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1 Zusammenfassung

In einem Tiermodell des hypoxisch-ischamischen stinadens konnte gezeigt werden,
dass durch Transplantation von Zellen aus Nabelsbhut eine Verbesserung L&sions-
induzierter motorischer Defizite erreicht wurde (bteet al., 2006). In dieser Unter-
suchung korrelierten die beobachteten therapeas&ffekte nach umbilikaler Zell-
Transplantation mit der Prasenz dieser periphelizagpen Zellen an der Lasion im
Gehirn. Diese Ergebnisse deuten auf eine zielgetiehMigration der umbilikalen
Zellen hin. Bisher waren die Mechanismen, die ase&in so genannten ,Homing"
beteiligt sind, weitestgehend unbekannt. Die Annalder vorliegenden Arbeit war,
dass die humanen Zellen durch Chemoattraktion eielgtet zum geschadigten
Hirnareal migrieren.

Ein potentieller chemoattraktiver Faktor, der dredseschriebenen Migrationseffekt
mediieren kénnte, ist das in dieser Arbeit untensei€€hemokin SDF (Stromal-Derived
Factor)-1. Da von diesem Protein bekannt ist, dassauf einige Stamm- und
Vorlauferzellen chemoattraktiv wirkt, liegt die \feutung nahe, dass dieser Faktor das
beschriebene chemoattraktive Potential auch fur dellen aus humanem
Nabelschnurblut im Modell des perinatalen hypoxistihdmischen Hirnschadens
besitzt.

In ersten Analysen wurde in dieser Arbeit der hypdx-ischdmische Hirnschaden in
dem verwendeten experimentellen Modell mittels mashopischer
undmikroskopischer Methoden untersucht. Durch imimstochemische Analysen
konnte der Schaden durch Marker fir Inflammatiorktiygerte Mikroglia und
Makrophagen) und Apoptose weiter charakterisiertrdee. Untersuchungen des
Migrationsverhaltens der intraperitoneal transpéateén Zellen zeigten, dass diese am
Postnataltag 21 im Lasions-Areal detektiert werkimten.

Durch immunhistochemische Analysen konnte in diédsbeit gezeigt werden, dass die
SDF-1 Expression in der lasionierten Hemisphard hiasult signifikant angestiegen ist
und nach Transplantation von Zellen aus humanenelSetnurblut noch einmal eine
deutliche Expressionssteigerung am 21. Postnatb#abachtet werden konnte. Durch
immunhistochemische Untersuchungen wurde der zedulUrsprung der SDF-1

Expression im Hirn nach Induktion eines hypoxissthimischen Hirnschadens



analysiert. Mittels Ko-Lokalisationsstudien konntgezeigt werden, dass reaktive
Astrozyten im Lasionsgebiet SDF-1 exprimieren.

Die Expression des Chemokins SDF-1 konnte dab&egionen detektiert werden, in
denen auch umbilikale Zellen nachgewiesen werdemntem. Mittels immunzyto-
chemischer Analysen der mononuklearen Fraktion Mabelschnurblut konnte der
korrespondierende Rezeptor fur SDF-1, das Prot&@RA, auf den humanen Zellen
detektiert werden.

Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse Ubier rdumliche und zeitliche
Expression von SDF-1 im lasionierten Hirngewebe uliel ebenfalls beobachtete
zielgerichtete Migration von intraperitoneal tralagpierten Zellen aus humanem
Nabelschnurblut zu diesen Hirnarealen legen nahss der Faktor SDF-1 an diesem
.Homing“-Effekt beteiligt ist. Durch Nachweis destprechenden Rezeptors auf den
umbilikalen Zellen wird diese Vermutung weiter gest.

Die Ergebnisse dieser Arbeit tragen zur Klarunghdglang unbekannten Mechanismen
des ,Homings" umbilikaler Zellen nach Transplardatin ein Modell des hypoxisch-
ischamischen Hirnschadens bei. Die Aufklarung dezchdinismen, wie umbilikale
Zellen ihre therapeutischen Effekte auf Zellen ies@hadigten Gewebe mediieren,
helfen den klinischen Einsatz dieser Zellen zu leahn



Summary

In an animal model of an hypoxic-ischemic brain dgm transplantation of umbilical
cord blood cells resulted in an improvement ofdesnduced motor deficits (Meier et
al., 2006). In this study, the observed therapeefiects upon transplantation of
umbilical cord blood cells correlated with the mese of peripherally administered
cells at the brain lesion. These results point thracted migration of umbilical cells.
However, the mechanisms involved in this procesaumbilical cell "homing" are
largely unknown. The assumption of this study waat ttransplanted human cells
migrating to the injured brain area are targetedhmmoattraction.

One putative chemoattractive factor, which mightdrate the described migratory
effect, is the chemokine SDF-1 (Stromal-Derivedtéiat). As this protein is renowned
for its chemoattractive properties towards stem aedursor cells, we here assume that
the factor might also be chemoattractive for tréansied umbilical cord blood cells after
perinatal hypoxic ischemic brain injury.

In initial studies, the experimental hypoxic-ischerbrain damage was investigated at
the macroscopic and microscopic level. By immunmicisemical analysis of
inflammation, indicated by activated microglia, avfdapoptosis, indicated by cleaved-
caspase3d expression, the experimental brain damage&haracterized. Further studies
have demonstrated successful migration of intrégeegally transplanted cells, detecting
umbilical cells in the lesion area at P21.

A significant increase of SDF-1 protein after hyeischemic brain damage in the
lesioned hemispere, and a further increase at p@a wansplantation of umbilical cord
blood cells could be shown in this study. The datlwrigin of SDF-1 was determined
immunohistochemically by co-localization studiesl alemonstrated SDF-1 expression
in reactive astrocytes.

In general, expression of SDF-1 was detected imnsgvith high numbers of umbilical
cord blood cells. In turn, the corresponding SDfedeptor named CXCR4 was
detected immunocytochemically on cells of the mambear fraction of umbilical cord
blood.

The findings of this study on the spatial and terap@xpression of SDF-1 in the
hypoxic-ischemic brain and the directed migratidnirdgraperitoneally transplanted
umbilical cord blood cells to the lesioned areagggest an involvement of SDF-1 in the

3



"homing" of these cells. Detection of the corresping receptor on umbilical cells
further supports this assumption.

The results of this work will help clarify the h@fto unknown mechanisms of "homing"
of umbilical cells after transplantation in a moaélhypoxic-ischemic brain damage.
Elucidation of the mechanisms how umbilical cetiediate their therapeutic effects on
the damaged tissue may advance the future clingmabf these cells.



2 Einleitung

2.1 Perinataler Hirnschaden

Neugeborene erleiden mit einer Inzidenz von 1:1@Men Hirnschaden durch
Sauerstoffmangel. Dieser Hirnschaden kann schonMutterleib vor der Geburt

erfolgen, oder auch wahrend oder kurz nach der Geintreten. Aus unterschiedlichen
Grinden beeinflusst eine Sauerstoffunterversorgdag frihkindliche Gehirn. Eine

Reduktion der uterinen Durchblutung (Jensen et #887), sowie ein akutes
Atemdefizit kurz nach der Geburt kénnen eine Sdh#dy des Zentralen

Nervensystems (ZNS) nach sich ziehen. Als Ursacieeine Unterversorgung mit
Sauerstoff kommen unter anderem intrauterine Kdtapbnen wie Dauerkontraktio-

nen, vorzeitige Plazentaablésungen oder Nabelskbmpressionen in Frage (Rath et
al., 2010). Auch eine unreife Lunge (Surfactant-gllayndrom) kann bei Frih-

geborenen zu einer Asphyxie fuhren (Kramer e2809).

Die klinischen Auswirkungen kdnnen je nach Art ubdnfang des eingetretenen
Sauerstoffmangels sehr unterschiedlich ausfallemsgh et al., 2003). Motorische
Stérungen wie spastische LAhmungen, Choreoathetoskitaxien bis zu komplexen
Fehlentwicklungen des Nervensystems und Entwiclduagzdgerungen konnen die
Folge sein (Volpe, 2008). Auch psychische Erkramgjam wie Schizophrenie, De-
pressionen, pathologische Angstzustande und eieeB&chtigung der Emotionalitat
werden als Folgen einer Hypoxie diskutiert (Hanand Gottesman, 2005).

Fur das Ausmald der Schadigung ist entscheidendyetcher Zeit der perinatalen
Entwicklung der Hirnschaden ausgeldst wird. Frilogebe Kinder mit einem Geburts-
gewicht von unter 1500 Gramm sind sehr viel 6ftem Hirnschaden durch Sauerstoff-
mangel betroffen (10-15%) als reife Neugeborene nutmalem Geburtsgewicht
(0,04%) (Rath et al., 2010). Bei der Asphyxie ist d&indliche Entwicklungsstatus
malf3geblich fur die neuropathologische Ausbildung $ighadigung. Mit zunehmender
Schwangerschaftswoche verringern sich das Risikd das Ausmald eines Hirn-
schadens. Bei einem reifen Neugeborenen, das zwisgér 38. und 40. Schwanger-
schaftswoche geboren wird, ist der Organismus inLdge, fur kurze Zeit regulierend

einzugreifen und so das frihkindliche Gehirn zuisobn, wenn eine akute Sauerstoff-



unterversorgung auftritt. Dies geschieht durch eWerschiebung der Sauerstoff-
verteilung zu Gunsten der lebenswichtigen Organ&liSist eine Sauerstoffversorgung
des Gehirns fur kurze Zeit gewdhrleistet. Fir dieRegulationsmechanismus ist das
vegetative Nervensystem verantwortlich (Rath et28110).

Bei unreifen Feten kann bei Sauerstoffmangel dievéheilung des Sauerstoff-

volumens zu Gunsten der lebenswichtigen Organet nichausreichendem Mal3

erfolgen. Die Blutgefal3e der betroffenen Feten sindh nicht in der Lage, massive
Blutdruckschwankungen, die mit einem Sauerstoffrengerbunden sind, auszu-
gleichen. Fruhgeborene Kinder reagieren somit lEsnsensibel auf Sauerstoff-
mangel. Die periphere Organdurchblutung wird nigetrosselt und es kommt zu
einem massiven Druckabfall in den HirngefalRen. Badge ist ein akuter Abfall des

Sauerstoffpartialdrucks im Gehirn, der mit ansdidieden Hirnblutungen, hervor-
gerufen durch die Ruptur noch nicht ausgereiftautddfalle, eine schwerwiegende
Schadigung der Hirnstrukturen auslosen kann (Jegtsain, 1999; Jensen et al., 1991).

2.2 Pathophysiologische Mechanismen

Auf den Sauerstoffmangel im Gehirn und das dammheigehende Durchblutungs-
defizit reagiert der kindliche Organismus mit eitndémverteilung des Herz-Minuten-
Volumens zugunsten der Aufrechterhaltung der S#aférersorgung der lebens-
wichtigen Organe. (Jensen and Berger, 1991). DaliertSauerstoffunterversorgung
langer an, so werden die zentralen Organe wie Gehierz und Nebennieren nicht
mehr ausreichend mit Sauerstoff versorgt und dimi@ Phase der Schadigung tritt ein.
Der Energiestoffwechsel und die damit verbundenesMgung der Zellen im Gehirn
sind in dieser Initialphase der Sauerstoffuntergnsng nicht mehr gewahrleistet.
Dieses akute Defizit an Sauerstoff leitet eine Reakein, bei der die Freisetzung von
Glutamat im synaptischen Spalt erhdht wird. Glutaala wichtiger Neurotransmitter
im ZNS wirkt allerdings bei erhdhtem Glutamatsplepellschadigend. Es kommt zu
einer Verminderung des Membranpotentials an dervéyeellen, da der Glutamat-
gesteuerte lonenaustausch an der Zellmembran meht reguliert werden kann. So
kommt es zum Erliegen des Energieaustausches uneinesm damit verbundenen
Uberangebot an Kalzium in den Zellen (Jensen et2803; Johnston, 2005). Diese

zellinterne Kalziumerhdhung fihrt zur Aktivierungrv Lipasen, Proteasen und zur



Generierung freier Sauerstoff-Radikale und damr zachnellen nekrotischen Zelltod
(Jensen et al., 2003; Narayanan et al., 2010; &Kl et al., 1992). Nach dem so
genannten ,calcium overload”, kommt es im ischamesc Areal zu Inflammations-
prozessen und in der Folge zur Sekretion von Zgtkidurch aktivierte Mikroglia
(Vila et al., 2000). Es werden pro-inflammatoriscEgtokine sezerniert, die bei
infektiosen Erkrankungen von gesundheitlichem Nutgmd, sich bei einer Gewebe-
schadigung aber toxisch auf das Gewebe auswirkenekid Im gesunden Organismus
findet sich ein Gleichgewicht zwischen pro-inflamoréschen Zytokinen, die fur die
Abwehr einer Infektion verantwortlich sind, und ianflammatorischen Zytokinen, die
fur die Aufrechterhaltung der Immunabwehr und zes@derhaltung des Organismus
zustandig sind (Dinarello, 2000). Dieses sensib@cBgewicht zwischen anti- und pro-
inflammatorischen Zytokinen ist im Falle einer Géwschadigung nicht mehr
vorhanden, sondern zugunsten der pro-inflammatwogis@ytokine verschoben (Gantert
et al., 2010; Ziebell and Morganti-Kossmann, 2010).

Die apoptotische Zellschadigung tritt in der sekined Phase der Hirnschadigung in
Kraft. So kommt es erst nach Stunden bzw. Tagedieser massiven Reaktion. Im
Gegensatz zum nekrotischen Zellsterben ist die fgsepein von den betreffenden
Zellen ausgehender aktiver Zelltod, der durch destipchamische Inflammation
eingeleitet wird.

Durch die Aktivierung intrazellularer Caspasen widle aktive Zellzerstérung
verursacht (Northington et al., 2001; Zhu et a003. Das Ausmall der Apoptose ist
entscheidend fur die langfristigen neurologische@miglikationen bei der Entwicklung
des Kindes (Ishimaru et al., 1999; Taylor et 899).

2.3 Therapeutische Anséatze

Prinzipiell ergibt sich durch die Zeitverzogerungnit der die zweite Phase der
Schadigung nach hypoxisch-ischdmischem Insult igintein Zeitfenster, das
therapeutische MalRnahmen ermdglicht. Diese MaR3nalkiienen sowohl pharmako-
logisch als auch physikalisch erfolgen. Pharmaketdge Strategien gegen den
programmierten Zelltod kénnen in Form von GlutarAatagonisten (Gilland et al.,
1994) Kalzium-Antagonisten (Berger, 1998) Caspasebitoren (Dammann and

Leviton, 2000) oder mit Medikamenten erfolgen, welcdie Zytokinaktivitat



einschranken (Braun et al., 1999). Allerdings haklerische Studien gezeigt, dass die
medikamentdse Behandlung in der Geburtshilfe miwserigkeiten behaftet ist. So

wird die Gabe von Kalzium-Antagonisten mittlerwelgtisch beurteilt, da neben den
neuroprotektiven Effekten eine gesteigerte Morkidiind Mortalitdt nachgewiesen

wurde (Garnier, 2004). Auch die Bedeutung antiamfinatorischer Zytokine wurde im

Tiermodell untersucht. Dabei waren einige Interleakin der Lage, die Glutamat-

freisetzung zu reduzieren, was positive Auswirkumgeaf den intrazellularen Kalzium-

spiegel hatte. In der Folge wurde der Verlauf desptotischen Zelltodes positiv beein-
flusst (Bai et al., 1997). So verhinderte zum Bieisfi_-10, das von Astrozyten und

Mikrogliazellen sezerniert wird, die apoptotischeigenschaften von Caspase3 (Choi,
1988).

