GESINE KOGLER und PETER WERNET

Pluripotenz humaner Stammzellen aus Nabelschnurblut:
Eine Basis fiir regenerative Therapien

Einleitung

Somatische Stammzellen, die sofort verfiigbar sind und in groen Mengen bei gleichzeiti-
gem Erhalt der Differenzierungsfihigkeit produziert werden konnten, wiren eine ideale
Ressource fiir die Entwicklung zelluldrer Therapeutika fiir die regenerative Medizin. !

Obwohl die embryonalen Stammzellen das breiteste Differenzierungspotenzial besit-
zen, konnen sie derzeit nicht fiir einen klinischen Zellersatz verwendet werden, da sie
sowohl im undifferenzierten als auch im differenzierten Zustand Teratome oder hoch mali-
gne Teratokarzinome bilden,” so genannte imprinting-related Entwicklungsstorungen auf-
weisen® und ethisch bedenklich sind. Sollten jemals embryonale Zellen zur Therapie am
Menschen eingesetzt werden, muss zuvor sichergestellt sein, dass sich darunter keine ein-
zige unreife Stammzelle mehr befindet. Da die embryonalen Stammzellen bei der Diffe-
renzierung in die unterschiedlichen Gewebetypen wie alle anderen adulten Zellen so ge-
nannte Gewebemerkmale (u.a. HLA-Klasse I) exprimieren, miisste ein riesiger Pool an
embryonalen Stammzellen zur Verfiigung stehen (mehr als 100.000), um fiir jeden Pa-
tienten einen entsprechenden Gewebeersatz zur Verfiigung zu stellen. Alternativ miisste
die als ,,Therapeutisches Klonen sehr ungliicklich bezeichnete Technik robust etabliert
werden konnen, um Stammzelllinien durch den gezielten Transfer der Zellkerne von so-
matischen Zellen in ,.entkernte” Oozyten derselben Spezies funktionell intakt herstellen
zu konnen, um nicht nur die gewiinschte Pluripotenz, sondern gleichzeitig den individu-
ell erforderlichen Gewebetyp und die damit verbundene Transplantierbarkeit zu erreichen.
Dieser experimentelle Ansatz erweist sich bis heute, also auch in der Nach—,,Dolly“—Ara,
als technisch und biologisch @uBerst anspruchsvoll und ist weit entfernt von einer Ein-
schitzbarkeit systematischen Gelingens. Dariiber hinaus wére es weniger dramatisch und
wissenschaftlicher, Zelllinien, die mit Hilfe einer solchen Kerntransfertechnologie entste-
hen, mit dem Begriff Nukleartransfer-Stammzelllinien zu bezeichnen als mit der bisheri-
gen und missverstidndlichen Terminologie des ,,Therapeutischen Klonens*.

Daneben hat in den letzten drei Jahren eine Reihe von Publikationen beschrieben, dass
hiamatopoetische Zellen aus dem adulten Knochenmark oder Blut vereinzelt auch zu nicht
himatopoetischen Zellen im Gewebe differenzieren kénnen.* Neuere Daten zeigten je-
doch, dass einige dieser Ergebnisse nicht reproduzierbar sind und die so genannte ,,Plasti-
zitat“ von Knochenmarkzellen eher ein seltenes Ereignis und daher von geringer physiolo-
gischer Relevanz ist.

' Vel. Kuehnle et al. (2002).
2 Vgl. Erdo et al. (2003).

