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Zielsetzung und theoretischer Hintergrund

1 Zielsetzung und theoretischer Hintergrund

Zielsetzung

Mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark (MSCs) haben prinzipiell die
Fahigkeit sich zu vermehren und in verschiedene Zelllinien zu differenzieren. Damit
eignen sie sich im Rahmen des tissue engineering potenziell als Quelle fir die in vitro
Herstellung einer Reihe nicht-hamatopoetischer Gewebe. Voraussetzung ist, dass
sich die in vitro vermehrten Zellen etwa mit Hilfe von Wachstums- und
Differenzierungsfaktoren selektiv zur Expression des gewilnschten Phanotyps

stimulieren lassen.

Der erste Schritt auf dem Wege zur artefiziellen Gewebeherstellung mit dem Ziel
eines therapeutischen Einsatzes ist die Abtrennung von hamatopoetischen Zellen.
Die weit verbreitete Methode der Adharierung allein reicht dazu allerdings nicht aus.
Man erhalt auf diesem Wege eine Mischung verschiedener Zellpopulationen, deren
Interaktionen die Tendenz zur spontanen, unkontrollierten Differenzierung zu
verschiedenen Zielzellen fordern. Erkennbar ist dieses Phanomen unter anderem
daran, dass bei Versuchen zur in vitro Vermehrung der mesenchymalen Zellen
bereits nach wenigen Passagen ein rasches Nachlassen der anfanglichen

Proliferationsrate beobachtet wird.

Fir humane mesenchymale Stammzellen (hMSCs) sollen Kulturbedingungen
gefunden werden, die eine flr die Zwecke des tissue engineering ausreichende
Zellvermehrung in vitro und damit gleichzeitig eine weitgehende Vermeidung
spontaner Differenzierung erlauben. Konkret soll untersucht werden, in wie weit sich
dieses Ziel durch Veranderung der Aussaatdichte und der Adharierungszeit sowie

durch selektive Anreicherung schnell wachsender Zellen erreichen lasst.
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Theoretischer Hintergrund

Die Kultivierung mesenchymaler Stammzellen zum Zwecke der Vermehrung fuhrt
nicht nur zur Bildung identischer Nachkommen sondern auch immer zur spontanen
Differenzierung in verschiedene Zielzellen. Dieses Phanomen wird auch beobachtet,
wenn wie beim Klonieren urspringlich von nur einer Zelle ausgegangen wird. Als
Erklarung daflr wird angenommen, dass die Regulierung von Proliferation und
Differenzierung der hMSCs in hohem MaRe von der spezifischen Interaktion mit
anderen Zellen abhangt. Unter anderem wird die Existenz sogenannter
Regulatorzellen postuliert, die die Proliferation unterstitzen oder auch hemmen
konnen wobei die Signale sowohl parakrin als auch durch direkte Zell-Zell-Kontakte
Ubertragen werden. Auf dieser Vorstellung beruht die Idee, dass die unerwinschte
vorzeitige Differenzierung zugunsten der Proliferation vermieden werden kann, wenn
es gelingt, das Zahlenverhaltnis der Effektorzellen und Regulatorzellen experimentell
zur verandern. Dieses Ziel lasst sich mdoglicherweise durch verschiedene
Malnahmen erreichen, eventuell auch durch Anwendung einer Kombination. Eine
erste Moglichkeit besteht in der Variation der Adharierungsbedingungen im Rahmen
der Isolierung der Zellen. Sie beruht auf der Annahme, dass Regulator- und
Effektorzellen nicht unbedingt identische Neigungen zur Adhéarierung an die
GefalRoberflache zeigen. Die zweite Mdglichkeit wird in einer Erniedrigung der
Aussaatdichte gesehen. Der Effekt parakriner wie juxtakriner Signale seitens der
Regulatorzellen sollte sich durch schlichte Verdinnung der Zellen vermindern lassen.
Sollten die unerwinschten Signale, die eine vorzeitige Differenzierung ausloésen,
ihren Ursprung vor allem in bereits differenzierten Zellen haben, musste auch eine
partielle Anreicherung der schneller proliferierenden Zellen etwa durch mechanische
Abtrennung von den langsam wachsenden, partiell differenzierten Zellen zum Erfolg

fihren.



