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REFERAT

Multipotente mesenchymale Stromazellen (MSC) sind Teil der Knochenmarknische,
ihre funktionelle Rolle fiir die gesunde Hamatopoese und maligne hAmatopoetische
Neoplasien sowie ihr therapeutischer Nutzen sind Gegenstand aktueller Forschung.
Bislang fehlen Studien mit hohen Fallzahlen um den Einfluss verschiedener
probandenabhéngiger Faktoren auf die Isolierbarkeit von MSC zu bewerten. Ziel dieser
Arbeit war es, durch die retrospektive Analyse eines umfangreichen Datensatzes
(N=328) Parameter zu ermitteln, welche die Prdsenz von MSC im Knochenmark und
damit auch deren Gewinnung negativ beeinflussen.

Es erfolgte zunachst die Isolierung der mononukleérer Zellen aus dem Knochenmark
mittels Dichtegradientenzentrifugation sowie die Kaultivierung der Zellen nach
standardisierten Verfahren. Die Endpunkte MSC-Prasenz, Anzahl MSC/ml KM, sowie
die Expansionsdauer jeder Isolierung wurden dokumentiert und durch
probandenbezogene Daten aus den Krankenakten erganzt. Die statistische
Auswertung erfolgte retrospektiv deskriptiv und mittels mehrfaktorieller univarianter
Analyse, sowie im Allgemeinem Linearen Modell.

Es konnte gezeigt werden, dass die Gewinnung von MSC aus dem KM beim Vorliegen
bestimmter Einflussfaktoren signifikant erschwert ist.

Mit steigendem Alter der Probanden liel3en sich MSC schlechter aus dem
Knochenmark isolieren, dies deutet auf eine altersbedingte Schadigung der
Knochenmarknische hin. Als Ausdruck einer moglichen hormonellen Regulation der
Nische konnten bei Frauen seltener MSC gewonnen werden als bei Mannern. Fir die
spezifische Pragung von MSC durch bestimmte Erkrankungen spricht die reduzierte
Isolierbarkeit der Zellen bei Vorliegen von MDS oder AML. Die Behandlung mit
Chemotherapie, vor allem aber eine erfolgte Stammzelltransplantation, insbesondere
eine allogene Transplantationen beeinflussten die Isolierbarkeit von MSC deutlich. Die
schlechtere Gewinnung von MSC nach Transplantation lasst auf einen spezifischen
Schadigungsmechanismus schlie3en.

Durch die analysierten Parameter kann die Auswahl der optimalen Spender-MSC
anhand klar definierter Kriterien getroffen werden. Dies stellt die Grundlage zur
Verbesserung der Ausgangsbedingungen bei der therapeutischen Anwendung von
MSC dar. Den vorliegenden Ergebnissen nach zu urteilen, eignen sich vor allem

allogene Ansatze mit jungen, gesunden Probanden.

Josephine Schneider: Faktoren mit Einfluss auf die erfolgreiche Gewinnung
mesenchymaler Stromazellen aus dem humanen Knochenmark
Halle (Saale), Univ., Med. Fak.; Diss., 53 Seiten, 2016



INHALTSVERZEICHNIS

1 EINLEITUNG 1
1.1. MSC - Definition und Charakteristika 1
1.2. Gewinnung und ldentifikation von MSC 2
1.3. Physiologische Rolle von MSC 3
1.4. Therapeutische Anwendung von MSC 4
1.5. Faktoren mit Einfluss auf Gewinnung und Funktionalitat von MSC 5

2 ZIELSTELLUNG 6
2.1. Hintergrund 6
2.2. Hypothese 6
2.3. Zielstellung 6

3 MATERIAL UND METHODIK 7
3.1. Materialien und Gerate 7

3.1.1. Zellen 7
3.1.2. Gerate 7
3.1.3. Verbrauchsmaterialien 7
3.1.4. Medien und Substanzen 7
3.2. Isolierung und Kultivierung von MSC 8
3.3. Datenerfassung und Generierung einer Datenbank 9
3.4. Statistische Auswertung 10

4 ERGEBNISSE 12

4.1. Charakterisierung des Probandenkollektivs 12
4.1.1. Demografische Daten 12
4.1.2. Daten zum Vorliegen maligner Erkrankungen und deren Therapie ___ 13

4.2. Analyse der Gewinnung von MSC aus Knochenmarkaspiraten 14
4.2.1. Gewinnung von MSC in definierten Probandengruppen 14
4.2.2. Multifaktorieller Einfluss auf die MSC-Gewinnung 20

4.3. Analyse der Anzahl MSC im Knochenmark 21

4.3.1. Anzahl MSC pro ml Knochenmark in definierten Probandengruppen__ 21



4.3.2.  Multifaktorieller Einfluss auf die Anzahl MSC pro ml Knochenmark

4.4, Analyse der MSC- Expansionsdauer

4.4.1. Expansionsdauer von MSC in definierten Probandengruppen
4.4.2. Multifaktorielle Einfluss auf die MSC-Expansionsdauer

4.5. Spezifische Analyse des Einflusses von Stammzelltransplantation auf die
Gewinnung von MSC

45.1. Vergleich der Gewinnung von MSC vor und nach

Stammzelltransplantation

45.2. Zellzahlanalyse vor und nach Stammzelltransplantation

45.3. Analyse der MSC-Expansionsdauer vor und nach

Stammzelltransplantation

5 DISKUSSION

5.1. Wesentliche Ergebnisse der Studie

5.2. Einflussfaktor Alter

5.3. Einflussfaktor Geschlecht

5.4. Einflussfaktor maligne Erkrankung

5.5. Einflussfaktor Chemotherapie

5.6. Einflussfaktor Stammzelltransplantation

5.7. Starken und Schwachen der Studie

6 ZUSAMMENFASSUNG

7 LITERATURVERZEICHNIS

8 THESEN

TABELLARISCHER LEBENSLAUF

23

24
24
26

27

27
28

29

30

30

31

32

33

35

37

38

40

42

52

SELBSTSTANDIGKEITSERKLARUNG

ERKLARUNG UBER FRUHERE PROMOTIONSVERSUCHE

DANKSAGUNG




ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ALL
AML
BM-MSC
CD
CFU-F
CLL
CTX
DMEM
FACS
FKS
HL
HLA
HSC
Kl

KM
KMP
MDS
MM
MNZ
MSC
NHL
OMF
OR
PBS
RT-PCR
RTx
SD
SZT
TBI
TNF
VEGF

Akute lymphatische Leukamie

Akute myeloische Leukamie

Bone marrow derived mesenchymal stem cell
Cluster of differentiation

Kolonie-bildende Fibroblasten ahnliche Einheit
Chronisch lymphatische Leukamie
Chemotherapie

Dulbecco's Modified Eagle's medium
Durchflusszytometrie

Fetales Kéalberserum

Hodgkin Lymphom

humanes Leukozytenantigen
Hamatopoetische Stammzelle
Konfidenzintervall

Knochenmark

Knochenmarkpunktion

Myelodysplatisches Syndrom

Multiples Myelom

Mononukleéare Zellen

Mesenchymale Stromazelle

Non Hodgkin Lymphom

Osteomyelofibrose

Odds Ratio

Phosphate Buffered Saline

Reverse Transkripte-Polymerase-Kettenreaktion
Bestrahlung

Standardabweichung
Stammezelltransplantation

Total body irradiation

Tumornekrosefaktor

Vascular endothelial growth factor



1 EINLEITUNG

1.1. MSC - Definition und Charakteristika

Humane MSC, urspriinglich von Friedenstein et al. beschrieben (Friedenstein et al.
1968) haben in den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung und wissenschaftlichem
Interesse gewonnen.
Im Jahre 1970 gelang es erstmalig, MSC aus dem KM zu isolieren. Auf Grund ihrer
Plastikadh&arenz konnten sie in vitro als Kolonie-bildende Fibroblasten-&hnliche Einheit
(colony-forming unit-fibroblast, CFU-F) proliferieren (Friedenstein et al. 1970). Diese
Kolonien entsprechen dem Aquivalent der Mesenchymalen Stromazelle (Caplan 1991)
und besitzen die Fahigkeit zur Selbstreplikation (Pittenger et al. 1999).
Um einen einheitlichen Standard zu generieren, veroffentlichte die International Society
for Cellular Therapy eine Definition der in vitro Eigenschaften von MSC (Dominici et al.
2006):

(1) Plastikadharenz unter standardisierten Kulturbedingungen.

(2) Expression der Oberflachenmarker CD105, CD73 und CD90, sowie Fehlen

der Merkmale CD45, CD34, CD14 oder CD11b, CD79alpha oder CD19 und

HLA-DR.

(3) Fahigkeit zur osteogenen, adipogenen und chondrogenen Differenzierung in

vitro.

Ihr multipotentes Differenzierungspotential befahigt adulte MSC zu spezialisierten
Zellen ihres Keimblattes zu differenzieren. Ihre besondere Fahigkeit liegt dabei in der
osteogenen, adipogenen und chondrogenen Ausreifung (Pittenger et al. 1999). Eine
Transdifferenzierung der MSC in Gewebe anderer Keimblatter (Anderson et al. 2001),
beispielsweise in Zellen mit neuronalen (Anghileri et al. 2008), myokardialen (Kadivar
et al. 2006) oder hepatozytdren (Aurich et al. 2007) Charakter wurde bereits
beschrieben (Siehe hierzu auch Abbildung 1; Kuhn u. Tuan 2010).

MSC konnen aus einer Vielzahl von Geweben isoliert werden, beispielsweise aus
Knochenmark, Gehirn, Leber, Milz, Niere, Pankreas, Thymus und Muskel (da Silva
Meirelles, Lindolfo et al. 2006). Desweiteren besteht die Mdglichkeit der Isolation aus
Fettgewebe (Zuk et al. 2002) und Nabelschnurblut (Lee et al. 2004).
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Abb.1 - Kuhn, Tuan 2010 - Differenzierungswege der MSC (Vogler 2009)

1.2. Gewinnung und Identifikation von MSC

MSC kdnnen aus zahlreichen Geweben des menschlichen Kérpers gewonnen werden
und sind daher der in vitro-Kultivierung einfach zugéanglich. Da die Frequenz von MSC
unter 1% aller kernhaltiger Zellen des KM liegt, ist fur ihre therapeutische Anwendung
eine kulturelle Vermehrung unabdingbar (Pittenger et al. 1999). Da bislang kein
spezifischer Marker zur Charakterisierung von MSC bekannt ist, erfolgte die Einigung
auf die oben genannten Minimalkriterien zur Beschreibung dieser Zellen (Dominici et
al. 2006).

Fur die Expansion sind die Kultivierungsbedingungen und die Zusammensetzung der
zugefuhrten Wachstumsmedien entscheidend. Hierzu dienen beispielsweise fetales
Kéalberserum oder humanes Plattchenlysat (Mueller et al. 2006).