3 Vgl. Sapienza et al. (2002).
4 Vgl. Krause et al. (2001).

5 Vgl. Wagers et al. (2002).
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Biologische Vorteile von Nabelschnurblut gegeniiber
adultem Knochenmark und Blut

Nabelschnurblut zeichnet sich gegeniiber Knochenmark durch einen hoheren Gehalt an hi-
matopoetischen Stamm- und Vorlduferzellen aus. Insbesondere der Anteil frither Zellen,
die in In-vitro-Assays wie dem Long Term Culture-Initiating Cell-Assay (LTC-IC-Assay)
und dem High Proliferative Potential-Colony Forming Cell-Assay (HPP-CFC-Assay) oder
in vivo auf Grund ihres Potenzials, NOD/SCID-Miuse zu repopulieren, nachgewiesen wer-
den, ist im Nabelschnurblut deutlich erhéht.® Entsprechend ist die erforderliche Zelldo-
sis fiir eine erfolgreiche Nabelschnurbluttransplantation von Patienten nach myeloabla-
tiver Therapie im Vergleich zu Knochenmark und mobilisiertem peripheren Blut zehn-
bis 100fach geringer. Dariiber hinaus zeigen Ex-vivo-Expansionsexperimente und Stu-
dien zur Telomerldnge, dass himatopoetische Nabelschnurblutstammzellen im Vergleich
zu Stammzellen aus Knochenmark oder mobilisiertem peripheren Blut eine hohere Pro-
liferationskapazitit und eine entsprechend lingere Lebensdauer besitzen.’

Die José-Carreras-Stammzellbank am
Universititsklinikum Diisseldorf

Die José-Carreras-Stammzellbank am Universitatsklinikum Diisseldorf besteht seit 1992/
1993, wurde von 1996 bis 2000 von der Deutschen José Carreras Leukidmie-Stiftung e. V.
unterstiitzt und konnte sich damit zur groBten Stammzellbank Europas entwickeln.® Na-
belschnurblut erhalten wir in Diisseldorf aus 30 kooperierenden Frauenkliniken. Das Na-
belschnurblut wird nach der Abnabelung des Kindes gewonnen, ohne dass eine Gefahr
fiir Kind und Mutter gegeben ist; sowohl die Abnahme als auch die Verwendung sind
ethisch unbedenklich. Weiterer Vorteil ist, dass Nabelschnurblut immer verfiigbar ist, es
immunologisch gut vertriglich ist und viele Krankheitserreger, wie bestimmte Viren (u. a.
Epstein-Barr-Virus (EBV) und Cytomegalievirus (CMV)), im Nabelschnurblut fast nicht
vorhanden sind.’ Nabelschnurblut zum allogenen Knochenmarkersatz wird unter Rein-
raumbedingungen nach Arzneimittelgesetz aufgearbeitet, kryokonserviert und kann so
jahrelang gelagert werden. Diisseldorf hat alle Voraussetzungen fiir die klinische Anwen-
dung, wie die Zulassung durch das Paul-Ehrlich-Institut als Arzneimittel, eine Herstel-
lungserlaubnis der lokalen Bezirksregierung sowie als besonderes Alleinstellungsmerk-
mal in Deutschland die internationale FACT/NETCORD-Akkreditierung. Bis September
2004 wurden bereits 227 allogene (unverwandte) Nabelschnurbluttransplantate der Diis-
seldorfer Stammzellbank weltweit bei Patienten mit bosartigen Bluterkrankungen wie
Leukémien, Stoffwechsel- und Immundefekterkrankungen eingesetzt. Zurzeit lagern tiber
8.000 Nabelschnurbluttransplantate fiir die unverwandte Spende sowie gerichtete Trans-
plantate bei Indikation innerhalb der Familie in Diisseldorf. Mit einer Uberlebensrate
von 42 Prozent nach zwei Jahren bei einem Hochrisikokollektiv, das keinen kompatiblen
Familien- oder Fremdspender hatte und deshalb mit ein oder mehreren HLA '°-(Gewebe-)

