murinen Nieren durch Fluoreszenz-

mikroskopie und Laser-Scanning-Zytometrie

Minnliche humane Stammzellen werden in weiblichen Mausenieren anhand ihres Y-Chromosoms
fluoreszenzmikroskopisch detektiert. Das Y-Chromosom ist mit einer Sonde im spektralen Griin-
Bereich markiert worden. Auf einigen Paraffinschnitten sind die distalen Tubuli in Abgrenzbarkeit zu
den proximalen Tubuli mit DBA-Lectin-Rhodamin gefirbt worden.

Bei der Auswertung ist das Y-Chromosom tiberwiegend am Zellkernrand lokalisierbar. Nachfolgende

Bilder erbringen den Nachweis humaner Y-Chromosomen als Beleg fiir die Fingliederung humaner

Zellen in murines Nierengewebe.

Abbildung 37: Dieses Bild (100x) zeigt die Immunfluoreszenzaufnahme des humanen Y-Chromosoms
nach FISH. Der Pfeil ist auf das fluoreszierende Signal des Y-Chromosoms gerichtet (Firbung mit
einer Y-FISH-Sonde im griinen Spektralbereich). Die Zellkerne sind mit DAPI gefirbt worden (blaue
Signale). Die distalen Tubuli sind zur Abgrenzung gegeniiber den proximalen Tubuli mit DBA-Lectin-
Rhodamin gefirbt worden. Rechts im Bild ist ein mit DBA-Lectin-Rhodamin gefirbter, rot
fluoreszierender distaler Tubulus zu sehen. Das Y-Chromosom wird in einem proximalen Tubulus
lokalisiert, da dieser Bereich keine Fluoreszenz im Rot-Bereich aufweist.
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Abbildung 38: Dieses Bild (40x) zeigt die Immunfluoreszenzaufnahme des humanen Y-Chromosoms
nach FISH. Der Pfeil ist auf das fluoreszierende Signal des Y-Chromosoms gerichtet (Firbung mit
einer Y-FISH-Sonde im griinen Spektralbereich). Die Zellkerne sind mit DAPI gefirbt worden (blaue
Signale). Die distalen Tubuli sind zur Abgrenzung gegeniiber den proximalen Tubuli mit DBA-Lectin-
Rhodamin gefirbt worden. Links im Bild ist ein mit DBA-Lectin-Rhodamin gefirbter, rot
fluoreszierender distaler Tubulus zu sehen. Das Y-Chromosom wird in einem proximalen Tubulus
lokalisiert, da dieser Teil des Bildes keine Fluoreszenz im Rot-Bereich aufweist.

Abbildung 39: Positives FISH-Signal (Pfeil) des humanen mainnlichen Y-Chromosoms in einer
weiblichen murinen Niere (40x). Die Zellkerne sind mit DAPI gefirbt worden und fluoreszieren blau.
Fir die Markierung des minnlichen Y-Chromosoms wird eine Y-FISH-Sonde im griinen
Spektralbereich eingesetzt.
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Abbildung 40: Positive FISH-Signale (Pfeile) des humanen minnlichen Y-Chromosoms in einer
weiblichen murinen Niere (100x). Die Zellkerne sind mit DAPI gefirbt worden und fluoreszieren blau.
Fir die Markierung des minnlichen Y-Chromosoms wird eine Y-FISH-Sonde im griinen
Spektralbereich eingesetzt.

Abbildung 41: Positives FISH-Signal (Pfeil) des humanen minnlichen Y-Chromosoms in einer
weiblichen murinen Niere (vergroerter Bildausschnitt). Die Zellkerne sind mit DAPI gefirbt worden
und fluoreszieren blau. Fur die Markierung des minnlichen Y-Chromosoms wird eine Y-FISH-Sonde
im griinen Spektralbereich eingesetzt.

3.8 Zusammenfassung der Ergebnisse

Bei allen untersuchten murinen Nieren, die mit Stammzellen behandelt worden sind, kann - nach
Auswertung der Immunfluoreszenz - die Integration von vereinzelten humanen CD133-positiven
Progenitorzellen in die Tubuli nachgewiesen werden (<1%). Eine Integration in Glomeruli oder andere

Nierenregionen wird hingegen nicht beobachtet.
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4 Diskussion

4.1 Forschung mit Stammzellen

Vielversprechende Ergebnisse in den noch jungen Jahren der Stammzellforschung erwecken
zunehmend das Interesse der Offentlichkeit. Erkrankungen, die bisher als unheilbar beziehungsweise
schwer therapierbar gelten, konnten wohlméglich schon in naher Zukunft durch den Einsatz von
Stammzellen positiv in ihrem Verlauf beeinflusst werden. Dieses Ziel vor Augen, werden bereits
nahezu alle Organe des menschlichen Koérpers und deren Erkrankungen in den Fokus der Forschung
miteinbezogen.

Weltweit existierten bereits 2002 Giber 350 Unternehmen mit der Ausrichtung auf Stammzellforschung,
darunter befanden sich damals bereits 80 an der Bérse (D6hmen und Reis 2002).

Im Jahr 1998 ist es James A. Thomson und seinem Team in Wisconsin, USA, erstmals erfolgreich
gelungen, humane embryonale Stammzellen durch spezielle Techniken unter Bewahrung ihres Phano-
und Genotyps in vitro zu vermehren. Gewonnen wurden die Zellen aus der inneren Zellmasse
humaner Blastozysten durch in vitro-Fertilisation (Thomson et al. 1998).

Religitse und ethische Aspekte diirfen bei der Verwendung embryonaler Stammzellen jedoch nicht
vernachlissigt werden. Letztere miissen aus iiberzihligen Embryonen einer kiinstlichen Befruchtung,
abortierten Feten oder auch durch Klonen zur Verfiigung gestellt werden. Dabei wird ein potenziell
lebensfihiger Organismus zerstort. Fir die Herstellung einer einzigen embryonalen Stammezelllinie
missen 30 und mehr Embryonen geopfert werden. In Deutschland ist im Gegensatz zu anderen
Staaten durch die Einfithrung des Embryonenschutzgesetzes im Jahre 1990 die Verwendung von
Embryonen fiir Forschungszwecke verboten worden; es darf lediglich von Vorkernstadien
(Pronukleusstadien) Gebrauch gemacht werden.

Was macht embryonale Stammzellen bei Forschern so beliebt? Hierbei scheint die Tatsache ihrer
Pluripotenz eine wichtige Rolle zu spielen: Embryonale Stammzellen kénnen sich noch zu allen aus den
drei Keimblittern hervorgehenden Gewebearten des menschlichen Korpers differenzieren. Der
Nachweis ihrer Pluripotenz ist durch verschiedene Experimente erfolgt; ein entscheidendes Argument
ist dabei die Entstehung von Teratomen aus embryonalen Stammzellen (Smith 2001; Martin 1981). Es

handelt sich um benigne Keimzelltumoren mit Material aus allen drei Keimblittern.
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Umgekehrt wurden pluripotente Stammzellen erstmals in Teratocarcinomen entdeckt (Donovan und
Gearhart 2001).

Forscher haben lange Zeit (bis circa Ende 2001) angenommen, dass embryonale Stammzellen allein
diese bemerkenswerte Fihigkeit der Pluripotenz besitzen. Ein Forschungsteam um Yuehua Jiang,
Minnesota ~ USA,  verdffentlichte 2002  Ergebnisse  iber die  Arbeit mit adulten
Knochenmarkstammzellen in Tierversuchen. Jiang stellte fest, dass sich auch diese Stammzellart tiber
lange Zeit unbegrenzt vermehren konne, ohne dass sich ihre Telomere verkirzten. Adulte
Knochenmarkstammzellen hitten ebenso das Potenzial, sich zu fast allen Gewebearten des Korpers zu
entwickeln (Jiang et al. 2002a).

Adulte Stammzellen wurden unter anderem in Geweben wie dem Knochenmark (Jiang et al. 2002b;
Gronthos et al. 2003; Spangrude et al. 1988), dem Gehirn (Gage 2000), dem peripheren Nervensystem
(Kruger und Morrison 2002; Kruger et al. 2002), dem Herzen (Beltrami et al. 2003), den Skelettmuskeln
(Jiang et al. 2002b) und der Haut (Toma et al. 2001) nachgewiesen.

Am Besten untersucht unter den adulten Stammezellen sind héidmatopoetische Stammzellen.
Blutstammzellen kénnen durch Aspiration aus dem Knochenmark nach vorangegangener Stimulation
mittels des Granulozyten-Kolonie-stimulierenden Faktors (G-CSF), durch Leukapherese aus dem
peripheren  Venenblut oder unmittelbar nach der Geburt durch Punktion aus dem
Nabelschnurvenenblut gewonnen werden.