Als physikalische Therapie bietet sich die Methdée Hypothermie an (Gluckman et
al., 2005). Diese Form der physikalischen Behargllmeigt auch bei der klinischen

Anwendung zumindest bei geringen hypoxisch-ischéin@s Hirnschadigungen eine

langfristige Verminderung der Ischamie-bedingterigéschaden (Gluckman et al.,

2006; Jacobs et al., 2007).

2.4 Zelltransplantationen mit humanem Nabelschnurhiit (hNSB)

Da die endogenen Regenerationsmechanismen des AWt kollstandige und

zufrieden stellende Genesung ermoglichen und deigegiche Einsatz pharmakolo-
gischer und physikalischer Therapien nach dem Aigir eines frihkindlichen Hirn-

schadens bisher noch beschrankt ist, wird ein vegiteTherapieansatz, die
Transplantation von (Stamm-) Zellen, zunehmend ulisk. Das Potential von

Stammzellen ist sehr hoch, da diese unreifen ZeBewohl zur unbegrenzten
Erneuerung, als auch zur individuellen Zelldifferienung fahig sind.

Seit Jahrzehnten bekannt sind die adulten hamatisepben Stammzellen, die fur die
Differenzierung der verschiedenen Blutzellen vesantlich sind (Lewis and Trobaugh,
1964). Auch andere adulte Stammzellen, wie sie Aerspiel im Knochenmark

(Thomas et al., 1959), im Pankreas (Bonner-Weir\afedr, 2005), im ZNS (Vescovi et

al., 2001) oder in der Leber (Faris et al., 200dDkemmen, sind bekannt. Potentielle
therapeutische Ansatze, die mit diesen Zellen rbigkcheinen, umfassen viele

Organsysteme und Pathologien und werden tierexpetati untersucht. So wurden



zum Beispiel in der Behandlung von Hirntumoren inerinodell erfolgreich adulte
blutbildende Stammzellen aus dem Knochenmark e@tge§labatabai et al., 2005).
Gegenuber adulten Stammzellen aus Knochenmarkpeatgtherem Blut bieten Zellen
aus Nabelschnurblut verschiedene Vorteile bei derapeutischen Anwendung.
Umbilikale Zellen zeichnen sich durch ihre langdéérsdauer (Vaziri et al., 1994) und
das geringe Risiko maligner Entartung aus (Kogtealg 1999).Auch der Anteil an
hamatopoetischen Vorlaufer- und Stammzellen istNebelschnurblut hoher als bei
adulten Stammzellen aus dem Knochenmark (Migliaceioal., 1986). Aus tier-
experimentellen Studien wird die Vielseitigkeit denbilikalen Zellen deutlich. Auch
bei der Regeneration von Geweben, deren endogespesd&urpotential eher gering ist,
wurden Zellen aus hNSB erfolgreich transplantidgrvorzuheben ist hier das ZNS, bei
dem die endogene Regeneration nach einer erlitt®aeadigung begrenzt ist.

Die Transplantation von humanen Zellen aus Nabelstiut hat sich in verschiedenen
Tiermodellen zur Therapie degenerativer Erkrankangeolgreich gezeigt. So wurde
z.B. die Auspragung und das Fortschreiten der amgbén Lateralsklerose durch die
Gabe von Zellen aus humanem Nabelschnurblut (hN®B}itiv beeinflusst
(Garbuzova-Davis et al., 2003). Auch Rickenmarketaimngen wurden in einem
Rattenmodell mit Leukozyten aus hNSB mit posititierapeutischen Effekt behandelt
(Saporta et al., 2003). Ischamische Verletzungend&u sowohl im Hirn, z.B. im
Rattenmodell des perinatalen hypoxisch-ischamiscHanschadens (Meier et al.,
2006) oder des adulten Middle Cerebral Artery Osidn (MCAO)
Schlaganfallmodells (Chen et al., 2001; Borlongaale 2004; Vendrame et al., 2005;)
als auch im Herzen, z. B. bei experimentell indueia Myokardinfarkt (Nagaya et al.,

2004) positiv beeinflusst.

2.5 Umbilikale Zellen und ihr potentieller therapeuischer Effekt bei
hypoxisch-ischamischem Hirnschaden

In den oben aufgefihrten experimentellen Modellezigte sich ein positiver
therapeutischer Einfluss nach Transplantation wamdnen umbilikalen Zellen. Dieser
Einfluss konnte auch im Levine Modell (Levine, 1980ce et al., 1981) des perinatalen
hypoxisch-ischamischen Hirnschadens gezeigt weiderer et al., 2006).

In diesem Modell wird durch unilaterale Durchtrenguder Arteria carotis communis

und nachfolgende systemische Hypoxie ein hypoxischamischer Hirnschaden in
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Wistar-Ratten am Postnataltag (P) 7 induziert (heyil960; Rice et al., 1981). Zu
diesem Zeitpunkt entspricht das Rattenhirn in selfr@wicklung dem frihkindlichen
Entwicklungsstadium wéahrend der 34.-35. Schwangeftovoche (Hagberg et al.,
1997). Die Auswirkungen flr das neonatale Rattenhach dieser Behandlung ent-
sprechen den Folgen eines hypoxisch-ischdmischsult$nim frihkindlichen Hirn
(Dobbing, 1974).

Ahnlich wie beim Menschen kommt es im Rattenhirncmaeinem hypoxisch—
ischamischen Insult zu einem gravierenden Blutdab&dl mit Minderdurchblutung
der ipsilateralen Hirnhemisphare. Auch im Rattemh&ssen sich massive Schadigun-
gen einzelner Gewebeanteile der ipsilateralen Hamii® ausmachen: Pathologische
Veranderungen sind sowohl im Kortex, in der subkalen und periventrikularen
weilden Substanz, im Hippokampus, dem Thalamus end $triatum ersichtlich und
fuhren zu &ahnlichen Defiziten sowohl in der motchisn als auch der kognitiven
Entwicklung wie beim Menschen nach einer solchemé8igung (Balduini et al., 2000;
luvone et al., 1996).

Die tierexperimentelle Induktion des hypoxisch-gtischen Hirnschadens nach dem
Levine-Modell ermdglicht, die zerebralen Schadigemg eines frihkindlichen
Hirnschadens zu imitieren und die therapeutischeswitkungen durch transplantierte
humane umbilikale Zellen zu untersuchen.

Mit Hilfe motorischer Tests kdnnen motorische Vel@mngen nach unilateralen
Hirnschaden wissenschaftlich erfasst und ausgetweelen. Untersucht werden dabei
Parameter wie das Schrittmuster (Meier et al., 200@ Muskelkraft (Seiltest), oder
die Koordination der Vorderpfoten (Zylindertestf@llert et al., 2000). Auch nach der
Transplantation von Zellen aus hNSB in ein Tiernllodes perinatalen hypoxisch-
ischamischen Hirnschadens bei Wistar-Ratten kommteHilfe von durchgefiihrten
motorischen Testverfahren ein quantifizierbarerrapeutischer Effekt verdeutlicht
werden (Meier et al., 2006). Der therapeutischel&féulRerte sich unter anderem durch
eine Verbesserung der Motorik und verminderter Bpadieser therapeutische Nutzen
legt die Vermutung nahe, dass transplantierte henuambilikale Zellen eine Reaktion
am Ort der Lasion in der geschadigten Hirnhemisphésltsen.

Bisher konnte dabei noch nicht abschlieRend gellérten, ob die umbilikalen Zellen
selbst eine Umwandlung und Differenzierung in nkurdellen durchlaufen oder
indirekt Uber parakrine Mechanismen einen posititgfekt auf die geschadigten

neuralen Zellen bewirken.
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Bei der Untersuchung der neuralen Strukturen ngploisch-ischamischem Insult und
nach Transplantation von Zellen aus hNSB konntedeairHirnlasion umbilikale Zellen
detektiert werden (Meier et al., 2006). Dieser Neeis legt eine gerichtete Zell-

migration nahe.

2.6 Gerichtete Migration von Zellen aus humanem Naddschnurblut durch
chemoattraktive Signale

Als Mechanismen fur die Zellwanderung der Zellens daaNSB kommen starke

chemoattraktive Signale in Frage, die eine gertehMigration, im Folgenden auch

-Homing“ genannt, der humanen umbilikalen Zellerdibgen kdonnen. Diese Signale
werden von lasioniertem Gewebe ausgesandt und keswaurch ihre starke Chemo-
attraktivitat ein Einwandern der Zellen aus der p&iperipherie hin zum geschadigten
Areal der Hirnhemisphéare. Dieser Mechanismus wardsh in vitro belegt (Chen et al.,
2001).

2.7 Chemokine als mogliche Mediatoren der gerichtet Zellmigration

Chemokine sind chemotaktische Zytokine, die in dage sind, eine migratorische
Bewegung der responsiven Zielzellen auszuléserselse genannte Chemoattraktivitat
ist vor allem fur die Migration von Immunzellen voBedeutung, z. B. fur T-
Lymphozyten (Bunting et al., 2011), B-Lymphozyte®kéda et al., 2002), und
dendritische Zellen (Alvarez et al., 2008). Chemekiveisen ein Molekulargewicht von
8 bis 14 kD auf. Strukturell lassen sich ca. 5Gekredene Chemokine in vier Gruppen
einteilen, die sich in der Zahl von Cysteinen utder exakten Position am N-
terminalen Ende des Proteins unterscheiden: In augjbt es die Chemokingruppen
CXC (z. B. Monokine Induced by Gamma-Interferon @il Stromal Derived Factor-1
(SDF-1), Interleukin-8(IL-8)), CC (z. B. Macrophagéolony Stimulating Factor
(MIP1alpha), Monocyte Chemoattractant Proteine (Mg} XC (Lymphotactin alpha
und beta) und CX3C (Fraktalkine) (Laing and SecanB604).

Neben dem physiologischen ,Homing"“ von Lymphozytenlymphatischen Organen
haben Chemokine Bedeutung fir die Lymphozyten-Mignain das — eigentlich
immunprivilegierte — ZNS. Besonders unter inflamongchen Bedingungen werden
Chemokine von einer Vielzahl von Zellen des ZNStsgtisiert. Nach Schadigung des
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neuronalen Systems durch einen Entziindungsproegesmgeren besonders Astrozyten
und Neurone verstarkt Chemokine (de Haas et all7)2(Bomit erlangen Chemokine
bei allen pathologischen Prozessen im Gehirn Bedegytdie mit Inflammation
einhergehen, z. B. bei hypoxisch-ischamischem tndudo et al., 2001). Auch bei
Krankheiten wie Multipler Sklerose (Krumbholz et,a2006) war die Chemokin-
Expression gesteigert. Zudem konnte die Sekretiom €hemokinen in Folge von
tumordésen Veranderungen (Mdller et al., 2001) savdeh Herzinfarkt (Zhang et al.,
2007) beobachtet werden. Die unter diesen Bedirgungezernierten Chemokine
ermoglichen die Infiltration von Leukozyten ins ZNGonstantin, 2008; Wilson et al.,
2010).

Ein Chemokin, das in vielen unterschiedlichen Sindan Tiermodellen als wichtiges
Protein der Chemoattraktivitat identifiziert wurdet das Chemokin SDF-1 (Stromal
Derived Factor-1) mit seinen zwei bekannten Isofrm und . SDF-1 ist ein
Chemokin der CXC Gruppe und wird auch CXCL12 gehd®hirozu et al., 1995).
Ergebnisse aus den unterschiedlichsten Forschuigsgie stellten das SDF-1 Protein
als chemoattraktiven Mediator verschiedener Ze#itypheraus, so z. B. fir
Lymphozyten und Monozyten (Bleul et al., 1996), &iflzellen (Gupta et al., 1998;
Muller et al.,, 2001), hamatopoetische Vorlaufeeell(Aiuti et al., 1997) und
Tumorzellen (Mdller et al., 2001), um nur einigerannen.

Mediiert wird die chemoattraktive Wirkung durch Buimg an G-Protein gekoppelte
Rezeptoren, die auf den responsiven Zellen exprirgsied. Das SDF-1 Protein bindet
den Rezeptor CXCR4 und reguliert Uber diese Rerdpteraktion die Migration
normaler, aber auch maligner Zellen. Inzwischenb@tannt, dass noch ein weiterer
Rezeptor mit SDF-1 interagiert: der CXCR7 Rezegtdaksym et al., 2009). Die
Bindung an den CXCR7 Rezeptor hat insbesondere uBalg fur die Migration von
Tumorzellen.

Dass Leukozyten aufgrund von chemotaktischen Stgniah Organismus Wegstrecken
zurtcklegen konnen, ist fur die therapeutische Arb@t Stammzellen von grol3er
Bedeutung. Studien zeigten, dass nach SchadigungN$ Zellen aus hNSB von ihrer
Transplantationsstelle gezielt in das lasionierteah wandern, unabhéngig davon, ob
die Applikation intravends, intraperitoneal odetrazisternal erfolgte (Chen et al.,
2001; Meier et al., 2006; Garbuzova-Davis et alQ3. Diese gerichtete Migration
konnte durch Chemokine gesteuert werden, die inoh&areal freigesetzt werden. Ein

besonderes Augenmerk wird in dieser Arbeit aufwvdienehrte Expression von SDF-1
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bei inflammatorisch bedingten Hirnverdnderungen usaf seinen Einfluss auf

umbilikale Zellen gelegt, der schon 2008 von Ohhale(Ohno et al., 2008) anhand
von CD34-markierten hamatopoetischen StammzellesnNabelschnurblut untersucht
wurde.

Vieles deutet darauf hin, dass die chemotaktis@ignale des Chemokins SDF-1 fur
das ,Homing“-Verhalten transplantierter Zellen reitantwortlich sind, wie viele

Studien beispielsweise zu Modellen von Myokardiktean (Zhang et al.,, 2007),

Multipler Sklerose (Krumbholz et al., 2006) und mtirmoren (Glioma) (Tabatabai et
al., 2005) belegen.

2.8 Zielsetzung

Dieser Arbeit liegt die Hypothese zugrunde, dasshnaypoxisch-ischamischem
Hirnschaden vermehrt Chemokine im Lasionsarealiex@rt werden und diese fur die
gerichtete Migration transplantierter Zellen ausb&lachnurblut verantwortlich sind.
Ein bedeutender Faktor ist das Protein SDF-1.

Das Ziel der Arbeit war es, folgende Fragen zunsoighen:
a) Ist das Protein SDF-1 im Lasionsareal nach hypbxischamischem
Hirnschaden exprimiert und in welchen Zellen I&sssich detektieren?
b) Sind Zellen aus Nabelschnurblut in der Lage, aufF8Dzu reagieren, i.e.

exprimieren sie den Rezeptor CXCR4?

Um diese Fragen bearbeiten zu kdnnen, sollte ianeiersten Schritt an hypoxisch-
ischdmisch geschadigten Rattenhirnen die pathorotwgische Veranderung des Hirns
zum Zeitpunkt P21 untersucht werden und das Laareat bestimmt werden. Im
zweiten Schritt sollten im geschadigten Rattentdie an P8 intraperitoneal trans-
plantierten umbilikalen Zellen detektiert werdem thre Lokalisation im geschéadigten
Gewebe einzugrenzen. Durch immunhistochemische y8eal wurde der potentiell
chemotaktisch wirksame Faktor SDF-1 stellvertretéind die Chemokine auf seine
Prasenz im geschadigten Gewebe hin untersuchtmipilikalen Zellen wurde Uber

Immunzytochemie die Expression des CXCR4 Rezepiwadysiert.
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3 Material und Methodik

3.1 Materialien

Gerate / Chemikalien
Blocking Reagenz

Bovine Serum Albumin (BSA)
Bradford Reagenz

Deckglas 24/60mm
ECL-Detektionslésung
ECL-Filme

Eosin

Ficoll Pagque

Filterpapier
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200M
Gasgemisch (8%,Qnd 92% N)
Gefriermikrotom CM 3050S
Hamatoxylin

Kaleidoskop Marker

Mini Protean3 Cell-Apparatur
Nitrozellulosemembran
Normal Goat Serum

OCT tissue tec

PBS

Ponceau S

ProLong Antifade Gold
Protease Inhibitor-Cocktail
ROTOFIX 32 Zentrifuge
SuperFrostPlus Objekttrager
Trans Blot SD-Apparatur

Alle weiteren verwendeten Labor-Chemikalien wurglen in Deutschland anséssigen

Firmen bezogen.

