Aktivitaten des Labors fur Interdisziplindre Stammzellforschung

(Leitung: Prof. Dr. rer.physiol. Gunther Eif3ner)

Mitarbeiterinnen: Dr. rer.nat. Petra Stroh (Postdoc), M.Sc. Trixi Hollweck (Doktorandin),
Dipl.Biol. Isabel Hartmann (Doktorandin), Silvia Haffner (MTA), Tanja Sax (BTA), Daniel

Dimanski (BTA), Bachelor-Studenten, Praktikanten, Medizinische Doktoranden

Laboratory for Interdisciplinary Stem Cell Research
Dept Cardiac Surgery
imas= e Munich University Medical Center
|oe e = Munich, Germany

Internal collaborations:
Prof. Dr. B. Reichart, PD Dr. P. Uberfuhr, Dr. B. Akra, PD Dr. |. Kaczmarek, Silke Geserik
HTx-Ambulanz, Wolfart-Klinik Grafelfing
Funding:
Else Kréner-Fresenius-Stiftung, Bayerische Forschungsstiftung, BMBF

Das Labor flr Interdisziplinare Stammzellforschung der Herzchirurgischen Klinik, das
seine Arbeit zunachst als Else-Kroner-Fresenius-Stiftungsprofessur zum 01.01.2008
aufgenommen hatte, beschaftigt sich mit mesenchymalen (MSC) und hdmatopoetischen
(HSC) Stammzellen der Nabelschnur. Untersucht werden u. a. das
Differenzierungspotential (Plastizitat) dieser Stammzellen fir den Einsatz in der
regenerativen Medizin und Anséatze zur Toleranzinduktion bei adjuvanter Immuntherapie
sowie die in vitro Expansion der HSC zur VergroRerung des Patientenkreises, der fur
eine Leukamiebehandlung in Frage kommt (siehe Programmschema in Abb. 1).

Daruber hinaus stellt das Labor Untersuchungen zur Endothelpathologie in der
Transplantationsmedizin an. Hier liegen einschlagige pra-klinische Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe zur Rolle der pra-Transplant-Konditionierung fiir Schaden®, Aktivierung?
und Allogenitat** des Endothels, inklusive einer Risikostratifizierung®, sowie zur
prophylaktischen und therapeutischen Interferenz*®’ vor (Abb. 2).

Ein weiterer Schwerpunkt, der unlangst zu den Forschungsaktivitaten des Labors hinzu
kam, ist die Generierung Protein-induzierter pluripotenter Stammzellen (p-iPSC)?, die

ebenfalls in der regenerativen Medizin eingesetzt werden sollen.
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Abb. 1: Zusammenfassung der Forschungsaktivitaten des Labors fur Interdisziplinare Stammzellforschung
der Herzchirurgischen Klinik der Universitat Miinchen
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Abb. 2: Das vaskuldre Endothel wird unter der Konditionierung vor Transplantation durch Apoptose
geschadigt, gleichzeitig pro-inflammatorisch aktiviert und in seiner Antigenitdt gegenilber allogenen
immunologischen Effektorzellen erhéht.

Die Nabelschnur bietet neben den hamatopoetischen Stammzellen noch weitere
differenzierungsfahige mesenchymale Stroma- oder Stammzellen, die im perivaskularen
Gewebe oder auch der Wharton’schen Sulze lokalisiert sind (Abb. 3). Die Zellen kénnen
ohne massiven experimentellen Aufwand isoliert werden® und kénnen ebenfalls in
Kardiomyozyten'® und Endothelzellen'! sowie in Hepatozyten'? differenzieren.

Gegenuber den mesenchymalen Stammzellen des Nabelschnurblutes haben diese



Zellen den Vorteil, dass sie besser kryokonservierbar sind und ein sehr geringes
immunogenes Potential aufweisen. Darlber hinaus eignen sie sich zur ex vivo
Expansion von hamatopoetischen Stammzellen®®. Eine interessante Fragestellung fiir
das Stammzell-Labor wird sein, in wie weit diese Stammzellen immunregulatorische

Funktion in Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen Gbernehmen kénnen.

Cells from the umbilical cord tissue as an alternative
source of mesenchymal stem cells (UCMSC)

B Advantages of UCMSC vs. adult MSC:
seasy access
*higher proliferative potential
« higher yield after freezing/thawing cycles
« higher CFU-F* = higher differentiation potential
« higher tolerogenic potential (less MHC expression)
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Abb. 3: Mesenchymale Stammzellen aus dem Nabelschnurgewebe als alternative Stammzellquelle in der
regenerativen Medizin.