Anfang des zwanzigsten Jahrhunderts wurde zum ersten Mal die Hypothese der Existenz von
multipotenten hdmatopoetischen Stammzellen durch _Alexander Maximow und _Artur  Pappenbeim
aufgestellt (Mertelsmann 2000; Sankiewitz 1998).

James E. Till und Emest A. McCulloch lieterten im Jahr 1961 den Beweis der Existenz adulter
himatopoetischer Stammzellen im Mausmodell. Sie transplantierten murines Knochenmark in mit einer
normalerweise letalen Dosis bestrahlte Mause. Es kam zur vollstindigen Rekonstitution des gesamten
Blutsystems (Till und McCulloch 1961).

Die Knochenmarktransplantation hat sich unter ihrem Pionier Edward D. Thomas erfolgreich im
Klinikalltag etabliert (Tégel et al. 2007). Thomas erhielt fir seine Arbeiten im Jahre 1990 den
Nobelpreis fiir Medizin. Er fiihrte die erste erfolgreiche Knochenmarktransplantation an einem
eineiigen Zwillingspaar in Cooperstown, New York, in den spiten funfziger Jahren durch. Ein Zwilling
war an Leukidmie erkrankt.

Forschungsergebnisse zeigen, dass aus adulten Knochenmarkstammzellen auller Zellen des

Blutbildungssystems auch andere Zelltypen hervorgehen (Beltrami et al. 2007; Levicar et al. 2007;
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Abkowitz 2002; Jackson et al. 2001; Krause et al. 2001). Diese Wandlungsfihigkeit der Zellen wird als
"Plastizitit" bezeichnet und legt die Vermutung einer Pluripotenz dieser Zellen nahe.

Arbeiten zeigen den Besitz adulten Knochenmarks an Stammzellen, die unter anderem durch ihre
Expression von Oct-4 und Nanog Ahnlichkeiten mit embryonalen Stammzellen aufweisen (Kucia et al.

2007; Ratajczak et al. 2007). Bei Oct-4 und Nanog handelt es sich um typische embryonale Marker.

Die jiingste Quelle adulter himatologischer Stammzellen ist Nabelschnurblut. Erstmals transplantierte
Eliane Gluckman diese Zellen 1988 in Paris einem Jungen, der an einer Fanconi-Andmie erkrankt war
(Gluckman et al. 1989).

Es sind bisher tiber 5500 allogene Stammzelltransplantationen aus Nabelschnurblut durchgefiihrt
worden (Lubin und Shearer 2007). Durch die Einrichtung 6ffentlicher Nabelschnurblutbanken wird die
Kryokonservierung  von  Nabelschnurblutmaterial ~— ermoglicht.  Der  grole  Vorteil — der
Nabelschnurbluttransplantation ist das geringere Risiko einer Reaktion von Spenderzellen gegen
Empfingergewebe, Graft-versus-Host-Disease (GVHD) (Bornstein et al. 2005), einer der Hauptursachen
fir die hohe transplantationsassoziierte Morbiditit und Mortalitit, insbesondere bei allogenen
Stammzellspendern. Himatopoetische Stammzellen der Nabelschnur sind immunologisch nativ und
noch nicht geprigt.

Arbeiten von Forschern kénnen zeigen, dass Stammezelltransplantationen aus Nabelschnurblut bei
unverwandten Stammzellspendern eine gute Vertriglichkeit aufweisen und durchaus eine Alternative
zur Knochenmarktransplantation darstellen (Rubinstein et al. 1998; Kurtzberg et al. 1996; Wagner et
al. 1996).

Verglichen mit himatopoetischen Stammzellen von Erwachsenen zeichnen sich himatopoetische
Stammzellen der Nabelschnur durch gewisse Vorteile in ihrer Proliferationskapazitit, wie lingere
Telomere und eine héhere Zellzyklusrate, aus (Gluckman et al. 1997).

In Mausmodellen kann unter anderem eine regenerative Beteiligung hdmatopoetischer Stammzellen
aus Nabelschnurblut an Lebererkrankungen (Kakinuma et al. 2007; Di Campli et al. 2004) und
ischimischem Muskelgewebe (Pesce et al. 2003) gezeigt werden. In vitro lassen sich aus
himatopoetischen Progenitorzellen der Nabelschnur Neurone, Astrozyten und Oligodendrozyten

generieren (Buzanska et al. 2000).

Eine innovative Entdeckung machten Géttinger Forscher im Jahr 2007: Sie beschrieben zum ersten

Mal spermatogoniale Stammzellen. In Mausmodellen wird diesen Zellen Pluripotenz zugeschrieben,
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da sie sich in Zelltypen mit Ursprung aus allen drei Keimblittern differenzieren und damit
Ahnlichkeiten mit embryonalen Stammzellen aufweisen (Guan K et al. 2007; Nayernia 2007; Guan K
et al. 20006). Im Jahr 2008 feierten Forscher aus Tiibingen eine Premiere in der Stammzellforschung,
sie konnten spermatogoniale Stammzellen aus humanen» Hodengewebe generieren.

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass spermatogoniale Stammzellen zukinftig hoffnungsvolle
Chancen bei der Therapie verschiedener Organerkrankungen bieten und bei bisher als unfruchtbar
geltenden Minnern einen Kinderwunsch erfilllen koénnten. Aus ethischer Sichtweise ist ihre
Verwendung unbedenklicher als die embryonaler Stammzellen (Guan K et al. 2006). Auch das
weibliche Pendant, die Oozyte, steht derzeit in der Diskussion, ebenfalls pluripotente Zellen

hervorbringen zu kénnen (Telfer und McLaughlin 2007).

4.2 Bisherige Arbeiten iiber die Anwendung himatopoetischer Stammzellen
beziiglich der Nierenregeneration nach Ischimie - eine kritische
Betrachtung

Im Folgenden sollen bereits publizierte Ergebnisse im Kontext der Beteiligung himatopoetischer
Stammzellen an der Nierenregeneration nach Anwendung des Ischimie/Reperfusions-Modells
verglichen werden.

Bisher gibt es keine veroffentlichten Daten tber die Verwendung himatopoetischer Progenitorzellen
- insbesondere CD133-positiver Progenitorzellen - aus humanem Nabelschnurblut im Xeno-

transplantationsmodell Mensch-Maus.

Es gibt Forschungsgruppen, die von kener Beteiligung himatopoetischer Stammzellen an der
Nierenregeneration ausgehen, da sie in ihren Arbeiten diesen Nachweis nicht erbringen konnten, sei
es durch Mingel in der technischen Ausfithrung und Auswertung (zum Beispiel setzten Duffield
(Duffield et al. 2005) und Stokman (Stokman et al. 2005) lediglich nur ein einziges Verfahren, nimlich
die FISH-Methode, zur Ergebnisfindung ein) oder einfach durch ein "falsches Konzept".

Es existieren wiederum Forschungsteams, die durch ihre Arbeiten eine Beteiligung himatopoetischer

Stammzellen an der Nierenregeneration belegen kénnen.
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Die vorliegende Arbeit hat gegentiber anderen den Vorteil, dass sie die Beteiligung humaner CD133-
positiver Progenitorzellen an der Nierenregeneration durch den Einsatz multipler Verfahren zeigt. So
kommen neben den auf Fluoreszenz-basierenden Verfahren wie der Firbung der humanen Epitope
der HLLA-Klasse-1 A, B, C, der FACS und der Methode der FISH, auch die PCR und als neuere
Methode die Laser-Scanning-Zytometrie zum Einsatz. Somit kénnen Fehler in der Ergebnisfindung
und -auswertung deutlich reduziert werden.

Es werden sowohl Untersuchungen auf zellulirer Ebene durch Nachweis humaner Marker auf der
Zellmembran als auch auf subzellulirer Ebene via Erbinformation (DNA) und Protein-

synthesemechanismen maoglich.

Als erstes seien Arbeiten erwihnt, die nicht von einer Beteiligung himatopoetischer Stammzellen an

der Nierenregeneration ausgehen.

Geurt Stokman stellte im Jahr 2005 die Hypothese auf, dass die Erholung hypoxisch geschidigten
Nierengewebes eher unabhingig von der Integration himatopoetischer Stammzellen sei.