6 Vgl. Migliaccio ef al. (1986).

7 Vgl. Vaziri et al. (1994).

8 Vgl. Kogler et al. (1999) sowie Kogler et al. (2002).
9 Vgl. Kogler et al. (1999).

10 Humane Leucocyte Antigen.
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Inkompatibilitdten transplantiert wurde, sind diese Ergebnisse inzwischen so gut wie bei
der unverwandten Knochenmarktransplantation. Weltweit wurden bisher iiber 3.000 Pati-
enten mit unverwandtem Nabelschnurblut bzw. Nabelschnurblut gewebevertriglicher Ge-
schwisterkinder transplantiert.!! Eine Tumorentstehung durch die transplantierten Nabel-
schnurblutzellen wurde bei dieser Stammzellressource bisher weder bei einer Transplanta-
tion noch in Tiermodellen'? beobachtet.'3 Die weltweit groften Stammzellbanken haben
sich zur Internationalen NETCORD-Foundation mit einem gemeinsamen Qualitéts- und
Akkreditierungsstandard zusammengetan. Mit erheblichen finanziellen Mitteln der EU
konnte dazu eine moderne Informatikplattform, das inzwischen als weltweiter Standard
in Echtzeit operierende Virtual Office der NETCORD-Organisation, in Diisseldorf entwi-
ckelt und installiert werden.'* Damit konnen patientenspezifische Anfrageprofile sofort
abgerufen und iiber komplett elektronisch verlaufende Arbeitsabldufe rasch beantwortet
werden. "

Unrestringierte somatische Stammzellen (USSCs)
aus dem Nabelschnurblut

Uber das Vorhandensein nicht himatopoetischer Stammzellen im Nabelschnurblut war bis
vor wenigen Jahren nichts bekannt. Eigene Arbeiten konnten als erste belegen, dass Na-
belschnurblut pluripotente Stammzellen enthélt, die in vitro und in vivo in unterschiedliche
Gewebe differenziert werden kénnen.'® Diese nicht himatopoetischen Zellen, die wir als
unrestricted somatic stem cells (USSCs) bezeichnen, haben primir eine sehr niedrige Fre-
quenz mit im Mittel vier Kolonien (Bereich von einer bis elf Kolonien) pro 50 bis 100 ml
Nabelschnurblut. Diese Stammzellpopulation wichst als adhdrenter Monolayer und zeigt
eine spindelformige Morphologie mit einer GroBe der Einzelzelle von 20 bis 25 pm (Abb.
1A). Diese USSCs konnen iiber 20 Passagen (dquivalent zu 46 population doublings) bis
zu einer Zellzahl von 10'5 amplifiziert werden (Abb. 1B). Fiir die USSCs konnte auch
nach 19 Passagen noch ein normaler Karyotyp (46XX oder 46XY) nachgewiesen werden.
USSCs sind negativ fiir die Oberfldchenantigene CD14, CD33, CD34, CD45, CD49b,
CD49c, CD49d, CD49f, CD50, CD62E, CD62L, CD62P, CD106, CD117, Glycophorin A
und HLA-DR, exprimieren jedoch CD13, CD29, CD44, CD49e, CD90, CD105, Vimentin,
Cytokeratin 8 und 18, humanes Endo, niedrige Level an CD10 sowie FLK1 (KDR) und
zeigen variable, aber schwache Expression von HLA-ABC. Die Analyse der Telomerldnge
zeigt eine deutliche Korrelation zum Alter der untersuchten Zellen. Die durchschnittliche
Telomerldnge der USSCs ist mit 8,93 kbp nach 25 population doublings deutlich linger
als die adulter mesenchymaler Stammzellen mit 7,11 kbp, gewonnen von 30 Jahre alten
Knochenmarkspendern.!”

11 vgl. Wernet (2004).

12 vgl. Kégler et al. (2004).

13 Weitere Informationen iiber diese allogene Nabelschnurblutbank sind iiber http:/www.stammzellbank.de
(29.11.2004) verfuigbar.

14 Vgl. Wernet (2004).

15 Weitere Informationen konnen iiber http://www.netcord.org (04.11.2004) abgerufen werden.

16 vgl. Kogler et al. (2004).

17 vgl. Kogler et al. (2004).
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Abb. 1: Morphologie (A) und Expansion (B) adhérenter USSCs aus Nabelschnurblut.

