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Zusammenfassung I

Zusammenfassung

Einleitung und Ziele

Laut Kklinischen Studien spielen Cluster of differentiation-(CD)-133-positive-
Knochenmarksstammzellen (KMSZ) eine essenzielle Rolle bei der Leberregeneration im
Rahmen von Leberteilresektionen. Vermutlich ist in diesem Kontext die Interaktion zwi-
schen CD133"KMSZ und Thrombozyten von entscheidender Bedeutung. Adenosin-
diphosphat (ADP) ist ein wesentlicher Bestandteil der Thrombozyten-Aggregation, somit
beruht der hemmende Effekt der Thrombozytenaggregation mdglicherweise auf dem Ab-
bau von ADP durch die auf der Oberflache von CD133*KMSZ exprimierten Ecto-ADPase
-CD39. Das Ziel der vorliegenden Dissertation ist die Analyse des potenziell hemmenden

Einflusses von CD133*KMSZ auf die ADP-induzierte Thrombozyten-Aggregation.

Methodik

Fur die Untersuchung wurden CD133*KMSZ aus humanen Knochenmark-Aspiraten ge-
wonnen und durch Magnetic activated cell sorting (MACS) aufgereinigt. Vollblut wird aus
Venenpunktion vom gleichen Spender entnommen. Die Thrombozyten-Suspensionen
lassen sich mittels Zentrifugation aus dem Vollblut herstellen. Die Thrombozyten-Aggre-
gation wurde mit der Lichttransmissionsaggregometrie (LTA) nach Born bestimmt. Die
Auswertung erfolgte durch die grafische Darstellung der prozentualen Inhibition der
ADP-induzierten Thrombozyten-Aggregation durch CD133*KMSZ. Als Kontrolle wurde
eine weitere Versuchsreihe mit Fibroblasten anstelle der CD133"KMSZ durchgeflhrt.
Weiter wurde die Inhibition der Thrombozyten-Aggregation durch Fluorescence-Acti-
vated Cell Sorting (FACS) analysiert.

Ergebnisse

Die LTA zeigte eine signifikante Inhibition der ADP-induzierten Thrombozyten-Aggrega-
tion durch CD133*KMSZ (t(46) = -9,4, p < 0,001) im Vergleich zu den Ansatzen mit Fib-
roblasten. In der FACS-Analyse bestatigte sich dieser Effekt der CD133"KMSZ (t(45) =
1,93, p < 0,06).

Schlussfolgerung

Die Daten dieser Arbeit legen nahe, dass CD133*KMSZ Thrombozyten in lhrer Aggre-
gabilitdt kontrollieren. Derart koénnte ein Mechanismus aufgezeigt sein, der es
CD133"KMSZ in zu regenerierenden Organen, wie der Leber ermdglicht, Thrombozyten

und deren Interaktionspotential mit Endothel zum Homing zu nutzen, ohne dass eine
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Uberschie®ende, ADP-abhangige und kontraproduktive Thrombosierung lokal ausgelost

wird.
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Summary

Background and Aims

Clinical studies were able to demonstrate that CD133-positive (*) bone marrow stem cells
(BMSC) play an essential role in liver regeneration after partial liver resection. It is pos-
tulated that the interaction between CD133"BMSC and platelets is a crucial process.
Since ADP is an essential component of platelet aggregation, a connection between the
modification of adenosinediphosphate (ADP) by CD133*BMSC can be assumed. The
goal of this work is to investigate the potential inhibitory properties of CD133*BMSC on
ADP-induced platelet aggregation.

Methods

To investigate this thesis, CD133*BMSC are obtained from human bone marrow aspi-
rates and then sorted out by magnetic cell sorting (MACS). Blood is taken from the same
donor. The thrombocyte suspensions are prepared by centrifugation of the previously
obtained peripheral blood. The thrombocyte aggregation measurements are then carried
out according to the Born light transmission aggregometry (LTA). The evaluation is car-
ried out by graphical representation of the percentage inhibition of thrombocyte aggre-
gation by CD133"BMSC. In another test series, a comparison is made with fibroblasts
as control cells. Similarly, the inhibition of thrombocyte aggregation is analyzed in a flow

cytometric method — the Fluorescence-Activated Cell Sorting (FACS).

Results

In the Born experiment, there was a significant reduction in amplitude in the trials with
CD133*BMSC compared to fibroblasts (1(46) = -9.4, p < 0.001). In the FACS experiment,
the addition of CD133"BMSC showed a significant reduction in inhibition (%): t(45)=1.93,
p < 0.06, thus confirming the postulated hypotheses of platelet aggregation inhibition by
CD133"BMSC.

Discussion

The Data of this work suggest that CD133*"BMSC control platelet aggregability. A mech-
anism that allows CD133"BMSC in regenerative organs such as the liver could be
demonstrated. The Mobilised BMSC take advantage of platelets and their interaction
potential with the vascular endothelium of the damaged liver tissue for Homing purposes

without triggering excessive, local ADP-dependent counterproductive thrombosis.
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Klinische Grundlagen

Lebereigene Tumore und Metastasen stellen eine haufige Indikation fir eine Leberteil-
resektion dar. Tumordse Lasionen der Leber werden in primare und sekundare (Meta-
stasen) Lasionen unterteilt; primare Lasionen werden weiter in Entitaten mit hepatozel-
lularem und nicht-hepatozellularem Ursprung untergliedert (Vyas & Jain, 2018). Bei
Erwachsenen macht das hepatozelluldre Karzinom den gréf3ten Anteil der lebereigenen
Tumore aus (ca. 80 %). Bei den sekundaren Lebertumoren spielen kolorektale Metasta-

sen eine herausragende Rolle.

Nach Angaben der aktualisierten deutschen S3-Leitlinie vom Juni 2021 zur ,Diagnostik
und Therapie des hepatozelluldren Karzinoms und der bilidren Karzinome* sollte unter
BerUcksichtigung operativer, lokalablativer und systemtherapeutischer Mdglichkeiten eine
komplette Resektion des Tumors (R0) angestrebt werden. Obwohl eine RO-Resektion pra-
diktiv von enormer Bedeutung ist, ist sie aufgrund prognostisch wichtiger unterschiedlicher

Faktoren nicht in allen Fallen moglich.

Inoperabilitdt kann aufgrund verschiedener Faktoren vorliegen. Technisch-operative Ein-
schrankungen ergeben sich bei mangelnder funktioneller Leberreserve. Als onkologische
Griinde fiir eine Inoperabilitat kommen GrolRe, Lokalisation und die Anzahl der Tumoren

sowie die Infiltration aller drei Lebervenen (Dasari et al., 2000) in Betracht.

Die Operabilitat ist von der Ausdehnung der notwendigen Leberresektion, dem Stadium
der Erkrankung (Okazaki et al., 1985) und von Komorbiditaten des Patienten beispielweise
Diabetes, Alter, fortgesetztem Alkoholkonsum, erniedrigter Thrombozytenzahl sowie einer

vorbestehenden Leberzirrhose (Omata et al., 2017) abhangig.

Die S3-Leitlinie zum kolorektalen Karzinom vom Januar 2019 empfiehlt bei Lebermetasta-
sen eine Leberteilresektion unter Berlcksichtigung méglicher neoadjuvanter Therapiemo-
dalitdten. Zur Erzielung einer Tumorfreiheit ist haufig eine ausgedehnte Leberteilresektion
notwendig. Das Ausmal} der Resektion ist jedoch aufgrund einer erhéhten postoperativen
Morbiditat bei Leberdysfunktionen und Infektionen bei mangelnden funktionellen Reserven

der Leber oft eingeschrankt.

Bei erweiterten Leberresektionen von mehr als funf Segmenten sollte préoperativ eine
Restfunktion der Leber gesichert werden, um die postoperative Mortalitat und Morbiditat
zu reduzieren (Brancatisano et al., 1998). Hierzu gehdrt die Evaluation des verbleiben-
den Leberanteils (future liver remnant volume; FLRV), da dessen Ausmalie in Relation

zum Kdrpergewicht bzw. zum Lebergesamtvolumen minus Tumorvolumen prognostisch
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relevant ist (Pagano & Gruttadauria, 2014; Schneider, 2004). Das FLRYV soll mindestens
0,5 % des Korpergewichts (Schindl et al., 2005) oder 25 % des initialen Lebervolumens
betragen (Truant et al., 2007).

Zu den etablierten Methoden zur Prakonditionierung des FLRV zu dessen praoperativer
Volumensteigerung bzw. zur Minimierung einer postoperativen Leberinsuffizienz gehort
die Durchfihrung einer portalvenésen Embolisation vor der Leberresektion (Narula &
Aloia, 2017). Der portalvendse Verschluss der zur Resektion geplanten Leberanteile
fuhrt zu einer Athrophie der reduziert perfundierten Parenchymanteile mit einer kompen-
satorischen Hyperperfusion und nachfolgender Hyperthrophie der verbleibenden noch
voll perfundierten Gegenseite (Abulkhir et al., 2008). Weitere Methoden zur perioperati-
ven Steigerung der des FLRV sind neben der Portalvenen-Embolisation (PVE) die Por-
talvenen-Ligatur (PVL) und die Zweiphasen-Leberresektion (Treska, 2016). Bis zum Er-
reichen des erwunschten zuklnftigen Volumens kdnnen bis zu 150 Tage vergehen
(Broering et al., 2002). Aufgrund derartig langer Zeitintervalle, um eine adaquate Steige-
rung des FLRV zu erreichen, besteht das Risiko eines relevanten, zur Inoperabilitat flh-
renden Tumorwachstums. Um diesem Risiko zu begegnen, missen neue effektivere

Methoden entwickelt werden. Diese Arbeit soll hierzu einen Beitrag leisten.

Klinische Studien legen die férdernde Wirkung von Cluster of differentiation 133-positi-
ven (CD133*) Knochenmark-Stammzellen (KMSZ) auf die hepatische Proliferation bei
einer Leberteilresektion nahe (Schulte am Esch et al., 2005). Die intraoperative Verab-
reichung von autologen CD133*KMSZ nach einer PVE beschleunigt die Regeneration
des Restlebergewebes nach einer Hepatektomie bei Patienten mit malignen Leberlasi-
onen im Vergleich zu Therapieregimes mit PVE ohne KMSZ-Applikation (Schulte am
Esch et al., 2012).

Nach einer Leberschadigung lasst sich haufig eine Neubesiedlung von Lebersinusoiden
mit Knochenmark-Endothelial-Progenitor-Zellen (Harb et al., 2009) detektieren. Die Zel-
len produzieren Hepatozyten-Wachstumsfaktoren, die im Gegenzug die Rekrutierung
weiterer Stammzellen férdern. In diesem Kontext spielt die Ecto-ADPase durch die Hyd-
rolyse von Adenosindiphosphat (ADP) eine wesentliche Rolle bei der Steuerung anti-
inflammatorischer Vorgange sowie bei der Rekrutierung weiterer pluripotenter KMSZ
(Robson et al., 2006).

Ein wichtiger Beitrag der Ecto-ADPase bei der Vaskularisierung und Thrombogenese ist
die Regulation der Interaktion zwischen Thrombozyten, Endothelzellen und Leukozyten

durch purinerge Prozesse (Robson et al., 2005). Zur Gewahrleistung der Perfusion und
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Vaskularisation muss die Thrombozyten-Aggregation gehemmt und die Fibrinolyse ge-

fordert werden.

1.2 Die Leber

1.2.1 Makro-Anatomie

Die Leber ist das zentrale und groRte Stoffwechselorgan des menschlichen Korpers. Sie
befindet sich im oberen rechten Quadranten des Abdomens unterhalb des Diaphragmas,
wo sie durch das Ligamentum falciforme hepatis in einen grof3en rechten und einen klei-
neren links-lateralen Lappen unterteilt wird (siehe Abb. 1, oben). Anatomisch lassen sich
mit dem Lobus hepatis dexter, Lobus hepatis sinister, Lobus quadratus und Lobus cau-
datus vier Lappen unterscheiden (Bismuth, 1982). Klinisch relevant ist insbesondere die
funktionelle Einteilung der Leber anhand der Blutgefalie und Gallengange in acht Seg-
mente nach Couinaud (siehe Abb. 1, unten) (Couinaud, 1989; Fasel, 2017). Die Leber-
lappen werden mikroanatomisch in Lobuli unterteilt, die u.a. aus Hepatozyten bestehen
(siehe 1.2.2).
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Uall-tladder

Caudute lobe
Left trianauiar ligament ianent

Light trianguinr

Abb. 1: Darstellung der linken und rechten Leberlappen, getrennt durch das Ligamen-
tum falciforme (oben, Gray, 1918; lizenziert unter gemeinfrei iber Wikimedia Com-
mons); Einteilung der Leber nach Couinaud (unten, eigene Darstellung)

Uber die Leberpforte (Porta hepatis) an der Unterseite der Leber treten BlutgefaRe in die
Leber ein und der Gallengang (Ductus hepaticus), LymphgefaRe und Nerven aus. Die
Blutversorgung der Leber erfolgt tber die Pfortader (Vena portae) und Leberarterien. Bei
der Blutversorgung der Leber werden Gefale, die die Eigenversorgung der Leber ge-
wahrleisten (Vasa privata), und Blutgefalde, die das Pfortader-System bilden (Vasa
publica) unterschieden. Die Arteria hepatica propria, die die Leber eigenstandig versorgt,
entspringt aus dem Truncus coeliacus und teilt sich in die Arteria hepatica dextra und
Arteria hepatica sinistra auf. Der vendse Abfluss erfolgt Gber die drei Hauptvenen Vena
hepatica dextra, Vena hepatica sinistra und Vena hepatica media. Die drei Hauptvenen

mundet in die Vena cava inferior ein (Schinke et al., 2015; Rassow et al., 2016).
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1.2.2 Mikroanatomie der Leber

Das Parenchym ist aus Leberlappchen aufgebaut. Neben den Hepatozyten, die den
Hauptanteil der Zellen ausmachen und die fir die Stoffwechselfunktionen der Leber ver-
antwortlich sind, kommen Ito-Zellen, Kupffer-Zellen sowie leberspezifische Makropha-
gen vor. Ein Leberlappchen hat die Form einer sechseckigen Saule. Zwischen mehreren
Leberlappchen befindet sich eine periportales Feld, im dem die Gefalte der Glisson-Trias
verlaufen. Die Glisson-Trias besteht aus der Arteria interlobularis, einem Ast der Arteria
hepatica propria, dem interlobuldren Gallengang und der Vena interlobularis, einem Ast
der Pfortader. Die Hepatozyten sind in den Leberldppchen radidar um eine Zentralvene
angeordnet. Die Hepatozyten werden speichenférmig von erweiterten Kapillarrdumen
(Lebersinusoide) durchgezogen, die in die Zentralvene munden. Die Lebersinusoide er-
halten Mischblut aus der Vena portae hepatis und der Arteria hepatica propria und be-
sitzen ein diskontinuierliches Endothel, Gber das eine Diffusion von Plasmabestandteilen
aus dem Blut zu den Hepatozyten erfolgt (Wisse et al., 1985). Die Aufnahme der Stoffe

erfolgt in dem perisinusoidalen Raum (Disse-Raum).