Eine Methode zur Zellisolierung stellt die Dichtegradientenzentrifugation mit
anschlielender Adharenzselektion dar (Pittenger et al. 1999). Dabei werden
mononukledre Zellen auf Grund ihrer Dichte separiert und anschlieRend in
PlastikkulturgefaBen kultiviert. Nicht-adhérente Zellen werden verworfen, adharente
Zellen werden weiter kultiviert und bei Erreichen einer Konfluenz passagiert. Ab dem

Zeitpunkt der Koloniebildung spricht man von CFU-F (Boyum et al. 1968 ).
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Zur phanotypischen Identifizierung von MSC dient die Expression der
Oberflachenmarker CD 105, CD 73 und CD 90, sowie das Fehlen bestimmter
hamatopoetischer Antigene (siehe 1.1.) (Dominici et al. 2006). Eine genauere
Charakterisierung gelingt durch das multipotente Differenzierungspotential der Zellen,
Uber die Expression spezifischer Gene sowie zytochemische Nachweisverfahren
(Pittenger et al. 1999).

Standardisierte Verfahren zur Gewinnung und Identifizierung von MSC sind die
Vorrausetzung fur das Verstandnis ihres in-vitro-Verhaltens und letztlich ihrer sicheren

therapeutischen Anwendung.

1.3. Physiologische Rolle von MSC

MSC sind in verschiedenen Geweben direkt an BlutgefaBen lokalisiert (da Silva
Meirelles, Lindolfo et al. 2008) und somit Teil der perivaskularen Nische (Shi u.
Gronthos 2003). Sie kdnnen diese verlassen und ins periphere Blut Ubertreten, wo sie
unter Umsténden in geringer Zahl nachweisbar sind (Kassis et al. 2006).

Bevorzugt werden MSC aus dem KM isoliert. Hier sorgt die Interaktionen zwischen
MSC und HSC fir die Aufrechterhaltung der Stammzellnische. Dieses Geflige setzt
sich aus HSC, Osteoblasten, Endothelzellen und Stromazellen zusammen (Wilson u.
Trumpp 2006). MSC sezernieren Proteine wie beispielsweise Fibronectin oder
Kollagen, welche Einfluss auf die hAmatopoetische Homdostase nehmen kénnen und
die Reifung hamatopoetischer Zellen beeinflussen. (Valtieri u. Sorrentino 2008). Auch
der direkte Zell-Zell-Kontakt scheint fur die Mikroumgebung innerhalb der Nische
wichtig zu sein (Watt u. Hogan 2000). Es wird vermutet das in diesem hoch
spezialisierten Milieu die Pathogenese verschiedener Erkrankungen begriindet liegt
(Schneider 2013).

MSC besitzen einen hypoimmunogenen Charakter, da ihnen kostimulatorische
Molekile der Immunabwehr fehlen. Sie selbst kénnen keine oder nur eine geringe
Interferon-y Antwort auslosen und damit die zellulare Abwehr nur gering stimulieren
(Aggarwal u. Pittenger 2005). In vitro zeigen sie sowohl immunsuppressive, als auch
immunmodulatorische Eigenschaften (Rasmusson 2006). Beschrieben ist vor allem die
Wirkung der MSC auf Naturliche Killerzellen, T- und B-Lymphozyten und
Antigenprasentierende Zellen sowie die damit verbundene Konzentrationsédnderung an
Interleukinen (Di Nicola et al. 2002; Polchert et al. 2008; Rasmusson 2006). Diese
Eigenschaften befahigen MSC zum Einsatz bei der Behandlung unerwiinschter

Immunreaktionen.



1.4. Therapeutische Anwendung von MSC

Eine rasche Proliferationsrate und ein kurzer Zellzyklus ermdglichen eine rasche
Vervielfaltigung von MSC in vitro und bieten damit optimale Bedingungen fir ihre
therapeutische Verwendung (Bruder et al. 1998). Es existieren sowohl autologe, als
auch allogene Therapieansatze.

Das beschriebene immunmodulierende Potential der Zellen eréffnet Optionen fur die
Therapie verschiedener Autoimmunerkrankungen, wie dem Sjogren-Syndrom (Xu et al.
2012), der Sklerodermie (Keyszer et al. 2011) oder dem Systemischen Lupus
Erythematodes (Zhang et al. 2010). Auch die Behandlung chronisch entziindlicher
Darmerkrankungen durch intravenose Applikation von MSC wurde bereits beschrieben
(Duijvestein et al. 2010).

Von grolem Interesse ist die Therapie der GVHD, einer geflrchteten Komplikation
nach allogener Transplantation hamatopoetischer Stammzellen. Le Blanc et al.
berichten Uber den erfolgreichen Einsatz von MSC bei akuter GVHD (Le Blanc et al.
2004). Der toxizitatsverringernde Effekt von gleichzeitiger Infusion von MSC und HSC
konnte auch von anderen Autoren beobachtet werden (Aksu et al. 2008). Es existieren
nur wenige Studien zur prophylaktischen Anwendung von MSC (Kuzmina et al. 2012)
und auch die Therapie chronischer GVHD scheint weniger erfolgversprechend zu sein
(Zhou et al. 2010).

Ein weiteres Einsatzgebiet der MSC liegt in der regenerativen Medizin, begriindet im
multipotenten Differenzierungspotential der Zellen sowie ihrer Fahigkeit zur
Selbstreplikation. So wirkt sich beispielsweise die intraartikulare Injektion von BM-MSC
im Tierexperiment positiv auf das Abheilen von Knorpelschaden im Gelenk aus
(Mokbel et al. 2011). Eine Verbesserung der Knochenheilung wird diskutiert, die
Studienlage hierzu ist allerdings nicht eindeutig und ausreichende Erfahrungen am
Menschen fehlen (Jorgensen u. Noel 2011). Jiang et al. beobachteten eine signifikante
Verbesserung der Querschnittsymptomatik (Motorik, Sensorik und autonome
Funktionen) bei Rickenmarkverletzten nach intrathekaler MSC-Applikation (Jiang et al.
2013). Auch in der Kardiologie kommen MSC zum Einsatz, eine verbesserte
linksventrikulare Funktion nach intrakoronarer MSC-Infusion (autologe KM-MSC) bei
Patienten mit Herzinfarkt konnte beschrieben werden (Lee et al. 2014).

Es existieren zahlreiche weitere Therapieansatze mit MSC, wie zum Beispiel in der
Behandlung der pulmonalen Hypertonie (Zhang et al. 2012) oder des Diabetes mellitus
Typ | (Vanikar et al. 2010).



Ebenso vielversprechend ist der Einsatz genetisch modifizierter MSC bei
degenerativen Erkrankungen und Tumoren. Eine zielgerichtete Tumortherapie ist
beispielsweise durch Einschleusung proapoptotischer Signale in maligne Zellen
moglich (Myers et al. 2010). So hemmt unter anderen die TNF- gesteuerte Apoptose
das Tumorwachstum von Mamma- und Zervixkarzinomen und steigert so die
Uberlebenszeit der Patienten (Myers et al. 2010) (Grisendi et al. 2010).

Desweiteren werden MSC als Vektoren eingesetzt um in malignen Zellen
Wachstumshemmung zu induzieren, beispielsweise durch Replikation von Adenoviren
(Komarova et al. 2006) (Hakkarainen et al. 2007).

Ein weiterer Ansatzpunkt ist die Vermittlung immunmodulatorischer Signale via MSC,
so kann die Angiogenese in Tumorgewebe durch den ldslichen VEGF-Rezeptor

gehemmt werden (Kyriakou et al. 2006).

1.5. Faktoren mit Einfluss auf Gewinnung und Funktionalitdt von MSC

Es ist bislang nicht eindeutig geklart ob bestimmte Eigenschaften, Erkrankungen oder
Therapien Einfluss auf die Funktionalitdit und Gewinnung von MSC aus dem KM
nehmen und ob es nach Zellschddigung ein Regenerationspotential gibt. Bislang
vorliegende Konsensus-Charakteristika sind ohne klaren Bezug zu moglichen, in vivo
relevanten funktionellen Eigenschaften.

Fur die meisten der genannten Therapieoptionen liegen allogene Anséatze mit MSC aus
dem KM vor, eine moglichst genaue Kenntnis Uber die Gewinnung von MSC ist
deshalb Grundlage fur die weitere Verbesserung ihres klinischen Einsatzes. Ebenso
wichtig ist der Hinweis darauf, dass MSC wabhrscheinlich in vivo relativ resistent
gegeniuber Schadigungen sind (Mueller et al. 2006). Nishida und Kollegen zeigten,
dass MSC lebenslang im Organismus persistieren und auch noch in hohem
Lebensalter gewonnen werden kénnen (Nishida et al. 1999). Das wissenschaftliche
Interesse wird daher momentan auch auf Zellanalysen bei erkrankten oder alteren

Personen gerichtet, um so auch autologe Therapieanséatze zu ermdglichen.



2 ZIELSTELLUNG

2.1. Hintergrund

MSC zeichnen sich durch ihre Fahigkeit zur Selbstreplikation und multipotenten
Differenzierung aus, ihr Einsatz in der regenerativen Medizin, sowie Immun- und
Tumortherapie gewinnt daher zunehmend an Bedeutung.

Die Kenntnis eines mdglichen Einflusses spezifischer Faktoren auf die Gewinnung von
MSC ist wesentlich, zum einen fur das Verstandnis der Pathophysiologie von malignen
Erkrankungen, zum anderen fir die therapeutische Anwendung in vitro expandierter

autologer oder allogener MSC.

2.2. Hypothese

Es gibt bestimmte probandenabhdngige Eigenschaften, die sich negativ auf die
Isolierbarkeit von MSC in vitro auswirken. Die erfolgreiche Gewinnung von MSC aus
dem humanen KM l&sst sich daher anhand bestimmter Faktoren voraussagen.

2.3. Zielstellung

Das Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss verschiedener probandenabhangiger
Parameter auf die

(1) Gewinnung von CFU-F aus dem humanen KM, als Quantitatsmarker,

(2) Anzahl der isolierbaren Zellen, als Malf? fur die Proliferationskapazitat sowie

(3) Dauer bis zur Expansion von CFU-F zur Abschéatzung der Wachstumskinetik

zu analysieren.

Voraussetzung hierfir war die Erstellung einer umfangreichen Datenbank, welche
durch hohe Fallzahlen und detailliert erhobene Parameter als Grundlage fir diese,
aber auch folgende Studien gilt. Angesichts der unzuléanglichen in vivo
Charakterisierung von CFU-F ist die Untersuchung der genannten Ziele nur in grof3en

Probandengruppen mit wenigen Parametern sinnvoll.