Einleitung

2 Einleitung

Stammzellen sind besondere Zelltypen, die sich durch zwei Eigenschaften aus-

zeichnen, die in dieser Kombination bei keinem anderen Zelltyp vorkommen:

. Stammzellen besitzen die Fahigkeit zur fortgesetzten Selbsterneuerung,
d. h., sie kdénnen sich durch Zellteilung Uber lange Zeitrdume in einem relativ
undifferenzierten Zustand erneuern und vermehren.

. Stammzellen besitzen die Fahigkeit, unter geeigneten Bedingungen zu
differenzieren, d. h. sich zu Zellen unterschiedlicher Spezialisierung zu
entwickeln.

Der Begriff der Stammzelle ist somit solchen Zellen vorbehalten, die einerseits

identische Tochter-Stammzellen sowie andererseits Progenitorzellen hervorbringen,

die nach Durchlaufen eines festgelegten Differenzierungsprozesses terminal diffe-
renzierte Funktionszellen liefern (Hall und Watt, 1989; Lin et al., 1997). Aus
praktischen Grinden unterscheidet man embryonale und sogenannte adulte

Stammzellen. Diese Unterschiede betreffen neben den Methoden zu ihrer

Gewinnung und Vermehrung vor allem ihr Potenzial zur Diffenrenzierung in die

verschiedenen Zell- und Gewebetypen. Wahrend embryonale Stammzellen als

pluripotente Zellen zu Zellen aller drei Keimblatter differenzieren kdnnen, ist die

Fahigkeit der adulten Stammzellen in dieser Hinsicht eingeschrankt. Adulte

Stammzellen sind postnatalen Ursprungs und befinden sich durchweg in aus reifen

Zellen gebildetem Gewebe. Sie kdnnen in einer Reihe verschiedener Phanotypen

auftreten. Bis zur Stimulation durch intrinsische Faktoren verharren sie im

undifferenzierten Stadium.

Die Forschung an menschlichen Stammzellen verfolgte zunachst das Ziel,
grundlegende Erkenntnisse tber Entwicklungs- und Differenzierungsvorgange beim
Menschen zu gewinnen. Inzwischen hat die Stammzellforschung jedoch grolde
Hoffnung in die Entwicklung neuartiger und verbesserter Therapien fur schwere
Erkrankungen geweckt, die bisher nicht oder nur unzureichend behandelt werden
konnen. Weitere Anwendungen liegen in der Reproduktionsmedizin, der Entwicklung

von Pharmawirkstoffen und der Toxikologie etwa als Alternative zu Tierversuchen.
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Anfangs stltzte sich die humane Stammzellenforschung zunachst auf adulte
Stammzellen und seit 1998 auch zunehmend auf die embryonalen Stammzellen.
Wahrend die Zielsetzungen der Stammzellforschung allgemein als winschenswert
begruf’t werden, herrscht noch kein Konsens dariber, ob die Gewinnung von
embryonalen Stammzellen ethisch vertretbar ist, da sie mit der Zerstérung
menschlicher Embryonen einhergeht. Zur Zeit wird international noch kontrovers
diskutiert, welche Teilbereiche der Forschung an menschlichen Stammzellen als
notwendiges, verhaltnismaliiges und angemessenes Mittel zur Erreichung dieser

Zielsetzungen akzeptiert werden kdnnen (swiss, 2003).

Weniger belastet durch ethische Bedenken sowie aufgrund einer Reihe besonderer
Eigenschaften erscheinen die adulten Stammzellen in Forschung und Medizin eine
vorteilhafte Alternative darzustellen. Eine Gegenuberstellung ist in Tabelle 1

wiedergegeben.

Tabelle 1: Embryonale versus adulte Stammzellen (Hamburg University Press, 2003)

embryonale Stammzellen adulte Stammzellen

pro e gut expandierbar
e pluripotent

leicht gewinnbar

keine ethischen Bedenken
zum Teil gut expandierbar
multipotent

gut vertraglich

autolog und allogen moglich

contra e ethische und rechtliche e Mangel an spezifischen

Bedenken Markern

schwierige Gewinnbarkeit

Gefahr der Abstol3ung

Immunsuppression notwendig

Gefahr eines Terato-

Carcinoms

e Mangel an spezifischen
Markern
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Als Teil der adulten humanen Stammzellen haben die mesenchymalen Stammzellen
(hMSCs) prinzipiell die Fahigkeit, sich in vitro zu vermehren und in verschiedene
Zelllinien zu differenzieren. Damit eignen sie sich im Rahmen des tissue engineering
potenziell als Quelle fUr die in vitro Herstellung einer Reihe nicht-hamatopoetischer
Gewebe (Buckwalter et al., 1995).