1.2.3 Leberfunktion

Die Leber ist mit einem durchschnittlichen Gewicht von 1.500 g die grolte Driise des
menschlichen Korpers. Sie erfiillt synthetische, exokrine, metabolische sowie regulie-
rende Funktionen. Hepatozyten (Parenchymzellen) metabolisieren Medikamente sowie
Hormone, synthetisieren lebenswichtige Proteine sowie Lipide und besitzen zusatzlich
eine Speicher- und Entgiftungsfunktion. Die Phagozytose von Fremdkoérpern wird von
Kupffer-Zellen Gbernommen. Pit-Zellen (Natural Killer-Zellen) und Ito-Zellen sind leber-
spezifische Zellen, die sich an der Synthese der extrazellularen Matrix beteiligen, in dem
sie Kollagen Typ 3 synthetisieren (LUllman-Rauch, 2019). Die Leber spielt eine bedeu-
tende Rolle im Energiestoffwechsel. Sie verarbeitet und speichert Gber den Darm aufge-
nommene Nahrstoffe. Dazu gehéren Glukose in Form von Glykogen, fettldsliche Vita-
mine sowie Mikroelemente wie Kupfer und Eisen. Zudem ist die Leber an der Regulation

des Blutzuckerspiegels beteiligt (Schmidt-Lang-Thews).

1.2.4 Regenerationsfahigkeit der Leber

Die Leber besitzt ein auRergewdhnliches hohes Regenerationspotenzial; ein Gewebe-
verlust kann innerhalb kiurzester Zeit ausgeglichen werden. Bei der Leberregeneration
spielen multiple Faktoren eine Rolle. Unter anderem beeinflussen Zytokine, Wachstums-
faktoren und metabolische Faktoren die Leberregenerationsfahigkeit (Fausto etal.,
2006). Ausgereifte Leberzellen befinden sich hauptsachlich in der Ruhephase (Go-

Phase). Eine Proliferation von Hepatozyten dient vor allem der Geweberegeneration
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nach einer Gewebeschadigung, wie einer partiellen Hepatektomie. Der Regenerations-
vorgang beinhaltet zwei Schritte, die durch Zytokine und Wachstumsfaktoren beeinflusst
werden (Fausto et al., 1995; Fausto et al., 2006). Im ersten Schritt erfolgt das Priming,
bei dem die Sensibilisierung der Hepatozyten flir Wachstumsstimuli stattfindet (Fausto,
2000). Die Hauptstimulatoren sind der Tumor necrosis factor alpha (TNF-a) und Inter-
leukin-6 (IL-6). Laut Yamada et al. (1997) erfolgt die Initiation der Leberregeneration
durch TNF-a Uber die Aktivierung von IL-6-abhangigen Signalwegen. Im zweiten Schritt
werden die Hepatozyten von der Go.Phase in die Proliferationsphase G+ Uberfuihrt. Diese
kritische Phase wird durch Wachstumsfaktoren wie den Epidermal growth factor (EGF),
den Hepatocyte growth factor (HGF) und den Transforming growth factor-alpha (TGF-a)
gesteuert (Michalopoulos, 1990). Durch diese Regenerationsprozesse kommt es unter
optimalen Bedingungen innerhalb von 7-10 Tagen zu einer vollstandigen Wiederherstel-

lung des Lebergewebes.

1.3 Die Rolle von Stammzellen fiir die Leberregeneration

Bei Stammzellen handelt es sich um undifferenzierte oder geringfligig differenzierte Zel-
len, die die Fahigkeit besitzen, sich selbst zu erneuen (self-renewal) und sich in unter-
schiedliche Gewebstypen auszudifferenzieren (Morrison et al., 1997). Aus mitotischen
Zellteilungen kdonnen weitere Stammzellen (embryonale Stammzellen) oder speziali-
sierte Zellen hervorgehen (adulte Stammzellen) (Jahagirdar & Verfaillie, 2005). Stamm-
zellen werden anhand des onkogenetischen Alters und Differenzierungspotenzials klas-
sifiziert.

Stammzellen, die die Fahigkeit besitzen sich in allen Zellarten zu differenzieren, werden
als totipotent bezeichnet. Solche Stammzellen kommen lediglich in der friihen embryo-
nalen Phase von der befruchteten Eizelle bis zum Achtzellstadium vor. Ab dem Blasto-
zysten-Stadium werden embryonale Stammestellen als pluripotent bezeichnet. Pluripo-
tente Stammzellen kdénnen sich je nach biologischem Milieu zu Tochterzellen
differenzieren, die die Teilungsfahigkeit der Ursprungszellen nicht mehr besitzen (Pro-
genitorzellen), oder sie differenzieren sich weiter in primitive Keimstammzellen und so-
matische Stammzellen. Embryonale Stammzellen kommen nur im frihen Embryo vor,
nach der Geburt spricht man von adulten Stammzellen. Adulte Stammzellen haben ein
eingeschrankteres Differenzierungspotenzial als embryonale Stammzellen. Bei adulten
Stammzellen werden hamatopoetische, mesenchymale und endotheliale Stammzellen
unterschieden (Lullmann-Rauch, 2006), sie befinden sich u. a im Knochenmark, in der

Nabelschnur, in der Haut sowie im Pankreas.



Einleitung 7

Die Leber besitzt als einziges Organ die Fahigkeit, sich durch ein vermehrtes Wachstum
der Hepatozyten selbst zu regenerieren (Michalopoulos, 2010). Kommt es aufgrund ei-
ner Einschrankung der Hepatozytenproliferation infolge einer Leberschadigung, wie bei-
spielsweise einer partiellen Hepatektomie oder toxischen Schaden, werden intrahepati-
schen Progenitorzellen zusatzlich aktiviert (Fausto, 2003). Diese Zellpopulation befindet
sich im Ruhezustand in einem Bereich, den sogenannten Hering Kanalen, die das End-
segment des Gallengangsystems mit parenchymalen Hepatozyten verbinden (Saxena
et al., 1999). Diese Zellpolulation wird auch als hepatic stem/progenitor cells (HpSCs)
bezeichnet (Caprino et al., 2016).

Die intrahepatischen Progenitorzellen werden aufgrund ihrer anatomischen Differenzen
im humanen System als liver progenitor cells und im murinen System als oval cells be-
zeichnet (Roskams et al., 2004). Diese bipotente Stammzellpopulation ist in der Lage,
sich in Hepatozyten, Darmeepithelzellen, Gallenzellen und Azinuszellen des Pankreas
zu differenzieren. Die Differenzierung ist von Wachstumsfaktoren und direkten Wechsel-
wirkungen mit der Extrazellularen Matrix abhangig (Vestentoft, 2013). Die Auswirkung
der HpSCs auf die Leberregeneration ist nicht abschlieend geklart und wird Gegen-

stand weiterer Forschung sein.

1.3.1 Hamatopoetische Stammzellen

Die Hamatopoese findet bei erwachsenen Personen in der Milz, im Thymus sowie im
Knochenmark statt. Der Hauptproduktionsort der Blutzellen ist im postnatalen Alter das
Knochenmark. Die Hadmatopoese wird hormonell gesteuert und reguliert. Das blutbil-
dende, rote Knochenmark befindet sich in den Epiphysen der R6hrenknochen sowie in
den kurzen und flachen Knochen. Es besteht aus hdmatopoetischen Zellen, die sich aus
pluripotenten hamatopoetischen Stammzellen entwickeln. Aus einer Reihe multipotenter
Progenitor-Stammzellen entstehen Uber weitere Vorstufen Zellen des myeloischen und

lymphatischen blutbildenden Systems mit unterschiedlichen Funktionen (s. Abb. 2).
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Abb. 2: Hamatopoetische Differenzierung (Quelle: Lizenziert unter gemeinfrei iber Wikime-
dia Commons). Dargestellt ist ein vereinfachtes Modell der hamatopoetischen Diffe-
renzierung.

Stamm- und Vorlauferzellen lassen sich anhand von immunphanotypischen Oberfla-
chenmolekilen differenzieren. Diese spezifischen membrangebundenen Glykoproteine
werden als Cluster of Differentiation (CD) bezeichnet, die sich mittels monoklonaler An-
tikbrper nachweisen lassen. Fur die vorliegende Arbeit werden hamatopoetische

Stammzellen mit den folgenden CD-Merkmalen untersucht.

CD34

Civin et al. und Tindel et al. beschrieben 1981 unabhangig voneinander erstmals das
Glykoprotein CD34 auf der Oberflache hamatopoetischer Stammzellen des Knochen-
marks. CD34 dient der Zell-Zell-Adhasion und férdert die Bindung der hamatopoetischen

Stammzellen an die extrazellulare Matrix im Knochenmark.

Bei schweren Leberschaden werden CD34*-Stammzellen aus dem Knochenmark mobi-

lisiert (Fuji et al., 2002). CD34-Antigene sind in unreifen hamatopoetischen Stammzellen
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nachweisbar. Im Gegensatz dazu exprimieren ausgereifte adulte hamatopoetische Zel-
len diesen Oberflachenmarker nicht (Andrews et al., 1989; Krause et al., 1996). Weiter
kommt CD34 auch auf embryonalen Fibroblasten sowie Endothelzellen vor (Brown et al.,

1991). Damit ist CD34 nicht spezifisch fir hAmatopoetische Stammzellen.

CD39
CD39 (Ectonucleoside triphosphat diphosphohydrolase-1 (Gen: ENTPD1; Protein:

NTPDase1)) ist eine von Endothelzellen, Monozyten und glatten Muskelzellen expri-
mierte Ectonucleotidase. Die Hauptfunktion von CD39 ist die Hydrolyse von Nukleosid-
Triphosphaten (z. B. Adenosintriphosphat (ATP)) zu Nukleosid-Diphosphaten (z. B.
ADP) und Nukleosid-Monophosphaten (z. B. Adenosinmonophosphat (AMP)) (Robson
et al., 2006).

ADP und ATP binden an purinerge Rezeptoren (P2-Rezeptoren) auf der Oberflache von
Zellen und steuern so verschiedene Zellfunktionen (Rassow et al., 2016). CD39 modu-
liert die durch extrazelluldre Nukleotide ausgeldste P2-Rezeptor vermittelte Wirkung auf
Blutplattchen, Leukozyten und Endothelgewebe (Atkinson et al., 2006). Durch die Hyd-
rolyse von ATP und ADP wird die ADP-induzierte Thrombozyten-Aggregation gehemmt.
Die Expression von CD39 im Gefalisystem steuert die Thrombozyten-Aktivierung,

Thrombozyten-Stabilitdt und Thrombozyten-Grolie.

CD45

Das CD45-Antigen (leucocyte common antigen) ist ein Transmembranprotein auf der
Zelloberflache von allen zellkernhaltigen Zellen der hamatopoetischen Zellreihe und
Leukozyten. CD45 gehodrt zu der Familie der Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTP).
CD45 ist an der Regulation der Antigenrezeptor-vermittelten Aktivierung von B- und T-
Zellen und somit an der Aktivierung des Immunsystems beteiligt (Altin & Sloan, 1997).

Zudem moduliert es zellulare Funktionen wie Zellwachstum und Zelldifferenzierung.

CD-133
Das CD133-Glycoprotein (Prominin-1) (Snippert et al., 2009) wurde erstmals 1997 be-

schrieben (Yin et al., 1997). Das Protein enthalt funf transmembrandsen Domanen und
besitzt ein Gewicht von 120 kDa (Miraglia et al., 1997). CD133 wird auf hamatopoeti-
schen Stammzellen, endothelialen Progenitorzellen (Gehling et al., 2000) sowie neuro-

nalen Stammzellen exprimiert.

Eine Subpopulation von Zellen, die das hamatopoetische Vorlauferzellantigen CD34 ex-
primieren, sind auch CD133 positiv. Diese KMSZ besitzen multipotente Differenzie-

rungsmoglichkeiten und ein leberspezifisches Ubertragungspotential (Handgretinger
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et al., 2003). Die Funktion des CD133-Antigens ist weitgehend ungeklart. Laut Studien
kommt es in Patienten nach einer Leberresektion oder bei Leberschadigungen zu einer
verstarkten Mobilisation von CD133*KMSZ (Gehling et al., 2005). Diese Befunde konn-
ten darauf hindeuten, dass CD133*KMSZ die Leberregeneration férdern. Nach lokaler
Applikation von CD133"KMSZ in die Vena portae kam es zu einer Zunahme der hepati-

schen Regeneration (Schulte am Esch et al., 2005).

1.3.2 Lebergeneration durch Knochenmark-Stammzellen

Laut einer These besitzen CD133*KMSZ eine unterstiitzende Funktion bei reparativen
Prozessen der Lebervorlauferzellen. Entscheidende Mechanismen sind dabei die
chemotaktische Inhibition von apoptotischen Signalwegen, die Hemmung von entzind-
lichen Prozessen sowie die Férderung der Angiogenese und Proliferation von Leberzel-
len (Franchi et al., 2013). Evidenzenzbasierte Daten legen Effekte von KMSZ auf die
Leberregeneration nahe (Schulte am Esch et al., 2005). Welche Wirkmechanismen da-

fur verantwortlich sind, ist aber letztendlich noch nicht vollstandig geklart.
Es werden hier unterschiedliche Mechanismen diskutiert:

Ein Mechanismus ist die Zell-Fusion (Wang et al., 2003; Vassilopoulos et al., 2003). Um
eine Differenzierung von hamatopoetischen Knochenmarkstammzellen in epithelialen
hepatischen Zelllinien wie Oval Zellen, Hepatozyten und Gallengangepithel zu gewahr-
leisten, erfolgt eine Fusion zwischen beiden Zellgruppen (Terada et al., 2002). Infolge-
dessen kommt es zu einer gesteigerten Zellteilung der fusionierten Zellen (Quintana et
al., 2006). Veroffentlichte Daten legen jedoch nahe, dass Knochenmarkstammzellen
keine signifikante physiologische Rolle beim Ersatz von Epithelzellen bei Leberschadi-
gungen spielen (Grompe, 2003). Dartber hinaus kdnnen spontan fusionierte Knochen-
markszellen anschlielRend den Phanotyp der Empfangerzelle annehmen - ein Prozess,

der als Dedifferenzierung oder Transdifferenzierung bezeichnet wird.

Hamatopoetische Knochenmarkstammzellen kénnen nach einer in vivo Transplantation
hepatozytendhnliche Zellen hervorbringen und die Leber vollstdndig neu bevdlkern (La-
gasse et al., 2000). Der Kontakt zwischen hamatopoetischen Knochenmarkstammzellen
und Hepatozyten ist ein ausreichender Stimulus um eine Differenzierung der Knochen-
markstammzellen in Hepatozytendhnliche Zellen zu bewirken (Newsome et al., 2003;
Almeida-Porada et al., 2004).