Im Mausmodell konnten er und sein Team unter anderem durch die Methode der FISH die
Beobachtung treffen, dass himatopoetische Stammzellen des Knochenmarks minnlicher Miuse, die
das verstirkt griin fluoreszierende Protein (enhanced green fluorescent protein, eGFP) exprimierten,
nicht fir die Regeneration der Nierentubuluszellen weiblicher Miuse verantwortlich sind. Die
weiblichen Miuse waren zuvor mit einer letalen Dosis bestrahlt worden. Vielmehr sei die
Verbesserung der Nierenfunktion durch immunmodulatorische Aspekte bedingt. Die Miuse
erhielten den Stammzellfaktor (stem cell factor, SCF) und den Granulozyten-Kolonie-stimulierenden
Faktor (granulocyte-colony stimulating factor, G-CSF) funf Tage bevor ein beidseitiger hypoxischer
Nierenschaden gesetzt wurde.

Die Zytokine SCF und G-CSF bewirken eine Abnahme der Einwanderung von Granulozyten in das
Nierengewebe, was zu einer Reduktion des posthypoxischen Entziindungsgeschehens in der Niere

fithrt (Stokman et al. 2005).

Im selben Jahr konnte Jeremy S. Duffield ihnliche Ergebnisse im Mausmodell nach Anwendung des
Ischimie/Reperfusions-Modells aufzeigen. Zum Einsatz kamen chimire Miuse, die entweder GFP-
oder  bakterielles  [-gal-exprimierende  mesenchymale  Spender-Knochenmarkstammzellen

(mesenchymal stem cells, MSC) erhielten, oder auch weibliche Miuse, denen Knochenmark-
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stammzellen mannlicher Méuse transplantiert wurden und deren "Spenderstammzellen" somit tber
das Y-Chromosom dargestellt werden konnten (Duffield et al. 2005).

In GFP-chimiren Mdusen exprimierten lediglich einige interstitielle, jedoch keine tubulire Zellen
GFP nach einem hypoxischen Nierenschaden. Bei mehr als 99% der GEFP-positiven interstitiellen
Zellen handelte es sich um Leukozyten.

In weiblichen Miusen mit minnlichen Knochenmarkstammezellen konnten nur 0,06% der
Tubuluszellen gefunden werden, die positiv fir das Y-Chromosom waren. Dieser Befund stellte sich
nach Dekonvolutions-Mikroskopie partiell als Artefakt heraus.

In B-gal-chimiren Midusen schienen einige tubulire Zellen zwar B-gal zu exprimieren, doch nach
Unterdriickung der endogenen B-gal-Synthese (Weiss et al. 1999) waren keine Tubuluszellen mehr
positiv fiir exogen zugefithrtes 3-gal.

Obwohl keine Knochenmarkstammzellen in Tubuluszellen nachgewiesen werden konnten, zeigten
viele Tubuluszellen das proliferierende Zellkern-Antigen (proliferating cell nuclear antigen, PCNA),
welches auf eine hohe Zellproliferationsrate hinweist.

Das Ergebnis der Arbeit Duffields lidsst demnach cher eine Beteiligung tiberlebender niereneigener

Tubuluszellen an der Regeneration einer hypoxisch geschidigten Niere vermuten (Duffield et al. 2005).

Benjamin Dekel arbeitete bereits mit einem Xenotransplantationsmodell Mensch-Maus. Im Jahr 2006
veroffentlichte er seine Ergebnisse: Adulte humane CD34-positive Progenitorzellen, gewonnen aus
dem peripheren Blut nach Stimulation durch G-CSF, wurden nach hypoxischer Nierenschidigung
direkt in das Parenchym der Mausenieren transplantiert.

In einem weiteren Versuch wurden humane CD34-positive Progenitorzellen zusammen mit
embryonalem Nierengewebe von Schweinen unter die murine Nierenkapsel transplantiert. Hierdurch
sollte die Beteiligung CD34-positiver Stammzellen an der Organentwicklung tberpriift werden.
Die Auswertung erfolgte mittels Immunhistochemie mit humanspezifischen Antikérpern und einer
real-time-PCR.

Zwar kam es bel erst genannter Methode zu einer diffusen Verteilung der transplantierten Zellen in
den murinen Nieren, jedoch fithrten die Forscher diese Tatsache auf erhéhte Mengen des Hypoxie-
induzierenden Faktors-1 (Hypoxia-inducible factor-1, HIF-1) und des Stromazellfaktors-1 (stromal
cell-derived factor-1, SDF-1) - bedingt durch Ischimie - zuriick. HIF-1 und SDF-1 bewirken eine
verstirkte Migration von (CD34"-) Progenitorzellen (Ceradini et al. 2004; Kollet et al. 2003). Im

Interstitium wurden CD45-positive himatopoetische Zellen gefunden. Einige weitere Zellen waren
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positiv fir CD31, einem endothelialen Marker, welcher laut Autoren auf eine Beteiligung dieser
Zellen an der Neovaskularisation der Niere hindeute.

Im zweiten Modell wurden CD31- und CD34-positive Zellen lediglich in der Peripherie des
Schweine-Transplantat-Nierengewebes gefunden.

In beiden Versuchsmodellen kamen Dekel und sein Team zu dem Ergebnis, dass humane CD34-
positive Progenitorzellen weder am Nierenwachstum/-entwicklung, noch an der Nierenregeneration

beteiligt seien (Dekel et al. 20006).

Es existieren ebenso Veroffentlichungen mit Ergebnissen, die fiir eine Beteiligung humaner

himatopoetischer Stammzellen an der posthypoxischen Nierenregeneration sprechen.

Fangming Lin beschrieb im Jahr 2003 erste Ergebnisse iiber die Partizipation himatopoetischer
Stammzellen an der Nierenregeneration. Knochenmarkstammzellen wurden von Femura und Tibiae
minnlicher (-Galaktosidase-exprimierender Rosa26-Mduse gewonnen und via FACS aufgereinigt.
Zielgruppe waren Rh'°LinSca-1'ckit’-Zellen. Diese Zellen wurden weiblichen Miusen nach
unilateral zugefiihrtem Ischimie/Reperfusions-Schaden in die Schwanzvene transplantiert. Per
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung konnte das minnliche Y-Chromosom in circa 8% der
Tubuluszellen der weiblichen Miuse detektiert werden. Durch eine PCR wurde das spezifisch
minnliche Sry-Gen lokalisiert. 3-Galaktosidase-positive Zellen konnten in proximalen Tubuluszellen
der Empfingermaiuse gesehen werden. Interessanterweise waren 80% der proximalen Tubuluszellen,
die positiv fir 3-Galactosidase waren, auch positiv fiir Na/Pi-2 oder Fx1A, beides sind proximale
Tubulusmarker. AuBlerdem verloren diese transplantierten Zellen den Leukozytenmarker CID45.2.
Die Arbeit von Lin und ihrem Team zeigt, dass hdmatopoetische Stammzellen in Tubuluszellen
differenzieren und somit fir die Therapie des akuten Nierenversagens von Bedeutung sein kénnen

(Lin et al. 2003).

Auch die Forschungsgruppe um Swata Kale konnte im gleichen Jahr dhnlich positive Ergebnisse
aufzeigen. Rosa26-Miuse, die das bakterielle lacZ-Gen enthielten, dienten als Spender von
Knochenmarkstammzellen. Gewonnen wurden die Knochenmarkstammzellen aus Femura und
Tibiae dieser Mause.

Subletal bestrahlte Empfingermiuse erhielten intravends mittels der FACS-Methode selektierte

LinSca-1*c-kit"™-Knochenmarkstammzellen der Rosa26-Miuse. Diese Stammzellen wurden tiber ihre
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B-Galactosidase-Expression detektiert. Es wurde ein unselektiver Nierenschaden durch das
Ischidmie/Reperfusions-Modell erzeugt. Ungefihr 20% der Tubuli im duBleren Markbereich der
ischimischen Nieren enthielten [-Galaktosidase-positive Zellen. Dieses Ergebnis lisst darauf
schlieBen, dass Knochenmarkstammzellen ein groBer Anteil an der Repopulation ischimischer
Tubuluszellen zukommt und erstere somit Potenzial fir die Heilung des akuten Nierenversagens
tragen. Kale berichtete iber ein weiteres positives Argument fiir die Transplantation von
Stammzellen: Knochenmarkstammzellen reduzieren offensichtlich den Harnstoff-Stickstoffgehalt im

Blut nach renaler Ischimie (Kale et al. 2003).

Martine Broekema deklarierte 2005 in einem Xenotransplantationsmodell Mensch-Ratte, dass der
Umfang der tubuliren Integration von Knochenmarkstammezellen abhingig von dem renalen
Schidigungsgrad, verbunden mit der Zeitspanne des erzeugten Ischimie/Reperfusions-Schadens, sei.
F344-Ratten wurden mit R26-humanen transgenen (plazentare Alkalinphosphatase-exprimierenden)
Knochenmarkstammzellen nach einseitiger hypoxischer Nierenschidigung behandelt. Die
Eingliederung der Knochenmarkstammzellen in das Tubulusepithel der Ratten war dabei umso

grofer, je linger die Ischimiezeit anhielt (Broekema et al. 2005).