In der Zwischenzeit ist es unserem Labor gelungen, UCMSC unter Bedingungen guter
Herstellungspraxis (GMP-konform) zu kultivieren und den Mechanismus der
Immunsuppression allogener gemischter Lymphozytenreaktionen (MLR) aufzuklaren.*
Im Bereich der regenerativen Medizin wurden verschiedene biokompatible
Geruststrukturen mit kardiomyogen differenzierten UCMSC (cUCMSC) erfolgreich
besiedelt’® und stehen nun fir pra-klinische in vivo Studien (experimenteller
Myokardinfarkt im Nagermodell) zur Verfigung. Dartber hinaus wurde ein
systematischer Vergleich publizierter Protokolle zur Kardiodifferenzierung von
Stammzellen angestellt sowie das effektivste Protokoll verifiziert und optimiert (Abb. 4,
Hollweck et al, Manuskript eingereicht).



Cardiac Actin - Sarcomeric Actin Cardiac Troponin Te e o

Cardiac Sarcomeric Actinin Misosin Heavy Chain
Actinin "

Differenzierung nach Matsuura et al. (10 nM Oxytocin, 72 h)

Abb. 4: Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahme mit Oxytocin differenzierter cUCMSC, nukleare
Gegenfarbung mit DAPI; Vergr. 400x.

Uber einen mit der Herztransplantationsambulanz ber ein Bereitschaftshandy
vernetzten 24/7  Schichtdienst werden frische Herzexplantatproben nach
Herztransplantation gewonnen und in Kultur genommen. Die auswachsenden
Herzstammzellen werden phéanotypisch und funktionell charakterisiert und auf ihre
Interaktion mit UCMSC untersucht.

Wie bereits erwahnt beschéftigt sich die Arbeitsgruppe auch mit der Modulation
Endothel-spezifischer zytotoxischer Reaktionen durch regulatorische T-Zellen.
CD4'CD25'FoxP3" regulatorische T-Lympozyten (T.,) gelten als aussichtsreiche
Kandidaten bei der Toleranzentwicklung in der soliden und allogenen
Stammzelltransplantation. Auf der Basis eigener Vorarbeiten, die die Rolle von

Endothelzellen als Antigen-prasentierende Zellen (APC) untersucht hatten®**°

, stellten
wir die Frage, in welcher Weise T.q Endothel-spezifische T-Zell-Antworten beeinflussen
wirden. CD8" T-Zellen wurden zur Etablierung von zytotoxischen T-Lymphozyten (CTL)
aus Apherisaten durch immunmagnetische Partikel negativ selektioniert (,untouched*)
und mit allogenen mikrovaskularen Endothelzellen (HMEC) fur 7 Tage stimuliert. An d6
der Stimulation wurden T,y zugegeben. Uberraschender zeigte sich in einem Standard-
*ICr-Freisetzungstest, dass die Zugabe von T, zu den CTL zu einer verstirkten Lyse
der HMEC fuhrte (Abb. 5). Die Kostimulation der CTL mit CD25-negativen T-Zellen hatte

keinen Einfluss.
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Abb. 5: Treq verstéarken die Lyse humaner mikrovaskularer Endothelzellen durch allogene CD8" CTL. 51Cr-
Freisetzungtest mit HMEC und K562-Zellen als Targets.

Diese ungewohnliche Reaktion deckte die Existenz Endothel-spezifischer CD28-
negativer CTL auf, die durch T,y in ihrer Aktivitat verstarkt werden (EiBner et al.,

Manuskript eingereicht).

Methodisch ist die Arbeitsgruppe neben Standardverfahren (Zellkultur, Western Blot,
Durchflusszytometrie, ELISA, etc.) durch die Mdglichkeit, Endothelzellen unter Fluss-
/Scherstressbedingungen untersuchen und computer-gestutzte Videomikroskopie (Live
Cell Imaging) durchfihren zu kdnnen (Abb. 6), gut ausgeristet. Es sind u.a.
umfangreiche Untersuchungen zum chemotaktischen Verhalten der differenzierten
Stammzellen vorgesehen. Die apparative Ausstattung und entsprechende Software
erlauben die Beobachtung und Quantifizierung von gerichteter Migration auf

Einzelzellebene.
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Abb. 6: Teil der apparativen Ausstattung des Labors fir Interdisziplindre Stammzellforschung.
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