Hepatozyten kdnnen sich aufgrund ihrer Entwicklungsplastizitat in einem Prozess der
Transdifferenzierung in gallenartige Gewebe umwandeln (Michalopoulos et al., 2005)
und somit die Auflésung von cholestatischen Verletzungen férdern (Nejak-Bowen,

2020). Es wurde angenommen, dass Gallenepithelzellen Progenitorzellen beherbergen,
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die zur Hepatozytenregeneration beitragen (Michalopoulos und Kahn, 2015; Falkowski
et al.,2003). Forschungsarbeiten zeigen jedoch, dass Hepatozyten eher durch
Selbstreplikation regeneriert werden, als dass sie von Gallenzellen in Situationen der

akuten und subakuten Leberschadigungen erzeugt werden (Schaub et al., 2014).

Nach einem anderen Forschungsansatz induzieren Stammzellen die Regenerationsfa-
higkeit von Hepatozyten durch unterstiitzende trophische Faktoren wie IL-6 (Aldeguer
et al., 2002). Moglicherweise bestimmen epigenetische Umbauprozesse, unter anderem
durch DNA-Methylierung, Histonmodifikation und Chromatinumbau die Hepatozytendif-
ferenzierung wahrend der Leberregeneration (Macchi und Sadler, 2020). Die Transkrip-
tionsfaktoren Kif6/Copeb wurden als mdégliche regulierende Faktoren auf die Leber-

proliferation in Mausen identifiziert (Yuan et al.,2015; Zhaoet al., 2010).

Es wird auBerdem die Hypothese vertreten, dass die Leberregeneration durch eine Ne-

ovaskularisierung mittels Angio- und Vaskulogenese unterstitzt wird (Ueno et al., 2006).

Im Rahmen dieser Arbeit werden die Mechanismen und Zusammenhange der Mobilisa-
tion und Homing-Prozesse von CD133*KMSZ und deren Interaktion mit Thrombozyten
wie diese zum Beispiel im Rahmen der Leberregeneration stattfinden konnten, unter-

sucht.

Das Homing von KMSZ beschreibt die Fahigkeit zirkulierender Stammzellen im periphe-
ren Blut oder von exogen verabreichten Stammzellen eine Umweltnische zu lokalisieren
und in diese einzudringen. In der frihen postoperativen Phase der Leberresektion hangt
das Regenerationspotenzial der Leber von den mobilisierten KMSZ ab (Lehwald et al.,
2014). Ausschlaggebend fir den Effekt der KMSZ auf die Leberregeneration ist die Mo-
bilisation der Zellen aus dem Knochenmark in die Peripherie (Blutbahn) und ihre Anla-
gerung an das Gefallendothel des geschadigten Gewebes bzw. Organs. Die Homing-
Prozesse von KMSZ in die Leber sind streng regulierte Vorgange, an denen intrinsische
und extrinsische Faktoren beteiligt sind (Tsolaki et al., 2014). Die genauen Mechanis-
men der Interaktion zwischen KMSZ und Endothelzellen sind weitgehend ungeklart. Ver-

mutlich spielen Thrombozyten und von Thrombozyten stammende Faktoren eine Rolle.

1.4 Thrombozyten

Thrombozyten sind kernlose Zellpartikel mit einer Gré3e von 2-5 ym. Wahrend der
Thrombopoese werden sie aus Megakaryozyten abgespalten und in die Blutzirkulation
freigesetzt (siehe Abb. 2). Im Blut adulter Menschen betragt die Thrombozyten-Zahl
100.000-300.000/pl. Die durchschnittliche Lebensdauer von Thrombozyten liegt bei 8-
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12 Tage. Die Hauptaufgabe der Thrombozyten ist die primdre Hamostase. Thrombozy-
ten sind darlber hinaus auch an immunologischen, entziindlichen, angiogenetischen
(Patzelt & Langer 2012) und malignen Prozessen beteiligt (McNicol & Israels, 2008). Bei
einer Aktivierung von Thrombozyten kommt es Uber eine Expression multipler Membr-
anrezeptoren zur Adhasion und Aggregation von Thrombozyten an Stellen mit Gefadla-
sionen. Von Thrombozyten freigesetzte Adhasionsproteine, Wachstumsfaktoren und Zy-

tokine wirken sowohl auf die Hamostase als auch auf entztindliche Prozesse.

1.5 Hamostase

Die Blutstillung ist ein lebenswichtiger, aus mehreren Schritten bestehender, physiologi-
scher Prozess, der eine Blutung zum Stillstand bringt. Die Hdmostase lasst sich in eine
primare und sekundare Hamostase unterteilen. Die primare Hamostase wird auch als
zellulare Hamostase bezeichnet, da bei diesen Prozessen Thrombozyten die Hauptrolle

spielen.

Durch die primare und sekundare Hamostase werden verletzte Gefalle wieder ,abge-
dichtet*. Die Hamostase beinhaltet ein Zusammenspiel aus Thrombozyten, Gefa-
Rendothel und Gerinnungsfaktoren. An der primaren Hamostase sind die Blutgefalte und
die Thrombozyten beteiligt. Fir die Adhasion der Thrombozyten an das GefaRendothel
sowie fur die Aggregation zwischen Thrombozyten spielen Aktivatoren wie ADP, ATP,
Thromboxan und Thrombin eine ausschlaggebende Rolle. Die Aktivatoren férdern Uber
G-Protein-gekoppelte Signalwege die Erhéhung des intrazellularem Calciumgehalts, der
die Adhasions- und Aggregationseffekte weiter verstarkt. Dabei kommt es zu einer Ver-
anderung der Thrombozyten-Struktur und zur Ausbildung von Pseudopodien, die mit ei-
ner OberflachenvergréRerung einhergeht, die die Bindung an andere Thrombozyten be-
gunstigt. An der GefaBwand-Adhasion der Thrombozyten ist auch der von-Willebrand-
Faktor (VWF) beteiligt (Savage et al., 1998). Der VWF stellt den Kontakt zwischen Kol-
lagen und dem Thrombozyten-spezifischen VWF-Rezeptor (Glykoprotein (GP) Ib/IX) her.
Durch diese Verbindung werden verschiedene Signalkaskaden aktiviert, die eine end-
gultige Aktivierung der Thrombozyten durch eine Konformationsanderung bewirken. Die
weitere Adhasion von Thrombozyten an Fibrinogen Uber das GPIIb/GPllla fuhrt zu einer
verstarkten Thrombozyten-Aggregation und zur Bildung weiterer Aggregate (Brass et al.,
1997). Die Rekrutierung und Aktivierung der Thrombozyten ist ein multifaktorieller Pro-

zess in dem Aktivierungsfaktoren und inhibierende Faktoren involviert sind.

Am Prozess der Aktivierung sind mal3geblich Thromboxan, Kollagen oder Thrombin be-
teiligt. ADP I6st Uber seine Bindung an den ADP-Rezeptor P2Y1 verschiedene Reakti-

onskaskaden und second-messenger Wege aus (Kahner et al., 2006). Die resultierende
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Thrombozyten-Konformationsanderungen und Aktivierung weiterer Oberflachen-Rezep-
toren (z. B. Fibrinogen-Rezeptor GPIIb/llla) (Jackson, 2007; Varga-Szabo et al., 2008)
fordert die Fibrinogen vermittelte Vernetzung der Thrombozyten und somit eine irrever-
siblen Thrombozyten-Aggregation. Die Agonisten werden entweder aus dem Gefa-

Rendothel oder aus den aktivierten Thrombozyten freigesetzt (Varga-Szabo et al., 2008).

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Aufbauend auf den Ergebnissen der Forschungsarbeit zur Férderung der Leberregene-
ration durch die Applikation von CD133"KMSZ nach einer Leberteilresektion (Schulte am
Esch et al., 2005) untersucht diese Arbeit die Modulation der ADP-abhangigen Throm-
bozyten-Aggregation durch CD133"KMSZ. Diese soll wichtige Rickschlisse flr bisher
kaum erforschte Homing-Mechanismen der CD133*KMSZ und die Interaktion der Zellen

mit GefalRendothel ermdglichen.

Ferner konnte diese Arbeit zu einem besseren Verstandnis des Zusammenwirkens zwi-
schen Thrombozyten und CD133*KMSZ beitragen.
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2 Material und Methodik

2.1 Materialien

Chemikalien und Losungen

Ammoniumchlorid (NH4Cl; Zentral Apotheke Universitatsklinikum Disseldorf)
Adenosindiphosphat (ADP; Sigma)

Calciumchlorid (CaCl, 1 mM; Merk)

Dimethylsulfoxid (DMSO; Sigma)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA; Sigma Aldrich)
FcR-Blocking Reagent (Fragment-crystallisable-receptor)
Hank's Buffered Salt Solution (HBSS)

Magnetic activated cell sorting (MACS) Puffer® (Miltenyi)
Microbeads (Biotec)

Natriumchlorid (NaCl; Merck)

Phosphate buffered saline (PBS; Biochrom)

Quantum 333-Fibroblasten Medium®

Red Blood Cell Lysis (Miltenyi Biotec)
Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer (Ficoll®)

Trypsin (Gibco)

Tryptanblau (Gibco)

Paraformaldehyd (PFA; Merck)

Alle Chemikalien und Lésungen wurden entsprechend der Herstellerangaben vorbereitet

und gelagert.

Antikorper/Antiseren fir die Fluorescence-Activated Cell Sorting (FACS)
Analyse

CD45-PE-Cy7 (Phycoerythrin-Cyanine7 mouse anti-human CD45; BD, Miltenyi)
CD45-FITC (Fluorescein-5-isothiocyanat anti-human CD34; Holzel Diagnostika)
CD133/2-PE (CD133/2-PE (293C3) human antibodies; Miltenyi)

CD34 APC (Allophycocyanin Mouse anti-human CD34; BD)

CD42a-PerCP (Mouse Anti-Human CD42a; BD, Bioscience)

ISO-CD45-APC (Bioscience)

ISO-CD34-APC (Biosciences)

ISO-CD133-PE (mouse 1gG-2b-PE isotype control antibodies; Miltenyi)
ISO-CD39-FITC (FITC anti-mouse IgG1, k isotype; Biosciences)
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Kits
— Kits zur Aufreinigung von CD133 (MicroBeads Kit human; Miltenyi)
— MACS-Separationssaulen (Miltenyi)

Verbrauchsmaterialen

— Blood Cell Counter (Beckmann Coulter)

— Aggregationsréhrchen (Chrono-Log-Corporation)
— Aggregationsrihrmagneten (Chrono-Log-Corporation)
— Einkanal-Pipette (Eppendorf)

— Spritzen (5 ml, 10 ml, 50 ml; Braun)

— Zellkulturschalen (Greiner Bio One)

— Pipetten (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml; Ratiolab)
— Pipettenspitze (Starlab)

— Superiorzéhlkammer (Marienfeld)

— T75 Kulturflaschen (Greiner Bio-One)

— Falcon-Zellkulturflaschen (Cellstar)

— Zentrifugenréhrchen (lkamag)

— Polystyrolkuvetten (VWR)

— 100 pm Filter (Becton Dickinson)

— Eingefrorene Cos1/Cos7 Zellen

— Eppendorf-Gefale (1,5 ml) (Eppendorf)

— FACS-Roéhrchen (BD Falcon Bioscience)

— Magnetrihrer (Chrono-Log-Corporation)

— Venenkandilen (20 G; Braun)

Gerate

— Aggregometer (Chronolog-Corporation, Whole Blood Luminoaggregometer)

— Zentrifugen (Thermoscientific, Heraeus multifuge x 1 R, Hettich Universal 30RF, Ep-
pendorf Centrifuge 5810R)

— Mikrozentrifuge (Heraeus Fresco 17)

— Blutanalysegerat (Sysmex)

— Lichtmikroskop (Hund-Wilovert A)

— Brutschrank-Zellkultur (Heraeus)

— Gefrierschrank (Heraeus)

— Sterile Sicherheitswerkbank (The Baker Company)

— FACS-Gerat (BD-FACSCanto™, BD Biosciences)
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Software

— Microsoft Excel 2018
— BD-FACSDIVA™ Software (BD Biosciences)

2.2 Patient*innenkollektiv

Das Knochenmark wurde im Rahmen einer allgemeinchirurgischen Operation in Nar-
kose aus der Crista iliaca anterior superior punktiert. Die Patient*innen gaben nach einer
umfassenden Aufklarung ihre Zustimmung zu der Punktion in Narkose. Die Zustimmung
der Patient*innen erfolgte freiwillig; die Zustimmung oder Ablehnung hatte keinen Ein-
fluss auf die weitere Behandlung der Patient*innen. Die Versuche wurden von der Ethik-
kommission der Heinrich-Heine-Universitat, Disseldorf, unter den Antragsnummern
2852 und 2853 genehmigt. Vor der der Blutprobenabnahme zu einer Thrombozythen-
spende wurde sichergestellt, dass die Thrombozyten-Funktion beeinflussende Medika-
mente (z. B. Acetylsalicylsaure (ASS), Plavix) flr einen angemessenem Zeitraum vor
den Experimenten pausiert oder abgesetzt worden waren. Die Patient*innen wiesen
keine Pathologien auf, die die Stammzell- und Thrombozyten-Funktion beeinflusst ha-
ben kénnte. Zudem wurden praoperativ vor der Punktion der Quick-Wert, die partielle
Thromboplastinzeit (pTT) und die Thrombozyten-Zahl bestimmt. Die Ergebnisse der Pa-

tient*innen mussten fir die Aufnahme in die Studie im Normbereich liegen.

2.3 Verwendete Methoden

Einen Uberblick tber die in dieser Arbeit verwendeten Methoden gibt Abb. 3.

Versuchsvorbereitungen

Stammazellpunktion Thrombozyten-Reinigung
¢ Herstellung von Plateled rich plasma (PRP)

¢ Herstellung von Plateled poor plasma (PPP)

Isolierung der Fibroblastenkultur (eingefrorene
Stammazellen Cos1/Cos7 Zellen)

o Filter Adenosindiphosphat-(ADP)-

« Erylyse Herstellung

¢ Dichtengradienten-Zentrifugation

o Magnetic Activated Cell Sorting
(MACS)/Labeling

e Zellzahlbestimmung
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Versuchsablauf

Lichttransmissionsaggregometrie (LTA) Fluorescence-Activated Cell Sorting

nach Born (FACS)

Abb. 3: Verwendete Methoden

2.3.1 Stammzellpunktion

Es werden 20—40 ml Knochenmark aus der Crista iliaca posterior lege artis mittels Kno-
chenmarkskanulen in 50 ml Spritzen zur Weiterverarbeitung tGberfihrt und unmittelbar
nach der Entnahme steril aufgearbeitet. Das Knochenmark wird in Citrat-Lésung aufge-

zogen.

