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Das Integrin VLA-4 spielt eine zentrale Rolle fir Mobiliserung und ,,Homing" héamatopoetischer Stammzellen.
Daim Tiermodell monoklonale Antikdrper gegen VLA-4 zu einer Stammzellmobilisierung fuhren, wurde in der
vorliegenden Arbeit en gegen das TrandationsInitiations-Kodon der a4-mRNA gerichtetes AS-ODN
verwendet, um die Adhasionseigenschaften von humanen CD34+ hdmatopoetischen Stammzellen an
Knochenmarkstroma zu hemmen. Damit bite sich eine neue Methode zur Stammzellmobilisierung fur die
autologe oder allogene periphere Blutstammze Itransplantation.

Dieses ASODN hemmte im Zdlkulturversuch unter Einsatz kationischer Transfektionsreagenzien die a4-
Proteinexpression in CD34+ hamatopoetischen Stammzellen um 29% (SA: 14,5) im Vergleich zu ener
unbehandelten Zellprobe. Die Expression der a4-mRNA wurde durch das AS-ODN um 42% (SA: 6,5)
vermindert. In funktionellen Tests zeigte sich, dal’ die a4-Proteinhemmung eine Verminderung der Adhésion auf
Endothelzellayer um 27,78% (SA: 7,8) und ene Hemmung der klonogenen Wachstumsfahigkeit von
Progenitorzdllen um 32% (SA: 8,7) bewirkte In e@nem in vitro-Mobiliserungstest mit
Knochenmarklangzeitkulturen konnten durch die Transfektion des AS-ODN hdmatopoetische Progenitorzellen
aus dem Knochenmarkstroma in die nonadhérente Zellfraktion freigesetzt werden.

Diese Ergebnisse bilden die Grundlage fur die klinische Erprobung des AS-ODN-Konstruktesin Phase I-Studien
bei  Patienten mit  unzureichender  Stammzellmobiliserung im  Rahmen  der  peripheren
Blutstammzel ltransplantation.

Im 2zweiten Tel diessr Arbeit wurde as Parameter zur Untersuchung der VLA-4- vermittelten
Bindungseigenschaften von CD34+ hamatopoetischen Stammzellen der Funktionszustand von VLA-4 mit eéinem
VCAM-Ig-Fusionsprotein qualifiziert. Untersuchungen von CD34+ Zelen im Laufe der Mobiliserung mit
hématopoetischen Wachstumsfaktoren bei 5 Patienten zeigten, dad sich die VCAM-1-Bindungseigenschaften
von CD34+ Zdlen aus PB im Vergleich zu CD34+ Zdlen aus KM signifikant vermindert waren und dal? diese
Unterschiede der Ligandenbindungsfahigkeit auf Veranderungen der Rezeptoraffinitét, -aviditét und der
Expressionsintensitét von a4 zurtickgefihrt werden konnten. Dariberhinausgehend wurde demonstriert, dai die
VCAM-1-Bindungsintensitdt von CD34+ Zdlen aus Knochenmark mit Differenzierungss und
Proliferationseigenschaften der Zellen assoziert war und bel einer untersuchten Stichprobe statistisch negativ mit
der Anzahl zirkulierender CD34+ Zelen im peripheren Blut wahrend der Mobilisierung korrdiert war.

Anhand von in vitro-Experimenten wurde dargestelIt, daf3 bivalente Magnesium-Kationen den Funktionszustand
von a4 gimulieren, wahrend durch unterschiedliche Zytokine keine nachweisbaren Auswirkungen auf die
VCAM-1-Bindungungsféhigkeit von CD34+ Zdlen beobachtet wurde. Eine Intensivierung der VCAM-1-
Bindungsfahigkeit CD34+ Zelen fand sich nach Koinkubation mit Endothelzellen sowie im Anschluf? an die
transendotheliale Migration.

Auf der Grundlage dieser Ergebnisse wird in der vorliegenden Arbeit die Auffassung vertreten, dal? die
Mobilisierung hédmatopoetischer Stammzellen und damit einhergehende Verénderungen ihrer Expansion und
Entwicklung auf molekulare Ebene u. a. durch funktionale Verdnderungen der VLA-4-Rezeptoraffinitét und -
aviditét sowie der Expressionsintensitét von a4 auf der Zelloberfléche reguliert werden kdnnen.



Da funktionale Eigenschaften des VLA-4-Rezeptors auf hamatopoetischen Stammzellen im Gegensatz zu
Expressonsintensitét des Molekils mit Differenzierungs- und Proliferationsverénderungen der Stammzellen
assoziert waren, zeigten die Ergebnisse, dald der Funktionszustand von VLA-4, so wie er hier qualifiziert wurde,
in weit héherem Mal%e zur Charkterisierung der VLA-4-vermittelten Bindungseigenschaften von Stammzellen

geeignet ist asdie ausschlieldlich deskriptive Analyse der a4-Expressionsintensitét.