3 MATERIAL UND METHODIK

3.1. Materialien und Gerate

3.1.1. Zellen

Die verwendeten Zellen stammen von Probanden, die sich im Rahmen von Diagnostik
oder Stammzellspende, einer Knochenmarkpunktion unterzogen hatten.

Zur Zellgewinnung wurde nach ausfihrlicher Aufklarung und schriftlichem
Einverstandnis der Probanden eine Knochenmarkpunktion mit Aspiration durchgefihrt.
Das positives Ethikvotum der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Martin-

Luther-Universitat Halle-Wittenberg lag vor.

3.1.2. Gerate

Laminar Flow- Werkbank  HeraSafe (Heraeus Instruments)

Mikroskop Axiovert 40 CFL (Zeiss)

Brutschrank BB 16 (Heraeus Instruments)

Zentrifuge Labofuge 400 (Heraeus Instruments)
Durchflusszytometer FACSCalibur mit CellQuest software (BD Biosciences)

3.1.3. Verbrauchsmaterialien

Set zur KMP (Punktionsnadel, Sterile Tilcher/Tupfer, Desinfektionsmittel, sterile

Spritzen)

Citrat-Monovetten Sarstedt
Zentrifugenréhrchen TPP

Pipetten Eppendorf oder Gilson
Pipettenspitzen Eppendorf, Sarstedt
Pipettierhilfe Hirschmann
Kulturschalen TPP
Neubauer-Kammer Carl Roth

3.1.4. Medien und Substanzen

Pancoll PAN Biotech GmbH
PBS Sigma Aldrich

DMEM Gibcol/life technologies
FKS PAN Biotech GmbH
Trypsin-EDTA PAN Biotech GmbH
Penicillin/Streptomycin Biochrom



e Wachstumsmedium fir MSC: DMEM, 15 % FKS, 1 % Penicillin/Streptomycin
e Antikdrper inklusive Isotypen fir Durchflusszytometrie

e Zusatze fir osteogenes /adipogenes /chondrogenes Differenzierungsmedium

3.2. Isolierung und Kultivierung von MSC

Die Materialgewinnung erfolgte Uber KMP in Lokalanasthesie und Aspiration von KM in
Citrat-Monovetten. Von der Entnahme bis zur Weiterverarbeitung der Zellen durch die
Labormitarbeiter vergingen im Regelfall maximal 3 Stunden.

Im Labor wurde das Aspirat anschlieRend 10 min bei 300 x g zentrifugiert und die
Zellfraktion mit PBS resuspendiert. Die Zellsuspension wurde auf ein
Gradientenmedium (Pancoll) geschichtet und erneut fiir 30 min bei 300 x g
zentrifugiert. Dadurch schichte sich das KM in verschiedene Phasen. Die MNC setzten
sich dabei als weiRer Ring unterhalb des Plasmas ab. Diese Interphase wurde
vorsichtig mit einer Pipette abgehoben und separiert. Nach Spilen in PBS wurden die
Zellen mit Zugabe des Wachstumsmedium in Zellkultur gebracht.

Nicht-adharente Zellen wurden durch Wechsel des Mediums nach 24 Stunden entfernt.
Die Kultivierung erfolgte bei 36,5°C Lufttemperatur, der Wechsel des
Wachstumsmedium alle 2-4 Tage bis zur Bildung einer Kolonie. Die Passage der
adharenten Zellen erfolgte mittels Trypsin bei Semikonfluenz von 50-80%. Die Zeit bis
zur Bildung einer Kolonie (CFU-F) wurde als Expansionsdauer in Tagen dokumentiert.
Zeigte sich nach 20d keine konfluente Einheit wurde dies als Misserfolg der MSC-
Kultivierung dokumentiert. Kolonien bildende Zellen (CFU-F) wurden unter dem
Lichtmikroskop ausgezahlt, die Anzahl der Zellen pro ml KM wurde zum Abschétzen
der Proliferationskapazitat dokumentiert. AnschlieBend wurden die CFU-F durch die
Arbeitsgemeinschaft entsprechend dem Standard nach Dominici (Dominici et al. 2006)
eindeutig als MSC charakterisiert, sodass ab diesem Zeitpunkt in allen folgenden
Analysen von MSC gesprochen wird. Der Phéanotyp wurde mittels Durchflusszytometrie
fur das Vorliegen bzw. Fehlen der definierten Antigene bestimmt. Das Potential zur
adipogenen und osteogenen in vitro Differenzierung wurde durch spezielle
Farbetechniken und RT-PCR analysiert, da dies nicht Teil der vorliegenden Arbeit ist,
wird hierauf nicht weiter eingegangen. Die gewonnenen MSC wurden teilweise fir

weitere Forschungszwecke kryokonserviert.



3.3. Datenerfassung und Generierung einer Datenbank

Um den ausgewerteten Datensatz zu generieren, wurden Probandeninformation aus
den Jahren 2003 bis 2011 retrospektiv analysiert und die Ergebnisse der KM-
Untersuchungen dokumentiert. Alle Probanden befanden sich zu genannten Zeitraum
in  Betreuung des Universitatsklinikums Halle/Wittenberg, ihre Daten wurden
pseudonymisiert erfasst.

Einige Probanden wurden im Laufe ihrer Krankengeschichte mehrfach KM- punktiert,
um einen Bias zu vermeiden wurde jeder Proband nur ein Mal in den Datensatz
aufgenommen. Patienten mit Mehrfachpunktionen wurden nachbeobachtet und jedes
Punktionsergebnis einzeln dokumentiert. So war es mdglich die Erfolgsrate der MSC-
Isolationen im Verlauf einer Erkrankung zu vergleichen. Insbesondere die erfolgreiche
Gewinnung von MSC vor und nach Stammzelltransplantation war dabei von
besonderer Bedeutung. Als relevante Punktion wurde die Erstpunktion eines jeden
Probanden gewahlt, ausgenommen Probanden die bereits eine SZT erhalten hatten,
hier wurde die Punktion nach Transplantation in die Auswertung einbezogen. Bei
Probanden die sowohl autolog, als auch allogen transplantiert wurden (N=12) erfolgte
die Auswertung der Punktion nach allogener SZT.

Alle Probandeninformationen wurden in das Statistik-Programm SPSS Statistics 20
(IBM) eingearbeitet und entstammen aus den Krankenakten sowie den
Untersuchungsbefunden (KM-Histologie, KM-Zytologie, FACS-Analyse) des jeweiligen
Falles.

In der Datenbank wurden fir jeden Probanden folgende Parameter erfasst:
Geschlecht, Geburtsdatum, maligne Erkrankung, Therapieart und -dauer
(Chemotherapie, Bestrahlung, SZT), Nebenerkrankungen, Dauermedikationen, sowie
verschiedene Werte zur Beurteilung des KM. Als zu untersuchende Endpunkte der
vorliegenden Analysen dienten:

(1) die erfolgreiche Gewinnung von MSC, definiert als PrAsenz von mindestens einer
semikonfluenten CFU-F, mit homogener typischer Morphologie

(2) die Anzahl von MSC bei erster Passage (bezogen auf die Zellzahl pro ml
gewonnenem KM)

3) die Expansionsdauer, definiert als Zeitraum vom Plattieren der Zellen bis zur

Subkultivierung.



3.4. Statistische Auswertung

Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software IBM SPSS Statistics 20.

Es erfolgte initial die Charakterisierung des Probandenkollektivs Uber die Auswertung
demografischer Daten und Haufigkeitsanalysen verschiedener Begleitfaktoren (Siehe
4.1.).

Fur jeden Endpunkt (Gewinnung von MSC, Zellzahl, Expansionsdauer) wurde
zunachst eine deskriptive Analyse der Parameter mittels Kreuztabellen durchgefihrt,
um den Einfluss jedes Einzelfaktors zu begutachten und empirische Daten zu erstellen
(Siehe 4.2.1.; 4.3.1. und 4.4.1). Die Signifikanz wurde mittels Chi-Quadrat-Test
ermittelt.

Aufgrund einer begriindeten Vorauswahl (N >5 und ausreichend vorhandene
Probandeninformationen), sowie unter Berufung auf Studien anderer Arbeitsgruppen
(Wang et al. 2013b) reduzierten wir die Auswertung der erhobenen
probandenabhéngigen Faktoren (siehe 3.3.) auf folgende Punkte:

Alter, Geschlecht, Chemotherapie, allogene/autologe SZT, NHL, MM, AML, und MDS.

probandenabhangige Untersuchte Endpunkte

Einflussfaktoren

Alter ~

Geschlecht Gewinnung von MSC (Isolationserfolg aus KM)
Chemotherapie >~ Zellzahl pro ml KM

SZT (allogen/ autolog) Expansionsdauer in Tagen

AML, MDS, NHL, MM .

Anhand des Altersmedians wurden drei Altersgruppen definiert; <40Jahre, >/=40 Jahre
bis <60 Jahre und >/=60 Jahre.

Den deskriptiven Untersuchungen folgten multifaktorielle Analysen in verschiedenen
statistischen Modellen. Da eine erste Berechnung das Nichtwachsen von MSC nur
schlecht voraus gesagt hatte, wurde eine Bereinigung des Datensatzes durchgefiihrt,
indem die Residuen (N=3) entfernt wurden. Alle multifaktoriellen Berechnungen
erfolgten daher in einem Datensatz mit N= 325.

Um den Gesamteinfluss der Faktoren und die Wahrscheinlichkeit der erfolgreichen
Gewinnung von MSC beurteilen zu kénnen, wurde eine binér logistische Regression
durchgefuhrt (Methode: Vorwarts schrittweise). Die Prasenz von MSC wurde als

abhéngige Variable definiert. Als Kovarianten wurden folgende Variablen festgelegt: In
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einem ersten Schritt Geschlecht, Alter, Chemotherapie, allogene SZT und autologe
SZT. In einem zweiten Schritt wurden AML, NHL, MM und MDS in das Modell
eingegeben (Siehe 4.2.2.).

Um den Zusammenhang zwischen den erfassten Parametern und der Zahl von MSC
pro ml KM, bzw. der Expansionsdauer darzustellen, wurde eine Berechnung im
Allgemeinen Linearen Modell durchgefuhrt (Siehe 4.3.2. und 4.4.2.). Die Zellzahl pro
ml, beziehungsweise die Expansionsdauer in Tagen wurden als abhangige Variablen
definiert. Geschlecht, Chemotherapie, allogene SZT und autologe SZT sind in diesem
Modell als feste Faktoren, das Alter als Kovariante anzusehen. Der Levene-Test > 0,05

bestatigte die Varianzengleichheit im Modell. (Siehe 4.3. und 4.4.)