Stammzellapherese

Das Apheresat wurde von der Klinik fir Transplantationsdiagnostik und Zelltherapeutika
der Universitatsklinik Dusseldorf bereitgestellt. Die Stammzell-Apherese erfolgt bei ge-
sunden, aufgeklarten Patient*innen. Bei dem Verfahren werden multipotente Stammzel-
len aus dem Blut isoliert. Vorab erfolgt eine Behandlung mit dem Granulocyte-colony
stimulating factor (G-CSF), der die KMSZ-Produktion im Knochenmark und eine Mobili-
sierung von KMSZ in das periphere Blut fordert. Der Spendende wird Uber beidseitige
Armvenenkanilen an das Apherese-Gerat angeschlossen. Das gespendete Blut wird
mit Hilfe eines Zellseparationsgerats abgeleitet. Die zellularen Blutkomponenten des ge-
spendeten Bluts werden mittels Dichtegradientenzentrifugation aufgetrennt. Die Inter-
phase wird entnommen. Nach der Zentrifugation wird das gespendete Blut wieder ver-
mischt und Uber ein geschlossenes System zum anderen Patient*innenarm
zurlckgefuhrt. Das Apheresat wird bis zur weiteren Verwendung gekuhlt und steril gela-

gert.

2.3.2 Isolierung von CD133*-Stammzellen aus menschlichem Knochenmark

Die Entfernung von Verunreinigungen (z. B. Knochen, Koagel) erfolgte Gber einen 100 pl
Filter. Das Knochenmark wurde in ein 50 ml-Falcon-R6hrchen Uberfihrt und im Verhalt-
nis von 7:1 mit einem 2 mM EDTA-PBS Puffer verdiinnt.

Erylyse

Das Ziel der Erylyse war die Entfernung von Erythrozyten aus dem Knochenmarkspunk-
tat. Die Erylyse wurde in Abhangigkeit vom makroskopischem Erscheinungsbild des Se-
diments (Knochenmark-Pellet) durchgefuhrt. Bei einer deutlichen roten Farbung wurde

das Sediment in 25 ml Ammoniumchlorid-Lésung resuspendiert. Die Suspension wurde
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fur 10 Minuten bei 4 °C inkubiert, anschlielRend vermischt und bei 300 g/1500 revolutions
per minute (rpm) fir 10 Minuten bei 20 °C mit Bremsfunktion zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet je nach GroRe mit 25-40 ml PBS-Puffer gewaschen.
Die Lésung wurde erneut bei 300 g/1500 rpm fir 10 Minuten bei 20 °C mit Bremsfunktion
zentrifugiert. Der Wasch-/Zentrifugationsvorgang wurde unter den gleichen Bedingun-

gen wiederholt.

Dichtegradientenzentrifugation

Das Knochenmark wurde in einem Verhaltnis von 7:1 mit einer Lésung aus PBS und
2 mM EDTA-Puffer verdinnt und in 50 ml-Falcon-R&hrchen Uberflhrt. Zur Beseitigung
von Zellklumpen und Unreinheiten wurde die Probe Uber einen 100 pm-Filter gereinigt.
35 ml der gefilterten Proben wurden vorsichtig auf eine in einem 50 ml Falcon-Rdéhrchen
vorgelegte 15 ml Ficoll®-Lésung geschichtet. Die mit Knochenmarklésung und Ficoll®
befullten Rohrchen wurden mit abgeschalteter Bremsfunktion bei 445 g und 20 °C flr
35 Minuten zentrifugiert. Dabei sammelten sich die Zellpopulationen in unterschiedlichen
Schichten mit unterschiedlicher Dichte an. Aufgrund ihrer hohen Dichte befanden sich
Granulozyten, Erythrozyten und der Knochendetritus am Boden des Falcon-Réhrchens.
Daruber lag eine trube Interphase mit den mononuklearen Knochenmarkzellen. Diese
Schicht wurde vorsichtig mit einer Pasteurpipette abgenommen und in ein neues Falcon-
Roéhrchen Uberfiihrt. Die aus mononukledren Zellen bestehende Losung wurde mit 40 ml
PBS-Puffer gewaschen und bei 300 g/1500 rpm fir 10 Minuten bei 20 °C mit Bremsfunk-

tion zentrifugiert.

Auf Scherkrafte durch Bremseinwirkungen musste dabei keine Ricksicht genommen
werden. Der Uberstand wurde vorsichtig mit einer sterilen Pasteurpipette abgenommen

und in eine Kulvette tUberfuhrt.

Aufreinigung der Stammazellen/ Magnetic Activated Cell Sorting (MACS)

Prinzip: Mit dem MACS lassen sich Zellen anhand ihrer Oberflachenantigene aus einem
Pool verschiedener Zelltypen isolieren. Dazu werden die Zielzellen mit spezifischen An-
tikbrpern markiert, die an magnetische Mikrobeads gekoppelt sind. Die Probe mit dem
Pool unterschiedlicher Zellentypen passiert die MACS-Saule im magnetischen Feld. Auf-
grund der magnetischen Antikdrper verbleiben die Antikdrper-spezifischen Zellen auf der
Saule, wahrend nicht-gebundene Zellen frei passieren kénnen. Die Saulen werden nach
Entfernung der Magnetfelder ausgespilt und fir weitere Versuche aufbewahrt. Samtli-

che Aufreinigungsverfahren wurden unter sterilen Bedingungen durchgefihrt.
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Magnetic-Labeling: Nach einer erneuten Zentrifugation wurde das Pellet aus der Dich-
tegradientenzentrifugation (siehe oben) in 300 ul MACS-Puffer pro 108 Zellen aufge-
nommen. Die Antikérpermarkierung erfolgte mit einer Losung aus 100 pl FcR-(Frag-
ment-crystallisable-receptor)-Blocking Reagenz pro 108 Zellen. Die Probe aus MACS-
Puffer, KMSZ und FcR-Blocking-Reagenz wurde gut vermischt und flr 30 Minuten bei
2—-8 °C im Dunkeln inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit 50 yl CD133/2
(293C3)-PE gefarbt und fur 5 Minuten bei 2—-8 °C im Dunkeln inkubiert und danach je
nach Sedimentgroe mit 1-2 ml MACS®-Puffer gewaschen. AnschlieRend erfolgte eine
Zentrifugation bei 300 g/1500 rpm fur 10 Minuten bei 20 °C mit Bremsvorgang.

Magnetic-Sorting: Die MACS®-Apparatur (Magnet, Magnetstander, MACS®-Saule,
30 um Filter, Abfallréhrchen, Réhrchenstander) wurde nach Herstellerangaben vorberei-
tet. Der Filter wurde auf die MACS®-Saule aufgesetzt und mit 500 yl MACS®-Puffer
angefeuchtet. Die Suspension mit dem markierten Zielzellsediment (500 pl pro 108 Zel-
len) wurde auf die vorgebreitete Sdule gegeben. Im Anschluss wurde die Saule mit je-
weils 500 pl MACS®-Puffer dreimal gesplilt. Durch diese Spulvorgange wurden Zellen,
die nicht an die Microbeads gebunden waren, von der Saule entfernt. Die selektierten
Target-Zellen wurden nach Herstellerangaben von der Saule mit 1 ml MACS®-Puffer
entfernt und in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefal} Gberflhrt. Danach wurde die Zellzahl erneut

mittels Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

Zellzahlbestimmung: Zur Zellzahlbestimmung wurden die Zellen in PBS resuspendiert.
Die Zellzahlbestimmung erfolgte unter einem Lichtmikroskop mittels Neubauer-Zahlkam-
mer. Zur Bestimmung des Mittelwerts wurden die Werte aus vier Quadranten berucksich-
tigt. Fur die Versuche wurden Zellzahlen von 7500, 15000, 30000 und 50000 bendtigt.

2.3.3 Thrombozyten-Aufreinigung
Herstellung von Platelet Rich Plasma (PRP)

Das entnommene vendse Vollblut wurde nach der Entnahme zlgig verarbeitet. Bei den
Patient*innen wurde zuvor sichergestellt, dass die letzte Einnahme von Thrombozyten-
Aggregationshemmer mindestens 5 Tage zuruck lag. Das Blut wurde nach der Punktion
einer peripheren Vene in Citrat-Réhrchen (1 IU/ml; Sigma, Germany) tberfuhrt, um eine
vorzeitige Aggregation der Thrombozyten zu unterbinden. Zusatzlich wurde auf eine
sanfte Stauung der peripheren Venen geachtet, um eine zusatzliche Schadigung der
Thrombozyten zu vermeiden. Die Blutproben wurden bei Raumtemperatur weiterverar-
beitet. Kélteeinwirkungen wurden vermieden, da niedrige Temperaturen die Thrombozy-
ten-Aggregation induzieren kdnnen. Die anschlieRende Zentrifugation der Blutproben

bei 180 g unter Raumtemperatur fur 10 Minuten erfolgte ohne Bremseinwirkung, um
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Scherkrafte zu vermeiden. Dabei wurden die Erythrozyten von den Thrombozyten ge-
trennt. Letztere befanden sich im Uberstand, welcher vorsichtig mit einer sterilen Pas-
teurpipette abgenommen wurde. Auch hierbei wurde darauf geachtet, mechanische
Scherkrafte zu vermeiden, die die Aggregation der Thrombozyten férdern und somit das
Ergebnis verfalschen kénnten. Zusatzlich lie sich so ein ungewolltes Aufmischen der
Schichten vermeiden. Die Suspension wurde anschlie®end in eine Kuivette Uberflhrt.
Die Thrombozyten-Konzentration wurde mit einem Blutanalysegerat der Firma Sysmex

bestimmt. Das PRP wurde auf eine Thrombozyten-Zahl von 5,0 x 10* eingestellt.

Herstellung von Platelet Poor Plasma (PPP)

Als Negativkontrolle wurde das Ubrige Vollblut der Patient*innen unmittelbar nach Ent-
nahme bei 1000 g bei Raumtemperatur 10 Minuten zentrifugiert. Auf Scherkrafte durch
Bremseinwirkungen musste dabei keine Ricksicht genommen werden. Der Uberstand
wurde vorsichtig mit einer sterilen Pasteurpipette abgenommen und in eine Klvette Uber-
fuhrt.

2.3.4 Fibroblasten-Kultur

Fur die Anlage einer Fibroblasten-Kultur wurden eingefrorene Cos1/Cos7 Zellen aus ei-
nem 1,5 ml Aliquot in einem Wasserbad auf Raumtemperatur schnell erhitzt. Die Zelll6-
sung wurde unter sterilen Bedingungen in 5 ml Quantum 333 resuspendiert und an-
schlieend in eine Kulturflasche mit 7,5 ml Quantum 333 Uberfiihrt. Das insbesondere
fur Fibroblasten-Kulturen geeignete Medium ist mit Spurenelementen, Wachstumsfakto-
ren, Insulin, eisenbindenden Molekilen und Serumbestandteilen supplementiert. Die
Kulturflasche mit der Zellsuspension wurde nun in einem 5 % Kohlenstoffdioxid-Inkuba-
tor bei 37 °C fur mindestens 96 Stunden inkubiert, bevor sie fir weitere Versuche ver-
wendet wurde. Das Zellmedium wurde alle 48 Stunden unter sterilen Bedingungen ge-
wechselt. Mit einem Lichtmikroskop wurde auf eine adaquate Zelldichte geachtet. Bei
einer geeigneten Zelldichte wurden das Medium dekantiert und vorsichtig 10 ml PBS
hinzugegeben, um die Zellen nicht vom Flaschenrand zu I6sen. Die Zellen wurden an-
schliefend in 5 ml Trypsin-Losung resuspendiert. Dazu wurden die Kulturflaschen fur
5 Minuten im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Mit dem Lichtmikroskop wurde eine voll-
stdndige Ablésung der Zellen vom Untergrund sichergestellt. Durch Zugabe von 5 ml
Quantum 333 wurde die Trypsin-Reaktion gestoppt. Zur Anfarbung der Zellen wurden
10 pl der Zellldsung mit 10 pl Tryptanblau vermengt. Anschlieend wurden 10 pl dieser
Lésung in eine Neubauer-Zahlkammer pipettiert. Nach der Entnahme der fir die Versu-

che bendtigten Zellzahl wurden aus einem Teil der Losung weitere Zellkulturen angelegt.



Material und Methodik 21

Die restliche Zellldsung wurde in einer Dimethylsulfoxid-(DMSO)-haltigen Gefrierschutz-
I6sung auf drei Aliquots a 1,5 ml bei -20 °C kryokonserviert. DMSO verhindert die Bildung
von Eiskristallen und somit die Zerstérung der Zellorganellen und das Absterben von
Fibroblasten. Die flr die Versuche bendétigte Suspension wurde bei 1100 rpm fir 5 Mi-
nuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Das Pellet wurde anschlieRend in 1 ml PPP

resuspendiert.

2.3.5 Adenosinsdiphosphat (ADP) Herstellung

Die Stammldsung wurde nach Herstellerangaben vorbereitet und bei -20 °C gelagert.
Die Losung wurde bei Bedarf kurz vor den Versuchen aufgetaut. Die fur die Versuche
notwendigen ADP-Konzentrationen wurden mit einer physiologischen Kochsalzlésung
eingestellt. Die Konzentration wurden fur 100 pl Ansatze berechnet. Fir die Versuchs-

reihen wurden ADP-Konzentrationen von 2,5 uyM, 5 uM und 10 uM benétigt.

2.3.6 Lichttransmissionsaggregometrie (LTA) nach Born

Das LTA-Verfahren wurde nach seinem Erstbeschreiber benannt. Die Messung basiert
darauf, dass Thrombozyten in Suspension nach Zugabe eines Aggregationsagonisten
aktiviert werden und Aggregate bilden. Die optische Durchlassigkeit nimmt nach der A-
gonisten-Zugabe signifikant zu. Die Lichttransmission durch das Medium wird laufend
registriert und als Kurve aufgezeichnet. Die Transmissionswerte korrelieren mit der Platt-

chenaktivitat bzw. Thrombozyten-Aggregation (siehe Abb. 4).

Die Versuche wurden in einem Thrombozyten-Aggregometer bei Raumtemperatur durch-
gefuhrt. Das PPP entsprach einer maximalen Transmission von 100 %. Die Versuche
werden alle bei Raumtemperatur durchgefihrt. Das Aggregometer wurden mit Kiivetten
mit PRP (0 % Lichttransmission) und PPP (100 % Lichttransmission) geeicht. Die mini-
male Aggregationskurve wurde eingestellt und unmittelbar vor ADP-Gabe auf 0 geeicht.
Zur Gewahrleistung einer ausreichenden Wirkung des Agonisten auf die Thrombozyten
wurde ein sich konstant drehender Magnetstab eingesetzt. Die so erzielte permanenten

Interaktion von Agonisten und Thrombozyten verhinderte eine Spontanaggregation.
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Abb. 4: Schematische Darstellung der Lichttransmissionsaggregometrie (LTA) nach
Born. Veranderung der Thrombozyten-Form und eine zunehmende Aggregatbildung
nach Agonisten-Zugabe (Adenosindiphosphat (ADP)) zum Plateled rich plasma (PRP)
fihren zu einer Zunahme der Lichtintensitat aufgrund vermehrter Lichtdurchlassigkeit
der Thrombozyten-Emulsion. Die Lichttransmission wird Uber eine Photozelle doku-
mentiert.