Hersteller
Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma-Aldrich, Minchen
BioRad, Munchen
Menzel, Braunschweig
Perbio Science, Bonn
GE Healthcare, Freiburg
Chroma, Minster
GE Healthcare, Freiburg
Whatman, Dassel
Zeiss, Gottingen
Linde gas, Pullach
Leica, Nussloch
Chroma, Munster
BioRad, Munchen
BioRad, Miuinchen
GE Healthcare, Freiburg
R&D Systems, Wiesbaden
Leica, Nussloch
Biochrom, Berlin
Fluka BioChemika, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen
Hettichlab, Tuttlingen
Menzel, Braunschweig
BioRad, Munchen



3.2 Versuchstiere

Die verwendeten Versuchstiere waren Wistar-Rattes Bigenzucht der Zentralen
Versuchstierhaltung der Medizinischen Fakultat &erhr-Universitdt Bochum. Die
Tiere wurden unter standardisierten Bedingungerliklimatisierten Raumen gehalten

und erhielten Standardfutter und Leitungswasseibadm.

3.3 Induktion eines hypoxisch-ischamischen Hirnsclgens nach dem Levine-
Modell

In Ratten wurde am Postnataltag (P) 7 ein hypoxischamischer Insult nach dem
Modell von Levine (1960) in einer Modifikation naétice et al. (1981) induziert. Die
Wistar-Ratten beider Geschlechter wurden am sigietnatalen Tag unter einer tiefen
Isofluran-Inhalationsnarkose (3,5% zur Einleitungdu,5% zur Aufrechterhaltung in
einem Gasgemisch aus®/ O, (1:1)) operiert. Dabei wurde an der linken Halesdie
Arteria carotis communis aufgesucht, mittels zweigaturen mit einem Prolenefaden
(6-0 metric) ligiert und mittig der beiden Knotenrdhtrennt. Der Hautschnitt wurde
daraufhin mit Vicryl-Nahtmaterial zugendht und dieingratten zur einstindigen
Erholung der Mutter zugefiihrt. Im Anschluss erfelgine systemische Hypoxie, die
fur 80 Minuten bei 8% ©und 92% N in einer Gasdurchflusskammer bei einer

Umgebungstemperatur von exakt 36°C stattfand.

Die in dieser Arbeit beschriebenen Untersuchungerden Wistar-Ratten sind vom
Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutzdkhein-Westfalen (LANUV,

Recklinghausen) genehmigt worden (AZ 50.8735.1 1M9/4) und entsprechen den
Richtlinien des Deutschen Tierschutzgesetzes inFdessung vom 09.12.2010. Alle
Tierversuche wurden von Frau Dr. S. Kumbruch unduFDr. K. Rosenkranz

durchgeflhrt.
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3.3.1 Experimentelle Versuchstier-Gruppen
Die Wistar-Ratten wurden an P7 randomisiert in ésgerimentelle Versuchsgruppen
eingeteilt:

1. Shamgruppe (Sham)

2. Lasionsgruppe ohne Zellen aus humanem NabelschuintNSB) (Lasion)

3. Lasionsgruppe mit transplantierten Zellen aus hwmanNabelschnurblut
(hNSB) (Lasion+Zellen)

zu 1. Shamgruppe:

In dieser Gruppe (Sham; n=3), war die Arteria dgar@ommunis von neonatalen
Wistar-Ratten an P7 unter einer Isofluran-Inhataiarkose linksseitig freiprapariert
und kurz mittels einer chirurgischen Pinzette aofpein worden. Nach dieser ,Schein-
Operation* wurde die Arteria carotis wieder in ihmespriingliche Faszienloge reponiert

und die Operationswunde mit einem Prolenefaderchirssen.

Zu 2: Lasionsgruppe ohne Zellen aus humanem Nédbeisolut (hNSB):

In dieser Gruppe (L&sion; n=3), wurde zur Induktigines hypoxisch-ischdmischen
Hirnschadens zunéchst die Arteria carotis commuiggert und durchtrennt.
Anschlie3end erfolgte die Hypoxie fir 80 Minutent minem Gasgemisch von 8% 0
und 92% N. Durch diese Vorgehensweise konnte in einem remedaren
Versuchsablauf ein hypoxisch-ischamischer Hirnsehaldervorgerufen werden. Nach
dieser Prozedur wurden die Versuchstiere wiedeihmn Muttertieren in die Kafige
gesetzt.

24 Stunden nach Induktion des hypoxisch-ischamisadgnschadens erhielten die
Tiere eine intraperitoneale Injektion von 500 phegi 0,9 %igen Natriumchlorid-
LOsung.

Zu 3: Lasionsgruppe mit transplantierten mononukie&ellen aus humanem
Nabelschnurblut (hNSB):

In dieser Gruppe (L&sion+Zellen; n=5), wurden daté wie oben ausgefuhrt operiert

und einer systemischen Hypoxie unterzogen.
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24 Stunden nach dem hypoxisch-ischdmischen Insuttdevden Versuchstieren zum
Zeitpunkt P8 intraperitoneal 1x10nononukledre Zellen aus hNSB in 500 pl 0,9%

Natriumchlorid injiziert.

An P21, also 14 Tage nach Induktion des Hirnschedemrden alle Versuchstiere
narkotisiert und getttet. Nachfolgend wurden dieneliprapariert.

3.4 Isolierung humaner mononukleéarer Zellen aus Naglschnurblut

Das humane Nabelschnurblut wurde nach schriftlicieimverstandnis der Mutter
unmittelbar nach der Geburt aus der Nabelschnurveme@ommen und steril in
Blutbeuteln, versetzt mit Citrat-Phosphat-Dextro4€PD) als Antikoagulanz,
gesammelt, und bis zur weiteren Verwendung fur rd@xStunden bei 18°C gelagert.
Uber eine Ficoll Paque Dichtegradientenzentrifuayativurde die mononukleére
Zellfraktion von den restlichen Bestandteilen dést& getrennt. Dazu wurde das mit
CPD versetzte Blut 1:3 mit PBS verdinnt und ans@aind 30 ml des verdinnten
Blutes auf 20 ml Ficoll geschichtet. Nach einer tdémgation von 1h bei 400 g und
18°C wurde die Interphase mit den mononuklearenledelabgenommen. Die
mononukledren Zellen wurden zweimal mit PBS gewasclDie Bestimmung der
Zellzahl erfolgte mittels einer Neubauer Zahlkamméur Feststellung der Vitalitat
wurden die Zellen mit einer Trypanblau-L6sung inieut Bei dieser Farbung nehmen

nur die avitalen Zellen den blauen Farbstoff aitgle Zellen werden nicht angefarbt.

3.5 Praparation der Rattenhirne

3.5.1 Makroskopische Beurteilung des hypoxisch-isémischen Hirnschadens

Zwei Wochen nach Induktion der Lasion, an P21, wardie Rattenhirne prépariert
und der makroskopisch ersichtliche Hirnschaden tiethar nach Enthahme bestimmt.
Entsprechend der Einteilung nach Bona et al., (L98i#den Makroscores von O bis 3

unterschieden (Tabelle 1).

17



Tabelle 1: Einteilung des hypoxisch-ischdmischen Hischadens nach Makroscore

Makroscore 0 kein makroskopisch sichtbarer Schaden an der lietwerf
Hemisphare

Makroscore 1 Verfarbung des Kortex (oberflachlich und umschrigbshne
Zystenbildung

Makroscore 2 deutliche, abgegrenzte zystische Veranderung iketin
Hemispharenbereich (< 4mm)

Makroscore 3 zystische Veranderung der nahezu kompletten, etren
Hemisphare (> 4mm), wobei die Hirnstrukturen augertark
verandert und kaum noch als solche zu erkennen sind

Alle Tiere der Lasionsgruppen (Lasion; Lasion+Zellewiesen an P21 in der
ipsilateralen linken Hemisphare eine zystische Weefiung mit einer Zystengrol3e von
mindestens 4 mm (Makroscore 3) auf; in den kortesdden rechten Hemispharen
waren keine Anzeichen einer Schéadigung sichtbae Bhamtiere wiesen keine

Veranderungen der Hirnoberflache auf.

3.5.2 Kryokonservierung der Gehirne

Fur die immunhistochemischen Untersuchungen wuotteden verwendeten Gehirnen
das Kleinhirn abgetrennt und das Grof3hirn mit eirggraziellen Einfriermedium fur

Gewebe (OCT) auf eine Korkscheibe gebettet. Damaatiden die Gehirne in einem
-70°C kalten Gemisch aus 8% Methylcyclohexan in &ilbutan eingefroren. Die

Lagerung der kryokonservierten Gehirne erfolgte-8efC.

Fur die Immunoblot-Analyse wurde von den verwende@&ehirnen das Kleinhirn

abgetrennt und die beiden Hemispharen separaissiflem Stickstoff eingefroren. Die

Lagerung der Hirne erfolgte bei -80°C.

3.6 Histologie und Immunfluoreszenz

3.6.1 Anfertigen von Kryoschnitten

Die eingefrorenen Rattenhirne wurden mit einem @efrikrotom in 12um dicke
Schnitte geschnitten, auf SuperFfédts Objekttrager aufgenommen und nach einer

halbstiindigen Trocknung bei 45°C weiterverarbeitet.
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Fur alle Untersuchungen der experimentellen Grupparden Schnitte der Ebenen
gewahlt, die im adulten Rattenhirn Bregma -2,9 % @&ym entsprechen. Um die
entsprechenden anatomischen Strukturen zu ver#éizjewurde der Atlas ,The Rat

Brain“ von Paxinos & Watson (1998) verwendet.

3.6.2 Histologische Farbung nach Kluver Barrera

Mit der Farbung nach Kliver Barrera (Kluver and iBea, 1953) lassen sich zerebrale
Kerngebiete und Fasertrakte darstellen. In dieddodng werden die Zellkerne dunkel-
blau bis violett angefarbt, die myelinisierten Msgkeiden erscheinen in turkis-blau.
Zunéchst erfolgte die Fixierung der Kryoschnitté @en Objekttragern fir 5 Stunden in
70% Ethanol in A. dest. (v/v) bei Raumtemperatuan&ch wurden die Objekttrager fur
2 Minuten in 96% Ethanol in A. dest. (v/v) gele§iir die anschlieRende Féarbung
wurden die Kryoschnitte fir 24 Stunden bei 55°Ceinem Inkubator in einer Luxol
Fast Blue Ldsung inkubiertNach Abkuhlen der Luxol Fast Blue L6sung auf
Raumtemperatur wurden die Schnitte durch Inkubahd®6% Ethanol in A. dest. (v/v)
fur 2 Minuten von Uberschissigen Farbanteilen befired anschlie3end fur 2 Minuten
in 70% Ethanol in A. dest. (v/v) inkubiert. Nun gt¢ ein Abspilen in A. dest. fur zwei
Minuten. AnschlieBend wurden die Kryoschnitte fir Minuten in  0,05%
Lithiumcarbonat in A. dest. (w/v) differenziert,rdech in 70% Ethanol in A. dest. (v/v)
und anschlie3end fir 2 Minuten mit A. dest. gespilt

Der nachste Schritt bestand aus einer 15minttigeburg in 0,1% Cresylviolett in A.
dest. (w/v). Danach wurden die Schnitte fur 2 Mamutin A. dest. gespult. Die
Farbfixierung erfolgte nun mit einer aufsteigend&tkoholreihe. Erst wurden die
Schnitte zweimal fur je 1 Minute in 96% Ethanol An dest. (v/v) gegeben. Dann
wurden sie zweimal fur je 1 Minute in 100% Isopnoplagegeben. AbschlieRend kamen
die Schnitte zweimal fur jeweils 10 Minuten in Ruostol, um danach mit Entellan

eingedeckt zu werden.

0,2% Luxol Fast Blue Lésung (100 ml)
0,29 Luxol Fast Blue
* 99,5 ml 96% Ethanol

* 0,5 ml Eisessig
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3.6.3 Immunfluoreszenz

Die Kryoschnitte der Rattenhirne wurden fur dieiiekite Immunfluoreszenz in 70%
Ethanol in A. dest. (v/v) fir 10 Minuten bei -20%Riert. Anschliel3end erfolgte ein
dreimaliges Waschen der Schnitte fur 10 Minuten RBS. Zur Blockierung

unspezifischer Bindungsstellen wurden die Schnitte 2 Stunden in einer

Blockierungslosung (10% Normal goat serum (v/v19%,TritonX-100 (v/v) in PBS)

inkubiert. Die Inkubation mit dem in Blockierungsling verdinnten Erstantikbrper
erfolgte Uber Nacht bei Raumtemperatur. Nach dielsdubation wurden die

Objekttrager 3x fur 10 Minuten mit PBS gewasched anschlie3end fir 30 Minuten
bei Raumtemperatur mit 0,02% BSA in PBS (PBS-A)ubikrt. Die Inkubation mit

dem in PBS-A verdinnten Zweitantikorper erfolgté Raumtemperatur fir 2 Stunden.
Das anschlieRende Waschen der Objekttrager erf8igtiir jeweils 10 Minuten mit

PBS. Nun wurden die Objekttrager mit ProLong AmtdaGold Eindeckmedium mittels
eines Deckglases (24x60mm) eingedeckt.

Kontrollschnitte wurden ohne den jeweiligen Prinméiledrper nur unter Zugabe des
Sekundarantikérpers wie alle anderen Schnitte loian

Die Auswertung der immunhistochemischen VersucHelgte mit einem inversen

Fluoreszenzmikroskop und dem Programm Axiovision Die Daten wurden als TIFF
Datei in Adobe Photoshop CS2 exportiert.

Tabelle 2: Verwendete Primarantikorper in der Immunfluoreszenz

Primarantikorper Spezifitat Verdinnung Hersteller

Maus anti-Human HLA-DR Mensch 1:25 Dako, Hamburg
Kaninchen anti-Human Cleaved-Mensch, Ratte 1:300 CellSignaling Technology
Caspase3 Danvers, MA, USA

Maus anti-Ratte CD68 Ratte 1:100 MorphoSys, Dusséld
Maus anti-Schwein GFAP Mensch, Ratte 1:100 MilljpdBchwalbach
Kaninchen anti-Human SDF-1 Maus, Ratte 1:50 Millipore, Schwalbach
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Tabelle 3: Verwendete Sekundarantikorper in der Immunfluoreszenz

Sekundarantikorper Verdinnung Hersteller

Ziege anti-Maus Alexa Fluor 488 1:3.000 Millipo&ghwalbach
Ziege anti-Kaninchen Alexa Fluor 488 1:3.000 N\pdire, Schwalbach
Ziege anti-Maus Alexa Fluor 568 1:3.000 IMdre, Schwalbach
Ziege anti-Kaninchen Alexa Fluor 568 1:3.000 Midire, Schwalbach

3.6.4 Auswertung der Immunreaktion mittels ImageJ

Die Quantifizierung der Intensitat der Immunreaktierfolgte mittels des Programms
ImageJ (NIH, http://rsb.info.nih.gov/ij/). Dafur waen jeweils elf Regionen sowohl der
ipsi- als auch der kontralateralen Hemisphére aatimind photographiert. Mit der Be-
arbeitungsmethode mit ImageJ wird pro Flacheneirdeechnet, wie hoch der prozen-
tuale Anteil der markierten Areale (= Immunreakjigst. Fur jede Region wurde das
Fluoreszenzsignal der Photographien durch das iBgdar eines Schwellenwert-Modus
des Programms erfasst. Unabhangig von der Intémsitigte eine Schwarzdarstellung
der Fluoreszenzsignale. Die Bildabschnitte ohneoreszenzsignale wurden weil3
dargestellt. Danach erfolgte die Berechnung desegmoalen Flachenanteils der
fluoreszierenden Areale. Fir die statistische Ausvng wurden die Mittelwerte aller
Regionen pro Hemisphare miteinander verglichen. agn wurden als Mittelwert
Standardfehler dargestellt. Die statistische Aralgdolgte mit dem Programm SPSS
13. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit unter 0,05 €p 0,05) wurde als statistisch

signifikant gewertet.