In-vitro- und In-vivo-Differenzierung der USSCs in osteoblastiire,
chondrozytire und adipozytire Richtung

Alle analysierten USSCs konnten in osteoblastére, chondrozytidre und adipozytire Rich-
tung differenziert werden. In der Gegenwart von Dexamethason, Askorbinsdure und (-
Glyzerolphosphat bilden sich so genannte Nodule, fiir die durch Alizarin-Rot-Firbung
eine Kalzifizierung nachgewiesen werden konnte, ein Indikator fiir die Bildung funktionell
kompetenter Osteoblasten (Abb. 2A). Die Induktion der mRNA von Osteocalcin, knochen-
spezifischer alkalischer Phosphatase, Osteopontin, Bone-sialoprotein, PDGF-Ra (Platelet
Derived Growth Factor-Receptor-o) sowie der gemessene Anstieg der Alkalischen Phos-
phatase und die Ca2* -Freisetzung untermauern die histochemischen Ergebnisse. Dariiber
hinaus konnten die USSCs durch eine ,,Pelletkultur in Dexamethason, Prolin, Natrium-
pyruvat, IST und Premix sowie TGFB1 in Chondrozyten differenziert werden. Nach 14
Tagen exprimierten die Zellen die fiir Chondrozyten spezifischen Cart-1, Kollagen Typ II
und Chondroadherin mRNAs. Die Kollagen-Typ-II-Expression sowie der Nachweis der
extrazelluldren Matrix durch Alzianblau nach chondrogener Induktion sind in Abbildung
2Billustriert. In der Gegenwart von Dexamethason, Insulin, IBMX und Indomethacin bil-
deten sich hingegen Fettzellen. Der Nachweis erfolgte mit der Oil-Red-O-Férbung (Abb.
20).

Um die In-vivo-Regenerationsfihigkeit der USSCs in Knochen zu zeigen, wurde in Ko-
operation mit Prof. A. Caplan (Cleveland, Ohio, USA) der so genannte kritische Knochen-
defekt im Rattenfemur als Modell verwendet.'® Hierfiir wurden USSCs auf einer Matrix
von Tricalciumphosphat kultiviert und in den kritischen Knochendefekt der athymischen

18 Vgl. Bruder er al. (1998).
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Abb. 2: Differenzierung der USSC in mesenchymale Richtung. Bildung kalzifizierter Nodule (Alizarin-
Rot-positiv) nach Induktion mit Dexamethason, Askorbinsdure und S-Glyzerolphosphat der
USSC (A), Nachweis der typischen extrazellularen Matrix nach chondrogener Induktion mit
Dexamethason, Prolin, Natriumpyruvat, IST und Premix, TGFB1 und Anfarbung mit Alcianblau
(B). Entwicklung von Fettzellen (Ol-Rot-O-positiv) aus USSC (C). Osteoinduktion des Kriti-
schen Knochendefekts der athymischen Harlan-Nacktratte nach Kultivierung der USSC auf
Tricalciumphosphat (D) sowie das zellfreie Implantat in diesem Defekt als Kontrolle (E). Chon-
drogene Differenzierung der USSC in der Nacktmaus: Mit USSC beladene Gelantinschwdmme
zeigen eine starke chondrogene Differenzierung, die sich durch Toluidinblaufdrbung nachwei-
sen lasst (F).

Harlan-Nacktratte eingesetzt. Nach zwolf Wochen konnte eine deutliche Knochenrekon-
stitution beobachtet werden (Abb. 2D). Zellfreie Implantate dienten als Negativkontrolle
(Abb. 2E). Fiir die Analyse des chondrogenen Differenzierungspotenzials wurden die mit
USSCs beladenen Gelantinschwdmme (4x4 mm, Gelfoam®, Upjohn Pharmacia) mit TGF-
3 (5 ng/ml) fiir zwei Wochen kultiviert und in Nacktmiuse implantiert.'® Nach drei Wo-
chen zeigten die implantierten Zellen eine starke chondrogene Differenzierung, die durch
Toluidinblaufdrbung nachgewiesen werden konnte (Abb. 2F).