Die Anderungen der Lichttransmission wurden vom Aggregometer als Aggregations-
kurve gegen die Zeit aufgezeichnet. Fur die statistische Auswertung war die Steigung
der Impedanz-Veranderung von Relevanz. Diese wurde als Amplituden-Slope von der

Aggrolink 1 Software ermittelt.

Fur die Versuche wurden die vorgegebene Thrombozyten-Zahl von 5,0 x 10%/ul fir das
gewunschte Volumen berechnet und die Suspension in Kivetten pipettiert. Die Ruhrge-
schwindigkeit wurde auf 1000 rpm/min eingestellt. Die Klvetten wurden nach Hersteller-
angaben vor den Versuchsreihen auf 37 °C erwarmt. Die Kurve wird vor Gabe der Ago-
nisten so lange beobachtet, bis sich eine stabile Grundlinie gebildet hatte. Auf diese
Weisen wurden Spontanaggregationen registriert und ausgeschlossen. Die Messung
wurde nach Zugabe von ADP gestartet und Uber eine Dauer von 7 Minuten bis zum
Erreichen der maximalen Amplitude fortgesetzt. In Abhangigkeit von friheren Werten

konnte die Zeit auch auf 5 Minuten verkurzt werden (siehe Abb. 5).
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Abb. 5: Lichttransmissionsaggregometrie (LTA) — Induzierte Thrombozyten-Aggregation
nach Adenosindiphosphat-(ADP)-Gabe. Dargestellt wird der Transmissionsverlauf
(Zunahme der Lichttransmission in %) Uber 5 Minuten. Nach der ADP-Gabe bei 30
Sekunden kommt es nach einer initialen Kurvenveranderung (second wave) zu einer
stetigen Zunahme der Lichttransmission.

ADP-Reihe

Die Herstellung der Agonisten-Lésung erfolgte kurz vor Versuchsbeginn. Zunachst wur-
den niedrige ADP-Konzentrationen verwendet. Eine Aggregation findet meistens bei ei-
ner ADP-Konzentration von 2-3 uM statt. Dabei wurde auf das ,,second wave“ Phano-
men geachtet. Dabei handelt es sich um eine reversible Aggregation nach einer initialen
Formanderung der Thrombozyten nach Eintauchen der Pipette zur Agonisten-Gabe. Die
eingesetzten ADP-Konzentrationen wurden auf der Basis dieser Befunde festgelegt. Bei
den Kurven wurde standig auf visuelle Plausibilitat geachtet. Folgende ADP-

Konzentrationen wurden verwendet:

- 2,5uM
— 5uM
- 10 uM

Das Gerat wurde angeschaltet und nach Herstellerangabe kalibriert. Dazu wurde die
Kuvette mit dem PRP (5 x 10¥ul Thrombozyten) und dem Rihrmagneten auf 37 °C er-
warmt. Das Gerat wurde vor der Messung jeder Probe erneut kalibriert. Die Kuvette mit
dem PRP wurde in den Versuchskanal eingefiihrt. Mit einer mehrere Minuten dauernden

Durchmischung wurde ein steady-state erreicht. 15 Sekunden nach Erreichen des
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steady- state wurde das ADP zupipettiert. Nach 5 Minuten wurden die Versuche beendet.
Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit der Aggrolink-Software. Dabei wurde die ma-
ximale Amplitude ermittelt. Die Amplitude entspricht der Flache unter der Kurve (Slope)
in Prozent. Je nach ADP-Konzentration wurden unterschiedliche Veranderungen der
Kurve aufgrund unzureichender reversibler Thrombozyten-Aggregationen festgestellt.
Bei einer maximalen irreversiblen Thrombozyten-Aggregation bildete sich aufgrund der

Ausschoépfung des Aggregationspotentials eine typische Plateauebene (siehe Abb. 6).

[CCRON T Jdj¢
j-Fle Ed Apyegometer View Wedow Hep

P70 ANSS B N e R il |

Test ID : 050711-PRP+1 P

alo ime Trace 1 Trace 2 Trace 3 Trace 4
Name: NN
1D : +10pMADP Lab
Blood Draw Time
TRACE 1 0f—A— ! ! ! ! 100
Instrument OPT 1
Reagent 10 o 90
Stirrer 1200 |
Gain 208 + + + . . 80
Amplitude 1
Slope 04 \ ! | ] 4 170
Lag Time '

Area Under 404 + + + . + 160
~ U 3
Comments § 504 ! ! ] l | 150
G
& 60k 4 + + + 140
T08 4 " . + 130
hba
i

804 ! ! I 20

100§ 4 + + . + 0

1:00 2:00 3:00 4:00 $5:00
Time (min:sec)

Abb. 6: Lichttransmissionsaggregometrie (LTA) — Veranderung des Transmissionsver-
laufs (Zunahme der Lichttransmission in %) nach Adenosindiphosphat-(ADP)-
Gabe. Die Plateauebene beruht auf einer irreversiblen Thrombozyten-Aggregation.
Sie verandert sich auch bei einer weiteren ADP-Zugabe nicht mehr.

Versuchsreihe nach Co-Inkubation mit CD133*KMSZ

In Abhangigkeit von der Anzahl der nach der MACS®-Aufreinigung isolierten
CD133"KMSZ wurde die Anzahl der Versuchsansatze bestimmt. Dabei lief3 sich nach
wiederholten Versuchsansatzen eine aussagekraftige Versuchsreihe festlegen. Es
wurde angestrebt, Versuche mit allen festgelegten CD133*KMSZ-Zellzahlen (z. B.
50.000, 30.000, 15.000, 7.500) durchzufuhren.

Die einzusetzende ADP-Konzentration wurde in einer Versuchsreihe mit verschiedenen

ADP-Konzentrationen ermittelt (siehe oben). Gewahlt wurde die ADP-Konzentration, bei
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der es zu einer maximalen Amplituden-Veranderung gekommen war und die eine maxi-
male irreversible Aggregation ausgeldst hatte. In den Co-Inkubationsversuchen wurde
nach 15 Sekunden unter Berlicksichtigung des Kurvenplateaus die entsprechende ADP-
Konzentration hinzugegeben. Nach 90 Sekunden folgten die vorbereiteten
CD133*KMSZ-Zellen. Nach 5 Minuten wurde der Versuch beendet und die Amplitude
sowie der Slope-Wert ermittelt (siehe Abb. 7). Nach der Ausbildung eines Plateaus nach
der initialen ADP-Gabe kam es nach Zusatz der CD133*KMSZ zu einer weiteren Ab-

nahme der Amplitude und im Verlauf zu einem Equilibrium.
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Abb. 7: Lichttransmissionsaggregometrie (LTA) — Verdnderung des Transmissionsver-
laufs (Zunahme der Lichttransmission in %) nach Gabe von Adenosindiphos-
phat (ADP) und CD133*-Knochenmarksstammzellen (KMSZ). Nach einer initialen
ADP-Gabe (15 Sekunden) und Einstellung der Nulllinie wurden nach 90 Sekunden
CD133*KMSZ zugegeben. Durch die Zellzugabe kam es zu einer Verschiebung der
Nulllinie.

Versuchsreihe nach Co-Inkubation mit Fibroblasten

Als Kontrollzellen wurden Fibroblasten eingesetzt. Fur die Versuchsreihen wurden die
gleichen Zellzahlen (z. B. 50.000, 30.000, 15.000, 7.500) wie in den Versuchsreihen mit
den CD133*KMSZ (siehe oben) verwendet.

Auch der Versuchsablauf (Dauer 5 Minuten) entsprach dem bei den Versuchen mit
CD133*KMSZ. Nach 15 Sekunden wurde die gleiche ADP-Konzentration zugegeben
und nach 90 Sekunden die Fibroblasten. Die Amplitude und der Slope-Wert wurden am
Ende der Versuche dokumentiert (siche Abb. 8).
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Abb. 8: Lichttransmissionsaggregometrie (LTA) — Verdnderung des Transmissionsver-
laufs (Zunahme der Lichttransmission in %) nach Gabe von Adenosindiphos-
phat (ADP) und Fibroblasten). Nach einer initialen ADP-Gabe (15 Sekunden) und
Einstellung der Nulllinie wurden nach 90 Sekunden Fibroblasten zugegeben. Durch
die Zellzugabe kam es zu einer Verschiebung der Nulllinie, die aber weniger deutlich
ausgepragt war als in den Versuchen mit CD133*KMSZ.

Statistische Auswertung der LTA nach Born

Aus den dargestellten Kurven lie® sich Gber die Aggro-Link-Software die Amplitude und
der Slope ermitteln. Die Amplitude entsprach der Impedanz-Anderung vom Start der Im-
pedanz-Zunahme bis 5 Minuten danach. Dieser Wert wurde in Prozent angegeben. Der
Slope-Wert entsprach der Geschwindigkeit der Amplituden-Anderung entsprechend

dem Amplituden-Gradienten.

2.3.7 Fluorescence-Activated Cell Sorting (FACS)

Das FACS ist eine durchflusszytometrische Methode zur Analyse von Oberflachen Zell-
proteinen in einer Zellpopulation. Bei dem Verfahren werden unterschiedliche Parameter
der Zellen einer Suspension (z. B. Zellgrélie, Granularitat, und Oberflachenmarker als

Antigene) aufgrund ihrer Streulicht- und Fluoreszenzeigenschaften analysiert.

Bestimmung der Oberflachenantigene der isolierten KMSZ

Die FACS-Analyse diente in den vorliegenden Versuchsreihen der Qualitatssicherung.
Mit der Methode wurde sichergestellt, dass in die Versuche tatsachlich KMSZ eingesetzt
wurden. Dazu wurden die KMSZ mit in der Literatur beschriebenen KMSZ-spezifischen

Antikdrpern markiert. Fir das FACS kénnen Antikorper verwendet werden, die entweder
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direkt mit einem Fluorophor gekoppelt sind, oder solche, die tiber eine Bindung an einen
fluoreszenzmarkierten Sekundarantikorper detektiert werden. Die Antikorper-beladenen
Zellen passieren die Kapillaren des FACS-Gerats einzeln. Durch einen fokussierten La-
serstrahl werden Fluoreszenz- und Lichtstreuungen erzeugt. Die Identifikation der Zellen
erfolgt aufgrund der Antikérper-gekoppelten Fluoreszenz-Charakteristika. Die Zellen
kénnen auch anhand der Lichtstreumenge charakterisiert werden. Durch den Einsatz
unterschiedlicher Fluoreszenzfarbstoffe lassen sich verschiedene Zellpopulationen dif-

ferenzieren.
Fur die vorliegenden Versuche wurden die Zellen mit folgenden Antikbrpern markiert:

— Anti-CD133 als hamatopoetischer Stammzellmarker

— Anti CD-45 als hamatopoetischer Stammzellmarker mit Ausnahme reifer Erythrozyten
und Thrombozyten

— Anti CD-34 als Stammzellmarker

— Anti CD-42 als Thrombozyten- und Megakaryozyten-Marker

Fir die Versuche wurde das Gerat BD-FACSCanto™ mit der Software BD-FACSDiva™

des Herstellers BD Biosciences verwendet.

Nachweis der Thrombozyten-Aggregation

Auch eine Thrombozyten-Aggregation kann mit dem FACS quantitativ und qualitativ ge-
messen werden. Dabei werden Veranderungen an der Membranoberflache der Throm-
bozyten und Veranderungen der Antigen-Expression bestimmt. Die Bildung eines
Thrombozyten-Aggregats hangt von dem sich an den Thrombozyten-Oberflache befind-
lichen GPIIb/GP llla ab. Das aktivierte GPIIb/GPIIIA-Protein fungiert als Rezeptorprotein
fur Fibrinogen. In der vorliegenden Arbeit wurde die Bindung des aktivierten
GPIIb/GPIlIA-Protein an Fluorochrom-konjugiertes Fibrinogen (Fib-FITC) untersucht.

Bereitstellung der CD133*-Zellen: Nach der MACS-Reinigung wurde die Zellzahl der
CD133"KMSZ mittels Neubaur-Zahkammer bestimmt. Die Stammzellsuspension
(5 x 10* Zellen/100 pl) wurde bei 300 g fur 10 Minuten bei Raumtemperatur mit Brems-
funktion zentrifugiert. Das Pellet wurde anschlieend — um den pH-Wert und die osmo-
tischen Verhaltnisse konstant zu halten — in 100 yl HBSS resuspendiert. Die 100 pl An-
satze wurden mit jeweils 5 pl CD133/2-PE, CD34-APC und CD42a-PerCP Antikdrpern
fur 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Vor Versuchsbeginn wurde 1 mM CacCl,

zugeflgt.

Bereitstellung von Fibroblasten: Nach der Kultivierung wurde die Zellzahl der Fib-

roblasten mittels Neubaur-Zahkammer bestimmt. Die Fibroblasten-Suspension (5 x 10*
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Zellen/100 pul) wurde bei 300 g fiur 10 Minuten bei Raumtemperatur mit Bremsfunktion
zentrifugiert. Das Pellet wurde anschlieltiend — um den pH-Wert und die osmotischen Ver-
haltnisse konstant zu halten — in 100 ul HBSS resuspendiert. Die 100 pl Ansatze wurden
mit jeweils 5 yl CD133/2-PE, CD34-APC und CD42a-PerCP Antikorpern fir 10 Minuten

bei Raumtemperatur inkubiert. Vor Versuchsbeginn wurde 1 mM CaCl, zugeflgt.

Bereitstellung von PPP und PRP: Nach der Herstellung des PRP aus dem Vollblut
wurde die Thrombozyten-Suspension auf 5,0 x 10* Zellen/ul eingestellt. Der Fib-FITC-
Antikérper wurde in einer Konzentration von 150 pg/ml eingesetzt. Der Plasmaanteil aus

PPP und PRP betrug ein Drittel des Gesamtvolumens.