3.7 Immunoblot Analyse

3.7.1 Zellaufschluss zur Gewinnung von Gesamtprotei

Die Hemispharen eines Gehirns wurden getrennt gewogd 0,5 g Gewebe in 500
Zellaufschluss-Puffer unter Zugabe von 10 pl Ps#ekhibitor-Cocktail lysiert. Um
den Aufschluss der Zellen zu erleichtern, wurdesn @ehirnhélften in Zellaufschluss-
Puffer homogenisiert. Danach erfolgte die Abtrerqhwaler unldslichen Proteine und
Zellbestandteile durch eine Zentrifugation bei 00.0pm fir 20 min bei 4°C. Der die
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zytosolischen Proteine enthaltende Uberstand wufide die weiteren Analysen

verwendet.

Zellaufschluss-Puffer

* 62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8

* 2% (w/v) Sodiumdodecylsulfat (SDS)
* 10% (v/v) Glycerol

* 5% (v/v)3-Mercaptoethanol

in A. dest.

3.7.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Proteinbestimmungen wurden nach Angaben des Herstehit dem ,Protein Assay

Dye Reagent* der Firma Bio-Rad durchgefuhrt. Alarsiardprotein wurde BSA

verwendet. Die Absorption der Anséatze wurde photaseh bei 595 nm bestimmt und
die Konzentration der Probe anhand der gemessebgorpgtion und der Standardkurve
(BSA) errechnet.

3.7.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Mittels der SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamid-Gelelektropese) wurden die Proteine
der Rattenhirne elektrophoretisch aufgetrennt. Deefolgte unter denaturierenden
Bedingungen, indem diskontinuierliche SDS-Polyaamjibdgele nach Laemmli
(Laemmli, 1970) verwendet wurden. Die Gelelektrapise erfolgte in einer Mini-
Protean-3-Cell-Apparatur. Die Proteinproben wurdeit 5x Laemmli-Probenpuffer
versetzt, fur funf Minuten zur Proteindenaturieruagf 95°C erhitzt und in einer

Konzentration von 10 pg/10 ul pro Spur in die Gdteen gefillt.
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Laemmli-Probenpuffer (5x)
*312,5 mM Tris-HCL, pH6,8

* 10% (w/v) SDS

* 50% (v/v) Glycerin

* 25% (v/v)3-Mercaptoethanol
* 0,025% (v/v) Bromphenolblau
In A. dest.

Sammelgel 4% (5 ml Ansatz)

* 30% Acrylamid- Lésung 833 ul
* 0,5 M Tris-HCL, pH 6,8 1,25 ml
* 10% SDS 50 pl

* A. dest. 2,9 ml
* TEMED 7,5 ul

* 10% APS 37,5 ul

Trenngel 15% (6,42 ml Ansatz)

* 30% Acrylamid-LAsung 3,15 ml
*1,5M Tris-HCL, pH 8,8 1,6 ml

* 10% SDS 62,5 ul
* A dest. 1,5 ml
« TEMED 10 pl
*10 % APS 100 pl

Die Gelelektrophorese erfolgte zuerst bei 100 Mdierbei wurden die Proteine flr 20
Minuten vor dem Trenngel gesammelt. Anschlie3enddesu die Proteine im Trenngel
bei 150 Volt fir ca. eine Stunde elektrophoretiaafgetrennt, bis das Bromphenolblau

des Probenpuffers fast am Ende der Platte angelaargt

SDS-Elektrophorese Puffer (1x)
* 25 mM Tris-HCI, pH 7,8

* 192 mM Glycerin

* 0,1% (w/v) SDS

in A. dest.
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3.7.4 Semidry Blotting

Der Transfer der Proteine auf eine Nitrozelluloserdbran erfolgte mittels der
Semidry-Blotting Methode. Das Whatman-Papier und dlitrozellulose-Membran

wurden vor dem Blotten in Transferpuffer eingelegt.

Transferpuffer

* 48 mM Tris 582¢g
* 39 mM Glycin 2,939

* 10% SDS 3,75 ml
» 100% Methanol 200 ml

mit A. dest. auf 1 Liter auffillen

Nach Ablauf der SDS-Gelelektrophorese wurde dasiG&uchtem Zustand auf die
Nitrozellulose-Membran gelegt. Der Aufbau des Blots folgendermalien:

Obere Platte — Anode
Whatman-Filterpapier
SDS-Gel
Nitrozellulose-Membran
Whatman-Filterpapier
Untere Platte — Kathode

Der Transfer der Proteine auf die NitrozellulosenMbean erfolgte bei 15 Volt fur 35

Minuten in einer Trans Blot SD-Apparatur.

3.7.5 Kontrollfarbung durch Ponceau S

Durch die reversible Farbung der Nitrozellulose-Nbeam mit Hilfe einer Ponceau S-
Lésung wurde der Proteintransfer durch das Sichtbachen der Proteinbanden
verifiziert. Durch anschlieBendes Spilen mit 0,1%eé&n 20 in PBS (v/v) konnte die

Nitrozellulose-Membran wieder entfarbt werden.
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Ponceau S-Farbelésung

* 0,2 % (w/v) Ponceau S

* 3 % (v/v) Trichloressigsaure
* 3% (wl/v) Sulfosalicylsaure
in A. dest.

3.7.6 Immundetektion

Zur Blockierung der unspezifischen Bindungsstellande unter standigem Schiitteln
die Nitrozellulose-Membran in 0,5% Blockingreageimz PBS (w/v) eine Stunde
inkubiert. Daraufhin erfolgte die Inkubation mitrddPrim&rantikdrper anti-SDF-1. Der
Antikorper wurde 1:1.000 in 0,2% BlockingreagenzPBS (v/v) verdinnt, wobei ca.
1 ml pro Membran verwendet wurde. Die Antikdrpekdbation erfolgte bei 4°C im
Kihlraum Uber Nacht auf einem Schdttler.

Nach der Erst-Antikérper Inkubation wurden die biellulose-Membran in PBS-
Tween flr insgesamt ca. eine Stunde 6x gewaschamZWeit-Antikdrper (Peroxidase-
konjugiert Maus anti-rabbit 1gG) wurde 1:5.000 2% Blockingreagenz verdinnt und
fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Danaairrde die Nitrozellulose-
Membran fur insgesamt ca. eine Stunde 3x mit PB8ehngewaschen. Anschliel3end
erfolgte die Detektion mittels einer Elektrochemineszenz (ECL) -Detektionslésung.
Die beiden Komponenten A und B wurden dafur 1:1 igelt und kurz vor Gebrauch
angesetzt. Das Reagenz verblieb fir ca. eine Miraute der Membran. In der

Dunkelkammer erfolgte die Detektion der Signale BGL-Film.

3.8 Immunzytochemie an Zytospin Praparaten

2 x 10 mononukleare Zellen aus hNSB wurden auf einen Ginigler gegeben und bei
400 g fur 10 Minuten zentrifugiert. AnschlieBendrden die Zytospins fir 10 Minuten
bei 40°C getrocknet.

Zunachst wurden die auf Objekttragern befindlicEgtospins dreimal kurz mit PBS
gespult und danach fiir zehn Minuten bei -20°C iA%Ethanol auf die Objekttrager
fixiert. Nun folgte erneut dreimaliges Waschen PBS flr jeweils funf Minuten. Um
eine Sattigung unspezifischer Bindungsstellen zielen, folgte eine zweistiindige
Inkubation in 20% Schweineserum und 0,1% Triton&3-1in PBS. AnschlieRend
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wurden die Objekttrager mit dem Priméarantikbrpenikahen anti-Human CXCR4 in
der Verdinnung 1:100 (Millipore, Schwalbach) mit @&ockierlosung tber Nacht bei
18°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Nun erfelgdie Zugabe des
Sekundarantikoérpers Ziege anti-Kaninchen Alexa FU&8 in der Verdinnung 1:3.000
in 0,02% BSA in PBS (w/v). Mit ihm wurden die Obfakger nun fir zwei Stunden bei
18°C lichtgeschitzt inkubiert.

Es folgten drei weitere Waschungen mit PBS und emeninitige Inkubation mit
Hoechst 33258 (2 pg/pl in PBS) um eine FarbungZadikerne zu erzielen. Auf ein
erneutes dreimaliges Waschen mit PBS folgte nun Eladecken der Objekttrager
mittels ProLong Antifade Gold Eindeckmedium. Negabntrollen wurden ohne die
Gabe des Erst-Antikorpers wie oben beschrieberhgefdhrt.

Die Immunfluoreszenz-Analyse der Zellen erfolgte teun Zuhilfenahme eines

Fluoreszenzmikroskops.
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4 Ergebnisse

4.1 Tierexperimentelles Modell des perinatalen hypasch-ischamischen
Hirnschadens

In der vorliegenden Arbeit wurde anhand von traasiirten mononuklearen Zellen aus
humanem Nabelschnurblut (hNSB) die gerichtete Zghation dieser Zellen zu einer
hypoxisch-ischdmischen Hirnschadigung untersuctdzuDwurde das Tiermodell der
perinatalen hypoxisch-ischamischen Hirnlasion ndobvine angewandt. Folgende
Versuchsgruppen wurden unterschieden: a) Shamesferiiere (Sham), b) Tiere mit
experimentell induziertem hypoxisch-ischamischemnstthaden (Lasion), und c) Tiere
mit experimentell induziertem hypoxisch-ischamisohelirnschaden und anschlie3ender
Transplantation von mononuklearen Zellen aus hNSBipn+Zellen). Der Eingriff wurde

an P7 durchgefihrt, die weiteren Analysen zum Zieikp P21.

4.1.1 Makroskopische Beurteilung des Hirnschadens

Die Hirne der Tiere in der Sham-Gruppe wiesen kemakturellen Auffalligkeiten der
linken Hemisphare auf und entsprachen in der Scisaileteilung nach Bona et al., (1997)
einem Makroscore 0. Alle Tiere mit Lasion, unabhgndavon, ob mit oder ohne
Transplantation von Zellen aus hNSB (Lasion, soldsion+Zellen) zeigten unilaterale
Veranderungen der linken Hemisphare, die in derédp#en Einteilung (Bona et al., 1997)
einem Makroscore 3 entsprachen. Somit waren diescBlasskriterien fur alle Tiere

erfullt.

4.1.2 Histologische Darstellung des Hirnschadens

Kryoschnitte der Gehirne wurden tber die histologes Methode nach Kliver Barrera
(KB) gefarbt. Uber diese Farbung konnte neben datraskopisch erfolgten Analyse der
hypoxisch-ischdmischen Lasion eine mikroskopischealyse der einzelnen Hirnstrukturen
erfolgen. Hierfir wurden Hirnschnitte von 21 Tadeem Wistar-Ratten analysiert, die bei
adulten Tieren den Hirnregionen Bregma -2,9 = O emtsprechen.
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Exemplarisch ist fur jede der drei untersuchtenrgrigopen eine Darstellung der KB-
Farbung in Abb. 1 gezeigt.

Abb. 1: Photographische Darstellung der Kliver-Barera-Farbung von Hirnschnitten der drei
experimentellen Gruppen von Wistar-Ratten an P21A) zeigt einen Kryoschnitt eines Sham-operierten
(Sham) Tiersmit intakten Hemispharen. B) zeigt exemplariscteriflirnschnitt eines Lasionstiers (Lasion)
mit makroskopisch deutlich veranderter Hemisphéibégese befindet sich ipsilateral zur operativen
Durchtrennung der Arteria carotis. Eindeutig erkmamsind der pathologisch vergrof3erte Lateralviegitri
und das nicht mehr klar erkennbare Hippokampalgebie mit Pfeil gekennzeichnete Gewebestelle in de
rechten Hemisphére in Abbildung B) ist keine dursichamisch-hypoxischen Insult hervorgerufene
Strukturverdnderung, sondern eine beim SchneideKyostaten entstandene Gewebeschéadigung. C) zeigt
einen Hirnschnitt reprasentativ fir die Lasiongfiappe mit transplantierten mononukledren Zelles au
hNSB (Lasion+Zellen), der sich nicht hinsichtlicesdmakroskopisch ersichtlichen Lasionsausmale8)yon
unterscheiden lasst. Der Kalibrierungsbalken emtisp2 mm.

Anhand der KB-Farbung, durch die sich Kerngebieted uFasertrakte besonders
hervorheben lassen, wird das Ausmald der Pathomogloverdeutlicht, welche durch

den hypoxisch-ischamischen Hirnschaden entstarsieiniden Tieren der Sham-Gruppe
(Abb. 1A) lassen sich auch histologisch keine strieklen Unterschiede zwischen rechter
und linker Hemisphéare detektieren. In allen Tiedmm beiden Lasionsgruppen (L&asion;
Lasion+Zellen) sind in der linken Hemisphare deb#i Defekte des Hirngewebes

erkennbar. Der Schaden befindet sich somit ipsdateur durchtrennten Arteria carotis
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communis. Der Lateralventrikel aller untersuchteasibnstiere erscheint dabei stark
deformiert und pathologisch vergroR3ert; die ihnrbagenden Gewebestrukturen weisen
eine deutliche, durch ihn hervorgerufene, raumli¢bedrangung auf.

Folgende linksseitige pathologische Veranderungeridsionsgruppe ohne transplantierte
Zellen (Lasion), die durch den Insult hervorgeruigarden, sind in der exemplarisch
ausgewahlten Abbildung 18&kennbar: Der Lateralventrikel ist massiv vergroded hat
durch seine zystische Ausbreitung die angrenzer@ewebestrukturen verdréangt. Der
Hippokampus ist dabei deutlich zum Corpus callosurd zur dorsalen hippokampalen
Kommissur verschoben worden. Die Kortexstruktur lddeen Hemisphéare hat durch den
hypoxisch-ischdmischen Insult eine starke Veranugrrfahren. Das linksseitige Gewebe
hat keine klare Randgestaltung mehr und erschanideutlich aufgelockert. Die Struktur
der Capsula externa ist nicht mehr zu erkennen Uasst sich aufgrund der
Gewebedegeneration nur vermuten.

Die pathologischen Verdnderungen des hypoxischamcdthen Insults mit anschlieRender
Transplantation mononuklearer Zellen aus hNSB @részellen; Abb. 1§ zeigen in der
histologischen KB-Farbung keine offensichtlichen tésachiede verglichen mit
histologischen Farbungen von Gewebeschnitten nmoxigch-ischdmischen Hirnschaden
ohne transplantierte Zellen (L&asion; Abb.)1Buch in Abbildung 1Csind pathologisch
veranderte Gewebeareale linksseitig erkennbar: Idée Lateralventrikel ist stark
vergroRert und der gesamte Kortexbereich im Lageniet erscheint deformiert und
aufgelockert.

Die Histologien unterscheiden sich nicht zwischeen dGruppen Lasion und
Lasion+Zellen. Anhand der KB-Farbung lasst sichnkéherapeutischer Effekt der
transplantierten mononukledren Zellfraktion aus BN®ennen; strukturelle Schaden sind
in gleicher Weise ausgepragt. In den im Folgendemwendeten schematischen
Darstellungen der koronalen Gewebeschnitte vonefiemit hypoxisch-ischamischer
Hirnschadigung wird daher nicht zwischen den beid&sionsgruppen unterschieden.