Aufgrund der, durch genannte Methoden erhobenen Ergebnisse schloss sich eine
gesonderte Analyse der stammzelltransplantierten Patienten an. Sie soll als
orientierende Untersuchung fur weitere Arbeiten dienen.

Das Vorhandensein von MSC vor und nach Transplantation wurde mittels Kreuztabelle
analysiert, Zellzahl und Expansionsdauer mittels T-Test bei verbundenen Stichproben
(siehe 4.5.).

Die Auswahl der statistischen Methoden, sowie die Auswertung und Interpretation der
vorliegenden Daten erfolgte in Zusammenarbeit mit Frau Dr. Susanne Unverzagt vom
Institut fir Medizinische Epidemiologie, Biometrie und Informatik der Martin-Luther-
Universitat-Halle-Wittenberg.
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4 ERGEBNISSE

4.1. Charakterisierung des Probandenkollektivs

4.1.1. Demografische Daten

Fur die vorliegende Arbeit wurden Knochenmarkaspirate von 328 Probanden

untersucht, darunter 198 Mannern und 130 Frauen, die im Durchschnitt 57,6 Jahre alt

waren.

Tab. 1 - Verteilung des Geschlechts im Gesamtkollektiv

Geschlecht N %
mannlich 198 60,4
weiblich 130 39,6
Tab. 2 - Altersanalyse des Gesamtkollektiv
Alter in Jahren
Mittelwert 57,6
Median [Minimum-Maximum] 61 [15-86]
Tab. 3 - Verteilung der Probanden in den verschiedenen Altersgruppen
Altersgruppe in Jahren N %
<40 44 13,4
>40 bis <60 114 34,8
<60 170 51,8

O <40 Jahre
B =40 bis <60 Jahre
Bl =60 Jahre

Manner Frauen

Abb. 2 - Altersverteilung in mannlicher und weiblicher Probandengruppe
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4.1.2. Daten zum Vorliegen maligner Erkrankungen und deren Therapie

Das Gesamtkollektiv umfasst 328 Probanden, darunter 233 (71,03%) Personen mit
hamatoonkolgischen Erkrankungen. Am haufigsten fanden sich NHL, MM und AML
(siehe Tab. 4). 86 Personen (26,2%) des Kollektivs wurden auf Grund von
Blutbildveranderungen bzw. Verdacht auf ein Malignom im Rahmen der Diagnostik
knochenmarkpunktiert, ohne das sich eine Neoplasie bestatigte. Neun Probanden
(2,7%) waren gesunde Stammzellspender.

Diese 95 gesunden Probanden, sowie 55 der 233 Erkrankten erhielten bis zum
Zeitpunkt der Punktion keinerlei Chemotherapie. 178 Probanden (54,3%) wurden vor
Gewinnung des untersuchten Materials mit Chemotherapie behandelt. Vor Punktion
erhielten 39 Probanden (11,9%) eine autologe Stammzelltransplantation, 38 (11,6%)
wurden allogen transplantiert. Eine Bestrahlung erhielten 70 der 328 Probanden
(21,3%), bei 18 Patienten wurde im Rahmen der Therapie eine TBI durchgeflihrt
(5,5%).

Zur Beurteilung des Knochenmarks wurden zytologische und histologische Befunde
herangezogen. Bei 180 Patienten (54,9%) lag zur aktuellen Punktion oder zu einem
friheren Zeitpunkt eine Infiltration des Knochenmarks durch die Grunderkrankung vor.
Da eine erste Berechnung das Nichtwachsen von MSC nur schlecht voraus gesagt
hatte (Prozentsatz der Richtigen 6,8%), wurde eine Bereinigung des Datensatzes
durchgefihrt, indem die Residuen fir die multifaktoriellen Analysen entfernt wurden. In
zwei der als Residuen definierten Falle, lag als Grunderkrankung eine Aplastische
Anamie vor, in einem dritten ein embryonales Rhabdomyosarkom. Die Aplastische
Andmie ist eine seltene Erkrankung, man muss von einem spezifischen und
moglicherweise auch systemischen Einfluss ausgehen, dies rechtfertigt den
Ausschluss dieser Falle. Alle multifaktoriellen univarianten Analysen wurden im

bereinigten Datensatz (N= 325) durchgefihrt.

Tab. 4 - Verteilung maligner Erkrankungen im Gesamtkollektiv (N=328)

Erkrankungen N %
NHL 77 23,5
MM 63 19,2
AML 42 12,8
ALL 17 5,2
CLL 15 4,6
HL 7 2,1
MDS 6 1,8
CML 3 0,9
OMF 3 0,9
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4.2. Analyse der Gewinnung von MSC aus Knochenmarkaspiraten

4.2.1. Gewinnung von MSC in definierten Probandengruppen

Nach der Datenerhebung erfolgte zunachst die Auswertung der Isolierbarkeit von MSC,
dabei wurde untersucht ob sich MSC unter bestimmten Einflussfaktoren aus dem KM
gewinnen lassen. Wie eingangs beschrieben wurden dafir CFU-F aus dem KM isoliert
und als MSC charakterisiert. Die Rate an erfolgreichen Isolationen diente dabei als
Quantitatsmalf’ fir MSC im KM.

Das Probandenkollektiv bei denen keine MSC gewonnen werden konnten, lasst sich
auf Grund der umfangreichen Datenerhebung gut charakterisieren. In insgesamt 29,9%
der Falle (N=328) konnten auch nach 20-tagiger Kultivierung keine MSC isoliert
werden. Es zeigte sich bei mehreren Einflussfaktoren eine signifikant niedrigere Rate

an MSC-Isolationen gegeniiber ihrer Vergleichsgruppe (siehe Tab. 5).

Tab. 5 - Deskriptive Analyse der MSC-Gewinnung

Gewinnung von MSC

N Nicht erfolgreich p-Wert
erfolgreich

Geschlecht Ménnlich 198 | 48 (24,2%) 150 (75,8%) 0,006
Weiblich 130 | 50 (38,5%) 80 (61,5%)

Alter <40 44 | 5 (11,4%) 39 (88,6%) 0,015
in Jahren 240 bis <60 114 | 36 (31,6%) 78 (68,4%)
260 170 | 57 (33,5%) 113 (66,5%)

Erkrankung Keine 95 | 20 (21,1%) 75 (78,9%) 0,005
AML 42 | 21 (50,0%) 21 (50,0%)
MDS 6 | 4 (66,7%) 2 (33,3%)
NHL 77 | 20 (26,0%) 57 (74,0%)
MM 63 | 21 (33,3%) 42 (66,7%)
Andere 45 | 12 (26,7%) 33 (73,3%)

Chemo- Nein 150 | 36 (24,0%) 114 (76,0%) 0,033
therapie Ja 178 | 62 (34,8%) 116 (65,2%)

Stammzell- Keine SZT 263 | 67 (25,5%) 196 (74,5%) 0,002
transplantation | Allogene SZT 38 | 18 (47,4%) 20 (52,6%)
Autologe SZT 27 | 13 (48,1%) 14 (51,9%)
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Unter anderem konnten deutliche geschlechtsspezifische Unterschiede detektiert
werden. Auf Grund der hohen Fallzahl war ein guter Vergleich zwischen beiden
Gruppen moglich. Bei Frauen konnten signifikant seltener MSC gewonnen werden. Bei
Méannern lag die Rate an erfolgreichen Isolationen um 10% hoher (75,8% vs. 61,5%)
(siehe Abb. 3).

@ nicht erfolgreich [ erfolgreich

p = 0,006
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=  40% 4 61,5%

©

N

c

<C

20% -
mannlich weiblich
N=198 N=130
Geschlecht

Abb. 3 - Abhangigkeit der erfolgreichen MSC-Gewinnung vom Geschlecht

Zur Beurteilung der Altersabhangigkeit der MSC-Présenz erfolgte eine Drittelung der
Population nach vorherrschender Altersstruktur. Zwischen der jingsten Kollektivgruppe
mit <40 Jahren und der altesten Gruppe mit 260 Jahren konnte eine 22%ige Differenz
bezuglich der erfolgreichen MSC-Isolationen zu Gunsten der Jingeren analysiert
werden. Auch in der Gruppe der 240-<60 Jahrigen zeigten sich gegenuber den <40
Jahrigen deutliche EinbufRen in der Gewinnung von MSC. Mit steigendem Alter lassen
sich folglich seltener MSC aus dem KM isolieren (Siehe Abb. 4).
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Abb. 4 - Abhangigkeit der erfolgreichen MSC-Gewinnung vom Alter

Betrachtet man die Altersgruppe mit den niedrigsten lIsolationsraten, die der =60
Jahrigen, nach Geschlechtern getrennt, bestétigt sich erneut die schlechtere
Isolierbarkeit bei Frauen. MSC lassen sich demnach bei Frauen nach dem 60.
Lebensjahr besonders schlecht isolieren. Bei Mannern in diesem Alter lag die
Isolationsrate noch bei 74,2% (Siehe Abb. 5).

@ nicht erfolgreich O erfolgreich
p=0014

100% |

80%

60%
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20%

mannlich weiblich
= 60 Jahre = 60 Jahre
N=97 N=73

Geschlecht

Abb. 5 - Abhangigkeit der erfolgreichen MSC-Gewinnung von Alter und Geschlecht
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Auf Grund der hohen Fallzahl war es moglich ein breites Spektrum an Erkrankungen
beziglich ihres Einflusses auf die MSC-Prasenz zu untersuchen. Die folgenden
Analysen beziehen sich auf Erkrankungen die auf Grundlage vorausgegangener
Studien von besonderem wissenschaftlichem Interesse sind (Wang et al. 2013).

Unter den Probanden, bei denen zum Punktionszeitpunkt eine AML vorlag, konnte eine
um 50% signifikant niedrigere Rate an erfolgreichen MSC-Isolationen beobachtet
werden. Unter MDS-Patienten war die Rate gegeniber der Vergleichsgruppe ohne
hamatoonkologische Grunderkrankung um 33% signifikant erniedrigt (Siehe Abb. 6).
Auch bei weiteren Erkrankungen konnten niedrigere Isolationsraten ausgemacht

werden.