Bereitstellung von ADP: Die ADP-Konzentrationen fur die Versuchsreihen wurden aus
eine 1 mM Losung verdinnt (Verdinnungsverhaltnis 1 (VV1) 1:10 far 100 yM; Verdun-
nungsverhaltnis 2 (VV2) 1:100 far 10 uM, siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: Adenosindiphosphat-(ADP)-Konzentration und Verdiinnungsverhaltnisse fiir
die Fluorescence-Activated Cell Sorting (FACS)-Analyse

Notwendige ADP-Konzentration (uM) Menge (pl) Verdinnungsverhiltnis
0 0

0,0625 0,625 VV2

0,125 1,25 VV2

0,25 2,5 VV2

0,5 5 VV2

1,0 1 V1

2,0 2 V1

5,0 5 V1

Versuchsablauf — FACS-Analyse nach Co-Inkubation mit Fibroblasten und
CD133"KMSZ: Der quantitative und qualitative Nachweis der Thrombozyten-Aggrega-
tion mittels FACS-Analyse erfolgte in der vorliegenden Arbeit nach Koinkubation von
CD133*KMSZ mit ADP. Die Kontrollversuche werden nach Koinkubation mit Fibroblas-
ten und ADP durchgefuhrt. Fur die Versuche wurde eine Suspension, wie in Tabelle 2

dargestellt, verwendet.
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Tabelle 2: Zellsuspension fiir die FACS-Analyse der mit ADP aktivierten Thrombozyten
und CD133*KMSZ und Fibroblasten als Kontrollzellen

PRP

PPP

Fib-FITC

CD133*KMSZ/Fibroblasten

HBSS

Lésungen mit den berechneten Agonisten-Konzentrationen wurden in FACS-Réhrchen
vorgelegt. AnschlieRend wurden die Zellsuspensionen mit PRP, PPP, Fit-FITC,
CD133*KMSZ/Fibroblasten und HBSS zugefiigt. Dabei wurden die zeitlichen Abstande
bericksichtigt, um eine verlangerte Inkubationszeit zu vermeiden. Die Proben aus Zell-
suspension und Agonisten werden fur 5 Minuten inkubiert und anschliefiend mit 100 pl
einer 8 %-igen Paraformaldehyd-(PFA)-Losung fixiert. Die fixierten Proben wurden fur
weitere 20 Minuten inkubiert und mit 1 ml HBSS gewaschen. Danach wurde die Zellsu-
spension bei 2200 rpm fur 10 Minuten bei Raumtemperatur mit Bremsfunktion zentrifu-

giert. Das Pellet wurde in 500 yl HBSS resuspendiert und analysiert.

2.3.8 Statistische Auswertung

Fur die statische Auswertung wurden zunachst Mittelwerte, Mediane und Standardab-
weichungen mit dem Programm IBM SPSS Statistics (Version 23) bestimmt. Die Korre-
lation zwischen der Amplituden-Anderung in der LTA und der Zellkonzentration
(CD133"KMSZ, Fibroblasten) nach Agonisten-(ADP)-Gabe wurde untersucht. Die Signi-
fikanz der Unterschied zwischen den Mittelwerten der Ergebnisse wurde mittels t-Test
fur ungepaarte Messungen Uberprift. Aufgrund der unterschiedlichen Fallzahlen bei den
Versuchen wurde zur Uberprifung der Signifikanz zusatzlich der Wilcoxon-Mann-Whit-

ney-Test verwendet. Die grafische Darstellung erfolgte in Balkendiagrammen.
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3 Ergebnisse

3.1 Lichttransmissionsaggregometrie-(LTA)-Versuche

3.1.1  Amplitude nach Co-Inkubation mit ADP/CD133*KMSZ vs. ADP

Die Auswertung der LTA-Versuche zeigte unabhangig von der eingesetzten Zellzahl
eine signifikante Reduktion der Amplitude (%) ((56) = 10,66, p < 0,001) nach einer
CD133*KMSZ-Gabe (siehe Abb. 9 und Tabelle 3). Im Wilcoxon Signed Rank Test be-
statigte sich die Reduktion der Amplitude (%) (z = -6,16, p < 0,001).

ADP/CD133+
80
70,33
66,62 66,62
70 63,07
60
50
40
30
19,92 23,33 2214 21,31

20
10

0

7500 15000 30000 50000

WMADP mCD133+

Abb. 9: Lichttransmissionsaggregometrie (LTA) — Amplitude nach ADP-/CD133*KMSZ-
Gabe (rot) und alleiniger ADP-Gabe (blau) — Analyse verschiedener
CD133*KMS2Z-Zahlen. Die Y-Achse zeigt die Amplitude (%). Die Zahlen unter den
Saulen stellen die Anzahl der zugefiigten CD133*KMSZ dar. ADP = Adenosindiphos-
phat, CD = Cluster of differentiation, KMSZ = Knochenmarkstammzellen



Ergebnisse

31

Tabelle 3: Lichttransmissionsaggregometrie (LTA) — Statistische Auswertung der Ver-
dnderung der Amplitude nach ADP-/CD133*KMSZ-Gabe und alleiniger ADP-
Gabe
Mittelwert | N Standard- Standardfehler
abweichung
Amplitude (%): ADP 64,60 57 18,364 2,432
Amplitude (%): ADP + 22,93 57 20,902 2,769
CD133*KMSZ
t-Test
Differenz Amplitude (%) | Mittelwert | Standard- t df p-Wert (zweisei-
ADP abweichung tige Signifikanz)
41,667 29,493 10,666 | 56 0,0001

ADP = Adenosindiphosphat, CD = Cluster of differentiation, KMSZ = Knochenmarkstammzellen

3.1.2 Amplitudendnderung nach Co-Inkubation mit ADP/Fibroblasten vs. ADP

Die Auswertung der LTA-Versuche zeigte unabhangig von der eingesetzten Zellzahl
eine signifikante Reduktion der Amplitude (%) (t(46) = 12,857, p < 0,001) nach der Fib-
roblasten-Gabe (siehe Abb. 10 und Tabelle 4). Im Wilcoxon Signed Rank Test bestatigte
sich die Reduktion der Amplitude (%) (z = -5,94, p < 0,001).
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60 53,83
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55,27
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Abb. 10: Lichttransmissionsaggregometrie (LTA) — Amplitude nach ADP-/Fibroblasten-
Gabe (rot) und alleiniger ADP-Gabe (blau)— Analyse verschiedener Fibroblasten-
Zahlen. Die Y-Achse zeigt die Amplitude (%). Die Zahlen unter den S&ulen stellen die
Anzahl der zugefiigten Fibroblasten dar. ADP = Adenosindiphosphat, CD = Cluster of

differentiation
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Tabelle 4: Lichttransmissionsaggregometrie (LTA) — Statistische Auswertung der Ver-
dnderung der Amplitude nach ADP-/Fibroblasten-Gabe und alleiniger ADP-

Gabe
Mittelwert N Standard- Standardfehler
abweichung
Amplitude (%): ADP | 70,32 47 7,322 1,068
Amplitude (%): 54,47 47 7,547 1,101
ADP + Fibroblasten
t-Test
Differenz Amplitude Mittelwert Standard- t df p-Wert (zweisei-
(%) abweichung tige Signifikanz)
ADP 15,851 8,452 12,857 | 46 0,0001

ADP = Adenosindiphosphat, CD = Cluster of differentiation

3.1.3 Vergleich der Amplitudendnderung nach Co-Inkubation mit

CD133*KMSZ/ADP und Fibroblasten /ADP

In den CD133"KMSZ-Co-Kulturen kam es im Vergleich zu den Fibroblasten-Co-Kulturen
zu einer signifikant starkeren Reduktion der Amplitude (%) (1(46) =-9,4, p <0,001) (siehe

Abb. 11).

Dieser Unterschied bestatigte sich
(z=-5,25, p<0,001).

im Wilcoxon Signed Rank-Test

Es zeigte sich im Vergleich zur Fibroblastengabe — durch die Zugabe von CD133-

positiven Stammzellen eine deutlich ausfalligere Reduktion der Amplitude (%); t(46) = -

9,4, p < 0.001 im Vergleich zur Fibroblastengabe.

Im Wilcoxon Signed Rank-Test sahen wir ebenfalls eine Reduktion der Amplitude (%); z

= -5,25, p < 0.001.
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3.2 Vergleich Amplitude CD133+, ADP, Fibroblasten
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Abb. 11: Lichttransmissionsaggregometrie (LTA) — Amplitude nach ADP-/CD133*KMSZ2-
Gabe (griin) bzw. ADP-/Fibroblasten-Gabe (rot) und alleiniger ADP-Gabe (blau) —
Analyse verschiedener Zellzahlen. Die Y-Achse zeigt die Amplitude (%). Die Zahlen
unter den Saulen stellen die Anzahl der zugefugten Zellen dar. ADP = Adenosin-
diphosphat, CD = Cluster of differentiation, KMSZ = Knochenmarkstammzellen

3.2.1 Korrelation zwischen den eingesetzten CD133*KMSZ-Zahlen und dem
AusmaR der Amplitudenédnderung

Fir die statistische Auswertung wurden die CD133*KMSZ-Zahlen 7500, 15000, 30,000

und 50,000 berlcksichtigt, da diese die meisten Falle aufwiesen. Zusammenfassend

bestanden keine signifikanten Unterschiede bei den Amplituden-Anderungen bei Ver-
wendung unterschiedlicher CD133*KMSZ-Zahlen (siehe Tab. 5)

Tabelle 5: Statistische Auswertung der Amplituden Veranderungen Dieser Unterschied
war laut t-Test nicht signifikant und muss daher als zufillig aufgefasst wer-

den

CD133"KMSZ-Zahl

Amplituden(%)-mittel-
wert

Ergebnis

7500 vs 15.000

19,92 vs 23.33

((12) = 0,24, p = 0,05).

15.000 vs 30.000

23,33 vs 22,14

((12) = 0,09, p = 0,05).

30.000 vs 50.000

22,14 vs 21,31

(t(12) = 0,07, p = 0,05).

50.000 vs 7500

21,31 vs 19,92

(t(12) = 0,10, p 2 0,05
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3.2.2 Korrelation zwischen den eingesetzten Fibroblasten-Zahlen und dem
AusmaR der Amplitudendnderung

Fur die statistische Auswertung wurden 7500, 15000, 30,000 und 50,000 Fibroblasten
eingesetzt, da diese die meisten Fallen aufwiesen. Zusammenfassend bestanden keine
signifikanten Unterschiede bei den Amplituden-Anderungen bei Verwendung unter-
schiedlicher Fibroblasten-Zahlen (siehe Tab. 6).

Tabelle 6: Statistische Auswertung der Amplituden Veranderungen bei unterschiedli-
chen Fibroblasten-Zellzahlen. Dieser Unterschied war laut t-Test nicht signifi-
kant und muss daher als zufallig aufgefasst werden

Fibroblastenzahl Amplituden(%)-mittel- Ergebnis

wert
7500 vs 15.000 53,83 vs. 54,58 (t(12) =-0,15, p 2 0,05)
15.000 vs 30.000 54,58 vs. 55,27 (t(12) =-0,16, p = 0,05).
30.000 vs 50.000 55,27 vs 55,25 (t(12) = 0,24, p 2 0,05).
50.000 vs 7500 55,24 vs. 53,58 (t(12) = 0,10, p =2 0,05).

3.3 FACS-Versuche

ADP/CD133+/Fibroblasten

140 129,87
190 117,06
100 96,62
80 74,63
61,27
60 53,21
42,88 34 03
40
24,41
= 8,85 9,34 11,67
,
0 0,125 0,5 2

mADP mCD133+ Fibroblasten

Abb. 12: Fluorescence-Activated Cell Sorting (FACS)-Analyse —Inhibierung nach ADP-
/CD133*-Gabe (rot), nach ADP-/Fibroblasten-Gabe nach ADP-/CD133*-Gabe (rot),
e (griin), und alleiniger ADP-Gabe (blau) — Analyse verschiedener ADP-
Konzentrationen. Die Y-Achse zeigt die Inhibierung (%). Die Zahlen unter den S&u-
len stellt die ADP-Konzentration in uM dar. ADP = Adenosindiphosphat, CD = Cluster
of differentiation, KMSZ = Knochenmarkstammzellen



Ergebnisse 35

Der Einfluss der CD133*KMSZ auf die Thrombozyten wurde zusatzlich zu den LTA-
Versuchsreihen auch mittels FACS analysiert. Hierbei wurde die induzierte Fib-FITC-
Bindung an die Thrombozyten-Oberflachen bei verschiedenen ADP-, CD133"KMSZ-
und Fibroblasten-Konzentrationen verglichen. Bestimmt wurde die prozentuale Inhibition

der Thrombozyten-Aggregation.

Co-Inkubation mit ADP und CD133*KMSZ: Bei der Zugabe von CD133*KMSZ kam es
zu einer signifikanten Reduktion der Inhibition (%) der Thrombozyten-Aggregationshem-
mung (t(45) = 1,93, p < 0,06).

Co-Inkubation mit ADP und Fibroblasten: Bei der Zugabe von Fibroblasten kam es
zu einer signifikante Reduktion der Inhibition (%) der Thrombozyten-Aggregationshem-
mung (1(81) = 5,55, p < 0,001).

Vergleich der Co-Inkubation mit ADP/CD133*KMSZ und ADP/Fibroblasten: Die Re-
duktion der Inhibition (%) der Thrombozyten-Aggregationshemmung war bei Zugabe von
CD133*KMSZ signifikant groRer als bei Zugabe von Fibroblasten (t(45) =- 2,1,
p < 0,04).(siehe Abb. 12)

3.3.1 Korrelation zwischen ADP-Konzentration und Inhibierung der
Thrombozyten-Aggregation

Die prozentuale Inhibierung der Thrombozytenaggregation wurde zunachst bei steigen-
den ADP-Konzentrationen ohne Zugabe weiterer Zellen untersucht. Verglichen wurden
ADP-Konzentrationen von 0 uM, 0,125 pM, 0,5 uM und 2 uM (siehe Abb. 15).

Vergleich 0 yM ADP vs. 0,125 uyM ADP: Ohne ADP betrug die Inhibierung im Mittel
8,85 % und mit 0,125 uM ADP 42,88 %. Dieser Unterschied war im t-Test nicht signifi-
kant und muss deshalb als zufallig aufgefasst werden (t(8) = -2,06, p = 0,05).

Vergleich 0,125 yM ADP vs. 0,5 ypM ADP: Mit 0,125 yM ADP betrug die Inhibierung im
Mittel 42,88 % und mit 0,5 yM ADP 96,61 %. Dieser Unterschied war laut t-Test signifi-
kant (t(8) = -2,36, p < 0,05).

Vergleich 0,5 yM ADP vs. 2 yM ADP: Mit 0,5 yM ADP betrug die Inhibierung im Mittel
96,61 % und mit 2 yM ADP 125,87 %. Dieser Unterschied war laut t-Test signifikant
(t(8) =-5,63, p < 0,05).

Vergleich 2 yM ADP vs. 0 uM ADP: Mit 2 uM ADP betrug die Inhibierung im Mittel
125,87 % und mit 0 yM ADP 8,95 %. Dieser Unterschied war laut t-Test signifikant
(t(8) =-35,91, p < 0,05).
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3.3.2 Inhibierung in Abhangigkeit von der ADP-Konzentration bei Zugabe von
100,000 CD133*-Zellen

Im Folgenden wurden die Amplituden-Anderungen bei steigenden ADP-Konzentrationen
(0 uM, 0,125 uM, 0,5 uyM und 2 uM) unter dem Einfluss von CD133*-Zellen untersucht
(siehe Abb. 13).

Vergleich 0 yM ADP vs. 0,125 yM ADP: Ohne ADP Inhibierung im Mittel 9,34 % und
mit 0,125 uM ADP 39,03 %. Dieser Unterschied war im t-Test nicht signifikant und muss
deshalb als zufallig aufgefasst werden (t(8) = -1,04, p = 0,05).