4.1.3 Inflammation und Apoptose nach hypoxisch-is@mischem Hirnschaden

Nach Induktion eines hypoxisch-ischamischen Hiragdems treten im betroffenen
Hirnareal Inflammation und programmierter Zelltasppptose) auf. Zur Eingrenzung des
|&sionierten Areals wurden in dieser Arbeit mittettler Immunfluoreszenz die

Inflammation und die Apoptose im direkten Hemisgmarergleich untersucht (Abb. 2).
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Abbildung 2B zeigt die linke Hemisphéare eines Lasieres ohne Zellen. Deutlich
erkennbar ist das Vorkommen von apoptotischen Zeited aktivierten Mikrogliazellen in
der linken Hemisphare. Die apoptotischen Zellendear mittels ihrer Immunreaktivitat
auf Cleaved-Caspase3 detektiert und sind in rajefellt. Die aktivierten Mikroglia sind
CD68-immunopositiv, dargestellt in grin. Sowohl @Dals auch Cleaved-Caspase3
Immunreaktivitat zeigt sich im Randbereich der basn lberlappenden, wenn auch nicht
deckungsgleichen Arealen. Abbildung 2C zeigt densmechenden Ausschnitt der
rechten, nicht lasionierten Hemisphéare. Sowohl aygehe Zellen als auch aktivierte

Mikroglia sind nur vereinzelt zu finden.

Abb. 2: Darstellung der Immunreaktivitat fir CD68 und Cleaved-Caspase3 im direkten
Hemispharenvergleich im L&sionstier an P21A) zeigt eine exemplarische, schematische Darstellung
eines hypoxisch-ischamisch lasionierten RattenhamsP21 mit jeweils einem markierten Hirnareal pro
Hemisphéare. Es wurde eine immunhistochemische Doppkierung mit einem Marker fir Mikroglia
(CD68, grun) und einem Marker charakteristisch fipoptotische Zellen (Cleaved-Caspase3, rot)
durchgefuhrt. In der linken Hemisphére B) ist etteutliche Expressionssteigerung beider untersuchten
Zelltypen gegeniber dem in Qezeigtenentsprechenden Hirnareal auf der rechten Hemisphére
beobachten. In C) ist eine geringe physiologischeakitvitat fir Cleaved-Caspase3 sichtbar, Eine
Immunreaktivitat fur CD68 ist hingegen nicht detefttar. Die Kalibrierungsbalken entsprechen 50 pm.
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Die mittels der Immunfluoreszenz detektierten, \aktien Mikrogliazellen, die Hinweis

auf eine Entzindungsreaktion nach hypoxisch-iscbémen Insult geben, finden sich
ausschlieBlich in den deutlich veranderten ipgiédém Hirnstrukturen rund um den
zystisch verénderten Lateralventrikel und in demgranzenden Hirnarealen. In intakt
erscheinenden Hirnarealen des hypoxisch-ischamigatienhirns wurde keine CD68
Immunreaktion detektiert. Auch in den kontralateralHirnarealen und in beiden
Hemispharen von Sham-Tieren sind diese Zellen wietiteten.

Der apoptotische Zelltod, durch die Immunreaktiah @eaved-Caspase3 detektiert, kann
zum Zeitpunkt P21 vermehrt in den linksseitigen nidrealen rund um den zystisch
veranderten Lateralventrikel beobachtet werden. dbbwin den kontralateralen

Hemisphéaren der Lasionsgruppe (siehe Abb. 2C) ath an beiden Hemispharen von
Sham-operierten Tieren (Daten nicht gezeigt) konntg eine &aul3erst schwache

physiologische Immunreaktivitat auf Cleaved-Caspasehgewiesen werden.

4.2 Detektion humaner mononuklearer Zellen aus Nabbschnurblut

Zum Zeitpunkt P8, also 24 Stunden nach Induktios logoxisch-ischamischen Insults,
erfolgte die intraperitoneale Transplantation vorid mononukledren Zellen aus hNSB.
Der Nachweis der transplantierten Zellen im Gebnfiolgte immunhistochemisch mithilfe
des humanspezifischen Antikérpers HLA-DR. Diesetil&itper wurde verwendet, da er
ein sehr groRes Spektrum der hamatopoetischen lnméellen erkennt. Die Detektion
der humanen Zellen im Gehirn erfolgte zum Untersangszeitpunkt P21.

In der immunhistochemischen Analyse des linkssaitigypoxisch—ischamischen Insults
ist deutlich erkennbar, dass nur in der linken Hginére eine Inkorporation von HLA-DR
markierten humanen Zellen im astrozytaren Netzwiek Rattengewebes nachweisbar ist
(Abb. 3B). Die Zellen finden sich zudem ausschlEim l&sionierten Gewebe, das den
Lateralventrikel begrenzt. Dem gegenuber stehts damsvohl in den intakten rechten
Hemisphéaren lasionierter und transplantierter T{&tab. 3C), in Sham-operierten Ratten
(Daten nicht gezeigt) als auch bei Ratten mit Ldibne nachfolgende Transplantation
von humanen Zellen aus Nabelschnurblut (L&sionhe&eHLA-DR-positiven Zellen
detektiert werden konnten (Daten nicht gezeigtidEutig erkennbar ist, dass die humanen
Zellen keine Kolokalisation mit GFAP aufweisen, theder Doppelmarkierung durch ein

gelb erscheinendes Signal sichtbar ware.
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Abb. 3: Lokalisation der transplantierten mononukledren Zellen aus Nabelschnurblut im Gehirn zum
Zeitpunkt P21. A) zeigt die schematische Darstellung eines lasib@n Rattenhirns zum Zeitpunkt P21. Die
mit einem Viereck gekennzeichneten Hirnareale smd) und C) photographisch abgebildet. B) zeigt
exemplarisch einen Bereich mit GFAP-immunpositiistrozyten (rot), in dem HLA-DR-immunpositive
Zellen (gruin) detektiert werden konnten. C) zeigh @ntsprechenden kontralateralen Bildausschrmithidbt
lasionierten Hemisphéare. Hier wurden in der immatdghemischen Analyse keine HLA-DR-
immunpositiven Zellen detektiert. Die Kalibrieruhgdken entsprechen 50pum.

4.3 Expression des Chemokins SDF-1 nach hypoxis@ehamischer Lasion

Da die nach Induktion eines hypoxisch-ischamisdmenlts intraperitoneal transplantier-
ten humanen umbilikalen Zellen zum Untersuchungisaekt P21 nur in Bereichen rund
um die Lasion detektiert werden konnten, ist vomeei gezielten Zellmigration
auszugehen. Es ist denkbar, dass diese, auch alwing“ bezeichnete Migration der
Zellen, durch Signale ausgeltst wird, die von de&schadigten Hemisphare des
Rattenhirns ausgesendet werden. Bei diesen Sighaledelt es sich moglicherweise um
Zytokine, die bei einer bestehenden Inflammationrmehrt ausgeschittet und
nachgewiesen werden konnen. In dieser Arbeit wstdlvertretend fur die Gruppe der
Zytokine das Chemokin SDF-1 untersucht.
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Abb. 4: Immunhistochemische Detektion von SDF-1 afehirnschnitten 21 Tage alter Wistar-Ratten.

A) zeigt die schematische Darstellung eines lasib@n Rattenhirns zum Zeitpunkt P21. Die Vierecke
markieren die Hirnareale, die in den Photos der umnistochemischen Analysen gezeigt sind. Die
reprasentativen Photos Al), B1) und C1) entstamdeenlinken Hemisphéaren, A2), B2) und C2) zeigen die
entsprechende Region der nicht-lasionierten kaateedlen Hemispharen. Die Immunreaktivitat von SDF-
(griin) weist eine kontinuierliche Expressionserhiihin den linken Hemisphéren von der Sham-Gruppe (A
Uber die Lasions-Gruppe (B) bis hin zur Lasionsgeumit nachfolgender Transplantation von umbilikale
mononuklearen Zellen (C) auf. In den rechten Hehispn aller drei Gruppen ist eine geringe
Basalexpression von SDF-1 zu erkennen (A2, B2, D&j.Kalibrierungsbalken entspricht 50 pm.
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Durch die vermehrte Expression des Chemokins SOfeil hypoxisch-ischamischem

Insult kdnnte das Auftreten der humanen ZellenNaiselschnurblut an der Lasionsstelle
erklart werden.

Durch die immunhistochemische Analyse koronaler &mgchnitte der Region, die im
adulten Gehirn Bregma -2,9 £ 0,5 mm entspricht,deudie Expression des Chemokins
SDF-1 zum Zeitpunkt P21 analysiert. Die SDF-1-Imneaktivitat wurde in Sham-Tieren

(Sham), Tieren mit Lasion (Lasion) und Tieren mi&slon und nachfolgender

Transplantation von humanen umbilikalen Zellen {@&sZellen) untersucht.

Flachenanteil der SDF-1
Immunreaktivitat in 9

Sham Lasion Lasion+Zellen

Abb. 5: Graphische Darstellung der Quantifizierung der SDF-1-Immunreaktivitat in ipsi- und
kontralateralen Hemisphéaren zum Zeitpunkt P21 Abbildung A) zeigt die schematische Darstelluntge
hypoxisch-ischamisch lasionierten Hirnes zum ZeiluP21. Die mit Kreisen markierten Hirnareale hebe
die 11 Hirnregionen hervor, die fir die Quantifizieg der SDF-1-Expression ausgewahlt wurden. Der
Graph B) zeigt fir die drei unterschiedlichen Vetmgruppen die prozentuale Flache der SDF-1-
Immunreaktivitat sowohl in den linken (rote Balkea)s auch in den rechten Hemispharen (griine Balken
In der Sham-operierten Gruppe sind keine signifiéanUnterschiede in der SDF-1-Expression zwischen
rechter und linker Hemisphéare erkennbar. Im Vedjledazu lassen sich signifikante Unterschiede in de
SDF-1-Immunreaktivitdt sowohl in der Gruppe mit icés als auch in der Gruppe mit Lasion und
nachfolgender Transplantation von humanen umbdik&aellen (Lasion+Zellen) detektieren. Die erfasste
Daten sind als Mittelwerte in Prozent + Standarifehdes Mittelwertes angegeben. Signifikante
Unterschiede von p<0,001 sind mit *** von p<0,008 frgekennzeichnet.

Ersichtlich ist, dass das SDF-1-Protein in der odigrten Hemisphare vermehrt
detektierbar ist. Auffallig ist die deutliche Expegonssteigerung in Hirnbereichen, die in
unmittelbar rAumlicher Nahe zum zystisch verandekigeralventrikel liegen. Zum einen
seien hier die lasionsangrenzenden Anteile deseiKpdum anderen Bereiche im Corpus
Callosum und die verbliebenen Teile des Hippokangmygie die Basalganglien genannt.

Wahrend in den linken Hemispharen der Sham-operneiftiere (Sham) und in allen
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rechten intakten Hemispharen der drei Tiergruppenmrdmunhistochemischen Analysen
eine sehr geringe Basalexpression von SDF-1 zdigbh. 4 Al, A2, B2 und C2), wird
ersichtlich, dass in den lasionierten linken Herigpn (Abb. 4 B1 und C1) die SDF-1-
Immunfluoreszenz sehr stark ausgepragt ist. Hewmmizen ist, dass die SDF-1-
Immunfluoreszenz in der Tiergruppe mit nachfolgenfiensplantation humaner Zellen
aus Nabelschnurblut (Lasion+Zellen) am starkstenektiert werden konnte. Zur
Quantifizierung der SDF-1-Expression wurden 11 Begn rund um die L&sion zum
Zeitpunkt P21 ausgewahlt (Abb. 5A). Die Auswertuley SDF-1-Immunreaktion erfolgte
in den drei oben beschriebenen experimentellen g&mupin den photographierten
Regionen mittels Analyse durch das Programms ImageJ

Die graphische Darstellung der quantitativen Analger Immunfluoreszenz des SDF-1-
Proteins (Abb. 5B) ergab fir die drei in diesem Elbdntersuchten Tiergruppen folgende
Ergebnisse: Die Expression des Proteins SDF-Inislen ipsilateralen Hemispharen der
Tiere mit induziertem hypoxisch-ischamischem Insillision) gegentiber den Sham-
operierten Tieren (Sham) signifikant hoher (Lasi®f22 + 0,43 % Flachenanteil der SDF-
1-Immunreaktivitat; Sham: 0,35 * 0,18 % Flachenihder SDF-1-Immunreaktivitét).

In der L&sionsgruppe mit anschlieender Transgiantanononuklearer Zellen aus hNSB
(Lasion+Zellen) ist die Expression des SDF-1-Preteam hdchsten. Dieser Anstieg der
SDF-1-Expression nach Transplantation umbilikalehefr war sowohl im Vergleich zur
Sham- als auch zur Lasionsgruppe signifikant (L&sfellen: 4,65 + 0,33 % Flachenantell
SDF-1 Immunreaktivitat).

Die Immunreaktivitat fir SDF-1 in den kontralatemal Hemispharen aller drei unter-
suchten Gruppen war dagegen geringer als in ddatgralen Hemispharen. Wahrend die
Expression von SDF-1 in der Sham-Gruppe als phygisthe Basalexpression bezeichnet
werden kann (Sham: 0,17 £ 0,21 % Flachenanteil $Amunreaktivitat), zeichnet sich
in der Lasionsgruppe eine geringe Steigerung ddf-SExpression ab (Lasion: 0,54 *
0,27 % Flachenanteil SDF-1-Immunreaktivitat). Dagleigen war der Anstieg der SDF-1-
Expression in der Gruppe Lasion+Zellen in der kalateralen Hemisphare signifikant im
Vergleich zu den kontralateralen Hemispharen dedepe anderen Gruppen (Lasion+
Zellen: 1,47 £ 0,27 % Flachenanteil SDF-1-Immuntivékt).
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4.4 Lokalisation der SDF-1-Expression in Arealen drdohter CD68-Expression

Die Frage, ob das in dieser Arbeit untersuchte @hkém SDF-1 in den patho-
morphologisch veranderten Arealen rund um den stséin Lateralventrikel detektierbar
ist, wurde durch immunhistochemische Analysen wgoiEht, die zum Zeitpunkt P21
stattfanden. Zwei Wochen nach Induktion des hymbxischamischen Hirnschadens
haben sich in unmittelbarer Lasionsumgebung Inflaton und programmierter Zelltod
eingestellt (siehe Abb. 2).

Die Insult-bedingten entzindlichen Folgeschaderden unmittelbaren Umgebung der
Lasion wurden charakterisiert durch aktivierte Migdia, die sich mit Hilfe des Markers
CD68 detektieren lassen. Durch die Doppelmarkiersmy SDF-1 und dem Marker fur
aktivierte Mikroglia (CD68) konnte die Expressionesd Chemokins SDF-1 im
Inflammationsgebiet dargestellt werden (Abb. 6)neEiKolokalisation von SDF-1 und
aktivierten Mikroglia (CD68) lag nicht vor.

Abb. 6: Immunhistochemische Darstellung des Chemoks SDF-1 im Inflammationsgebiet zum
Zeitpunkt P21. A) Schematische Darstellung der SDF-1-Immunre#itirot) und die Lokalisation der
CD68 immunpositiven Zellen (grin). Abbildung B) gkidass SDF-1 (rot) und CD68 (grun) in der
lasionierten Hemisphare in den gleichen Arealemrlditrbar sind. Der Kalibrierungsbalken entspribBt
pm.