2.1 Ursprung und Herkunft von mesenchymalen Stammzellen

Gewebespezifische Vorlauferzellen, die in der Lage sind, in reife Gewebe bildende
Zellen zu differenzieren, wurden erstmals von Friedenstein und spater von Owen
beschrieben (Friedenstein et al., 1976; Owen et al., 1987). Sie isolierten
fibroblastenartige Zellklone (colony-Forming Unit Fibroblasts; CFU-F) aus dem
Stroma des Knochenmarks mit der Fahigkeit, in vitro knochen- und knorpelartige
Zellformationen zu bilden. Der Begriff der mesenchymalen Stammzelle
(Mesenchymal Stem Cell, MSC) wurde von Caplan gepragt (Buckwalter et al., 1995;
Bruder et al., 1994). Daneben existieren weitere Definitionen von undifferenzierten,
im Knochenmark lokalisierten Zellen, die initial schnell proliferieren und durch
exogene Faktoren und Interaktion mit anderen Zellen (Long et al., 1995) in die
osteogene (Long et al.,, 1995; Muragila et al., 2000; Joyner et al., 1997) oder
chondrogene Differenzierung (Johnstone et al., 1998) geleitet werden. Diese als
,Bone marrow stromal cells® (BMSCs) (Quarto et al.,, 1995; Muragila et al.,
2000),“Osteoprogenitor” (Long et al., 1995) oder fibroblastic colony-forming unit"
(CFU-F) (Joyner et al., 1997; Owen et al., 1988) bezeichneten Zellen sind nach ihrer

Herkunft und Isolierung aus dem Knochenmark beschrieben.

Bei den von den verschiedenen Autoren isolierten Zellpopulationen handelt es sich
streng genommen nicht in jedem Fall um mesenchymale Stammzellen
(MSCs)(Caplan et al., 1991), da sie durch die unterschiedlichen
Isolierungsprotokolle, nicht aber durch eine ausreichende Charakterisierung der
Zellen definiert sind. Dies wird durch zukunftige immunzytologische Untersuchungen
zu zeigen sein. Die haufig noch als Synonyme verwendeten Begriffe fur die

verschiedenen Zellpopulationen sind in der Tabelle 2 gegenlbergestellt.
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Tabelle 2: Synonyme fur den Begriff ,mesenchymale Stammzellen®

Bezeichnung

identifiziertes Zelltyp

Ursprung/Autor

Precursors of non-hematopoitic
tissue

Colony forming unit-fibroblast
(CFU-F)

Mesenchymal stem cells
(MSCs)

Marrow stromal cells

Bone marrow stromal (stem)
cells (BMSSCs) and/or Stromal
precursors cells (SPCs)

RS-1, RS-2, mMSCs (RS:
Recycling stem cell) (m: mature)

Multipotent adult progenitor
Cells (MAPCs)

Adherent cells of bone marrow that
include fibroblast-like cells, endothelial
cells, and monocytes/macrophage

Colonies of fibroblastic cells, with the
occasional monocyte/macrophage present

Cells defined by their selective attachment
to a solid surface

Adherent cells of bone marrow that
include and/or adherent fibroblast-like
cells, endothelial cells and colonies
monocytes/macrophage

Non-hematopoietic cells of mesenchymal
origin, displaying fibroblastic morphology

RS-1: thin, spindle-Shaped cells RS-2:
moderately thin, spindle-shaped cells
mMSCs: wider, spindle-shaped cells

Culture- derived bone marrow-derevid
progenitor cells

Meerschwein (Friedenstein et al.,
1970) Maus (Friedenstein et al.,
1976)

Mensch (Castro-Malaspina et al.,
1980) Maus (Friedenstein et al.,
1982; Mori et al., 1987)
Kaninchen (Owen et al., 1987)

Mensch (Caplan et al., 1991)

Maus (Prockop et al., 1997; Mori
et al., 1978; Piersma et al., 1985)

Maus (Dexter et al., 1974) Mensch
(Shi et al., 2002; Bianco et al.,
2000)

Mensch (Colter et al., 2000, Colter
et al., 2001)

Mensch (Reyes et al., 2001) Ratte
(Jiang et al., 2002)

Gegenwartig wird das Knochenmarkaspirat als ergiebigste Quelle fur MSCs
betrachtet (Pittenger et al., 1999). Daneben findet man sie auch im Fettgewebe (Zuk
et al., 2002), im Periost (Nakahara et al., 1991), in der Synovialmembran (De Bari et
al., 2001), in der Dermis (Young et al., 1998), in Perizyten (Brighton et al., 1992), im
peripheren Blut (Zvaifler et al., 2000), im Nabelschnurblut (Erices et al., 2000) und im
Muskelbindegewebe (Bosch et al., 2000).