B nicht erfolgreich [ erfolgreich
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E 50%
< (o}
20% -
33%
| I I I 1 1
Keine AML MDS NHL MM Andere
N=95 N=42 N=6 N=77 N=63 N=45

Maligne hamatoonkologische Erkrankungen

Abb. 6 - Abhangigkeit der erfolgreichen MSC-Gewinnung vom Vorliegen maligner

Erkrankungen

Des Weiteren zeigte sich, dass sich MSC aus dem KM von Probanden die mit
Zytostatika behandelt wurden, schlechter gewinnen lie3en. Hier wurde eine ca. 10 %

niedrigere Rate an erfolgreichen MSC-Isolationen registriert (Siehe Abb. 7).
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Abb. 7 - Abh&ngigkeit der erfolgreichen MSC-Gewinnung von Chemotherapie

Die Analyse von zytostatischen Einzelsubstanzen erfolgte unter Bezug auf
vorangegangene Studien (Li et al. 2010). Daunorubicin (N=23) scheint dabei eine
Sonderstellung unter den Therapeutika einzunehmen. Die Rate an erfolgreichen MSC-
Isolationen sank signifikant um 14% (Siehe Abb. 8), im Vergleich zu allen anderen
Probanden mit und ohne Chemotherapie, sowie um ca. 20% (p= 0,061) im Vergleich

zu Probanden die mit anderen Chemotherapeutika behandelt wurden.
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Abb.8 - Abhangigkeit der erfolgreichen MSC-Gewinnung von Daunorubicin-Therapie
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Vergleicht man die Erfolgsraten der MSC-Gewinnung von Probanden die eine SZT
erhielten mit Probanden ohne SZT zeigt sich deutlich, dass nach allogener (p= 0,012),
sowie autologe SZT (p= 0,018) nur noch in der Halfte der Falle MSC gewonnen
werden konnten (Siehe Abb. 9).
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Abb. 9 - Abhangigkeit der erfolgreichen MSC-Gewinnung von der Durchfiihrung einer
SZT
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4.2.2. Multifaktorieller Einfluss auf die MSC-Gewinnung

In der multifaktoriellen univarianten Analyse (binér logistische Regression), zur
Ermittlung des gemeinsamen Einflusses der untersuchten Einflussfaktoren zeigten sich
folgende Ergebnisse:

Die Chance bei Frauen MSC aus dem KM zu isolieren lag um 46% niedriger als bei
Mannern (OR=0,54, p=0,02, Kl1(0,32;0,89)).

Bei Probanden der Altersgruppe zwischen 40 und 60 Jahren sank die
Wahrscheinlichkeit erfolgreicher MSC-Isolationen um 88% gegenuber den unter 40
Jahrigen, bei den tUber 60 Jahrigen gegeniuber den unter 40 Jahrigen waren es 89%.
Nach allogener SZT lag die Chance, dass sich MSC isolieren lassen um 56% niedriger.
Patienten mit AML hatten ein fast doppelt so hohes Risiko, dass aus ihrem KM keine
MSC gewonnen werden konnten (OR= 0,48).

Die Parameter Chemotherapie, autologe SZT, sowie die Erkrankungen NHL, MM und
MDS zeigen in der multifaktoriellen, univarianten binar logistischen Analyse keinen

signifikanten Einfluss auf die Gewinnung von MSC.

Tab. 6 - Multifaktorielle Analyse der erfolgreichen Gewinnung von MSC

Odds Ratio p-Wert 95% KiI
Weibliches Geschlecht 0,54 0,02 [0,32 - 0,89]
Altersgruppen
< 40Jahre 0,02
< 40Jahre vs. 2 40 bis < 60 Jahre 0,12 0,005 [0,03 - 0,53]
< 40Jahre vs. 2 60 Jahre 0,11 0,004 [0,03 - 0,499]
Allogene SZT 0,44 0,04 [0,21 - 0,95]
AML 0,49 0,05 [0,235 - 1,00]

KI = Konfidenzintervall
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4.3. Analyse der Anzahl MSC im Knochenmark

4.3.1. Anzahl MSC pro ml Knochenmark in definierten Probandengruppen

LieRen sich MSC isolieren erfolgte anschlieRend die Bestimmung der Zellzahl. Durch
Analyse der Anzahl MSC pro ml KM-Aspirat lasst sich eine Aussage Uber die
Frequenz, aber auch Uber die Vermehrungskapazitat der MSC treffen. Ziel war es
Faktoren zu bestimmen, die Einfluss auf diese Zellproliferation nehmen, um so
Voraussagen Uber Isolationserfolge machen zu koénnen. Hierfir wurden Kolonien
bildende Zellen (CFU-F), welche als MSC-Aquivalent gelten unter dem Lichtmikroskop
ausgezahlt und deren Mittelwert bzw. Median in verschiedenen Probandengruppen
verglichen. Die Auswertung erfolgte bewusst pro ml KM und nicht auf die Anzahl
mononuklearer Zellen bezogen. So sollen Fehlinterpretationen vermieden werden, die
beispielsweise durch das zellreiche KM von Leukéamiepatienten entstehen kénnen.
Nicht bei allen isolierten CFU-F war eine Angabe zum Volumen des KM-Aspirates
dokumentiert, sodass die Fallzahlen hier gegentber der Analysen aus 4.2. geringfligig
niedriger liegen.

Die durchschnittliche Anzahl MSC unter allen Fallen lag bei 21.340 pro ml KM,
maximal wurden 804.000 Zellen pro ml KM gewonnen.

Bei Frauen konnten fast 25 % mehr MSC pro ml KM isoliert werden als bei M&nnern
(siehe Abb.10). Probanden, die jinger als 40 Jahre waren, zeigten die hdchste
Zellzahl, im Durchschnitt 68.156 Zellen pro ml Knochenmark. Die geringste Zellzahl
konnte bei Probanden im Alter zwischen 40 und 60 Jahren ermittelt werden (siehe
Abb.11).

Lagen AML, NHL, MM oder MDS vor, zeigte sich eine deutlich geringere Anzahl MSC
im Vergleich zu Probanden, bei denen die jeweilige Erkrankung nicht vorlag. Die
geringste Anzahl Zellen konnte bei AML-Patienten beobachtet werden.

Mussten sich die Erkrankten einer Chemotherapie unterziehen, konnten nur ca. halb so
viele MSC pro ml KM gewonnen werden wie in der Vergleichsgruppe ohne
zytostatische Therapie (14.451 vs. 28.293 pro ml KM).

Auch die Transplantation von HSC scheint die Proliferationskapazitat zu beeinflussen,
so sind vor allem nach allogener SZT deutlich weniger Zellen zu isolieren gewesen.
Eine Signifikanz von p<0,05 konnte von den aufgefihrten Faktoren allerdings nur das

Alter erreichen.
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Tab. 7 - Deskriptive Analyse der Anzahl gewonnener MSC pro ml KM

Anzahl MSC pro ml KM

N Mittelwert SD p-Wert

Geschlecht Méannlich 141 19.219 63.315 0,591
Weiblich 74 25.382 | 104.117

Alter <40 36 68.156 | 165.672 <0,001
in Jahren 240 bis <60 74 10.772 38.585
260 105 12.737 42.759

Erkrankung Keine 75 42.292 | 128.970 0,176
AML 20 6.761 8.063
MDS 2 12.569 8.937
NHL 53 9.567 25.888
MM 38 14.214 44.723
Andere 30 11.185 22.670

Chemotherapie Nein 107 28.294 | 103.181 0,203
Ja 108 14.451 44.889

Stammzell- Keine 182 22.449 83.910 0,780
transplantation Allogene SZT 20 9.411 24.601
Autologe SZT 13 24.160 73.786

4.3.2. Multifaktorieller Einfluss auf die Anzahl MSC pro ml Knochenmark
Die multifaktorielle univariante Analyse im Allgemeinen Linearen Modell zeigte, dass
die Zellzahl pro Lebensjahr signifikant um 1.253 Zellen pro ml Knochenmark sank

(p<0,001).

Tab. 8. - Multifaktorielle Analyse MSC pro ml/KM

Regressions-

koeffizient B p-Wert 95% KiI
Alter pro Lebensjahr -1.253 <0,001 [-1.913 - (-592)]
Manner /Frauen 3.265 0,96 [-113.453 - 119.984]
Chemotherapie 23.618 0,23 [-15.347 - 62.583]
Allogene SZT 74.499 0,21 [-42.269 - 191.267]
Autologe SZT -4.395 0,95 [-144.003 - 135.213]

KI = Konfidenzintervall
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4.4, Analyse der MSC- Expansionsdauer

4.4.1. Expansionsdauer von MSC in definierten Probandengruppen

Die Expansionsdauer wurde als Zeitraum vom Isolieren und Plattieren der MNZ des
KM, bis zum Auszahlen der semikonfluenten CFU-F in Tagen dokumentiert.

Zur ersten Passage lag diese im Median bei 10 Tagen (Mittelwert: 10,62 Tage).

Es zeigte sich eine signifikante Verlangerung der medianen Expansionsdauer nach
allogener/ autologer SZT im Vergleich zu Probanden die keine SZT erhalten hatten (p=
0,042) (siehe Abb. 12.).

Bei Probanden mit MDS lie3 sich eine Verlangerung um 2,5 Tage nachweisen (p=
0,32) (siehe Abb. 13.).

Weitere Untersuchungen verblieben ohne signifikante Befunde (siehe Tab. 9).
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Tab. 9 - Deskriptive Analyse der MSC-Expansionsdauer

Expansionsdauer in Tagen

N | Mittelwert SD | Signifikanz (p)

Geschlecht Mannlich 150 10,57 2,72 0,696
Weiblich 80 10,71 2,63

Alter <40 39 10,77 2,51 0,904
In Jahren > 40 - <60 78 10,64 2,75
260 113 10,55 2,72

Erkrankung Keine 75 10,56 2,51 0,711
AML 21 10,71 2,76
MDS 2 12,50 3,54
NHL 57 10,35 2,49
MM 42 10,52 3,16
Andere 33 11,15 2,76

Chemotherapie Nein 114 10,59 2,64 0,869
Ja 116 10,65 2,74

Stammzell- Keine SZT 196 10,42 2,64 0,042
transplantation Allogene SZT 20 11,55 2,06
Autologe SZT 14 11,86 3,57

4.4.2. Multifaktorielle Einfluss auf die MSC-Expansionsdauer

Um den gemeinsamen Einfluss der Variablen auf die Expansionsdauer zu analysieren,

wurde eine Berechnung im Allgemeinen Linearen Modell durchgefiihrt (N=325).

Hierbei liel3en sich keine signifikanten Interaktionen erkennen.
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4.5, Spezifische Analyse des Einflusses von Stammzelltransplantation auf

die Gewinnung von MSC

4.5.1. Vergleich der Gewinnung von MSC vor und nach

Stammzelltransplantation

Einige der Probanden wurden aus diagnostischen Griinden oder zur Verlaufskontrolle
ihrer Erkrankung mehrmals knochenmarkpunktiert (N=52). So war es mdglich,
Knochenmarkbefunde von Probanden vor und nach SZT miteinander zu vergleichen
(N=21). 16 Probanden erhielten allogene Stammzellen, 5 wurden autolog
transplantiert. Aufgrund des umfangreichen Datensatzes und der Erkenntnis, dass
nach SZT signifikant weniger oft MSC aus dem KM gewonnen werden kénnen, bietet
diese Analyse die Mdglichkeit die Dynamik dieses Prozesses zu verdeutlichen (siehe
4.2.1.). Die vorliegenenden Daten sind als orientierende Untersuchungen anzusehen,
detaillierte Darstellungen sollen in weiteren Studien folgen.