4.3 Einordnung dieser Dissertation in den Kontext der kurativen
Anwendung himatopoetischer Stammzellen nach Schidigung der Niere

durch das Ischimie/Reperfusions-Modell

In der vorliegenden Arbeit werden humane himatopoetische Stammezellen nicht aus dem
Knochenmark, sondern aus vollem Nabelschnurblut postpartal gewonnen. Durch die Methode der
Magnet-aktivierten Zellsortierung (MACS) wird die Lymphozytenpopulation auf CD133-positive
Progenitorzellen selektiert. Diese CD133-positiven Zellen werden SCID-Miusen direkt unter die
Nierenkapsel nach ischimischer Schiadigung der Niere durch Abklemmung der Arteria renalis
transplantiert. Durch die Methoden der Immunhistochemie mit anschlieBender Fluoreszenz-
mikroskopie, der PCR und der FISH kann eine Integration der transplantierten Zellen in das murine
Tubulusepithel gezeigt werden. CD133-positive Progenitorzellen sind phylogenetisch betrachtet noch
auf einer primitiven Entwicklungsstufe und scheinen ein hohes Potenzial zu besitzen, geschidigtes

Nierengewebe zu regenerieren. Diese Arbeit kann erstmalig anhand eines Xenotransplantations-
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modells Mensch-Maus den Nachweis der Integration exogener CD133-positiver himatopoetischer

Progenitorzellen in Tubuli hypoxisch geschidigter Nieren erbringen.

4.4 Intrarenale Stammzellen als Quelle endogener Nierenregeneration

Es existieren Ergebnisse einzelner Arbeiten, die eine niereneigene Regenerationskapazitit durch

endogene adulte Stammzellen in der Niere vermuten lassen:

Benedetta Bussolati beschiftigt sich ebenfalls mit Zellen des Phinotyps CD133 im Kontext der
Nierenregeneration, allerdings beschreibt sie mit diesem Antigen adulte humane Progenitorzellen der
Niere.

In ihrer Arbeit von 2005 erfolgte die Isolierung der CD133-positiven Progenitorzellen aus der
menschlichen Niere durch Magnet-aktivierte Zellsortierung. Diese Zellen exprimierten zusitzlich den
embryonalen Nierenmarker PAX-2. Wurden die CD133-positiven Progenitorzellen subcutan in den
linken Flankenbereich von SCID-Miuse implantiert, formten sie tubuldre Strukturen, die renale
epitheliale Marker, wie beispielsweise die Aminopeptidase A oder den NaCl-Cotransporter,
exprimierten. Es kam weiterhin zur Bildung von Blutgefilen, wenn sich die Progenitorzellen in
Endothelzellen differenzierten.

Wurden die CD133-positiven Progenitorzellen SCID-Miusen mit Glycerol-induzierter Tubulo-
nekrose intravends verabreicht, wanderten die Zellen in die geschidigte Niere und integrierten sich in
das Tubulusgewebe. Bussolati und ihre Forschungsgruppe stellten die Vermutung auf, dass es sich
bei den CD133-positiven Progenitorzellen der Niere um multipotente adulte Stammzellen handelt,

die imstande sind, geschidigtes Nierengewebe zu regenerieren (Bussolati et al. 2005).

Auch Juan A. Oliver postulierte 2004 in der Niere ein Reservoir von langsam-proliferierenden
endogenen adulten Stammzellen, und zwar mit Sitz in der Nierenpapille. Nachgewiesen wurden diese
Zellen mittels des Nukleotids 5'-Bromo-2'-Deoxyuridin (BrdU). Nach transienter Ischimie im Maus-
und Ratten-Modell traten die Zellen in den Zellzyklus ein und waren in der Nierenpapille nicht mehr
sichtbar, vermutlich aufgrund ihrer Beteiligung an der renalen Regeneration.

In vitro konnte das Team um Oliver eine Pluripotenz dieser residenten Stammzellen durch Nachweis

der Plastizitit der Zellen zeigen. Beispielsweise konnte auf manchen dieser Zellen unter bestimmten
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Kulturbedingungen die Expression neuronaler Marker wie Nestin und Klasse-11I-3-Tubulin gezeigt

werden (Oliver et al. 2004).

Die Forschungsgruppe um Akito Maeshima wies ebenfalls im Rattenmodell in der Niere langsam-
proliferierende Tubuluszellen, sogenannte /label-retainig tubular cells (LRTC) durch Firbung mit BrdU
nach. Nach ischimischer Schidigung traten diese Zellen in den Zellzyklus ein, und die meisten unter
thnen waren positiv fir PCNA. Im Gegensatz dazu konnten nur einige wenige tubulire Zellen
beobachtet werden, die positiv fiir dieses Antigen, jedoch negativ fiir BrdU waren. Dementsprechend
scheinen proliferierende Zellen wihrend tubulirer Regeneration tiberwiegend von den LRTC-Zellen
zu stammen. Zudem konnte auf Abkémmlingen dieser Zellen der mesenchymale Marker Vimentin in
der frithen Phase der Regeneration und in der spiten Phase E-Cadherin gezeigt werden. E-Cadherin
ist ein zellularer Adhisionsmarker, der fir den Zell-Zell-Kontakt und damit fir die Gewebestabilitit
wichtig ist (Konig et al. 2006, Blaschke et al. 2002).

Diese Ergebnisse legen die Vermutung einer Beteiligung der LRTC-Zellen an der Regeneration
geschidigter Tubuluszellen als Progenitor-abnliche Tubuluszellen nahe.

Auch in vitro konnte das Forschungsteam feststellen, dass LRTC-Zellen tubulire Strukturen

annehmen (Maeshima et al. 2003).

Die schon erwihnte Arbeit von Jeremzy S. Duffield sowie eine weitere Publikation von Fangming Lin aus
dem Jahre 2006 lassen im Mausmodell auf eine Hauptbeteiligung znfrarenal lokalisierter Zellen an der

Nierenrekonvaleszenz schlieBen (Duffield et al. 2005; Lin 2000).

Die vorliegende Dissertation zeigt durch eine Immunfluoreszenzfirbung mittels eines Antikorpers
gegen die humanen Epitope der HLA-Klasse-I A, B, C eine Eingliederung der humanen CD133-
positiven Progenitorzellen - gewonnen aus Nabelschnurvollblut - in das murine Tubulusepithel.
Durch eine FISH-Analyse wird das humane minnliche Y-Chromosom in weiblichen Miusenieren
detektiert. Die Ergebnisse dieser beiden Verfahren weisen auf eine Partizipation von Zellen
extarenalen Ursprungs an der Nierenregeneration hin, denn sowohl durch die Verwendung eines
humanspezifischen Antikérpers als auch durch Lokalisation des spezifisch minnlichen
Y-Chromosoms in weiblichen Empfingertieren kann sichergestellt werden, dass es sich bei den
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der Tubuluszellen nicht um Zellen muriner Abstammung

handelt.
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4.5  Ischimie/Reperfusions-Modell versus andere Schidigungsverfahren der

Niere

4.5.1 Ischimie/Reperfusions-Modell

Das zu Grunde liegende renale Schidigungsmuster basiert in dieser Dissertation auf dem
Ischimie/Reperfusions-Modell: Es wird ein unilateraler Nierenschaden in SCID-Midusen erzeugt,
und zwar durch Unterbindung des Blutflusses der rechten Arteria renalis mittels einer
Arterienklemme tiber mehrere Minuten.

Durch das Ischimie/Reperfusions-Verfahren witd ein unselektiver renaler Schaden hervorgerufen; die

Niere in ihrer Gesamtheit ist von dieser Schidigung betroffen.

Abhingig von der Ischimiedauer kommt es 2zu unterschiedlich stark ausgeprigten
Funktionseinbuflen aufgrund eines kontinuierlichen ATP-Abfalles in den renalen Parenchymzellen
mit konsekutiver apoptotischer oder auch nekrotischer Schidigung. Lactat hauft sich aufgrund eines
wihrend der Ischimiephase, bedingt durch den ATP-Mangel, anaerob ablaufenden Stoffwechsels, in
den Zellen als Abfallprodukt an; eine renale Azidose ist die Folge.

Eine Forschungsgruppe um Crazig Brooks geht von einem positiven Effekt des pH-Wert-Abfalls
wihrend Ischimie beztglich apoptotischer Vorginge durch Hemmung der Caspase 9 - eines Enzyms
in Apoptosomen - aus (Brooks et al. 2005).