In-vitro- und In-vivo-Differenzierung der USSCs zu neuralen Zellen

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe ,,Molekulare Neurobiologie® (Univ.-
Prof. Dr. H. W. Miiller, Dr. C. Rosenbaum und S. Greschat) der Klinik fiir Neurologie
(Direktor: Univ.-Prof. H. P. Hartung) der Heinrich-Heine-Universitit wurden die USSCs

19 vgl. Ponticiello et al. (2000).
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in Gegenwart von Retinolsdure, BFGF (Basic fibrolast growth factor) und dem Nerven-
wachstumsfaktor 3 (XXL Medium) kultiviert, und es entwickelten sich Zellen, die entwe-
der typische Marker von Astrozyten oder Neuronen exprimierten. Untersuchungen zeigen,
dass nach neuraler Induktion 30 Prozent aller Zellen nach einer Woche und 70 Prozent aller
Zellen nach vier Wochen typische Marker von Neuronen, wie Neurofilament, exprimieren
(Abb. 3A). Durch eine Doppelmarkierung konnte eine Kolokalisation von Neurofilament

100um

Neurofilament Natriumkanale Synaptophysin

100 um

Abb. 3: Differenzierung der USSC in neurale Zellen in vitro und in vivo: Neurofilament (A), Doppelmar-
kierung fir die Natriumkanale (griin) sowie Neurofilament (rot, B), Synaptophysin (C), GABA
(D), Tyrosinhydroxylase (E), DOPA (F), Cholinacetyltransferase (G), GFAP (H) nach neuraler
Induktion in vitro. Die Gegenfarbung der Kerne mit DAPI ist blau dargestellt. | zeigt eine po-
sitive Farbung der USSC fiir das humane Tau-Protein im ipsilateralen Kortex drei Monate nach
sterotaktischer Implantation in die Hippocampusregion.

und fiir die Erregungsleitung wichtige Natriumkanile nachgewiesen werden (Abb. 3B).
Synaptophysin, ein Protein in den synaptischen Vesikeln, war nach vier Wochen vorhan-
den (Abb. 3C). 90 Prozent der Zellen waren positiv fiir den inhibitorischen Transmitter
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~v-Aminobuttersdure (GABA, Abb. 3D). Desweiteren konnte der Transmitter Cholinace-
tyltransferase (Abb. 3E) und damit cholinerge Neurone sowie Tyrosinhydroxylase (Abb.
3F) und Dopadecarboxylase (Abb. 3G) und damit Enzyme fiir die Synthese von Dopamin
nachgewiesen werden, eine wichtige Vorstufe fiir die Entwicklung dopaminerger Neuro-
nen. USSCs differenzierten ebenfalls in Astrozyten (Abb. 3H), was durch das Vorkommen
des intermedidren Filaments GFAP (glial fibric acid protein) mit einem Maximum von
45 Prozent nach zwei bis drei Wochen nachgewiesen werden konnte. Fiir die Analyse, ob
sich USSCs in vivo in neuronale Zellen entwickeln, d. h. migrieren, integrieren und diffe-
renzieren, wurden die undifferenzierten Zellen mit pKH26 markiert und sterotaktisch in
die Hippocampusregion in das adulte Hirn von Wistarratten implantiert. Drei Monate nach
Transplantation waren humane Zellen nachweisbar, die das humanspezifische Protein Tau
exprimierten (Abb. 3I). Die Tau-positiven Zellen zeigten eine neuronale, differenzierte
Morphologie der implantierten USSCs in unterschiedlichen Ipsi- und Contralateralregio-
nen des Gehirns einschlieBlich des Neokortex.?