Vergleich 0,125 yM ADP vs. 0,5 uM ADP: Mit 0,125 uM ADP betrug die Inhibierung im
Mittel 39,03 % und mit 0,5 uM ADP 53,21 %. Dieser Unterschied war im t-Test nicht
signifikant und muss deshalb als zufallig aufgefasst werden (1(8) = -0,63, p = 0,05).

Vergleich 0,5 yM ADP vs. 2 yM ADP: Mit 0,5 uM ADP betrug die Inhibierung im Mittel
53,21 % und mit 2 yM ADP 61,27 %. Dieser Unterschied war im t-Test nicht signifikant
und muss deshalb als zuféllig aufgefasst werden (t(8) -0,35, p = 0,05).

Vergleich 2 yM ADP vs. 0 uM ADP: Mit 2 yM ADP betrug die Inhibierung im Mittel
61,27 % und mit 0 uM ADP 9,34 %. Dieser Unterschied war im t-Test nicht signifikant
und muss deshalb als zufallig aufgefasst werden ((8) =-1,79, p = 0,05).
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Abb. 13: Fluorescence-Activated Cell Sorting (FACS)-Analyse — Inhibierung nach ADP-
/ICD133"KMSZ-Gabe (rot) und alleiniger ADP-Gabe (blau) — Analyse verschiede-
ner ADP-Konzentrationen. Die Y-Achse zeigt die Inhibierung(%). Die Zahlen unter
den Saulen stellt die ADP-Konzentration in yM dar. ADP = Adenosindiphosphat, CD =
Cluster of differentiation, KMSZ = Knochenmarkstammzellen
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3.3.3 Inhibierung in Abhangigkeit von der ADP-Konzentration bei Zugabe von
100,000 Fibroblasten

Die Inhibierung wurde bei steigenden ADP-Konzentrationen (0 uM, 0,125 uM, 0,5 uM
und 2 uM) unter dem Einfluss von100,000 Fibroblasten untersucht (sieche Abb. 14).

Vergleich 0 yM ADP vs. 0,125 yM ADP: Ohne ADP betrug die Inhibierung im Mittel
11,67 % und mit 0,125 uM ADP 24,4 %. Dieser Unterschied war im t-Test nicht signifi-
kant und muss deshalb als zufallig aufgefasst werden ({(8) = -1,65, p = 0,05).

Vergleich 0,125 yM ADP vs. 0,5 uM ADP: Mit 0,125 uM ADP betrug die Inhibierung im
Mittel 24,4 % und mit 0,5 uM ADP 74,62 %. Dieser Unterschied war im t-Test nicht sig-
nifikant und muss deshalb als zufallig aufgefasst werden ((8) = -1,72, p = 0,05).

Vergleich 0,5 yM ADP vs. 2 yM ADP: Mit 0,5 uM ADP betrug die Inhibierung im Mittel
74,62 % und mit 2 uM ADP 117,06 %. Dieser Unterschied war im t-Test nicht signifikant
und muss deshalb als zufallig aufgefasst werden (t(8) -1,02, p < 0,05).

Vergleich 2 yM ADP vs. 0 uM ADP: Mit 2 yM ADP betrug die Inhibierung im Mittel
117,67 % und mit 0 yM ADP 11,67 %. Dieser Unterschied war laut t-Test signifikant (t(8)
=-5,19, p < 0,05).
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Abb. 14: Fluorescence-Activated Cell Sorting (FACS)-Analyse- inhibierung nach ADP-
IFibroblasten-Gabe (rot) und alleiniger ADP-Gabe (blau) — Analyse 4 verschiede-
ner ADP-Konzentrationen in mikroMolar. Die Y-Achse zeigt die Inhibierung (%). Die
Zahlen unter den Saulen stellt die ADP-Konzentration in uM dar. ADP = Adenosin-
diphosphat, CD = Cluster of differentiation, KMSZ = Knochenmarkstammzellen
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4 Diskussion

Die Leber hat als grofites Stoffwechselorgan des menschlichen Koérpers neben diversen
metabolischen Funktionen auch die Funktion einer exokrinen Druse. Die Leber besteht
aus verschiedenen Zelltypen (z. B. Hepatozyten, Kupfferzellen, Ovalzellen) und zeichnet
sich durch eine enorme Regenerationsfahigkeit aus. Diese Regenerationsfahigkeit ist fiir
die Prognose bei Leberresektionen bzw. -transplantationen von grofter Bedeutung
(Treska, 2016).

Basierend auf der Annahme, dass im Rahmen von Leberteilresektionen CD133*KMSZ
vermehrt mobilisiert werden und die Leberregeneration férdern, wird ein Zusammenhang
zwischen Thrombozyten und CD133"KMSZ angenommen (Schulte am Esch et al.,
2012; Schulte am Esch et al., 2005; Furst et al., 2007). Nach einer Verletzung werden
Thrombozyten zur Auslbung ihrer hamostatischen Funktion vermehrt mobilisiert.
Thrombozyten spielen bei der Rekrutierung von endothelialen Progenitorzellen aus dem
Knochenmark in verletze Endothelareale eine noch nicht vollstédndig geklarte Rolle (Lev
et al.,, 2006). Hierbei férdern proregenerative endotheliale Aktivierungsprozesse die
durch hamatopoetische und vaskulare Interaktionen vermittelte Leberregeneration
(Shido et al., 2017). Der Regenerationsprozess wird durch das dynamische Zusammen-
spiel zwischen parenchymalen Hepatozyten, nicht parenchymalen Zellen (z. B. sinusoi-
dale Endothelzellen der Leber) und hamatopoetische Zellen gesteuert (Ding et al.,
2010). In der verletzten Leber triggern rekrutierte Thrombozyten die angiokrine Leber-
Sinus-Endothelzellen Signalgebung, die die Regeneration in Gang setzt (Lesurtel et al.,
2006; Zimmerman & Weyrich, 2008).

Praklinische und klinische Untersuchungen liefern Hinweise, dass eine erhdhte Anzahl
an mobilisierten Thrombozyten mit einer besseren Prognose der Leberregeneration ein-
hergeht (Kodama et al., 2010).

Einige Studien haben gezeigt, dass Thrombozyten einen starken Einfluss auf die Forde-
rung der Leberregeneration haben. Dabei sind drei mogliche Mechanismen involviert
(Takahashi et al., 2013). Dies ist zum einen die direkte Wirkung von Thrombozyten, die
in den Disse-Raum wandern und durch den direkten Kontakt mit Hepatozyten Wachs-
tumsfaktoren freisetzen. Thrombozyten férdern die Leberregenation, indem sie die Ex-
pression von Hepatozytenwachstumsfaktoren und insulin-like growth factor-1 stimulieren
(Murata et al., 2008).

Zweitens spielt die Wechselwirkung mit sinusoidalen Endothelzellen der Leber eine
Rolle, bei der die hohe Konzentration von Sphingosin-1-phosphat in den Thrombozyten

die Freisetzung von Interleukin-6 aus sinusoidalen Endothelzellen der Leber stimuliert
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(Klinger, Jelkmann, 2002). Des Weiteren unterstitzen Thrombozyten die Funktion von

Kupffer Zellen.

Basierend auf der Erkenntnis, dass Thrombozyten eine ausschlaggebende Rolle in der
Interaktion von Knochenmarkstammzellen mit dem GefalRendothel erleichtern und somit
das Homing von Knochenmarkstammzellen in die Leber beeinflussen, missen die bis-
her wenig erforschten Mechanismen aufgeklart werden. Vor dem Hintergrund, dass
Thrombozyten die Adhasion von CD133"KMSZ an das GefalRendothel fordern, soll die
vorliegende Dissertation die Rolle von CD133*KMSZ auf die Thrombozyten-Aggregation

analysieren.

Die Grundlage fur diese Arbeit bildet die Hypothese, dass CD133*KMSZ eine regulie-
rende Funktion auf die Thrombozyten-Funktion im Rahmen der Leberregeneration be-
sitzen. Die vorliegenden Versuche sollten zur Aufklarung der wenig erforschten Mecha-
nismen zum Homing von CD133*KMSZ sowie zur Interaktion von CD133*KMSZ mit dem

Endothel der Leber beitragen.

Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung der Inhibition der ADP-gesteuerten Thrombozy-
ten-Aggregation durch CD133*KMSZ.

4.1 Einfluss von ADP auf die Thrombozyten-Aggregation

Die Versuchsreihen basieren auf der Beobachtung, dass Agonisten wie ADP bei Throm-
bozyten zu messbaren Reaktionen wie eine Formanderung oder eine Ausschuittung von
unterschiedlichen Substanzen, die das Milieu der Thrombozyten beeinflussen, fihren
(Jackson et al., 2007). Daraus resultiert eine Aktivierung und Aggregation der Throm-

bozyten (Savage et al., 1998).

Das Ausmal} der Thrombozyten-Aggregation bzw. der prozentualen Aggregation wurde
anhand der maximalen Amplitude in der LTA-Methode nach Born gemessen. Basierend
auf Vorversuchen zur Testung der Thrombozyten-Funktion (Dunne, 2015) wurden die
ADP-Konzentrationen mit maximalem Effekt verwendet. In den vorliegenden LTA-
Untersuchungen wurde 2,5-10 uM ADP und in den FACS-Versuchen 0—-2 uM ADP ein-

gesetzt.

Das Ausmald der Thrombozyten-Aggregation wird durch multiple Faktoren beeinflusst;
vor allem spielen das Alter und die Gréf3e der Thrombozyten eine Rolle (Handtke et al.
2020). Sowohl bei den LTA- als auch bei den FACS-Untersuchungen lie3 sich die bereits
von Lev et al. (2006) nachgewiesene Aktivierung der Thrombozyten durch ADP bestati-
gen. Bei Zugabe von CD133*KMSZ nach Voraktivierung mit ADP kam es zu einer signi-
fikanten Reduktion der Inhibition (%) (t(45) = 1,93, p < 0,06). In zukunftigen Studien ware
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es interessant den Effekt der CD133"KMSZ auch ohne eine vorangegangene Aktivie-

rung mittels ADP auf die Aktivierung der Thrombozyten zu analysieren.

4.2 Effekt der ADP-Konzentration

Entscheidend fir den Prozess der irreversiblen Thrombozyten-Aggregation ist die
Thrombozyten-Konzentration sowie eine addquate ADP-Konzentration. Eine zu niedrige
ADP-Konzentration flhrt zu einer schwachen, reversiblen Thrombozyten-Aggregation
(Gachet et al., 2000). Die Arbeitsgruppe Han et al. analysierte das Ausmaf der Throm-
bozyten-Aggregation in Abhangigkeit von der Thrombozyten-Zahl und Agonisten-Kon-
zentration (Han et al., 2002). Eine hohe ADP-Konzentration geht mit vermehrter Throm-
bozyten-Aggregation einher. Dieser Effekt konnte sowohl in den Versuchsreihen mit
Fibroblasten als auch mit CD133"KMSZ bestatigt werden. Fir die Versuchsreihen wurde
die ADP-Konzentration gewahlt, die die Amplitude am starksten beeinflusste, d. h. eine
maximale Thrombozyten-Aggregation auslost. Nach Zugabe von ADP kam es bei den
LTA-Versuchsreihen mit CD133*KMSZ zu einer signifikanten Abnahme der Amplitude
(t(56) = 10,66, p < 0,001). Bei den LTA-Versuchsreihen mit Fibroblasten als Kontrollzel-
len war ebenfalls eine signifikante Reduktion der Amplitude (t(46)=12,86, p < 0,001)
nachweisbar. Im Vergleich zu den Fibroblasten war die Abnahme der Amplituden in den
Versuchsreihen mit CD133*KMSZ deutlich signifikanter.

Die optimale Konzentration fur eine Veranderung der Latenz und Starke der Thrombozy-
ten-Aggregation ist individuell variabel (< 1-100 uM). Eine 2zu niedrige ADP-
Konzentration (0,5—1 yM) flhrt im Vergleich zu 100 yM zu einer langsamen initialen
Thrombozyten-Aktivierung (O’Brien, 1962).

Aufgrund der extrem variablen und individuell unterschiedlichen adaquaten ADP-
Konzentration wurde bei den FACS-Untersuchungen das Ausmalf von unterschiedlichen
ADP-Konzentration auf die Thrombozyten-Aggregation naher betrachtet. Zur Aufklarung
der Zusammenhange sind in vivo Versuchsreihen mit héheren ADP-Konzentrationen
notwendig. Es ergab einen signifikanten Zusammenhang zwischen der ADP-
Konzentration und der Inhibition der Thrombozyten-Aggregation in den FACS-

Versuchsreihen.

4.3 Einfluss der CD133"KMSZ auf die Thrombozyten-Aggregation

Daten belegen die ausschlaggebende Rolle von Thrombozyten auf die Leberregenera-

tion nach einer Leberteilresektion (Lesurtel, Clavien, 2014). Eine unzureichende Throm-
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bozytenfunktion und -zahl hat grofte Auswirkungen auf die Leberperfusion und inflamm-
atorische Vorgange in Rahmen einer Leberteilresektion (Kazuhiro et al., 2013). Aufbau-
end auf der Erkenntnis, dass Thrombozyten eine modulierende Wirkung fur das Homing
von CD133*KMSZ besitzen (Schulte am Esch et al., 2012), ist es das Ziel dieser Arbeit
die grundlegenden Mechanismen, die dazu flihren, weiter aufzuklaren. Die Steigerung
der CD133"KMSZ Adhéarenz an Endothelzellen der Lebersinusoiden ist eine Vorausset-
zung fir die Mobilisation und die Akkumulation der CD133"KMSZ in das Lebergewebe
(Chauhan et al., 2016).

In der vorliegenden Untersuchung wurde die Inhibition der Thrombozyten-Aggregation
durch CD133"KMSZ mittels LTA nach Born untersucht. Es kam zu einer signifikanten
Hemmung der Thrombozyten-Aggregation durch die Ko-Inkubation mit CD133*KMSZ
(t(56) = 10,66 p < 0,001) und Fibroblasten (t(46) = 12,68, p < 0,001). Die Fibroblasten
als Kontrollzellen spielen bei der Hemmung der Thrombozyten-Aggregation keine we-
sentliche Rolle, da die Veranderung der Amplitude durch die Fibroblasten deutlich
schwacher war. Vermutlich war dieser Effekt auf einer Abnahme der Lichttransmission

durch die Zunahme der Zelldichte in den Lésungen zurtickzufihren.

Die signifikante Reduktion der Amplitude in den Versuchen mit CD133"KMSZ im Ver-
gleich zu Fibroblasten (1(46) = -9,4, p < 0,001) bestatigte die Hypothese einer Throm-
bozyten-Aggregationshemmung durch CD133*KMSZ. Als zusatzliche Negativkontrolle
wurden die Versuchsreihen mit Fibroblasten durchgefihrt, da die Zelllinie (Cos-7) keine
hydrolysierende Eigenschaft besitzt (Kaczmarek et al., 1996, Schulte am Esch et al.,
1999). Die Veranderung der Amplitude durch die Fibroblasten als negative Kontrolle war

erwartungsgemalf deutlich schwacher.