4.5 Detektion humaner Zellen in Arealen mit SDF-1-Kpression

Die HLA-DR-exprimierenden humanen Zellen sind ruma die Lasion detektierbar (siehe

Abb. 3). Durch immunhistochemische Untersuchungemnte gezeigt werden, dass ihre
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Lokalisation in der l&asionierten Hemisphare zumt@eikt P21 in einem Grol3teil den
Hirnarealen entspricht, in denen auch eine erh@id--1-Expression nachgewiesen
werden konnte (Abb. 7). Eine Kolokalisation zwisch¢LA-DR und SDF-1 auf zellularer
Ebene liel3 sich nicht nachweisen.

Transplantierte humane umbilikale Zellen konntem Zeitpunkt P21 mittels immunhisto-
chemischer Analyse mit dem Leukozytenmarker HLA-DRen lasionsnahen Hirnarealen
nachgewiesen werden, in denen auch eine Expreds®8DF-1-Proteins detektierbar war.
Allerdings lieBen sich zum Zeitpunkt P21 auch Hieade finden, in denen eine starke
SDF-1-Immunreaktivitdt detektierbar war, in denebera keine humanen Zellen
nachgewiesen werden konnten. Besonders am lasioaisiandsaum des Kortex liel3 sich

dies Phanomen beobachten.

Abb. 7: Immunhistochemische Analysefir SDF-1 und HLA-DR-immunpositive Zellen. A) zeigt die
schematische Darstellung eines lasionierten Rattetzum Zeitpunkt P21. Der mit einem Viereck
markierte Gewebeausschnitt in der linken Hemispleaitepricht der in Abbildung B) immunhistochemisch
dargestellten Region. Abbildung B) zeigt die immistdchemische Analyse fiir SDF-1 (rot) und die HLA-
DR-immunpositiven Zellen (gruin). Hier ist eine uttelbare raumliche Nahe der humanen Zellen und der
SDF-1 exprimierenden Zellen feststellbar. Der Kiaditungsbalken entspricht 50 pm.

4.6 Reaktive Astrozyten als zellularer Ursprung vorSDF-1

Um den zellularen Ursprung des SDF-1-Proteins nagbisen, wurde zum Zeitpunkt P21
untersucht, ob reaktive Astrozyten, die im Lasi@mgt vermehrt detektiert wurden,
hierfir infrage kommen. Durch die immunhistocheme®oppelmarkierung von SDF-1
mit dem astrozytaren Markerprotein GFAP wurde diealysiert (Abb. 8).
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Bei der immunhistochemischen Analyse zum ZeitpuPRL konnte eine Kolokalisation
der Immunfluoreszenz von SDF-1 und GFAP nachgewieserden. Die Doppel-
markierung der Zellen weist darauf hin, dass SDFeA reaktiven Astrozyten exprimiert
wird. Allerdings ist auch ersichtlich, dass SDFAlgeringerer Menge exprimiert wird als
reaktive Astrozyten vorhanden sind.

Die Abbildung 8A zeigt die Astrozyten im lasionient Rattengewebe, dargestellt durch
den astrozytaren Marker GFAP. Abbildung 8B zeigt bhmunreaktivitat fir SDF-1 im
selben Gewebeausschnitt. Auffallig ist bei diesenz&markierung fur SDF-1 die
verminderte Immunreaktion gegeniiber dem Astrozytekar GFAP. In der Abbildung C,
in der die vorherigen Abbildungen A und B Ubereoengelegt sind, wird die
Kolokalisation von SDF-1 und dem astrozytaren Mgskatein GFAP deutlich. Diese
stellt sich in der Abbildung in Gelb dar und wirdrdh die Pfeile hervorgehoben.

Abb. 8: Darstellung des zellularen Ursprungs von SB-1 mittels immunhistochemischer
Doppelmarkierung mit dem astrozytdaren Marker GFAP zum Zeitpunkt P21. A) zeigt die
Einzelmarkierung fur GFAP (griin), in B) ist die Galvereaktion fir SDF-1 (rot) zu sehen. In Abbild@jg
wurden die beiden Einzelbilder UbereinandergelBgg. Kolokalisation von GFAP und SDF-1 erscheint in
Gelb (siehe Pfeile). Die Kalibrierungsbalken entéghien 50 pm.

38



4.7 Umbilikale Zellen exprimieren den SDF-1 spezigchen Rezeptor CXCR4

Um die Hypothese zu verifizieren, SDF-1 sei am ,Huagh der humanen umbilikalen
Zellen zur Lasion beteiligt, miussten diese Zellem é&ntsprechenden Rezeptor CXCR4
exprimieren. Dies wurde durch die immunzytochenmesdkuswertung von Zytospins
umbilikaler Zellen untersucht (Abb. 9).

Die mikroskopische Auswertung der immunzytochemescAnalyse von Zytospins frisch
isolierter humaner Zellen aus Nabelschnurblut eeigass eine Anzahl von umbilikalen
Zellen den SDF-1-Rezeptor CXCR4 exprimieren. Ereenfassen sich diese CXCR4-
immunpositiven Zellen durch die grine Markierung.dem in Abbildung 9 gezeigten
Zytospin wird durch die Hoechst-Farbung (blau) delut dass nicht alle Zellen aus hNSB
den CXCR4-Rezeptor exprimieren. Diese Blaufarburagkrert alle Zellkerne und dient
somit ihrer Identifizierung. Auf der immunzytochestnen Negativkontrolle eines
Zytospins waren keine Signale detektierbar (Datehtmgezeigt).

Abb. 9: Immunzytochemische Analyse von Zytospins der humame Zellen mittels Detektion des

CXCR4-Rezeptors. Die Abbildung zeigt einen Zytospin frisch isoliarteumaner umbilikaler Zellen mit
Detektion des Proteins CXCR4 (griin). Die Hoechsb&dg (blau) diente der Identifizierung der Zellker

Der Kalibrierungsbalken entspricht 20 um.

4.8 Zusammenhang zwischen SDF-1-Expressionsstarkedider Anzahl
humaner umbilikaler Zellen an der Lasion

Wenn SDF-1 ursachlich fir die gerichtete Migratder humanen umbilikalen Zellen zur

Lasion verantwortlich ist, wie die Expression veterulasst, so kdnnte eine Korrelation
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zwischen der Menge des vorhandenen SDF-1 und dealAmer humanen umbilikalen
Zellenan der Lasion bestehen.

Zunachst wurde eine semi-quantitative Auswertung3ieF-1-Expression an der Lasion
und der Menge der Zellen aus hNSB durchgefihrtteldiimmunhistochemischer Doppel-
markierung von SDF-1 und HLA-DR an La&sionstierent mmansplantierten humanen
umbilikalen Zellen (Lasion+Zellen) zum ZeitpunktIP&urde in den linken Hemispharen
untersucht, ob die Starke der SDF-1-Expressiondait Anzahl der in diesem Bereich
detektierbaren umbilikalen Zellen korreliert. InriBchnitten, die im adulten Rattenhirn
Bregma -2,9_+0,5 mm entsprechen, wurde bei geringer Vergrolgerunter dem
Fluoreszenzmikroskop eine visuelle Durchsicht defergfuppe Lasion+Zellen

vorgenommen.

Tabelle 4: Visueller Vergleich der Detektion von SB-1 und der Menge der
migrierten HLA-DR-positiven Zellen in der Gruppe Lasion+Zellen an P21 mittels

Immunhistochemie. « = sehr geringe bis ssee = sehr starke Expras{i8DF-1) bzw. Menge der
humanen Zellen (HLA-DR).

Lasion+Zellen SDE-1 HLA-DR
(n=5)

1. L&sion+Zellen ooo oo

2. Lasion+Zellen bl ““/ou

3. Lésion+Zellen o000 oo

4. Lasion+Zellen LAl ddd eooo

5. Lé&sion+Zellen o000 oo

Zum Zeitpunkt P21 l&sst sich im gesamten Hirnardal um den vergro3erten linken
Lateralventrikel herum stark verédndert erscheinipe e erhbhte SDF-1-Expression
beobachten. Die semi-quantitative Auswertung de=-3EExpressionsstarke und der
Anzahl der HLA-DR positiven Zellen ergibt jedochimken offensichtlichen direkten

Zusammenhang zwischen diesen Parametern.
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4.9 Analyse der SDF-1-Expression mittels Immunoblot

Zur Quantifizierung der SDF-1-Expression in den sechredenen Gruppen wurden
Immunoblot-Analysen durchgefuhrt. Da der verwendeB--1-Antikérper auch fur die

immunhistochemische Darstellung des SDF-1 in demddhnitte der Ratten verwendet
worden war, sollte der Antikérper SDF-1 auch in rtHiomogenaten der Ratte in der
Immunoblot-Analyse erkennen. Zur Bestimmung derinoglien Bedingungen fur den

Antikorper in der Immunoblot-Analyse wurden zundchskombinantes Maus SDF-1-
Protein sowie rekombinantes humanes SDF-1-ProteiRrabe eingesetzt.

Wie in Abbildung 10 zu sehen ist, konnte mit demmandeten SDF-1-Antikorper sowohl
bei humanem SDF-1 als auch bei Maus SDF-1 einesiRb@nde auf einer Molekular-

gewichtshbhe von 10 kD detektiert werden. Dabeichermt die Proteinbande bei
rekombinantem Maus SDF-1 visuell schwécher albdigekombinantem Human SDF-1.

MW Human SDF-1 Maus SDF-1

00 e —

Abb. 10: Immunoblot fir rekombinantes SDF-1-Proteinvon Mensch und Maus.Signaldetektion in Héhe
von 10 kD fir beide rekombinanten SDF-1-Proteinehn®ehandlung mit dem SDF-1-Antikorper. Die
Proteinbande fir das humane rekombinante SDF-EiArfinks) ist deutlicher ausgepragt.

Zur Analyse der SDF-1-Expression in den Gehirnemden aus jeweils drei linken und
drei rechten Hemisphéren der drei untersuchten gamugSham, Lasion, Lasion+Zellen)
Proteinproben angefertigt. Diese wurden mittels $IA&E aufgetrennt und nach Transfer
der Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran mitnd8DF-1-Antikdrper inkubiert. In

keiner der Proteinproben der linken und rechten idehdren der drei behandelten
Tiergruppen konnte endogenes SDF-1 detektiert we(@aten nicht gezeigt). Daher war
eine Analyse der SDF-1-Expression in den unterdticleen Tiergruppen mittels der

Methode des Immunoblots nicht méglich.
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5 Diskussion

Die Transplantation mononukleérer Zellen aus Nabelsrblut stellt eine potentielle
Behandlungsmaoglichkeit fur Erkrankungen des ZeetralNervensystems dar. Das
Potential von humanen Nabelschnurblutzellen kommtken letzten Jahren in Tiermodellen
verschiedener Erkrankungen gezeigt werden. Darwdelauch das in dieser Arbeit néher
untersuchte Modell des perinatalen hypoxisch-isebémen Hirnschadens. Eine vor,
wahrend oder kurz nach der Geburt durch Sauerstoifel erlittene Hirnschadigung kann
zu lebenslangen neurologischen Folgeerkrankungen de@ Kindern fuhren. Da
Behandlungsmethoden bei frihkindlichen Hirnschéldestang begrenzt sind, bietet die
Therapie mit Zellen aus Nabelschnurblut einen wvegsprechenden Ansatz. So konnte von
Meier et al. (2006) gezeigt werden, dass die Trhansation umbilikaler Zellen in ein
Modell des perinatalen hypoxisch-ischamischen Hinagens zu Verbesserungen Lasions-
induzierter motorischer Defizite fihrt. Des Weiterkonnte gezeigt werden, dass die
peripher applizierten umbilikalen Zellen zur LasionGehirn wandern.

Fur diese Arbeit ergab sich aus den bisherigenchargysanséatzen die Frage, wie die
intraperitoneal transplantierten Zellen den Weg késion im Gehirn finden. In der
Literatur werden chemotaktische Botenstoffe als lnbhg Mediatoren beschrieben. Die
Untersuchungen dieser Arbeit erfolgten im Modelinesi hypoxisch-ischamischen
Hirnschadens an neonatalen Ratten und wurden zutpudkt des 21. Postnataltages

durchgeflhrt.

5.1 Perinataler hypoxisch-ischamischer Hirnschaden

Eine durch fetale oder neonatale Asphyxie verutgathirnschadigung kann bei den
Sauglingen zu lebenslangen neurologischen Folgaatkngen fuhren (Berger and
Garnier, 2000; Volpe, 2008). Die Pathophysiologies solchen hypoxischen Insults lasst
sich zeitlich in zwei Phasen einteilen: In der akuPhase kommt es zum exitotoxischen
und nekrotischen Zelltod im Zentrum der zerebralésion. In der umgebenden Penumbra
findet durch Verminderung des Blutflusses eine degiblarisation statt. In der
nachfolgenden Subakutphase kommt es zu einer gladtisschen Inflammation mit
Aktivierung der Mikroglia und Astrozyten (Ladeby &t, 2005; Streit et al., 1999), sowie
zum programmierten Zelltod (Apoptose) (Berger et2002).
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Es wurde ein Tiermodell entwickelt, um die pathapblpgischen Vorgédnge bei der
frihkindlichen hypoxischen Hirnschadigung zu siratén. Dies gelang mit dem Levine-
Modell (Levine, 1960) in der Modifikation nach Ri¢&981) (siehe 3.2), das fur die
Analyse der Folgen eines perinatalen hypoxischéisgbchen Hirnschadens besonders
geeignet ist (Vannucci and Hagberg, 2004).

Zum Zeitpunkt des unilateral induzierten Hirnschresdan P7 weisen das Rattenhirn und
das fruhkindliche humane Gehirn (um die 35. Schwesaghaftswoche) Analogien in der
Genese auf: Wahrend das Gehirn des Menschen itinedlba letzten vier Schwanger-
schaftsmonate und nach der Geburt bis zum etwéenlritebensjahr eine Phase des
progressiven Wachstums durchlauft, die ihren Klimax die 35. Schwangerschaftswoche
erfahrt, ist dieser Entwicklungshéhepunkt beim &atirn zwischen dem sechsten und
zehnten Postnataltag (Dobbing, 1974; Hagberg et28l02). Sowohl im Stadium der
Gehirnvulnerabilitat wahrend der Wachstumsphaseoblfihg, 1974), im Ausmald der
striatalen und kortikalen Myelinisierung (Volpe, 08), in der Entwicklung dery-
Aminobutyrat abhangigen Neurone (Johnston and CA4g@81) und im Energiebedarf des
Gehirns (Nehlig and Pereira de Vasconcelos, 1988peschen sich die Entwicklungs-
vorgange von Mensch und Ratte.

Aufgrund der nachgewiesenen Ahnlichkeit des Rattaahmit dem des friihkindlichen
Hirns ist davon auszugehen, dass das in dieseritAveewvendete Levine-Modell zu
gewissen Teilen auf das Kleinkind tbertragbarDsther eignet sich dieses Modell fur die
Untersuchungen hypoxisch-ischamisch bedingter Bolgigden und deren maogliche
Therapie.