Tubuluszellen reagieren aufgrund ihres Stoffwechsels sehr sensibel auf ischimische Reize, allerdings
verfugt die Niere wegen ihrer guten Erholungskapazitit auch tber eine bemerkenswerte Toleranz
gegentiber Ischimie (Thorn 1971).

Es kann durch Untersuchungen an Mensch und Tier gezeigt werden, dass Ischimiezeiten von mehr
als 30 Minuten zu nekrotischen Arealen im Tubulussystem, insbesondere in den proximalen Tubuli
contorti, fithren. Ischimiezeiten von 120-180 Minuten rufen eine Totalnekrose des Tubulusgewebes
bei Intaktheit von Glomeruli und Sammelrohren hervor (Pfeiffer 2005).

Eine Erholung des Tubulusapparates ist bei reversibler Schiadigung innerhalb weniger Wochen
méglich. Der Umfang der tubuldren Schiadigung ist proportional zur Ischimiedauer.

Allerdings ist die Vulnerabilitit der Tubuluszellen nicht einheitlich: Unversehrte, reversibel und

irreversibel geschidigte Zellen kommen nebeneinander vor (Bayne et al. 1994).
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Es gibt verschiedene Mdéglichkeiten des Schweregrades, um einen ischimischen Schaden der Niere
hervorzurufen. Milde bis miBige Hypoxie bei partieller Ischimie ist durch Abklemmung der
suprarenalen Aorta mdglich. Hierbei ist eine Blutversorgung des Nierenparenchyms noch durch
Kollateralkreisliufe tiber Kapsel-, Nebennieren- und uretrale Arterien sowie eine Restperfusion der
Arteria renalis Uber eine retrograd durchstrémte Aorta moglich (Pfeiffer 2005).

Eine partielle, schwere Ischimie der Niere mit subtotaler Hypoxie kann durch eine supra- und
infrarenale Abklemmung und/oder Abklemmung der Nierenarterien bewirkt werden. In diesem Fall
ist eine renale Blutversorgung nur noch tber Kollateralfliisse gegeben (Pfeiffer 2005).

Eine vollkommene Ischimie bei totaler Hypoxie ist durch Abklemmung der Arteria renalis, der aus

ihr entspringenden Nebennierenarterie(n) und eine vollstindige Dissektion der Niere aus ihrer

Fettgewebskapsel moglich (Pfeiffer 2005).

Fir die Untersuchungen in der vorliegenden Dissertation ist die Variante der vollstindigen Ischimie
bevorzugt worden, da es sich hierbei um eine weitgehend standardisierte Methode handelt, bei der
keine Spezies-abhingigen oder individuell bedingten Variabilititen der renalen "Alternativ-
Versorgungskapazititen" durch Kollateralfliisse und/oder Restperfusion bestehen.

Der Blutfluss der Niere unterliegt unter physiologischen Bedingungen einer Autoregulation bei einem
mittleren Blutdruck zwischen 80 und 180 mmHg.

Durch autoradiografische Messungen kann gezeigt werden, dass mehr als 90% des renalen
Blutflusses der Nutrition der Nierenrinde dienen; der vom Cortex ausgehende medullire Blutfluss ist
deutlich geringer (Pfeiffer 2005). Die restlichen 10% dienen der Blutversorgung von Nieren- und
Fettgewebskapsel.

Abhingig von der Ischimiezeit kommt es zu einer unterschiedlich stark ausgeprigten Hyperimie des
Nierengewebes in der Reperfusionsphase.

Nach normothermer Ischimiezeit unter 2 Minuten tritt keine Anderung des renalen Blutflusses auf.
Durch Ischimiezeiten von 3-5 Minuten wird eine reaktive Hyperdmie hervorgerufen, die nach
10-15 Minuten wieder aufgehoben werden kann (Pfeiffer 2005).

Ischimiezeiten von 5-60 Minuten fithren ebenfalls zu einer reaktiven Hyperdmie, der Blutfluss sinkt
allerdings anfinglich unter den urspriinglichen Wert, ehe er sich dann nach Stunden erholt (Pfeiffer

2005).
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Nach lingeren Ischimiezeiten kann der Ausgangswert der renalen Durchblutung nach einer lingeren

Erholungsphase gleichermallen wieder erlangt werden; es kann jedoch auch zu einer dauerhaften

Reduktion des renalen Blutflusses kommen (Pfeiffer 2005).

Die Ischimiezeit der in dieser Arbeit angewandten Methode betrigt mehrere Minuten. Daher kann
davon ausgegangen werden, dass das Phinomen der renalen Hyperdmie in der Reperfusionsphase aus

diesem Grund eher als gering einzustufen ist.

4.5.2 Weitere renale Schidigungsmodelle - Beispiele der medikamentds-toxischen

Varianten

Andere Modelle ermdglichen es, einen seletiven Nierenschaden zu erzeugen. Fir Medikamente wie
das Antimykotikum Amphotericin B oder Aminoglykoside ist eine direkte toxische Wirkung auf
Tubuluszellen bekannt.

Bei Amphotericin B kommt es zur direkten tubuliren Schiadigung aufgrund einer hohen
Wirkstoffkonzentration im glomeruliren Filtrat (Gerkens 1983). Das Ausmal} der Nierenschidigung
ist abhingig von der eingesetzten Dosis (Rieger et al. 2007; Oto et al. 2007).

Amphotericin B ist eine selektive Toxizitit bei der Behandlung von Pilzerkrankungen zuzuschreiben.
Grund dafur ist eine geringere Bindung an Cholesterol in Sdugetierzellen als an Ergosterol in
Pilzzellen (Czub und Baginski 2006). Die Nephotoxizitit ist bei der therapeutischen Anwendung von
Amphotericin B dosislimitierend (Dorea et al. 1997).

Bei Aminoglykosiden beruht der nephrotoxische Effekt auf einer Schidigung proximaler
Tubuluszellen. Aminoglykoside werden hauptsichlich durch glomerulire Filtration ausgeschieden und
zum Teil anschlieBend durch Phospholipid-Rezeptoren auf der apikalen Membran proximaler
Tubuluszellen gebunden und in diese Zellen aufgenommen (Kaloyanides 1994). Da die Aufnahme der
Aminoglykoside schneller erfolgt als deren Abbau, kommt es zur Akkumulation in proximalen
Tubuluszellen (Kahlmeter und Dahlager 1984). Aminoglykoside treten in Interaktion mit zelluldren
Strukturen. Hauptmechanismus ist dabei die Bindung an Phospholipide. Es resultieren verinderte
Membraneigenschaften mit Neutralisation der Oberflichenspannung, verminderter Permeabilitit und

Fluiditit sowie vermehrter Aggregation (Kaloyanides 1994).



Diskussion 77

Benedetta Bussolati induzierte in ithrer Arbeit von 2005 eine akute Nierenschidigung durch intramuskulire
Injektion von Glycerol in SCID-Miuse. Glycerol fithrt zu weitliufigen tubulo-nekrotischen Arealen.
Bussolati's Schidigungsmodell der Glyerol-induzierten Tubulusnekrose basierte dabei auf den Arbeiten
von Nath und Zager (Zager et al. 2001; Nath et al. 2000).

Dass Glycerol eine Tubulusnekrose bewirkt, geht auch aus anderen Arbeiten hervor (Homsi et al. 2006;

Soares et al. 2002; Ferraz et al. 2002).

Marina Morigi erzeugte im Mausmodell ein akutes Nierenversagen durch subcutane Injektion des
Zytostatikums Cisplatin und erforschte darauthin das Potenzial mesenchymaler Stammzellen an der

Tubulusregeneration. Fir Cisplatin ist eine tubulotoxische Wirkung beschrieben (Bardi et al. 2007).

Richard A. Zager untersuchte im Mausmodell das Verhalten proximaler Tubuluszellen nach Glycerol-
Injektion, Cisplatin-Injektion und unilateralem Ischdmie/Reperfusions-Schaden.

Er konnte zusammen mit seinem Team in seiner Arbeit zeigen, dass der Toll-like-Rezeptor-4 (TLR-4)
ein sensitiver Marker fir eine tubulire Schidigung ist. Es kam zum Verlust der proximalen
Tubuluszellen an TLR-4 und Fragmente von TLR-4 erschienen im Urin.

TLR-4 konnte aufgrund seiner frihen Exkretion im Urin die Funktion eines Biomarkers fiir tubuldren

Zelltod und drohendes akutes Nierenversagen tibernehmen (Zager et al. 2007).