Es zeigte sich eine signifikante Reduktion der MSC-Prdsenz nach allogener SZT
(p=0,02). Konnten vor Transplantation noch von 15 der 16 Probanden MSC isoliert
werden, war dies nach der allogenen SZT nur noch bei 7 Probanden mdglich. Auch
nach autologer SZT reduzierten sich die erfolgreichen Isolationen um 50% (p= 0,197).

Tab. 10 - MSC-Prasenz vor und nach allogener SZT

Gewinnung von MSC

nicht erfolgreich erfolgreich
vor allogener SZT (N= 16) 6,3% (N=1) 93,8% (N=15)
nach allogener SZT (N= 16) 56,3% (N=9) 43,8% (N=7)

Tab. 11 - MSC-Prasenz vor und nach autologer SZT

Gewinnung von MSC

nicht erfolgreich erfolgreich
vor autologer SZT (N=5) 20% (N=1) 80% (N=4)
nach autologer SZT (N=5) 60% (N= 3) 40% (N=2)
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4.5.2. Zellzahlanalyse vor und nach Stammzelltransplantation

Bei den sieben Probanden, bei denen sich nach allogener bzw. bei den zwei
Probanden nach autololger Transplantation MSC gewinnen liel3en, erfolgte die
Auszahlung der Anzahl MSC pro ml KM zur Beurteilung der Proliferationskapazitat. Bei
der Analyse muss die geringe Probandenzahl beachtet werden, ein gewisser Einfluss
ist dennoch erkennbar. Nach allogener SZT konnten im Mittel durchschnittlich ca. 1400

weniger Zellen pro ml KM isoliert werden. (T = 1,154; p = 0,29).
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Abb. 14 - Anzahl MSC pro ml KM vor und nach allogener SZT (rein deskriptive
Darstellung; inklusive Median, SD und Ausreil3er)

Nach autologer SZT konnten im Mittel durchschnittlich ca. 2940 mehr Zellen pro ml KM
isoliert werden. (T = -630; p = 0,64).
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Abb. 15 - Anzahl MSC pro ml KM vor und nach autologer SZT (rein deskriptive
Darstellung; inklusive Median, SD und Ausreil3er)
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4.5.3. Analyse der MSC-Expansionsdauer vor und nach

Stammzelltransplantation

Die Expansionsdauer wurde als Mal3 fur die Wachstumskinetik der Zellen erfasst. Nach
allogener SZT verléngerte sich die Dauer bis zur Expansion von MSC im Mittel um ca.
2,6 Tage (T= -2,47; p= 0,049). Nach autologer SZT mussten MSC im Mittel 1,5 Tage
kirzer kultiviert werden (T= 3,0; p= 0,21). Auch hier ist die geringe Probandenzahl zu

beachten.
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Abb. 16 - Mediane MSC-Expansionsdauer in Tagen vor und nach allogener SZT (rein
deskriptive Darstellung; inklusive Median, SD und Ausreil3er)

29



5 DISKUSSION

5.1. Wesentliche Ergebnisse der Studie

Durch Auswerten des umfangreichen Datensatzes (328 KM-Punktionen) ist es mdglich,
verschiedene Faktoren zu benennen, die Einfluss auf die Gewinnung von MSC aus
dem humanen KM haben und somit bei Therapiekonzepten und Risikoprofilen beachtet
werden sollten.

Die Parameter weibliches Geschlecht, hoheres Lebensalter, Vorliegen von AML oder
MDS und Zustand nach Chemotherapie oder SZT erniedrigten die Chance auf
erfolgreiche Gewinnung von MSC signifikant. MSC von alteren, beziehungsweise an
verschiedenen Erkrankung leidenden Menschen zeigten Defizite in ihrer KM-Prasenz.
Zellen von jungen, gesunden Spendern scheinen daher zur therapeutischen
Anwendung besser geeignet.

Die Zellzahl zeigte sich beim Vorliegen folgender Parameter jeweils erniedrigt: Alter
zwischen 40-60 Jahren, ménnliches Geschlecht, sowie Zustand nach Chemo- oder
Stammzelltherapie.

Die Untersuchungen zeigten keine wesentlichen Unterschiede in der Expansionsdauer
von MSC unter Berlcksichtigung der verschiedenen Faktoren, es ist also von einer
relativ konstanten Wachstumskinetik der Zellen auszugehen.

Die Endpunkte Zellzahl und Expansionsdauer unterliegen subjektiven Fehlern, die
Gewinnung von MSC, welche der MSC-Prasenz im KM entspricht, hingegen kann als
valides Kriterium zur Beurteilung der Zellen angesehen werden.

Im Folgendem werden die analysierten Einzelfaktoren bezuglich ihrer Aussagekraft

diskutiert und den Ergebnissen anderer Studien gegeniber gestellt.
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5.2. Einflussfaktor Alter

Die vorliegenden Untersuchungen beschreiben einen negative Einfluss hoheren
Lebensalters auf die Quantitat von MSC und bestatigen somit die Beobachtungen von
Shamsul et al. (Shamsul et al. 2004).

Mit zunehmenden Probandenalter lieRen sich seltener MSC aus dem KM gewinnen.
Die Anzahl MSC pro ml sank mit jedem Lebensjahr um 1253 Zellen. Die geringste
Zellzahl konnte bei Patienten im Alter zwischen 40 und 60 Jahren ermittelt werden, im
hoheren Alter stieg sie wieder leicht an. Dies kénnte mdglicherweise darin begriindet
sein, das Probanden hoéren Alters mit weniger aggressiven Therapien behandelt
wurden. Die Expansionsdauer der Zellen hingegen scheint durch das Alter nicht
beeinflusst zu werden.

Interessant ist, ob der Alterungsprozess der MSC und damit die Qualitat der
hamatopoetischen Nische durch auf3ere und innere Einfliisse gesteuert werden kann,
denn wie in der Literatur bereits beschrieben, unterliegt auch die Fahigkeit zur
Immunmodulation altersbedingten Verédnderungen (Wu et al. 2014). Genetische
Veranderungen, DNA-Schadigungen und oxidativer Stress innerhalb der
Stammzellnische konnten bereits als Ursachen des Alterungsprozesses ausgemacht
werden (Beausejour 2007). Diese Einschrankungen in Quantitat und Qualitat der
Zellen kdnnen den Erfolg autologer Transplantationsanséte mit MSC moglicherweise
schmalern. Fir allogene Therapien mit MSC scheinen damit jlingere Zellspender
besser geeignet.

Desweiteren stellt sich die Frage, ob die Reduktion von MSC im KM das Entstehen
maligner Erkrankungen begunstigt. Gealterte MSC zeigen in vitro einen
Qualitatsverlust, der sich in einer eingeschrankten Fahigkeit zur Selbsterneuerung und
multipotenten Differenzierung wiederspiegelt (Gharibi et al. 2014; Stolzing et al. 2008;
Beausejour 2007). Es zeigten sich im Tierversuch Veranderungen in Morphologie,
Lebens- und Kultivierungsdauer, Migrationsverhalten und Expressionsmuster,
zusatzlich zeigte sich ein schlechteres Differenzierungspotential (Wang et al. 2013b).
Verschiedene Einflisse, wie beispielsweise oxidativer Stress scheinen das Altern der
MSC zu beginstigen (Raggi u. Berardi 2012; Brandl et al. 2011).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich MSC prinzipiell auch noch in hohen
Lebensalter aus dem KM gewinnen lassen, die Rate an erfolgreichen Isolationen
jedoch bei jungen Probanden deutlich hoher liegt und diese somit als MSC-Spender

von besonderem Interesse sind.
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5.3. Einflussfaktor Geschlecht

Die Analysen zeigten einen signifikanten Unterschied in der Gewinnung von MSC aus
dem KM von Frauen und Manner. Bei weiblichen Probanden lag die MSC-
Isolationsrate 14,3 % unter der Rate der mannlichen Vergleichsgruppe. Die absolute
Anzahl der zu isolierenden Zellen war hingegen bei den Probandinnen deutlich hoher.
Die Positionierungen in der gegenwartigen Literatur Uber den Zusammenhang von
Geschlecht und Prasenz bzw. Funktionalitat der MSC sind kontrovers.

Einige Autoren konnten keine geschlechtsspezifischen Unterschiede erkennen
(Shamsul et al. 2004), andere Studien hingegen bestatigen die dargestellten
Differenzen. So berichteten Wang et al., sowie Strube et al. Uber die eingeschréankte
Gewinnung von MSC bei Frauen (Wang et al. 2013b; Strube et al. 2009). Auch im
Mausmodell wurde eine hohere MSC Dichte in mannlichen M&ausen beschrieben
(Katsara et al. 2011).

Crisostomo et al. hingegen zeigten im Mausmodell, dass weibliche MSC weniger
Apoptosen, TNF und IL-6 aufweisen und somit resistenter gegenuiber Stress sind
(Crisostomo et al. 2007). Ostrogene wirken sich laut Aussage mehrerer Studien positiv
auf die Proliferation von MSC aus (Breu et al. 2011) (Hong et al. 2011). Generell ist zu
sagen, dass Ostrogen die Proliferation von MSC zu steigern scheint (Hong et al. 2009).
Sinkende Ostrogenspiegel im Alter erklaren moglicherweise die schlechteren

Isolationsraten bei alteren Frauen.
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5.4. Einflussfaktor maligne Erkrankung

Der grof3e Datensatz ermoglicht es, den Einfluss verschiedener Erkrankungen auf das
Verhalten von MSC zu untersuchen. Alle in der vorliegenden Arbeit erfassten
Erkrankungen reduzierten die Anzahl der MSC pro ml KM.

Besonderes Interesse ist dabei den hdmatologischen Malignomen AML und MDS zu
widmen. AML und MDS sind Erkrankungen der multipotenten Stammzelle und
charakterisiert durch eine ineffektive Hamatopoese (Bernasconi 2008).

Die schlechte Gewinnung von MSC aus dem KM von AML-Patienten und die stark
reduzierte Zellzahl pro ml KM lassen vermuten, dass die Pathophysiologie dieser
Leukamieform und die Funktionalitit der mesenchymalen Stromazellen in engem
Zusammenhang stehen. Blau et al. beschrieben 2011, dass genetische
Veranderungen in MSC die Expansion maligner Zellen erleichtern und so
mdglicherweise ihren Teil zur Entstehung von Leukamien beitragen (Blau et al. 2011).
Auch Zhao et al. beschrieben Veranderungen der Zellbiologie in den von AML-
Patienten stammenden MSC, wie beispielsweise Einschrankungen in der
Proliferationskapazitat und in der Aufrechterhaltung der Hamatopoese (Zhao et al.
2007). Das funktionsfahige MSC aber auch in der Lage sind spontane und induzierte
Apoptosen zu verhindern, sowie die zytotoxische Wirkung von Chemotherapeutika
abzumildern zeigten Konopleva et al. Sie beobachteten bei Kokultivierung von
Leukamiezellen mit murinen funktionsfahigen MSC eine niedrigere Apoptoserate von
MSC (Konopleva et al. 2002).