5.2 Pathomorphologische Charakterisierung des hypasch-ischamischen
Hirnschadens im Levine-Modell

Um die Vergleichbarkeit des hypoxisch-ischamischidirnschadens innerhalb der
untersuchten Tiergruppen zu gewabhrleisten, wurdenird dieser Arbeit verwendeten
Rattenhirne zum Zeitpunkt P21 einer makroskopisched mikroskopischen Analyse

unterzogen.
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5.2.1 Makroskopische Schadenseinteilung nach Bona

Die in dieser Arbeit untersuchten Rattenhirne wiessen makroskopisch validierbaren
Hirnschaden mit einem Makroskore von 3 nach dea8ehseinstufung (0 - 3) von Bona
et al. (1997) auf. Nach dieser Klassifizierung wideér induzierte Schaden in den
ipsilateralen Hemispharen nach dem Schweregrad ndakroskopisch ersichtlichen
Hirndeformation bemessen. Der Makrosk@entspricht einer zystischen Veradnderung,
die nahezu die gesamte ipsilaterale Hemispharen@mnund gréf3er als 4 mm ist.
Makroskopisch erschien die Oberflache der in didgbeit untersuchten Rattenhirne an
P21 durch die Lasion verandert und wiesen im Bhraler linken Hemisphéare eine
flussigkeitsgefullte Zyste auf. Zusatzlich war dagdumen der geschadigten Hemisphéare
im Vergleich zur kontralateralen Seite vermindele{er et al., 2006). Auch im
menschlichen Gehirn ist ein solcher StrukturverkistschlieRlich Liquor-gefillter Zyste
nach perinatal erlittener Hypoxie zu beobachtendeen experimentellen Hirnschaden im
Levine-Modell am Postnataltag 21 entspricht (Baid Erotscher, 2003)

5.2.2 Schadensdarstellung durch die Farbemethode cla Kluver-Barrera

Histologisch lie3 sich in dieser Arbeit durch didi¥er-Barrera Farbung einzelner
Gewebeschnitte die Schadensauspragung exakt aaralysi Stellvertretend fir den
Gesamtbereich des hypoxisch-ischamischen Hirnsasagarde die Schadensausbreitung
zum Zeitpunkt P21 in der Ebene bewertet, die imltaduTier Bregma -2,9 £ 0,5 mm
entspricht.

In den untersuchten Gewebeschnitten eines hypoigstiimischen Gehirns liel3en sich
neuronale Degenerationszeichen mikroskopisch edeeridiese aul3erten sich im L&sions-
gebiet der linken Hemisphare, zu dem sowohl derpélgampus, Corpus callosum,
Nucleus caudatus, Putamen, Thalamus, die Basalganghd der zystisch veranderte
Lateralventrikel zahlen, in Form von zellularen &echpfungen, Vakuolisierung und einer
Vielzahl von hyperchromatischen Nuklei. AulRerhalls diSchadenareals waren nur sehr
vereinzelt hyperchromatische Zellen detektierbar.

In den kontralateralen Hemispharen sowie in demgdinnitten der Sham-operierten Tiere
waren keine pathologischen Veranderungen zu erkenbBé&e Sham-operierten Tiere
dienten deshalb als Kontrollgruppe.

Diese anatomischen Veranderungen im Rattenhirn sardleichbar mit denen eines

frihkindlichen Hirnschadens, der infolge einer Hyjeaauftreten kann (Berger, 1999).
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Durch die makroskopischen und mikroskopischen Agwlyliel3 sich die untersuchte
Bregmaregion -2,9 + 0,5 mm eindeutig der Schadgrmnezuordnen. Durch die beiden
angewandten Untersuchungsmethoden ist eine Stasidandg der Versuchsgruppen

gewahrleistet und somit eine Validierung der Ergetmsichergestellt.

5.2.3 Inflammation und programmierter Zelltod

Im La&sionsgebiet und den angrenzenden Hirnbereidassen sich die molekularen
Mechanismen, die zu strukturellen Veranderungenrefith am besten durch zwei
pathogene Prozesse charakterisieren: Inflammatiah Apoptose (Berger et al., 2002;
Rothwell et al., 1997).

Die Inflammation setzt bereits kurze Zeit nach ktthn des hypoxisch-ischdmischen
Insults ein und kann durch den Anstieg der Zahlivedtter Mikrogliazellen und
Makrophagen nachgewiesen werden (lvacko et al6)199

In der vorliegenden Arbeit lie3 sich anhand von umimstochemischen Analysen, die
zwei Wochen nach dem Insult zum Zeitpunkt des Z2dstriRataltages vorgenommen
wurden, die Inflammation darstellen. Durch die inmhistochemische Markierung dieser
Entzindungszellen tber das Markerprotein CD68 geldie Darstellung einer deutlich
ausgepragten Inflammation in den Hirnarealen, @ dateralventrikel umgeben. In der
kontralateralen Hemisphare und in beiden Hemisphédez Sham-operierten Tiere lie3en
sich dagegen immunhistochemisch keine aktiviertékrddlia detektieren.

Andere Studien haben gezeigt, dass sich die inflatmmschen Vorgange bereits zwei
Tage nach Induktion der artifiziellen Hirnschadigurizum Zeitpunkt P9) durch
immunhistochemische Analysen darstellen lassendift@anz et al., 2010). Die Anzahl
der aktivierten Mikroglia war zu diesem Zeitpunkt Mergleich zu P21 geringer. Dies
korreliert mit Ergebnissen aus klinischen Studiedie eine Verstarkung der
Entzindungsreaktion im Zeitablauf der postischan@ec Gewebeschadigung bei

zunehmender Dauer des Insults beschreiben (Baliatcl., 2006).

In zweiter Instanz, Stunden bis mehrere Tagen rgioem hypoxisch-ischamischen
Hirnschaden, folgt am Ende der postischamischersé’das Entziindungsprozesses der
programmierte Zelltod. Verschiedene Untersuchunigeschaftigen sich mit dem post-
ischdmischen Zelltod und mit der Frage, welche ¥ogg fur ihn verantwortlich sind.
Nicht nur im Tiermodell, auch apost mortemuntersuchten kindlichen anatomischen
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Praparaten konnte eine erhdhte Expression apagitetisProteine beobachtet werden
(Felderhoff-Mueser and Ikonomidou, 2000). Caspased Proteine, die an dem Vorgang
der Apoptose exekutiv beteiligt sind (Du et al.919Schulz et al., 1997).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Caspase3 eXamsph flr alle apoptotisch
wirksamen Caspasen untersucht. Dies geschah mite Hibn Antikérpern, die
ausschlief3lich die aktivierte Form der Caspase8, Gleaved-Caspase3, erkennen. Die
immunhistochemischen Analysen der ipsilateralen idphére zeigten in der
unmittelbaren Nachbarschaft des Lateralventrikets lLasionsgebiet eine deutliche
Expression des Markerproteins Cleaved-Caspase3erAald der Schadensregion, als
auch in der kontralateralen Hemisphare, sowie m ldenen der Sham-operierten Tiere
konnte lediglich eine minimale Expression von CeEhaspase3 nachgewiesen werden.
Das stimmt mit den Daten von Yue et al. (1997) éimerdie ermittelten, dass die
Expression von Caspasen in dieser postnatalen &dumgsphase auch im gesunden Hirn
physiologisch stattfindet.

Die Hirnareale, in denen Apoptose detektiert werkimmte, decken sich grof3teils mit den
Regionen, in denen mittels CD68 auch Inflammatiendachtet wurde. Diese Regionen
beinhalten vor allem Hirnstrukturen in Begrenzurmg dlateralventrikels und das kaudale
Segment des Putamen.

Andere Studien haben gezeigt, dass bereits zwee Tegh hypoxischem Insult, zum
Zeitpunkt P9, apoptotische Zellen im Lasionsaredkktiert werden konnen. Die Anzahl
dieser Zellen scheint geringer als zum Zeitpunkit f2osenkranz et al., 2010). Dies héngt
mit der Pathophysiologie der Hirnschadigung zusamrbei der die Apoptose erst in der
subakuten Phase der Hirnschadigung einsetzt urd daon ausbreitet (Berger et al.,
2002).

5.3 Klinische Therapiestrategien zur Vermeidung odeEingrenzung eines
perinatalen hypoxischen Hirnschadens

Die Interventions- und Therapiemdglichkeiten beneei frihkindlichenHypoxie sind
begrenzt. In Tiermodellen wurden vielfaltige Pharm#tika untersucht, um den
schwerwiegenden Auswirkungen eines perinatalen ddivadens entgegen zu wirken.
Dazu gehorten die Inhibition von  Sauerstoffradikale (Palmer,  1995),
Kalziumkanalblocker (Schurr, 2004), KreatinblockéBerger et al., 2004) und

Antagonisten exzitatorischer Aminoséuren (Bona let 2097). Mit diesen Therapien
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wurden in experimentellen Studien positive Effekteielt. Allerdings lie3en sich diese

Behandlungsstrategien klinisch nicht zur Behandlurgnes hypoxiebedingten

frihkindlichen Hirnschadens etablieren.

Einzig die Ganzkoérper- bzw. selektive HirnhypotherrGluckman et al., 2005) konnte

bisher erfolgreich klinisch eingesetzt werden. 8ieiser Methode konnte gezeigt werden,
dass eine Temperatur-Reduktion um 3-4°C in experietien Studien die neuronalen
pathophysiologischen Folgen vermindert (Busto gt18l87; Green et al., 1992; Widmann
et al.,, 1993). Des Weiteren zeigten so behandakee TVerbesserungen im Verhalten
(Green et al., 1992). In der klinischen Anwendurigiwon einer héheren Uberlebensrate
und Verbesserung der Entwicklung auf neuronalenElmxerichtet (Gluckman et al., 2006;
Jacobs et al., 2007; Yenari and Hemmen, 2010).

Aufgrund der beschriebenen begrenzten Therapigerfohd geringen Moglichkeiten der
praventiven Maflinahmen, die zurzeit nach perinatétemem Sauerstoffmangel klinisch

angewendet werden konnen, scheint der Einsatz wobilikalen Zellen als mogliche

zukinftige Therapiemal3nahme interessant.

5.4 Transplantation umbilikaler Zellen nach perinatalem hypoxisch-
iIsch&mischem Hirnschaden

5.4.1 Das therapeutische Potential adulter Zellenus Nabelschnurblut

Es gibt verschiedene Arten von Stammzellen, didiwersen Studien untersucht wurden:
Sowohl embryonale als auch adulte Stammzellen findmsatz in einer Vielzahl von
Modellen unterschiedlicher Erkrankungen.

In Studien, die sich mit Schadigungen des Zentrdlervensystems beschaftigen, konnte
bereits gezeigt werden, dass unter Gabe von ZallsriNabelschnurblut sowohl im Modell
eines Schlaganfalls (Chen et al., 2001) als auchrama-Modell (Lu et al., 2002) eine
funktionelle Besserung motorischer und kognitivesfibite beobachtet werden konnten.
Auch nach Schadigungen des Rickenmarks wurde esitiyep therapeutischer Effekt
durch Transplantation von umbilikalen Zellen begdten (Saporta et al., 2003). Im
Modell des perinatalen hypoxisch-ischAmischen Himasens konnten Verbesserungen
der Motorik sowie Lasions-induzierter kognitiver fizée nach Transplantation
umbilikaler Zellen diagnostiziert werden (Meieratt, 2006; Pimentel-Coelho et al., 2010;
Yasuhara et al., 2010).
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Aufgrund der vorliegenden Daten und der moéglichéseredurch umbilikale Zellen
mediierten therapeutischen Effekte wurden in detiegenden Arbeit diese Zellen nach
induziertem hypoxisch-ischamischem Insult neonaf&ten intraperitoneal transplantiert
und ihr Migrationsverhalten an Hirnschnitten zunit@ienkt P21 untersucht.

Zum Untersuchungszeitpunkt P21 konnten im Schaddmsyg der linken Hemisphéare
HLA-DR-markierte umbilikale Zellen spezifisch detekt werden. Die Zellen waren in
das astrozytare Netzwerk des lasionierten Gewetldesrporiert. Aul3erhalb der Lasion
waren in der ipsilateralen Hemisphare nur sehr ineedt Zellen auffindbar. Die
Untersuchung der intakten Hemisphare ergab mitt@isiunhistochemischer Analyse
keine Detektion HLA-DR-markierter Zellen aus Nalobisurblut.

Die spezifische Detektion der umbilikalen Zellerzigé nur in Bereichen der Lasion lasst
eine gerichtete Migration dieser Zellen vermuterasDVorhandensein der Zellen im
l&sionierten Hirngewebe auch noch 13 Tage nach spfantation weist auf eine
funktionelle Bedeutung hin. Die Theorie der gerateh Migration wird durch Ergebnisse
anderer Studien gestitzt, die die Prasenz der ikaleih Zellen in Bereichen der Lasion
bereits 24 Stunden nach peripherer Transplantafzom Zeitpunkt P9), beschreiben
(Rosenkranz et al., 2010). Auch zu diesem frihatpdiekt wurden die humanen Zellen
nur in der ipsilateralen Schadensregion detektreshei inre Anzahl geringer war als zum
Zeitpunkt P21.

Die Ergebnisse, dass umbilikale Zellen bereits kaeh intraperitonealer Applikation im
l&sionierten Rattenhirn detektiert werden konntew wlort auch nach 2 Wochen noch
prasent waren, wirft die Frage auf, welche Mecharris diese gerichtete Migration der

humanen Zellen mediieren.

5.4.2 Gerichtete Migration umbilikaler Zellen durch chemoattraktive Faktoren
Grundlage fur die nachfolgenden Analysen warerEtigebnisse, dass humane Zellen zum
Zeitpunkt P21 im inflammatorisch veranderten undopptisch geschadigten
Rattengewebe beobachtet werden konnten.

Ein mdglicher Mechanismus fir das oben beschriebZetiverhalten konnte die
Expression starker Signale an der Lasion seinn&igliche Faktoren kommen Adhasions-
Moleklle sowie Chemokine in Frage.

Chemokine sind eine Untergruppe der Zytokine und#abet daflr, dass sie nach

Schadigung des Gehirns wahrend der Inflammatiorsgplv@rmehrt sezerniert werden.
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Bona et al., (1999) berichteten von der vermehfffeeaisetzung von Zytokinen und
Chemokinen nach hypoxisch-ischamischem HirnschadeRatten. Aus ischamischen
Hirnarealen nach Insult hergestelltes Homogenatizigite parakrin die Migration von
Zellen aus Nabelschnurblut in vitro auf das lasoe Hirngewebe hin (Chen et al., 2001).
Dass die Ausschittung von Zytokinen chemoattrakiiv Zellen aus Nabelschnurblut
wirkt, zeigten auch Studien von Newman et al., 800 einem Schlaganfallmodell. Daher
kénnte auch das in der vorliegenden Arbeit besbbrie ,Homing" der umbilikalen Zellen
zur geschéadigten Hirnhemisphére durch die Expressid Sekretion von Chemokinen

erfolgen.

5.5 Das Chemokin SDF-1

In dieser Arbeit wurde das Protein SDF-1 und seimemotaktische Wirkung auf Zellen
aus hNSB analysiert, da sein chemoattraktives BRaldpereits in anderen Studien fur
verschiedenste Zellarten wie Lymphozyten (Bleualet 1996), Monozyten (Bleul et al.,
1996), Endothelzellen (Gupta et al., 1998), hamagtpche Vorlauferzellen (Aiuti et al.,
1997) und CD34-positive hamotopoetische ZellenMalselschnurblut (Christopherson et
al., 2002; Ohno et al., 2008) gezeigt worden ist.

5.5.1 Expression des Chemokins SDF-1 im Levine-Moaitle

Mittels immunhistochemischer Analysen, die an Hitmstten drei Wochen alter Wistar-
Ratten vorgenommen wurden, lie3 sich eine deutliomunreaktivitat fir das Protein
SDF-1 in den nach Lasion pathomorphologisch vendedeHirnarealen beobachten, die
den zystisch veranderten Lateralventrikel umgebea.Expression von SDF-1 korrelierte
mit der Expression aktivierter Mikroglia (CD68-ptpg), die die Schadensregion
charakterisieren.

In den kontralateralen Hirnhemispharen konnte noe geringe Expression von SDF-1
nachgewiesen werden, die als physiologisch einfjestrden kann. Die Expression von
SDF-1 in den lasionierten Hemispharen war signifiketérker als die Immunreaktivitét in
den Hemispharen Sham-operierter Tiere.