Hiufige Ausl6ser einer tubulotoxischen Nierenschidigung im Klinikalltag sind Réntgenkontrastmittel.
Sie sind mittlerweile als dritthdufigste Ursache der Entwicklung eines nosokomialen akuten
Nierenversagens angegeben (Agrawal und Stouffer 2002).

Diskutiert werden im Rahmen der Pathogenese der Tubulotoxizitit von Roéntgenkontrastmitteln

Hypoxie und Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies (Murphy et al. 2000).

Mit Hilfe des Ischimie/Reperfusions-Modells ldsst sich auch das Schidigungsmuster der Niere in
Abhingigkeit von der Ischimiezeit modulieren. Swata Kale probierte in ihrem Ischimiemodell an
Miusen verschiedene unilaterale Ischimiezeit in der Zeitspanne von 15-60 Minuten aus, bis sie eine
glnstige Zeit (in diesem Fall 25 Minuten) fiir eine gezielte Schidigung des S3-Segments der proximalen
Tubuli fand. Dabei fithrten Ischimiezeiten zwischen 15-20 Minuten zu Zellschwellungen im dufleren
Markbereich und nicht zu Nekrosen. Ischimiezeiten von 25-27 Minuten riefen ungleichmilige

nekrotische Arealen der proximalen Tubuluszellen im duBleren Nierenmark hervor und nach
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30 Minuten kam es zu einer Verlagerung nekrotischer Bereiche in den Cortex. Kale stellte ebenso fest,

dass eine bilaterale Ischamiezeit von 30 Minuten bei Mausen einen reversiblen Tubulusschaden bewirkt

(Kale et al. 2003).

Isabella A. Atencio und Team erzielten einen Nierenschaden in Méusen unter anderem mittels Glycerol-
Injektion und renaler Ischimie durch unilaterale Abklemmung der Nierenarterie.

Dabei kamen sie zu dem Ergebnis, dass der groB3te tubulire Schaden mit Nekrosen nach Ischimie
auftritt. Aber auch Glycerol fithrt zu umfangreicher Tubulusnekrose, erklirbar durch Induktion von
Rhabdomyolyse, Himoglobinurie und renale Ischimie.

Ischimie-induzierte sowie Glycerol-induzierte Nierenschidigung involvieren mehr Tubuluszellen als

interstitielle Zellen (Atencio et al. 1993).

In dieser Arbeit wird davon ausgegangen, dass durch die gewihlte Ischimiezeit von mehreren Minuten
(weitldufige) Tubulusnekrosen nicht zu erwarten sind. Es wird jedoch aufgrund des komplexen
Stoffwechsels und der hohen Sensitivitit gegeniiber Hypoxie in der Niere eine primire Schidigung

proximaler Tubuluszellen gegeniiber anderen renalen Strukturen angenommen.

4.6 Magnet-aktivierte Zellsortierung (MACS)

Die Magnet-aktivierte Zellsortierung wird im Rahmen dieser Dissertation eingesetzt, um humane
CD133-positive Progenitorzellen der Nabelschnur in hoher Reinheit zu selektieren und diese Zellen
anschlieBend in hypoxisch geschidigte murine Nieren zu transplantieren.

Das Verfahren der MACS ist von der Firma Miltenyi entwickelt (Miltenyi et al. 1990) und erstmals 1989
zur Selektion humaner CD20-positiver B-Lymphozyten eingesetzt worden (Abts et al. 1989).

Wissenschaftler verwenden diese Methode, um gezielt einen Zellpopulationssubtyp zu isolieren.

Das Team um Rupert Handgretinger konnte mittels MACS eine Reinheit humaner CD133-positiver
himatopoetischer Progenitorzellen, gewonnen aus mit G-CFS stimuliertem peripheren Blut, von 94%

erzielen (Handgretinger et al. 2003).



Diskussion 79

Al Ghodsizad isolierte bei Patienten wihrend einer Herzoperation humane CD133-positive
Progenitorzellen aus dem Knochenmark, reinigte sie mit MACS auf 97% auf, um sie anschlieBend

unmittelbar in das geschidigte Myokardgewebe zu injizieren (Ghodsizad et al. 2004).

Stefan 1760 selektierte mit Hilfe von MACS humane CD133-positive Progenitorzellen aus peripherem
Blut mit einer Reinheit zwischen 85% und 90% (V66 et al. 2008).

Daniel Freund und seine Arbeitsgruppe verglichen anhand der MACS-Methode humane CD133-positive
Progenitorzellen mit humanen CD34-positiven Progenitorzellen. Sie stellten fest, dass sich unter den
CD34-positiven Zellen weniger primitive Progenitorzellen befinden als unter den CD133-positiven
Zellen (Freund et al. 2006). Das Team um Freund konnte mittels MACS eine Reinheit von 92,5 + 1,8%
an CD133-/CD34-doppelt-positiven Progenitorzellen ermitteln. Darunter befanden sich 4,7 + 1,2%
CD34-cinfach-positive Zellen (Freund et al. 20006).

In dieser Dissertation kann mittels MACS und Optimierung des Verfahrens durch Kihlung und
Reduktion der Durchflussgeschwindigkeit beziechungsweise eine lingere Verweildauer auf dem
Sdulenmaterial eine Reinheit CD133-positiver  Progenitorzellen, separiert aus humanem
Nabelschnurblut, zwischen 99% und 99,7% erzielt werden. Der Nachweis wird mittels

durchflusszytometrischer Messung und Laser-Scanning-Zytometrie erbracht.

4.7 Fluoreszenzfirbung

Durch Firbung Aceton-fixierter muriner Nierengewebeschnitte mit einem humanspezifischen
Antikorper gegen die humanen Epitope der HLA-Klasse-I A, B, C koénnen Kreuzreaktionen mit
murinen Zellen vermieden werden und somit ist eine gezielte Immunfluoreszenzfirbung sowie
fluoreszenzmikroskopische Darstellung der eingesetzten humanen CD133-positiven Progenitorzellen
méglich.

Die Zellkerne werden mit DAPI fluoreszenzgefirbt. DAPI eignet sich fiir die Firbung fixierter
Gewebematerialien beziehungsweise fir die Firbung toter Zellen; von lebenden Zellen wird es

verstoffwechselt. Zwar werden mittels DAPI sowohl humane als auch murine Zellkerne gefirbt, jedoch
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handelt es sich nur bei denjenigen Zellen um humane Zellen, die gleichzeitig positiv fiir humanes HLA
sind.

Ob die fluoreszenzmikroskopisch in den murinen Tubuluszellen detektierten humanen Zellen noch
nativ oder schon eine Differenzierung in Tubuluszellen erfahren haben, kann durch die
Fluoreszenzmikroskopie nicht ausgesagt werden. Deshalb wird im weiteren Verlauf das Verfahren der
PCR gewihlt. Durch Einsatz humaner tubulusspezifischer Marker (TH-Protein als spezifisch
proximaler Tubulusmarker und CD13 als spezifisch distaler Tubulusmarker) kann gezeigt werden, ob
die mittels Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesenen integrierten humanen CD133-positiven

Progenitorzellen bereits den Differenzierungsweg durchlaufen (haben).

4.8 Gewinnung humaner RINA mittels Laser-Mikrodissektion

Eine neuere Methode, RNA aus fixierten Gewebeschnitten zu gewinnen, ist die Laser-Mikrodissektion.
Mit Hilfe eines gepulsten Lasers werden ausgewihlte Gewebeareale vom Objekttriger ausgeschnitten
und in ein Gefidl/Rohrchen zur Weiterverarbeitung aufgenommen.

Fir die Untersuchungen in dieser Dissertation werden die per Fluoreszenzmikroskopie detektierten
Stammzellareale mittels Laser-Mikrodissektion separiert. Im Anschluss an die Laser-Mikrodissektion
wird die Gesamt-RNA (humane und murine RNA) mit dem Invisorb® RNA-Kit I der Firma Invitek
isoliert. Durch eine RT-PCR mit humanen und murinen Primern sowie nachfolgende Agarose-
Gelauftrennung kann das RNA-Material genauer untersucht werden beziehungsweise der Nachweis

humanen Materials in murinen Nieren erbracht werden.

Die Kombination von Laser-Mikrodissektion mit real-time-RT-PCR wurde von Doris Porombka und
threm Team als effektive Methode vorgestellt, um die zellspezifische virale Transkriptionsleistung des
Bornavirus in Neuronen und Astrozyten zu ermitteln und Aussagen iber Virus-Empfinger-

Interaktionen und Virus-Persistenz-Mechanismen im ZNS zu treffen (Porombka et al. 2008).