Neben der AML war auch bei Patienten mit MDS eine signifikant niedrigere MSC-
Prasenz erkennbar. Meydouf beschrieb eine Programmierung der MSC durch MDS-
Zellen, welche die Ausbreitung der Erkrankung im KM ermoglicht (Medyouf et al.
2014). MSC von Patienten mit MDS zeigten auch in andern Studien ein reduziertes
Proliferationspotenzial (Klaus et al. 2010) und eine geringere Fahigkeiten zur
osteogenen und adipogenen Differenzierung (Pavlaki et al. 2014). Die Arbeitsgruppe
um Blau et al. beschrieb, dass MSC von Patienten mit AML bzw. MDS spezifische
chromosomale Verénderungen aufweisen, die eine Rolle in der Pathophysiologie
dieser Erkrankungen spielen kénnten (Blau et al. 2007).

Chromosomale Aberrationen und genetische Mutationen spielen eine zentrale Rolle
bei der Entstehung von AML und MDS, aber auch die hdmatopoetische Nische tragt
ihren Teil zu Pathogenese bei (Blau et al. 2011). Die zentrale Komponente dieser
Nische sind MSC. Sie kontrollieren den korrekten Ablauf der Hamatopoese durch
Produktion sowie Sekretion von Zytokinen und extrazellularer Matrix. Die Regulation

erfolgt zum einen durch direkte Interaktion mit HSC, zum anderen indirekt durch
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Sekretion von Regulationsmolekiilen, welche sich wiederum positiv oder negativ auf
das Wachstum der HSC auswirken (Konopleva et al. 2009). So wurde beispielsweise
beobachtet, dass AML-MSC eine niedrigere Konzentration an MCP-1 (monocyte
chemoattractant protein -1) produzieren, welches die Migration von Monozyten und
Makrophagen steuert und so protektiv gegen die Entstehung von Mailgnomen wirkt.
Kommt es zu Stdrungen dieses sensiblen Gefiiges, kann die Entstehung von
Malignomen begunstigt werden (Huang et al. 2015).

Ob die Veranderungen der MSC bei hadmatologischen Erkrankungen primar oder
sekundar sind ist bis heute nicht eindeutig geklart. Da die Zellen in Interaktion mit der
hamatopoetischen Nische stehen, scheint es moglich, dass Defekte auf beiden Seiten
zum Auftreten maligner hamatologischer Erkrankungen filhren kénnen. Zum besseren
Verstandnis pathophysiologischer Mechanismen verschiedener Erkrankungen ist es
wichtig, genauere Erkenntnisse lber die Wechselwirkungen zwischen HSC und MSC
Zu erlangen.

Es lasst sich schlussfolgern, dass MDS/ AML-Patienten besonders von einer allogenen
MSC-Transplantation profitieren wirden. Das Wissen tber die schlechtere Qualitat und
niedrigere Quantitat der Zellen bei diesen Patienten, kann das Versagen autologer
Therapieansatze moglicherweise verhindern. Ziel weiterer Forschung ist es in Studien
zu analysieren, ob die gesetzten Schadigungen im zeitlichen Verlauf reversibel sind.
Durch Erkrankungen wie ALL, NHL, und CML scheinen MSC weniger gepragt zu
werden, es konnten bislang keine eindeutigen Veradnderungen in der Zellbiologie
beobachtet werden (Zhao et al. 2006 und 2007). Dies erdffnet neue Therapieansatze
fur die autologe MSC-Transplantation bei dieser Patientengruppe.

Wie Eingangs beschrieben, wurde fir die statistische multifaktorielle Analyse eine
Modellbereinigung durchgefiihrt, um den positiven Vorhersagewert fir eine erfolgreiche
MSC-Gewinnung zu optimieren. Dabei ist der Datensatz um 3 Falle bereinigt worden.
Interessanterweise lag in zwei dieser Félle eine Aplastische Anédmie (AA) vor, eine
seltene Erkrankung bei der es durch Stdérungen der Knochenmarkfunktion zu einer
Panzytopenie kommt (Svinareva et al. 2009). Diese Beobachtung lasst vermuten, dass
bei dieser Erkrankung neben einer Schadigung der HSC moglicherweise auch die
Funktionalitdt von MSC beeintrachtigt ist. Verdnderungen der Differenzierung,
Proliferation und Apoptose von AA-MSC wurde bereits von mehreren Arbeitsgruppen
beschrieben (Kastrinaki et al. 2013) (Chao et al. 2010). Auch Li et al. beschrieben eine
reduzierte Proliferationsrate von MSC bei Patienten mit Aplastischer Andmie (Li et al.
2012).
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5.5. Einflussfaktor Chemotherapie

Die Untersuchungen zeigten, dass nach Chemotherapie die Rate der erfolgreichen
Gewinnung von MSC, gegenuber der Vergleichsgruppe ohne Therapie, um 10 %
niedriger lag (34,8 % vs. 24 %). In der multifaktoriellen Analyse bestétigte sich der
negative Einfluss der zytotoxischen Substanzen. Die Zellzahl war bei Probanden nach
Chemotherapie im Mittel auf die Halfte reduziert.

Zum Einfluss von Chemotherapeutika auf das Verhalten von MSC sind in der Literatur
bisher widerspriichliche Angaben zu finden. Einige Arbeiten der letzten Jahre zeigten,
dass MSC relativ resistent gegen chemotherapieassoziierte Apoptoseinduktion sind
(Mueller et al. 2006). Resistenzen gegeniber spezifischen Substanzen, wie
Doxorubicin (Cruet-Hennequart et al. 2012) oder Cisplatin (Prendergast et al. 2011),
aber auch gegenliber Radiotherapie (Prendergast et al. 2011; Sugrue et al. 2013)
wurden bereits beschrieben. Andere Arbeitsgruppen gehen hingegen von einem
signifikant schadlichen Einfluss der Chemotherapeutika aus. Unter Therapie mit
Cyclophosphamid, Melphalan (Kemp et al. 2011) oder Hochdosis Cytarabin konnte
eine Abnahme der CFU-F-Proliferation beobachtet werden (Ben-Ishay u. Barak 2001).
Vor allem Hochdosis-Chemotherapie scheint das MSC-Wachstum negativ zu
beeinflussen (Kemp et al. 2010). Buttiglieri et al. berichteten von irreparablen
Telomerverkiirzungen in MSC nach Chemotherapie (Buttiglieri et al. 2011). Auch die
Therapie mit Immunsuppressiva kann sich auf die Zellproliferation auswirken (Wang et
al. 2013b; Ma et al. 2014). Azathioprin beispielsweise hemmt das Wachstum und
steigert die Zellapoptose (Huang et al. 2014).

Einzelne Substanzen scheinen demnach einen spezifischen Effekt auf MSC zu haben.
So konnten die vorliegenden Analysen einen signifikant niedrigere Rate an MSC-
Isolationen nach Therapie mit Daunorubicin beobachten. Auch Li et al. zeigten, dass
die zu den Anthrazyklinen gehdrende Substanz die Apoptose von MSC induziert (Li et
al. 2010). Daunorubicin wird vor allem zur Behandlung akuter Leukdmien eingesetzt.
Wie schon ausfihrlich erlautert scheinen MSC vor allem bei der myeloischen Form der
akuten Leukamie eine wichtige Rolle zu spielen.

Der spezifische Einfluss einzelner Zytostatika l&sst sich allerdings nur schwer
nachweisen, da haufig Kombinationen verschiedener Préaparate in unterschiedlichen
Dosierungen verabreicht werden.

Es gilt zu klaren ob durch Pharmaka verursachte Schaden an MSC regeneriert werden
kénnen, welchen Zeitraum dieser Prozess in Anspruch nimmt und ob er durch
bestimmte Konditionen von auf3en beeinflusst werden kann. Es ist bislang nicht

eindeutig geklart, ob spezifische Zelleigenschaften, wie beispielsweise
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Immunmodulation oder die Fahigkeit zur Differenzierung Uberhaupt ein
Regenerationspotential besitzen.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass MSC wahrscheinlich relativ resistent
gegeniuber Schadigungen durch Zytostatika sind, dass ihre Funktionalitat u.a. ihr
Differenzierungspotential (Alves et al. 2010) jedoch durch Langzeit-Chemotherapie und
spezielle Substanzen beeintrachtigt werden kann (Wang et al. 2013b).
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5.6. Einflussfaktor Stammzelltransplantation

In der gegenwartigen Literatur existieren bislang nur wenige Daten Uber das Verhalten
von MSC vor und nach Transplantation hdmatopoetischer Stammzellen. Es konnte
jedoch gezeigt werden, dass MSC nach HSC-Transplantation vom Empfanger
stammen (Wang et al. 2013a). Vergleichende Untersuchungen von Prasenz und
Eigenschaften von MSC vor und nach Transplantation eines jeweiligen Probanden sind
deshalb von besonderem Interesse und versprechen neue Erkenntnisse Uber das
Verhalten dieser Zellen.

Die vorliegenden Analysen konnten deutlich zeigen, dass sich nach SZT beim gleichen
Probanden seltener MSC aus dem KM gewinnen lie3en, als vor der Therapie. Nach
allogener SZT konnte eine niedrigere Anzahl von MSC pro ml KM, sowie eine
verlangerte Expansionsdauer wahrend der in vitro Kultivierung beobachtet werden.
Dies sind orientierende Ergebnisse, die weitere Nachbeobachtungen spannend
machen, unter anderem auch um ein mogliches Regenerationspotential der
Stammzelinische und damit der MSC-Gewinnung zu erkennen. Fragen nach
Regenerationsdauer, sowie externer und interner Beeinflussung dieser konnten
dadurch bald beantwortet werden. In einer Arbeit von Ding et al konnte gezeigt werden,
dass die Quantitdt von MSC nach allogener SZT reduziert ist, sich jedoch nach 9
Monaten eine Erholung auf das Ausgangsniveau einstellt (Ding et al. 2014).