In-vivo-Differenzierung der USSCs zu Kardiomyozyten und
Purkinjezellen im fotalen Schafmodell

In Kooperation mit Prof. E. Zanjani (Reno, Nevada, USA) wurden undifferenzierte USSCs
in das Peritoneum von 56 bis 60 Tage alten praiimmunen Schafféten appliziert, und die
Differenzierung in Kardiomyozyten und Purkinjezellen wurde acht Monate nach Trans-
plantation analysiert. Der Vorteil dieses Schafmodells ist es, dass humane Zellen zum Zeit-
punkt der Transplantation nicht abgestolen werden konnen und in diesem Non-injury-Mo-
dell die fotale Entwicklung, Integration und Differenzierung in die Organe nachvollzogen
werden kann. Zum Nachweis humaner Zellen wurde in Kooperation mit J. Airey (Reno)
ein spezifischer monoklonaler Antikorper gegen humanes heat shock protein 27 (HSP 27)
eingesetzt. Dieser Antikorper zeigte keine Reaktivitdt mit Schatherzen, markierte jedoch
spezifisch humanes Herzgewebe. HSP-27-positive humane Zellen waren nach Transplan-
tation in beiden Atria (Abb. 4A), beiden Ventrikeln (Abb. 4B) und dem Septum nachweis-
bar, was auf ein robustes Entwicklungspotenzial der USSCs in diesem Model schlielen
lasst. Doppelmarkierungen mit Anti-Ryanodinrezeptor (ein Rezeptor, der fiir die Calcium-
freisetzung vom sarkoplasmatischen Retikulum in Muskelzellen verantwortlich ist), Anti-
Myosin heavy chain und, wie in Abbildung 4D gezeigt, Anti-Dystrophin dokumentieren,
dass es sich um Kardiomyozyten handelt. Die Verteilung der humanen Zellen im Herzen
war nicht gleichmifig: Es gab Gebiete, in denen zehn bis 20 Prozent der Zellen humanen
Ursprungs und inmitten von Schatkardiomyozyten gelagert waren (Abb. 4E), die Quantitét
lag im Schnitt zwischen null und drei Prozent. Zusitzlich konnte durch Immunzytochemie
mit einem spezifischen Antikorper (PGP 9.5) nachgewiesen werden, dass die USSCs auch
in Purkinjefasern, also in Zellen, die an der Erregungsleitung beteiligt sind, differenzieren
konnen (Abb. 4F). Dass die USSCs sowohl in Kardiomyozyten als auch in Purkinjefasern
differenzieren konnen, unterscheidet sie von adulten mesenchymalen Zellen, die im Ge-
gensatz zu den USSCs nur eine sehr geringe Differenzierung zu Kardiomyozyten (weniger

20 vgl. Kogler et al. (2004).
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als 0,01 Prozent) zeigten,?' was auf einen ontogenetisch friiheren Entwicklungsstand der
USSC:s zuriickzufiihren ist.

HSP-27-Kardiomyozyten

o

HSP-27-Kardiomyozyten Dystrophin-Kardiomyozyten | ppGP9.5-Purkinjefaser

Abb. 4: In-vivo-Differenzierung der USSC in Kardiomyozyten und Purkinjefasern im praimmunen
Schafmodell. (A) und (B) zeigen Gruppen an humanen Zellen im Longitudinalschnitt (A) sowie
im Querschnitt (B) des rechten Ventrikels, die mit dem humanspezifischen Antikérper HSP
27 markiert sind. (C) zeigt eine Markierung mit HSP 27 und (D) eine Markierung mit Anti-
Dystrophin. Die Pfeile markieren die gleichen Zellen. (E) zeigt ein Gebiet des linken Ventrikels,
in dem groBe Gebiete humanen Ursprungs sind. (F) zeigt eine spezifische Markierung einer
Purkinjefaser.