Die Forschungsgruppe um _Afzla Torkos konnte per Laser-Mikrodissektion erfolgreich cochleires
Gewebe separieren. Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass es durch laserbasierte Mikrodissektion in

Kombination mit einer RT-PCR mit entsprechenden Markern im Gegensatz zur konventionellen
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manuellen Dissektion moglich ist, einen puren Spiralganglion-Zellpool zu isolieren ohne

Kontamination durch andere Zellen (Torkos et al. 2008).

In der vorliegenden Dissertation werden ebenso Laser-Mikrodissektion und RT-PCR erfolgreich

miteinander kombiniert.

4.9 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung hat sich mittlerweile zum festen Standard bei der
Chromosomenanalyse etabliert. Im Rahmen dieser Arbeit wird sie eingesetzt, um das humane
minnliche Y-Chromosom in weiblichen Miusenieren mit Hilfe einer humanen Y-FISH-Sonde
nachzuweisen. Dabei richtet sich die Sonde gegen das Centromer und beide Arme des Y-Chromosoms,
da dadurch die Signalintensitit steigt. Die Detektion erfolgt mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoffen.

Es kénnen vereinzelt Y-FISH-positive Zellen in proximalen Tubuli (<1%) lokalisiert werden.

Jeremy S. Duffield konnte 2005 in hypoxisch geschidigten weiblichen Madusenieren, die minnliche
Knochenmarkstammzellen erhalten hatten, lediglich in 0,06% der Tubuluszellen das minnliche
Y-Chromosom via FISH nachweisen. Nach Dekonvolutions-Mikroskopie stellten sich diese 0,06%
noch als artefaktbehaftet heraus (Duffield et al. 2005).

Die Arbeitsgruppe um Fangming Lin hingegen detektierte 2003 gleichfalls im reinen Mausmodell in 8%
der weiblichen Tubuluszellen hypoxisch geschidigter Miusenieren, die minnliches murines

Knochenmark erhalten hatten, das minnliche Y-Chromosom (Lin et al. 2003).

Motohiro Nishida konnte 2003 bei einem Midchen mit einem Nierenschaden einen Nachweis des
minnlichen Y-Chromosoms mit Hilfe der FISH-Analyse in den Nierentubuli erbringen. Dem Midchen
waren zuvor humane minnliche Knochenmarkstammzellen transplantiert worden (Nishida et al. 2003).
Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit, in der ein Zellpopulationssubtyp (CD133-positive
himatopoetische Progenitorzellen der humanen Nabelschnur) zum Einsatz kommt, wurde in den drei
zuvor beschriebenen Arbeiten jeweils volles Knochenmark verwendet. Es ldsst sich nicht feststellen,

welche Zellen des Knochenmarks nun genau die Integration in das Nierenepithel vollzogen.
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410 Beurteilung der Laser-Scanning-Zytometrie

Bei der Laser-Scanning-Zytometrie werden die Vorteile der analytischen durchflusszytometrischen
Bildanalyse und der automatisierten Fluoreszenzmikroskopie kombiniert (Lima und Kiltz 2004).
5x10* Zellen lassen sich in einem angemessenen Zeitrahmen detektieren (Pachmann et al. 2001). Die
analytische Durchflusszytometrie und die Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung erfordern Einzel-
zellsuspensionen, wihrend die Laser-Scanning-Zytometrie auf einem Objekttriger fest lokalisierte
adhidrente Zellen oder Gewebeschnitte misst. Bereits erfasste Zellen kénnen relokalisiert und nochmals

untersucht werden.

In der vorliegenden Arbeit wird die Laser-Scanning-Zytometrie eingesetzt, um humane
Y-Chromosomen in einer weiblichen murinen Niere aufzusuchen und die Ergebnisse statistisch
auszuwerten.

Mittels Laser-Scanning-Zytometrie wird zudem die Reinheit CD133-positiver Progenitorzellen nach

MACS-Aufreinigung ermittelt.

Diese relativ neue Methode der zytometrischen Zellbestimmung hat viele Vorztge. So ist es durch
dieses Verfahren mdglich, eine maschinelle, automatisierte Auswertung zu treffen. Wihrend die rein
oculire mikroskopische Analyse fehlerbehaftet sein kann und die Ergebnisse ganz vom Betrachter
abhingig und demnach subjektiv belastet sind, handelt es sich bei Laser-Scanning-Zytometrie um ein
objektives Verfahren mit dem Vorteil grofler Zeitersparnis. Es wird jede Zelle tber Detektion ihres
Zellkerns in die Statistik miteinbezogen, sodass keine Zelle der Auswertung entgeht. Fiir jede einzelne
Zelle kann tber ihre mittels Laserenergie angeregten fluoreszierenden Signale eine Aussage beziiglich
der untersuchten morphologischen FEigenschaften getroffen werden. Bei der rein betrachtenden
Auswertung spielen subjektive Faktoren eine entscheidende Rolle.

Gleichfalls ein Vorteil der Laser-Scanning-Zytometrie ist, dass der Objekttriger wihrend der
analytischen Auswertung nicht verschoben werden muss, sondern diese Laser, sobald der "richtige"
Fokus tiber die Laser gefunden worden ist, automatisch tiber den gesamten Gewebeschnitt/die gesamte
Zellsuspension "wandern". Bei der mikroskopischen Auswertung tiber das menschliche Auge muss der
Objekttriger wihrend der Betrachtung je nach eingesetztem Objektiv (mehrfach) umpositioniert
werden, um alle Gebiete des Gewebeschnittes/der Zellsuspension in das Gesamtergebnis

miteinzubeziehen, was eine weitere Fehlerquelle der Ergebnisfindung bedeuten kann.
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Ein grofler Vorteil der Objekttriger-basierten Zytometrie liegt darin, dass Zellen relokalisiert werden
konnen und Ergebnisse reproduzierbar sind, nattrlich im Rahmen der "Haltbarkeit" der
Fluoreszenzfirbung. Die Laser-Scanning-Zytometrie basiert auf integralen Fluoreszenzen: Die
Fluoreszenz eines Objektes muss in seiner gesamten rdumlichen Ausdehnung angeregt und erfasst
werden (Sack et al. 2007). Dieser Aspekt ist ein wichtiger Unterschied zur konfokalen Mikroskopie. Bei
der konfokalen Mikroskopie wird jeweils nur die Fluoreszenz in der Fokusebene erfasst. Hierin kann
jedoch auch ein Nachteil der Laser-Scanning-Zytometrie gegentber der konfokalen Mikroskopie
bestehen: Bei Gewebeschnitten liegen oft mehrere Zelllagen tibereinander bedingt durch die Dicke der
Schnittfihrung. Bei dickeren Gewebeschnitten ist die Gefahr von Artefakten groB3er, da durch die Laser-
Scanning-Zytometrie unspezifische Signale in die analytische Auswertung miteinbezogen werden
kénnen, die sich in einer anderen Fokusebene als der Ebene der untersuchten Struktur (in dieser Arbeit
Zellkerne) befinden. Diinnere Gewebeschnitte wiederum, bei denen im optimalen Fall alle Zellkerne in
ciner Ebene liegen, zeigen dieses Problem nicht. Es ist jedoch zu bedenken, dass als Konsequenz
weniger Signale zu erwarten sind. So stellt sich der Faktor der Gewebedicke auch in dieser Arbeit als
Problem heraus. Es ist leider nicht moglich, auf murinen weiblichen Gewebeschnitten (2-um-dicke
Paraffinschnitte) minnliche humane Y-Chromosomen mit Hilfe der Laser-Scanning-Zytometrie
statistisch auszuwerten, da die erfassten Signale artefaktbehaftet und somit keine eindeutigen
Ergebnisse ermittelbar sind. Dennoch koénnen wiederum gute Ergebnisse bei der Analyse von
Zellsuspensionen eruiert werden. So werden basierend auf der Laser-Scanning-Zytometrie 99% der

mittels MACS gewonnenen Zellen als CD133-positiv erkannt.

Bei der Objekttriger-basierten Zytometrie missen die Objekte keine Dise passieren, ihre Groéfie wird
lediglich durch die Maf3e des Objekttrigers festgelegt. Somit sind auch Analysen von adhirenten Zellen
moglich, ohne diese vorher "ernten" zu missen. Die Zellen kénnen auf dem Objekttriger kultiviert
oder luftgetrocknet und fixiert werden.