In anderen Studien konnte bereits zum Zeitpunkief9erhthter SDF-1-Proteinlevel in

l&sionierten Hemisphéren gezeigt werden (Rosenkeinal., 2010). Auch in anderen
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experimentellen Modellen wird ein Anstieg der SDEXpression nach Hirnschadigung
beschrieben. So zeigten Miller et al. (2005) ireeinModell des perinatalen Hirnschadens
in Mausen, dass die Expression von SDF-1 drei Tegph dem Insult am hdchsten war
und nach 10 Tagen auf physiologische Werte abgesuwar. Dagegen konnten in einem
adulten Schlaganfall-Modell bis zu 30 Tage nach ulinserhdohte SDF-1-
Proteinkonzentrationen beobachtet werden (Hill.e2804). In diesen Studien scheint die
Dauer der SDF-1-Ausschittung abhangig vom Alterbddrandelten Tiere zu sein: Je alter
die Tiere, desto langer war die SDF-1-Ausschittarigoht. Allerdings konnte in dieser
Arbeit im perinatalen Hirnschaden der Ratte aucbhnd4 Tagen noch eine deutlich
erhohte SDF-1- Expression nachgewiesen werden.

Eine Expression von SDF-1 im intakten Gewebe wansh in anderen Studien detektiert.
Allerdings variierten die Aussagen dahingehends dasvohl eine schwache (Hill et al.,
2004), als auch eine starke Expression des SDteiRs (Tham et al., 2001) unter
physiologischen Bedingungen beschrieben wird.

Diese Unterschiede in der Dauer und der StarkeEderession von SDF-1 lassen sich
maoglicherweise durch die Analyse von mRNA versustétn erklaren.

Mit der zur weiteren Analyse der SDF-1-Expressiograngezogenen Methode des
Immunoblots war es in dieser Arbeit nicht mogli@DF-1 in Hirnhomogenaten nach
hpyoxisch-ischdmischem Hirnschaden nachzuweisemo®bder verwendete Antikdrper
rekombinantes SDF-1 erkannte, liel3en sich keingifspehen Immunreaktionen auf Héhe
des erwarteten Molekulargewichts von SDF-1 (10 &Bxgktieren. Es ist moglich, dass die
sezernierte SDF-1-Menge im Rattenhirn zu gering wan mittels Immunoblot
nachgewiesen werden zu kénnen. In weiterfuhrendeedy&en musste daher eine hdhere

Proteinkonzentration verwendet werden.

5.5.2 Der zellulare Ursprung von SDF-1

In dieser Arbeit wurde neben dem raumlichen Expoessnuster des Chemokins SDF-1
auch der zellulare Ursprung dieses Proteins imdréseal untersucht.

Mittels immunhistochemischer Analysen von SDF-1 dedh astrozytdaren Markerprotein
GFAP konnte eine Kolokalisation dieser beiden Rmeten der vorliegenden Arbeit

verifiziert werden. Somit konnten reaktive Astraaytim Lasionsareal als Ursprung der
Expression des SDF-1-Proteins nach induziertem sigpl-ischamischem Hirnschaden

identifiziert werden.
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In anderen Studien wurde Uber andere neurale Zalfemdogliche Expressionsquelle von
SDF-1 berichtet. Es wurden sowohl Neurone und @kgarozyten (Gleichmann et al.,
2000) als auch Endothelzellen (Stumm et al., 2Q0®) Astrozyten (Ohtani et al., 1998)
als mogliche Quelle diskutiert.

Diese Diskrepanzen in der Identifikation des Ursgsortes von SDF-1 resultieren
maoglicherweise aus der Detektion verschiedenerotsaén von SDF-1 (Shirozu et al.,
1995). Die in dieser Arbeit beobachtete Steigerdeg SDF-1-Expression in reaktiven
Astrozyten nach Lasion, konnte auch nach Applikepeo-inflammatorischer Agentien in
anderen Studien beobachtet werden (Guillemin g2@03; Hill et al., 2004; Krumbholz et
al., 2006).

Der in dieser Arbeit beobachtete signifikante Aegtider SDF-1-Expression nach
hypoxisch-ischdmischem Insult kann mdglicherweishmare Funktionen haben. Sowohl
bei der Angiogenese als auch bei der Vaskulogekasete dem Protein SDF-1 positive
Eigenschaften zugewiesen werden (Hiasa et al.,;2004hahi et al., 2000). Somit kbnnte
SDF-1 bei der Reparatur des geschadigten Geweherischeidende Rolle spielen.

Des Weiteren konnte der erh6hte SDF-1-Proteinlelveimoattraktiv sowohl auf endogene,
als auch auf exogene Zellen wirken (Bleul et @96 Hill et al., 2004; Tabatabai et al.,
2005), die potentiell ebenfalls zur Regeneratiosn @ehirns beitragen.

5.5.3 Expression des Chemokins SDF-1 nach Transplation von umbilikalen Zellen

im Levine-Modell

Die immunhistochemische Analyse von SDF-1 und HLR-BIs Markerprotein fur die
humanen Zellen zeigten im untersuchten Modell zusitpzinkt P21 eine unmittelbare
Nachbarschaft der HLA-DR-exprimierenden Zellen uied Proteins SDF-1 in denselben
Hirnarealen. Hervorzuheben ist dabei, dass niclailen Hirnregionen, in denen SDF-1-
Protein detektiert wurde, auch transplantierteefelius hNSB detektiert werden konnten.
Nach Transplantation umbilikaler Zellen konnte eweiterer Anstieg der SDF-1-
Expression mittels immunhistochemischer Untersugbaonan Hirnschnitten beobachtet
werden. Diese Erhdhung der SDF-1-Immunreaktivitat wegentber Tieren ohne Zell-
Transplantation signifikant.

Der weitere Anstieg der SDF-1-Expression nach Tplaméation humaner Zellen kdénnte
unterschiedliche Ursachen haben. Da der in diesbeiAverwendete Antikdrper nicht

zwischen SDF-1 aus Mensch und Ratte unterschéideh das detektierte SDF-1 sowohl
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von den endogenen als auch den transplantiertdanZeézerniert worden sein. Andere
Studien haben gezeigt, dass Zellen aus Nabelsdohutmter Zugabe neuraler
Wachstumsfaktoren in Kultur in der Lage sind SDEtl sezernieren (Neuhoff et al.,
2007). Daher ware es denkbar, dass die im Lasiealsdetektierbaren humanen Zellen das
SDF-1-Protein selber ausgeschittet haben. Des Wieitgdre es aber auch vorstellbar,
dass die umbilikalen Zellen die endogenen Zellen lasionierten Rattenhirn zur
gesteigerten SDF-1-Produktion anregen. In weitedititlen Studien musste durch
spezifische Antikorper getestet werden, welcherkbieit (Human oder Ratte) das nach
Zell-Transplantation signifikant erh6hte SDF-1 ist.

Ein mdglicher Zusammenhang zwischen der Stark&Bé-1-Expression und der Anzahl
detektierbarer Zellen aus hNSB im L&sionsareal wudlirch einen rein visuellen
Vergleich zum Zeitpunkt P21 vorgenommen. Anhandndiéroskopischen Durchsicht von
Hirnschnitten, die immunhistochemisch mit Antikdmpegegen SDF-1 und HLA-DR
behandelt waren, konnte keine Ubereinstimmung hwisader Zahl der Zellen und der
Intensitat des SDF-1-Immunsignals festgestellt werdvidglicherweise ist die visuelle
Durchsicht fur diese Aussage nicht hinreichend gyesti In weiterfihrenden Studien
misste eine exakte Quantifizierung der SDF-1-Exgioesin Kombination mit einer
genauen Zahlung der humanen Zellen durchgefiihdemer

Wie die Ergebnisse dieser Arbeit gezeigt habenn kklavon ausgegangen werden, dass das
chemoattraktive Protein SDF-1 an der gerichtetergrlion systemisch applizierter
humanen Zellen aus Nabelschnurblut in das infaezielirnareal beteiligt ist. Damit die
humanen Zellen auf die Expression von SDF-1 reagigtdnnen, mussten sie den

entsprechenden Rezeptor flir SDF-1 besitzen.

5.6 Der SDF-1-Rezeptor CXCR4

SDF-1 ist der Ligand fur zwei Rezeptoren, CXCR4 r{@aet al., 1998) und CXCR7
(Balabanian et al., 2005). Bei beiden Proteinerdblres sich um Transmenbranproteine
aus der Gruppe der G-Protein gekoppelten RezeptbigrtCXCR4, auch CD184 genannt,
ist SDF-1 der einzig bekannte Ligand. Dabei bir€8CR4 alle bisher bekannten SDF-1-
Isoformen (Ganju et al., 1998). Dagegen bindet CXCRuher als RDC1 bekannt,
zusatzlich zu SDF-1 (CXCL12) auch noch ITAC (CXCLXThelen and Thelen, 2008).
Trotz der phylogenetischen Ahnlichkeit der beideez&ptoren scheint CXCR7 im
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Gegensatz zu CXCR4 nicht an der Migration von Zebeteiligt zu sein (Thelen and
Thelen, 2008).

5.6.1 Humane Zellen exprimieren CXCR4

Da die SDF-1 / CXCR4 Interaktion fur das ,HomingVerser Zellen verantwortlich zu
sein scheint, wurde in weiteren Analysen der vgdieen Arbeit die Expression des SDF-
1-Rezeptors CXCR4 auf den umbilikalen Zellen mstiehmunzytochemie untersucht.

Das Protein CXCR4 konnte auf frisch isolierten murideédren Zellen aus
Nabelschnurblut nachgewiesen werden, wobei nichile jeZelle eine positive
Immunreaktion fir CXCR4 zeigte.

In anderen Studien wurde die Prasenz von CXCR4 wmmbilikalen Zellen mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Dabei wurde gezalgss innerhalb der mononuklearen
Fraktion 82,24% der Lymphozyten und 96,99% der Mgten CXCR4 exprimieren
(Rosenkranz et al., 2010).

Da umbilikale Zellen sowohl den SDF-1-spezifisclazeptor CXCR4 tragen, als auch in
Regionen migrieren, in denen SDF-1 im lasioniedéimgewebe exprimiert wird, ist
anzunehmen, dass die SDF-1 / CXCR4 Interaktion héloming“ der humanen Zellen
eine entscheidende Rolle spielt.

In anderen Studien wurde gezeigt, dass mit CXCRahsfizierte mesenchymale
Stammzellen aus Nabelschnurblut verstarktes Mignatierhalten zu SDF-1-
exprimierenden Glioma-Zellen aufweisen (Park et 2011). Des Weiteren konnten im
Levine-Modell zum Zeitpunkt P9 CXCR4-positive hureagellen im Bereich der Lasion
nachgewiesen werden (Rosenkranz et al., 2010) elteskiihrenden Analysen musste der
Nachweis von CXCR4 auf transplantierten umbilikalellen im Gehirn auch zum
Zeitpunkt P21 durchgefiihrt werden.

Die funktionelle Relevanz der SDF-1 / CXCR4 Inteiak konnte von Rosenkranz et al.
(2010) gezeigt werden. Nach Applikation SDF-1 naigierender Antikdrper waren
weniger umbilikale Zellen im Schadensareal detetéie Eine vollstdndige Verhinderung
der gerichteten Zell-Migration war allerdings nict beobachten. Das liel3e sich einerseits
durch technische Fehlerquellen (z.B. Konzentratades Antikorpers, Zeitpunkt und
Frequenz der Applikation) erklaren, andererseitgicep einiges daftr, dass es
maoglicherweise auch zusatzliche chemotaktisch \ames Faktoren gibt. Die
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Chemoattraktion von Zellen kann von einer Vielzahl Zytokinen vermittelt werden. So
wurde auch fur das Monocyte Chemotactic ProteiMCR-1) (Carr et al., 1994; Sotsios
et al., 1999) und das Macrophage Inflammatory hrdte (MIP-1 a) (Schall et al., 1993;
Taub et al., 1995) chemoattraktive Eigenschaftesthméeben. In einem experimentellen
Schlaganfall-Modell wurden die Chemokine MCP-1 uiMiP-lo als bedeutende
Mediatoren fiir die Migration transplantierter unitaler Zellen beschrieben (Jiang et al.,
2008).

Fur die Unrestricted Somatic Stem Cells (USSC)g eBubpopulation der umbilikalen
Zellen, konnte im Schlaganfall-Modell gezeigt warddass der Hepatocyte Growth Factor
(HGF) an der gerichteten Migration dieser Zelletelhigt ist (Trapp et al., 2008).

Die Analyse dieser mdglicherweise ebenfalls chetraddatv wirkenden Faktoren auf das
Migrationsverhalten umbilikaler Zellen in dem ineder Arbeit verwendeten Modell des

perinatalen hypoxisch-ischamischen Hirnschaders stech aus.

5.6.2 Die Bedeutung der SDF-1 / CXCR4 Interaktion

Die Stimulation von CXCR4 durch die Interaktion n8DF-1 fuhrt zur Aktivierung
diverser Signalkaskaden. So konnte ein Einflussedidnteraktion auf Phosphatidyl-
inositol-3-Kinase, sowie die Extracellular reguthteinase (ERK 1/2) gezeigt werden
(Bajetto et al., 2001; Ganju et al., 1998; Sotgbsl., 1999). Diese Kinasen sind an der
Kontrolle der Genexpression, als auch an der Ztdl@inzierung und der Proliferation von
Zellen beteiligt.

Daher ware es denkbar, dass durch die Chemoatinaktimbilikaler CXCRA4-
exprimierender Zellen durch SDF-1 positive Effekd@f das geschadigte Gewebe
vermittelt werden.

Die in dieser Arbeit am Levine-Modell gezeigte drt&Expression von SDF-1 und das
Vorhandensein des entsprechenden Rezeptors CXCRiteawmbilikalen Zellen deuten
die Relevanz dieser mdglichen Interaktion an. Inmianation mit der von Rosenkranz et
al. (2010) gezeigten funktionellen Bedeutung desF-3D Proteins ist es sehr
wahrscheinlich, dass die SDF-1 / CXCR4 Interakt@ne entscheidende Rolle bei der
Vermittlung der therapeutischen Effekte der traaspérten umbilikalen Zellen spielt.

So wurde kurzlich in einer Studie gezeigt, dassldansplantation umbilikaler Zellen nach
hypoxisch-ischdmischen Hirnschaden zur Verbesserudgr Lasions-bedingten

Einschrankungen neuraler Prozesse im somatosertsamikortex fuhrt (Geissler et al.,
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2011). In friheren Studien konnte gezeigt werdassd&DF-1 sowohl fur die Proliferation
kortikaler Vorlauferzellen, als auch fir die Difésmzierungy-Aminobutyrat abhangiger
Neurone notwendig ist. Des Weiteren zeigten dielys®m, dass auch CXCR4 fir die
Zell-Proliferation und DifferenzierungAminobutyrat abhangiger Neurone erforderlich ist
(Pritchett et al.,, 2007). Diese Daten weisen aok antgliche Beteiligung der SDF-1 /
CXCR4 Interaktion an der Regeneration der kortikaRastizitat hin. Diese Interaktion
wird durch die Transplantation umbilikaler Zellem idas Modell des hypoxisch-
ischamischen Hirnschadens erst maglich.

Die Daten dieser Arbeit geben neue Hinweise, widdledeaus Nabelschnurblut nach
systemischer Applikation das Areal des perinatalgooxisch-ischamischen Hirnschadens
erreichen konnen und stellen die Sekretion von 30xA-Lasionsareal und die Interaktion

mit umbilikal exprimiertem CXCR4 als mdglichen Balg zum ,Homing“ der Zellen dar.
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7 Eigene Veroffentlichungen

The chemokine SDF-1 / CXCL12 contributes to the ‘*hming’ of umbilical cord blood
cells to a hypoxic-ischemic lesion in the rat brain
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Umbilical cord blood in the therapy of hypoxic-isclemic brain injury
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