Parallel zu den LTA-Versuchsreihen wurde in den FACS Versuchsreihen die Bindung
von FITC-markiertem Fibrinogen an GPIIb/llla von aktivierten Thrombozyten analysiert.
Auch hier zeigte sich eine eindeutige Inhibierung der Thrombozyten-Aggregation nach
Zugabe von CD133*- KMSZ (t(81) = 5,55, p<0,001). Analog zu den oben genannten
Arbeiten konnten die Daten dieser Arbeit nahelegen, dass CD133*KMSZ Thrombozyten
in Ihrer Aggregabilitdt kontrollieren. Es konnte ein Mechanismus aufgezeigt werden, der
es CD133*KMSZ in zu regenerierenden Organen, wie der Leber ermdglicht, Thrombozy-
ten und deren Interaktionspotential mit Endothel zum Homing zu nutzen, ohne dass eine
Uberschie3ende, ADP-abhangige und kontraproduktive Thrombosierung lokal ausgelost

wird.
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4.4 Effekt der CD133*KMSZ-Zellzahl

In der vorliegenden Arbeit wurde zusatzlich der Einfluss variabler Mengen von
CD133"KMSZ auf die Thrombozyten-Aggregation, bei gleichbleibender ADP-
Konzentration bestimmt. Zugefugt wurden 7500, 15000, 30000 und 50000 Zellen.

Unabhangig von der eingesetzten Menge der CD133"KMSZ kam es in den LTA-
Versuchen zu einer signifikanten Veranderung der Amplitude. Die Amplitude zeigte sich
stets signifikant reduziert. In den Versuchsreihen war das Ausmal der Veranderungen
der Amplituden bei unterschiedlichen CD133"KMSZ-Mengen nicht signifikant. Damit
hing die Veranderung der Amplitude nicht von der CD133*KMSZ-Zahl ab.

4.5 Einfluss der CD39/NTPDase auf die die Thrombozyten-
Aggregation

Bei biochemischen und physikalischen Verletzungen der GefalRe tragt die Interaktion
von Thrombozyten mit dem Gefallendothel und Blutkomponenten Uber verschiedene
Mechanismen zur Erhaltung der Homoostase bei. Dazu zahlen die Eicosanoid-
(Prostacyclin und Thromboxan) vermittelte Zell-Interaktion, die Stickstoffmonoxid-(NO)-
vermittelte Interaktion zwischen Thrombozyten sowie der Abbau von ADP durch die
CD39/NTPDase (Pinsky et al., 2002). CD39 spielt eine Rolle bei der interzelluldren In-
teraktion. Dabei kdnnte die Interaktion mit zellularen Integrinen ausschlaggebend sein
(Maliszewski et al., 1994). Es ist anzunehmen, dass die Wechselwirkungen zwischen
CD39 und Adenosinnukleotiden die Zellsignalisierung und die Integrinkonstellation be-
einflussen kann. Eine mdgliche Erklarung der Interaktion zwischen Thrombozyten und
CD39'KMSZ ist die Hemmung der Thrombozyten-Aggregation durch die CD39/ecto-
ADPase (Marcus et al., 2005).

Der Wirkmechanismus von CD133'KMSZ unter besonderer Berlcksichtigung der
CD39*-KMSZ auf die Thrombozyten-Aggregation ist bislang aber nicht ausreichend un-
tersucht. Auf der Grundlage molekularen und antiginer Similaritat zwischen CD39 und
ATPDase wurden die hydrolysierenden biochemischen Eigenschaften durch CD39
nachgewiesen. Studien belegen, dass ADP eine Schlisselrolle in der Thrombozyten-
Aggregation spielt. Auf der Basis dieser Befunde postulieren die Autoren eine Hemmung
der Thrombozyten-Aggregation durch die Hydrolyse des fir die Hdmostase kritischen
ADPs durch die ecto-NTPDase (Robson et al., 2006). Um den Effekt der Thrombozy-
tenaggregationshemmung alleine durch CD39 und nicht durch COS-7 Zellen nachwei-
sen zu kdénnen, wurden mit pCDNA3-CD39 transfizierte Zellen durch die Arbeitsgruppe
Kaczmarek et al. untersucht (Kaczmarek et al., 1996). Analog zu den Ergebnissen der

Negativkontroll-Versuchsreihen dieser Arbeit mit COS-7 Zellen (Fibroblasten), konnten
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ausschliel3lich Zellen, die mit pPCDNA3-CD39 transfiziert wurden und Zellen, die CD39
exprimieren, eine Hemmung der Thrombozytenaggregation hervorbringen. Alleinige

COS-7 Zellen erbrachten keine Thrombozytenaggregationshemmung.

Die Thrombozyten-Aggregation wirkt pro-inflammatorisch. CD39"-KMSZ sind entschei-
dend flr die chemotaktische Rekrutierung von weiteren KMSZ. Diese Rekrutierung wirkt
anti-inflammatorisch und hemmt die Ausschittung inflammatorischer Interleukine, was
zur Leberregeneration beitragt (Schmelzle et al., 2013). Die Hemmung der Thrombozy-
ten-Aggregation durch die ecto-ADPase verbessert der Leberperfusion und erméglicht

so eine schnellere Regeneration der Leber (Fausto, 2000).

Die ADP-vermittelte Thrombozyten-Aggregation und die Rekrutierung weiterer pro-
homeostatischer Zellen wird durch die Hydrolyse von Tri- und Diphosphonukleosiden
durch CD39 unterbunden (Sevigny et al., 2002). Die vorliegende Arbeit bitte eine mdgli-
che Erklarung, dass die Thrombozyten-Aggregation CD39-vermittelte Signalwege und
durch die Interaktion von Endothelialzellen mit angrenzenden Zellen beeinflusst wird und
somit die Leberregeneration fordert. Die Analysen belegen eine Hemmung der Throm-
bozyten-Aggregation durch die CD133"KMSZ.

In Zukunft kdnnte der therapeutische Einsatz von CD39*-KMSZ von enormer Bedeutung
sein. Aufgrund der Hemmung der ADP-induzierten Thrombozyten-Aggregation kénnten
CD39*-KMSZ sowohl bei okklusiven zerebrovaskularen (Jackson, 2007) als auch bei

kardiovaskularen (Varga-Szabo et al., 2008) Ereignissen eingesetzt werden.

In der hier vorliegenden Arbeit war eine individuell isolierte Untersuchung von CD39"-
KMSZ in den FACS-Versuchen nicht sinnvoll umsetzbar. Hauptursachlich war dies auf-
grund der geringen Fallzahl bzw. war hier kein sinnvoller statistischer Vergleich durchzu-
fuhren. Ein alternativer Ansatz um diese Frage weiter zu verfolgen, ware eine Versuchs-
reihe, welche die o.g. Interaktion in vitro untersucht (z.B. Tierexperimentell), ohne von
einem zuvor Rekrutierten Patientenkollektiv abzuhangen. Dieser Aspekt ist in humanen
Studien immer wieder ein limitierender Faktor. Zusatzlich sind fir die Beantwortung die-
ser Frage weiterfihrende Versuche wie Beispielweise cDNA-Synthese sowie Expressi-

onsanalysen von NTPasen mittels Q-PCR erforderlich.

4.6 Unterschied zwischen CD133*KMSZ und Fibroblasten

In den LTA-Versuchen kam es unabhangig von der Anzahl der zugefugten
CD133"KMSZ zu einer signifikanten Reduktion der Amplitude (t(56) = 10,66, p < 0,001).
Auch in den Kontroll-Versuchsreihe mit Fibroblasten war eine Reduktion der Amplitude
(t(46) = 12,857, p < 0,001) nachweisbar; dieser Effekt war jedoch deutlich schwacher als
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bei den CD133"KMSZ. Vermutlich war die Abnahme der Lichttransmission in der Ver-
suchsreihe mit den Fibroblasten auf eine Zunahme der Zelldichte in den Lésungen zu-
rickzufuhren. Fibroblasten (Cos-7 Zellen) sind nicht in der Lage, die Thrombozyten-Ag-
gregation zu hemmen, da sie kaum CD39 exprimieren (Kaczmarek et al., 1996). Die
Modulation der Thrombozyten-Aggregation ist somit spezifisch flir die CD133*KMSZ.
Auf Basis dieser Grunderkenntnis konnte die Hemmung der ADP-Abhangigen Throm-
bozyten-Aggregation durch CD133"KMSZ (Schulte am Esch et al., 1999) naher gelegt
werden. Demnach wurden in der hier vorliegenden Arbeit ebenfalls Fibroblasten als Kon-

troll-Versuchsreihe verwendet.

4.7 Einfluss der Herkunft der Stammzellen

Bei der Etablierung einer standardisierten Methodik fur diese Arbeit wurde angedacht,
Knochenmarkstammzellen sowohl aus Apheresaten als auch aus Knochenmarkpunkti-
onen zu verwenden. Knochenmarkstammzellen bestehen aus Hamatopoetischen
Stammzellen und mesenchymalen Stammzellen. Hamatopoetische Stammzellen wer-
den durch CD34 und CD133 gekennzeichnet (Yin et al., 1997; Krause et al., 1996).

Mesenchymal Zellen hingegen weisen keine CD34 auf (Handgretinger et al., 2003).

Nach der Gabe von granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) werden mononuleare
Zellen aus dem peripheren Blut enthommen. Die aus Apheresaten gewonnenen KMSZ
zeigten im Vergleich zu denen aus Knochenmarkpunktaten eine signifikant schwachere
Inhibition der Thrombozyten-Aggregation (Chantzichristos et al., 2018). Laut verschie-
denen Studien (Newsome et al., 2018; Korbling & Anderlini, 2001) unterscheiden sich
Stammzellen aus Apheresaten und aus Knochenmarkspunktion in ihren rekonstitutiven
und immunogen Eigenschaften. CD39 wird auf Endothelzellen, Lymphozyten und Leu-
kozyten exprimiert (Kansas et al., 1991). In Leukozyten moduliert das Enzym Zytokinen-
expressionen, Entziindungsreaktionen sowie Zell-zu-Zell Adhasion (Mizumoto et al.,
2002). Eine mégliche Erklarung der ADP-abhangigen Thromboytenaggregationsaus-
masses ist der verstarkte ADP-Stoffwechsel aufgrund einer héheren Konzentration von
Leukozytenassoziertem CD39 (Glenn et al., 2008). Die Erklarung unterstutzt die aus-
schlaggebende Rolle der CD39/NTPDase auf die Thrombozytenaggregationshemmung.
Inwiefern diese Unterschiede im klinischen therapeutischen Rahmen eine Rolle spielen,
miissen weitere Untersuchungen zeigen. Grundsatzlich ware die Uberlegung eine Kom-
binationstherapieverfahren aus G-CSF Gabe und portalvenen Implantion von
CD133"KMSZ zu etablieren. Die aktuelle Datenlage ist jedoch unschlissig. Newsome et
al. konnte keine Verbesserung des Schweregrads einer Lebererkrankung vorweisen

(Newsome et al., 2018). Einige Studien zeigten jedoch einen Nutzen allein durch die
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Mobilisierung von Stammzellen bei Leberzirrhose Patient*innen nach Verabreichung von
G-CSF (Spahr et al., 2008; Garg et al., 2011).

4.8 Limitationen

Einer der wesentlichen limitierenden Faktoren in der hier vorliegenden Arbeit, ist wie
bereits oben erwahnt, die Tatsache, dass es sich um eine humane Studie handelt. Daher
sind alle Ergebnisse immer stark abhangig von der Anzahl des rekrutierten Patienten-
kollektivs. Dabei miussen insbesondere auch immer maogliche Einschluss- und Aus-
schlusskriterien berucksichtigt werden (siehe Methodik Patientenkollektiv 2.2). Hierbei
ist insbesondere auch eine Standardisierung des Patientenkollektivs nur eingeschrankt

moglich.

Beispielsweise konnte der mdgliche Einfluss der Medikation der Spendenden auf die
Thrombozyten-Aggregation nur unzureichend berucksichtigt werden. Nicht nur antikoa-
gulierende Medikamente beeinflussen die Thrombozyten-Funktion. Auch andere Arz-
neien wie Antibiotika, Antidepressiva oder Beta-Blocker, die nicht primar als Thrombozy-

ten-Aggregationshemmer wirken, kbnnen diese verandern.

Das Ausmald der Thrombozyten-Aggregation hangt zudem vom Fibrinogen-Gehalt der
Proben ab. Bei den vorliegenden Experimenten wurde die Rolle der Fibrinogen-Konzent-

ration nicht gemessen.

Bei den Versuchen zur Amplituden-Anderungen in Abhangigkeit von der Anzahl der
CD133*KMSZ bzw. Fibroblasten und der ADP-Konzentration war die Fallzahl (N < 10)
fur eine statistische Auswertung zu gering. Es waren lediglich deskriptive Betrachtungen
(z. B. Mittelwert, Standardabweichung) méglich. Der fir eine aussagekraftige statistische
Auswertung erforderliche t-Test erfordert neben einem metrischen Datenniveau bei der
abhangigen Variablen eine Normalverteilung der Daten. Der Test auf Normalverteilung
war bei kleinem N aber nicht méglich. Weiterfihrende Messungen wie Regressionsana-

lysen waren aufgrund der kleinen Fallzahl ebenfalls nicht méglich.

Fir eine Erhebung valider Daten ist eine Erhéhung der Anzahl an Proband*innen not-
wendig oder eine Erhdhung der CD133"KM-Gesamtzellzahl. Dies kdnnte beispielsweise
erreicht werden, durch ein Pooling der gespendeten CD133"KMSZ. Dies ware prinzipiell
maoglich, da nach Aufreinigung des gespendeten Knochenmarks, sich abhangig von

Spender*innen eine variable Anzahl von CD133*KMSZ gewinnen lasst.
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4.9 Schlussfolgerung

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch CD133*KMSZ die ADP-abhangige
Thrombozytenaggregation gehemmt wird. Diese Arbeit bietet einen Ansatz um die, fur
die Leberregeneration ausschlagenden Homing-Prozesse besser einordnen zu kénnen.
Die Steuerung der Thrombozyten-Aggregation sowie die Thrombo- und Angiogenese,
die durch verschiedene Faktoren wie inflammatorischer Stress, Immunreaktionen modu-
liert wird, spielen eine bedeutende Rolle fur die Leberregeneration. Eine Hemmung der
Thrombozyten-Aggregation und somit eine Freistellung der verfugbaren Thrombozyten
und die Steuerung einer Uberschieflienden Thrombozytenaggregation fordert die Leber-

regeneration und so das klinische Outcome der Patienten zu verbessern.

Hierbei wird postuliert, dass fur die Hemmung der Thrombozyten-Aggregation und -Ak-
tivitat eine Co-Expression der ecto-ADPase CD39 erforderlich ist. Diese Hypothese
konnte durch die vorliegenden Daten jedoch nicht belegt werden. Hierfir sind, wie be-
reits im Abschnitt Limitationen erwahnt, noch weitere Studien mit einem groRReren Pati-

entenkollektiv und entsprechend hdherer Fallzahl notwendig.
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