Bei der Durchflusszytometrie konnen die Zellen bedingt durch ihren Fluss durch eine Kapillare nicht
relokalisiert werden, jede Zelle kann nur einmalig analysiert werden. Eine simultane Messung von
GroBe, Granularitit und Fluoreszenzeigenschaften eines Zelltypus ist die Grundlage dieser Methode.
Es erfolgt jedoch eher eine relative Vermessung von Zellen aufgrund ihrer Fluoreszenzsignale ohne
cine feste BezugsgrofBle. Basierend auf den Messsignalen findet eine Zuordnung der Zellen zu

Zellpopulationen mit dhnlichen Eigenschaften statt (Sack et al. 2007).
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Die optische Darstellung sowohl der Fluoreszenz-aktivierten Zellsortierung via Durchflusszytometrie
als auch der Objekttriger-basierten Laser-Scanning-Zytometrie ist mittels Dot-Plots zweidimensional

moglich. Bei beiden Methoden erfolgt die Ergebnisfindung tiber eine Auswertung von Datensitzen.

Wissenschaftler konnen anhand der Methode der Laser-Scanning-Zytometrie erfolgreich Krebszellen,
abstammend von Lungenprimirtumoren, aus peripheren Blutproben von Patienten nach

entsprechender Aufbereitung quantifizieren (Rolle et al. 2005; Pachmann et al. 2001).

4.11 Blick in die Zukunft

In dieser Dissertation kann eine Integration humaner CD133-positiver hidmatopoetischer
Progenitorzellen aus Nabelschnurblut in geschidigte murine Nierentubuli gezeigt werden. Analoge
Ergebnisse sind jungst in einer Studie von Te-Chao Fang und Forschungsteam dargelegt worden,
nimlich, dass hidmatopoetische Knochenmarkstammzellen, jedoch nicht kulturell angeziichtete
mesenchymale Stammezellen, an der Regeneration eines akuten tubuliren Schadens (in diesem Fall
durch HgCI* erzeugt) beteiligt sind (Fang et al. 2008).

CD133-positive Zellen sind phylogenetisch und ontogenetisch betrachtet noch sehr jung und in
threm Entwicklungspotenzial wenig festgelegt, was sie im Vergleich zu in dieser Hinsicht alteren
Zellen fir eine hohere plastizitire Flexibilitit pridisponiert. Plastizitit kann CD133-positiven
Progenitorzellen bereits in experimentellen Arbeiten zugeschrieben werden, eine Pluripotenz dieser
Zellen wird vermutet, wobei ein Nachweis weiterhin aussteht. Das Charakteristikum der Pluripotenz
kann bei embryonalen Stammzellen demonstriert werden, jedoch ist ihre wissenschaftliche
Verwendung unter ethischem Aspekt sehr kritisch zu beurteilen, da bei threr Gewinnung jedes Mal
ein im Grunde noch lebensfihiger Organismus zerstort wird. Der Gewinnung von Stammzellen aus
Nabelschnurblut wird aus ethischer Sicht mehr Akzeptanz entgegengebracht, da sie recht einfach und
unbedenklich fiir Mutter und Kind zu gewinnen sind.

Stammzellen der Nabelschnur kénnen in der Zukunft eine entscheidende Rolle in der regenerativen
Medizin spielen. Griinde hierfir sind ihre immunologische Unreife und somit das verminderte
GvHD-Risiko bei der Transplantation in einen nicht verwandten Spender sowie ihre Fihigkeit, sich

auch in Gewebearten aullerhalb der urspriinglich vorgegebenen Differenzierungslinie zu entwickeln
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(van de Ven et al. 2007). Nabelschnurblut wird zudem bereits der Besitz pluripotenter Stammzellen
zugeschrieben (van de Ven et al. 2007).

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass CD133-positive himatopoetische Progenitorzellen
Hoffnungstriger in der regenerativen Medizin sind und sie das Repertoir an Therapiestrategien
erweitern. Schon in naher Zukunft kénnten sie eine entscheidende Rolle im klinischen Alltag bei der
Behandlung diverser Erkrankungen spielen. Um dies zu verwirklichen, miissen jedoch noch weitere
Studien tber ihren Einsatz bei verschiedenen Organerkrankungen erfolgen, wenn méglich verstirkt in

humanen Modellen.
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5 Zusammenfassung

Ziel: Diese Arbeit untersucht im Rahmen eines Xenotransplantationsmodelles Mensch-Maus, inwieweit
hidmatopoetische Progenitorzellen des Phinotyps CD133", gewonnen aus humanem Nabelschnur-
venenblut, nach der Transplantation in eine hypoxisch geschidigte Miuseniere das Tubulusgewebe zu
regenerieren vermogen. Mit Hilfe unterschiedlicher Methoden soll dabei der Nachweis der Integration

dieser humanen Stammzellen in das murine Nierengewebe erfolgen.

Hintergrund: Viele Nierenerkrankungen lassen sich bisher nur durch eine Dialyse oder sogar
Nierentransplantation behandeln. Eine moglicherweise zukiinftig neue Therapieoption renaler Defekte
durch Stammzellen kénnte dabei eine vielversprechende Alternative darstellen.

In einigen experimentellen Studien ist bereits die Regenerationskapazitit von Stammzellen bei renalen
Erkrankungen untersucht worden. Dabei sind die Stammzellen durch Knochenmarkpunktion oder
nach Mobilisation aus dem peripheren Blut gewonnen worden. Diese Arbeit stellt als neuen Aspekt den

Einsatz humanen Nabelschnurblutes in einem Xenotransplantationsmodell Mensch-Maus heraus.

Material und Methoden: Humane CD133-einfach-positive und CD133-/CD34-doppelt-positive

Progenitorzellen werden aus Nabelschnurvollblut mittels Magnet-aktivierter Zellsortierung (MACS)
selektiert und anschlieBend unter die Nierenkapsel durch Anwendung des Ischimie/Reperfusions-
Modells geschidigter Mausenieren transplantiert.

Der Nachweis einer Integration dieser humanen Stammzellen in das murine Tubulusepithel erfolgt
durch mehrere Methoden. Fluoreszenzmikroskopisch wird auf gefirbten murinen Nierengewebe-
schnitten durch Verwendung eines Antikorpers gegen die humanen Epitope der HLA- Klasse-I A, B, C
nach Zellen humanen Ursprungs gesucht. Das Verfahren der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mit
anschlieBender Agarose-Gelelektrophorese erweitert die Suche nach humanem Genmaterial auf
subzellulirer Ebene. Per Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) werden in weiblichen Miusenieren
humane minnliche Stammzellen iber das Y-Chromosom markiert und anschlieBend
fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet.

Eine recht junge Methode, nimlich die Laser-Scanning-Zytometrie, ermdglicht eine automatisierte
lasergestiitzte Detektion fluoreszenzgefirbter humaner Zellen. Es kann zum einen die Reinheit CD133-

positiver Progenitorzellen nach MACS ermittelt werden, zum anderen wird dieses Verfahren genutzt,
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um auf murinen Nierengewebeschnitten - nach Anwendung der FISH-Methode - nach Zellkernen, die
zugleich auch das humane Y-Chromosom enthalten, zu suchen. Bei der Reinheitsbestimmung mittels
MACS selektierter CD133-positiver Progenitorzellen kommt zusitzlich die Methode der Fluoreszenz-

aktivierten Zellsortierung (FACS) zum Einsatz.

Ergebnis: Anhand FACS kann eine Reinheit MACS-selektierter CD133-positiver Progenitorzellen
zwischen 99,2% und 99,7% gezeigt werden. Durch die Laser-Scanning-Zytometrie kénnen 99% der
nach MACS sortierten Zellen als CD133-positiv  detektiert werden. Die Verfahren der
Fluoreszenzfirbung mit Hilfe eines selektiv an die Epitope der HLA-Klasse-I A, B, C bindenden
Antikorpers, der PCR sowie der FISH ermdglichen den Nachweis humanen Materials in hypoxisch
geschidigten murinen Nierentubuli. Die Laser-Scanning-Zytometrie eignet sich hingegen nicht fiir die
Untersuchung von Gewebeschnitten, sodass es mit dieser Methode nicht méglich ist, reprisentative
Ergebnisse in Bezug auf den Nachweis humaner fluoreszenzgefirbter Y-Chromosomen in weiblichen

Nierentubulusgewebeschnitten zu ermitteln.

Schlussfolgerung: Humanes Nabelschnurvollblut erweist sich als adidquate Quelle adulter

himatopoetischer Stammzellen. CD133-positive himatopoetische Progenitorzellen nehmen eine
Integration in hypoxisch geschidigte Nierentubuli im Xenotransplantationsmodell Mensch-Maus vor.
Dieses Ergebnis ldsst ein regeneratives Potenzial dieser Zellen bei renalen Erkrankungen vermuten -

ein Hoffnungstriger in der regenerativen Medizin.
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