Die Erkenntnis, dass die kdrpereigenen Reserven an MSC nach SZT geschwacht sind,
stellt einen interessanten Ansatzpunkt fir die schon Eingangs beschriebene Co-
Transplantation vom MSC und HSC dar. Es besteht die Hoffnung dadurch
Komplikationen der Transplantation wie die GVHD zu vermeiden und die Etablierung
der neuen Hamatopoese zu beschleunigen (Aksu et al. 2008). Wichtig ist dabei die
Bedingungen und Durchfihrung der Stammzellibertragung zu verbessern, da
bisherige Studien zeigen konnten, dass nach MSC-Transplantation nur ein geringer
Teil der transplantierten Zellen im KM des Empfangers nachweisbar sind (Allers et al.
2004), (Miura et al. 2013). Zusatzlich scheint die Uberlebensdauer von Spender-MSC
zeitlich begrenzt zu sein (Ball et al. 2007). Trotz des temporéaren Einflusses stellt die
allogene oder third party Transplantation von MSC einen viel versprechenden

Therapieansatz dar. Hierfur bedarf es weiterer klinischer Studien.
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5.7. Starken und Schwachen der Studie

Das Herausstellungsmerkmal der vorliegenden Studie stellt die hohe Fallzahl mit 328
analysierten Probanden dar. Bislang fehlen Arbeiten mit einem vergleichbar grof3em
Probandenkollektiv.

Auf Grund der ungenigenden in vivo Charakterisierung von MSC bietet die erstellte
Datenbank, durch ihre umfangreiche Analyseparameter, die Mdglichkeit das Verhalten
von MSC besser zu verstehen. Es erfolgte eine sorgfaltige und homogene
Datenerhebung, wodurch die Daten gut strukturierbar sind.

Die durchgefiihrten Analysen zur Isolierung von MSC aus dem KM erbrachten
signifikante Ergebnisse. Diese sind dank der eingehaltenen Standardbedingungen zur
MSC-Kultivierung gut mit anderen internationalen Studien vergleichbar.

Aus den prasentierten Resultaten haben sich neue Forschungsansatze ergeben, die

bereits in der Arbeitsgemeinschaft der Klinik flr Innere Medizin IV geprift werden.

Bei der Wertung der vorliegenden Ergebnissen ist jedoch zu beachten, dass es sich
um retrospektive Analysen handelt und Kausalzusammenh&nge nicht immer eindeutig
zu klaren sind.

Es wurde versucht den Einfluss einzelner Zytostatika auf die Isolierbarkeit von MSC
nachzuweisen. Dies ist nur schwer madglich, da haufig eine Kombinationstherapie aus
verschiedenen Praparaten in unterschiedlichen Dosierungen verabreicht wurde und so
der Einfluss von Einzelsubstanzen nur eingeschrankt zu beurteilen ist.

Eine weitere Limitation ist die ungleichm&Rige Altersverteilung im Probandenkollektiv,
zu Gunsten der uber 60 Jahrigen. Zum Ausgleich der Altersstrukturen ware
beispielsweise eine Zusammenarbeit mit der padiatrischen Onkologie denkbar.

Bei der Auswertung der MSC-Analysen vor und nach SZT ist zu beachten, dass hier
nur eine geringe Fallzahl vorlag und das gewisse StdrgroRen wie beispielsweise das
Verabreichen unterschiedlicher Hochdosis-Chemotherapie keine Beachtung fanden.
Um hierzu bessere Aussagen treffen zu kénnen lauft in der Klinik fir Innere Medizin 1V
des Universitatsklinikums Halle/Wittenberg aktuell eine weitere Studie auf Grundlage
der vorliegenden Arbeit.

Die entsprechenden Laborarbeiten zur Gewinnung und Charakterisierung der MSC
unterlagen einer gewissen Subjektivitdt. Die Passage der Zellen erfolgte bei
Semikonfluenz der CFU-F, Schwankungen der Expansionsdauer sind daher als Folge
von Laborablaufen und Personalarbeitszeiten einzurdumen. Desweiteren ist mit einer
Varianz der Anzahl MSC pro ml/KM zu rechnen, da die Aspiration des KM durch

unterschiedliche Arzte und die Kultivierung durch wechselndes Laborpersonal erfolgte.
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Insgesamt lasst sich schlussfolgern, dass die MSC-Prasenz, welche der Proliferation
von CFU-F entspricht und somit klar definiert ist, als Endpunkt zur Beurteilung der
Quantitat von MSC gut geeignet ist. Die Parameter Anzahl MSC pro ml KM, sowie
Expansionsdauer hingegen unterliegen subjektiven Schwankungen und sind somit in
ihrer Aussagekraft in gewissem Mal3e eingeschrankt.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Multipotente mesenchymale Stromazellen (MSC) sind Teil der Knochenmarknische.
Ihre funktioneller Rolle bei der gesunden Hamatopoese, malignen hamatologischen
Erkrankungen, sowie ihr therapeutischer Nutzen sind Gegenstand aktueller Forschung.
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss verschiedener probandenabh&ngiger
Faktoren auf die Prasenz von MSC im humanen KM zu analysieren. Hierfir erfolgte die
Erstellung einer Datenbank und die retrospektive statistische Auswertung eines grof3en
Probandenkollektivs (N=328).

Es wurde der Einfluss der Faktoren Alter, Geschlecht, maligne Erkrankung,
Chemotherapie und SZT auf die Endpunkte MSC-Prasenz (entspricht dem Nachweis
von CFU-F), Anzahl MSC/ml KM, sowie Expansionsdauer untersucht.

Es zeigte sich, dass bei Frauen signifikant seltener MSC gewonnen werden konnten
als bei Mannern (p=0,006). Auch das Alter beeinflusste die Isolierbarkeit von MSC; mit
steigendem Probandenalter lieRen sich MSC schlechter aus dem KM isolieren
(p=0,015). Maligne hamatopoetische Neoplasien wirkten sich negativ auf die
Gewinnung von MSC aus, besonders herauszustellen sind dabei AML und MDS,
deren Vorliegen mit einer signifikant reduzierten Isolierbarkeit einherging. Nach
Vorbehandlung durch SZT und in gewissem Mal3e auch durch Chemotherapie liel3en
sich seltener MSC isolieren. Es zeigte sich eine signifikante Reduktion der MSC-
Prasenz nach allogener SZT (p= 0,02). Orientierende vergleichende Untersuchungen
vor und nach SZT eines jeweiligen Probanden zeigten einen deutlichen Rickgang der
MSC-Prasenz nach Transplantation von Blutstammzellen.

Die durchschnittlich isolierbare Zellzahl unter allen Féllen lag bei 21.340 pro ml KM.
Alle genannten Faktoren wirkten sich negativ auf die Anzahl der Zellen und damit ihre
Vermehrungskapazitat aus.

Die Expansionsdauer lag im Median bei 10 Tagen. Nach SZT zeigte sich der Zeitraum
bis zur Semikonfluenz einer CFU-F signifikant verlangert.

Der nachgewiesene geschlechtsspezifische Unterschied bei der Gewinnung von MSC
wird in der aktuellen Literatur kontrovers diskutiert und kann Ausdruck einer mdglichen
hormonellen Regulation der Knochenmarknische sein. Die Beeinflussbarkeit durch das
Alter deutet auf eine altersbedingte Schadigung des Zellgefiiges hin. Gegenuber
Zytostatika scheinen MSC relativ resistent zu sein, Langzeit-Chemotherapie und
spezielle Substanzen kénnen die sensible Nische jedoch schadigen. Der spezifische
Einfluss von Stammzelltransplantationen auf die Préasenz von MSC stellt einen
interessanten Forschungsansatz dar und verspricht ein besseres Verstandnis tber die

Rolle von MSC in der Knochenmarknische.
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Die gewonnen Erkenntnisse lassen darauf schlieRen, dass zur therapeutischen
Anwendung von MSC vor allem allogene Anséatze mit jungen, gesunden Spendern
geeignet sind.

Ziel weiterer Forschung ist es zu klaren ob die Einschrankungen der Zellproliferation
nach Erkrankung und Therapie im zeitlichen Verlauf reversibel sind und in wieweit
gewisse Funktionen der MSC Regenerationspotential besitzen. In einer weiteren
Studie der Arbeitsgruppe wird aktuell, durch Nachbeobachtung der hier analysierten
Probanden, evaluiert ob und nach welcher Zeit die Prasenz und Vermehrungskapazitét
von MSC nach SZT regeneriert.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Isolierbarkeit von MSC und damit die
Prasenz von MSC im KM gut zur Beurteilung der Zellquantitat geeignet ist. Die isolierte
Zellzahl als MalR fur die Proliferationskapazitat, sowie die Expansionsdauer zum
Abschatzen der Wachstumskinetik hingegen unterliegen zahlreichen Einflissen und

haben daher eine geringere Aussagekraft.
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8 THESEN

1. Multipotente mesenchymale Stromazellen (MSC) sind Teil der Knochenmarknische,
ihre funktionelle Rolle fur die gesunde Hamatopoese und maligne h&matopoetische
Neoplasien sowie ihr therapeutischer Nutzen sind Gegenstand aktueller Forschung.

2. Es gibt Faktoren, welche die Prasenz von MSC im Knochenmark und damit auch

deren Gewinnung negativ beeinflussen.

3. Fur die Untersuchung des Einflusses verschiedener probandenabhangiger
Parameter auf die Isolierbarkeit von MSC ist die Analyse eines grol3en

Probandenkollektivs notwendig.

4. Die Isolierbarkeit von MSC aus der Fraktion mononukledrer Zellen des
Knochenmarkaspirates eignet sich zur Beurteilung der Prasenz von MSC im
Knochenmark. Die isolierte Zellzahl und notwendige Expansionsdauer unterliegen
zahlreichen Einflissen und haben daher eine geringere Aussagekraft.

5. Mit steigendem Alter des Probanden lassen sich MSC schlechter aus dem
Knochenmark isolieren. Dies deutet auf eine altersbedingte Schadigung der

Knochenmarknische hin.

6. Als Ausdruck einer moglichen hormonellen Regulation der Nische kdnnen bei

Frauen seltener MSC gewonnen werden als bei Mannern.

7. Wahrend sich bei anderen malignen Erkrankungen des Knochenmarks kein
bedeutender Einfluss findet, geht das Vorliegen von MDS oder AML mit einer

reduzierten Isolierbarkeit von MSC einher.
8. Eine erfolgte Stammezelltransplantation und dabei insbesondere eine allogene
Transplantationen beeinflussen unabhéangig und deutlich die Isolierbarkeit von MSC

aus dem Knochenmark.

9. Zur therapeutischen Anwendung von MSC eignen sich vor allem allogene Ansatze

mit jungen, gesunden Spendern.
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10. Der spezifische Einfluss von Stammzelltransplantationen auf die Prasenz von MSC
stellt einen interessanten Forschungsansatz dar und verspricht Erkenntnisse tber die
Rolle von MSC in der Knochenmarknische.
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