In-vivo-Differenzierung der USSCs zu Hepatozyten
im fot alen Schafmodell

Zum Nachweis von humanen Hepatozyten in der Schafleber 14 Monate nach Transplanta-
tion wurden diese mit einem humanen hepatozytenspezifischen monoklonalen Antikorper
OCHI1ES angeférbt. Sowohl im Leberparenhym (Abb. 5A) als auch um die Portalvenen
(Abb. 5B) waren humane Hepatozyten mit einem Anteil von 21,1 &+ 3,2 Prozent des Ge-
webes nachweisbar. Um die physiologische Funktionsfihigleit dieser humanen Zellen zu
dokumentieren, wurde mit dem humanspezifischen monoklonalen Antikérper HSA-11,
der humanes Albumin erkennt, eine zusétzliche Farbung durchgefiihrt (Abb. 5C). Sowohl
in dieser Zytochemie wie auch im Westernblot des Serums der Schafe 17 Monate nach
Transplantation (Abb. 5D) konnte humanes Albumin nachgewiesen werden. Zur Analyse,

2L vgl. Airey er al. (2004).
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inwieweit die integrierten humanen Zellen de novo oder durch Fusion mit dem Schafle-
berparenchym entstanden waren, wurden einzelne Zellen des chimeren Gewebes, gewon-
nen durch Laser-Capture-Mikroskopie, auf die Koexistenz von Schaf und humanem Ge-
nom hin analysiert. Dazu wurden spezifische Primer fiir IGH- und TCR-Lozi mit Schaf-
oder humanem Ursprung analysiert. Die Analyse wurde an Zellen des chimiren Gewebes
durchgefiihrt, die mit dem humanen hepatozytenspezifischen Antikérper OCHI1ES vor-
gefiarbt waren. In 24 auswertbaren Zellen konnte nur ein PCR-Produkt humaner DNA,
aber keine Schaf-DNA nachgewiesen werden. Umgekehrt zeigte die Koamplifikation an
Schafzellen des chimidren Gewebes, das fiir OCH1ES negativ war, nur ein PCR-Produkt
an Schaf- und nicht humaner DNA. Als Schlussfolgerung ergibt sich, dass Fusionsereig-
nisse unter physiologischen Non-injury-Bedingungen ein extrem seltenes Ereignis sind
und nicht der Grund fiir die hier gezeigte Regenerationsfahigkeit der USSCs sein konnen.

OCH1E5-Hepatozyten OCH1E5-Hepatozyten

D

Kontrolle Kontrolle Chimare
Schaf Humanserum

Abb. 5: In-vivo-Differenzierung der USSC in Leberparenchym im prédimmunen Schafmodell. (A) und
(B) dokumentieren die positive Anfarbung der Leberparenchymzellen mit dem fir humane He-
patozyten spezifischen Antikérper OCH1ES. (A) dokumentiert die Anfarbung direkt im Gewebe
und (B) zeigt, dass die Mehrzahl der Zellen um die Portalvenen positiv markiert ist. (C) ver-
deutlicht, dass die humanen Leberparenchymzellen Albumin sekretieren, was durch den mo-
noklonalen Antikérper HSA-11 nachgewiesen wurde. (D) Westernblot fiir humanes Albumin in
Humanserum, Serum der chimaren Schafe und Kontrollschafserum.

Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassend weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass eine intrinsisch pluripotente
Stammzellpopulation im Nabelschnurblut existiert, die sich sehr gut vermehren ldsst, un-
terschiedliche Differenzierungsmoglichkeiten hat, im Gegensatz zu embryonalen Stamm-
zellen keine Tumoren bzw. Teratome induziert und damit eine ganz neue Perspektive fiir
die Geweberegeneration darstellt. Obwohl die USSC ein breites Differenzierungspoten-
zial hat, miissen Transduktionsversuche mit rekombinanten retroviralen Vektoren zeigen,
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ob es sich bei der USSC um eine primir klonale Population handelt, oder ob Zellen un-
terschiedlicher Keimblitter (Ektoderm, Endoderm, Mesoderm) zu diesem breiten Diffe-
renzierungspotenzial beitragen.

Da der mogliche Einsatz der USSC vorwiegend als Zelltherapeutikum im allogenen Be-
reich stattfinden wiirde, miissen Fragen der Immunreaktivitit und der Immunogenitét der
USSC abgeklart werden. Hier sollten zunéchst die bisher in der himatopoetischen Stamm-
zelltransplantation bewéhrten Gewebevertriglichkeitsverfahren erfolgreich Verwendung
finden.
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