Das Knochenmark besteht hauptsachlich aus drei Zelltypen: hamatopoetischen
Stammzellen und deren Nachfahren, Stromazellen (z.B. Fibroblasten, Adipozyten)
und endothelialen Zellen. Die hamatopoetischen Stammzellen wurden bereits

intensiv studiert und sind daher wohl die am besten charakterisierten Stammzellen

9
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(Lemischka et al., 1986; Sachs et al., 1987; Spangrude et al., 1988; Weissman et al.,
2000).

2.2 Eigenschaften von mesenchymalen Stammzellen

Undifferenzierte hMSCs besitzen die Fahigkeit, die Hamatopoese zu unterstutzen
indem sie das Milieu regulieren (Haynesworth et al., 1996; Koc et al., 2000). Ihnen
wird aulRerdem eine Funktion bei der Immunmodulation und -—suppression
zugeschrieben (Frassoni et al., 2002; Le Blanc et al., 2003; Le Blanc et al., 2004).
Daher werden sie in der allogenen Stammzellentransplantation zur Verhinderung und
Behandlung der Spender-gegen-Wirt-Reaktion eingesetzt. |hre quantitativ bedeu-
tenste Aufgabe wird jedoch darin gesehen, durch eine bedarfsgesteuerte stetige
Replikation und Differenzierung in die spezifischen Subpopulationen der einzelnen
mesenchymalen Gewebezellen die durch die begrenzte Lebenszeit bedingten
Verluste auszugleichen. Man bezeichnet die durch extrinsische Signale und
intrinsische Wachstumsfaktoren gesteuerten spezifischen Differenzierungsschritte als
mesengenen Prozess (Bruder et al.,, 1994; Horch et al., 1998; Long et al., 1995;
Quarto et al., 1995). Inzwischen ist es vielfach gelungen, diesen Prozess in vitro zu
simulieren. So konnen aus postnatalem Knochenmark isoliete hMSCs unter
entsprechenden Kultivierungsbedingungen in vitro in eine Reihe mesodermaler,
ektodermaler und endodermaler Gewebetypen differenzieren. Dazu gehoren
Knochen (Pittenger et al., 1999; Caplan et al.,, 1991; Friedenstein et al., 1987;
Beresford et al., 1989; Jaiswal et al., 1997), Knorpel (Pittenger et al., 1999; Lennon
et al., 1996; Johnstone et al., 1998; Machay et al., 1998), Sehnen und stromales
Bindegewebe (Young et al., 1998; Majumdar et al., 1998), Skelettmuskeln (Saito et
al., 1995; Wakitani et al., 1995; Ferrari et al., 1998), Herzmuskeln (Makino et al.,
1999; Fukuda et al., 2001), Fett (Pittenger et al., 1999; Dennis et al., 1996),
neuronales Gewebe (Azizi et al., 1998; Kopen et al., 1999), Nerven (Woodbury et al.,
2000), mesangiales Gewebe (Ito et al., 2001), Epithel von Leber, Lunge und Darm
(Jiang Y et al., 2002; Reyes et al., 2002) und Endothel (Oswald et al., 1987). Eine
Ubersicht der aus mesenchymalen Stammzellen hervorgehenden Gewebezellen
findet sich in Abbildung 1.

10
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Mesenchymale Stammzelle
-3 A~

1

Osteoblast Chondroblast Stromaler Praadipozyt
Fibroblast
oy I —
Jos,
o} st:.l ozyt Chondrozyt Stromazelle Adipozyt

Abbildung 1: Differenzierungspotenzial von humanen mesenchymalen
Stammzellen.

Das Schaubild stellt die Differenzierungslinien dar, in welche humane MSCs aus
Knochenmark bisher differenziert werden konnten. (verandert aus: Mesenchymal
stem cells of human adult bon marrow, Pittenger M und Marshak D in: Stem cell
biology. Marshak D, Gardner R und Gottlieb D, New York: Cold Spring Harbor
Laboratory Press; 2001)

Die von Friedenstein erstmals beschriebenen multipotenten Stammzellen aus dem
Stroma des Knochenmarks wurden spater durch verschiedene Forschergruppen
intensiv weiter untersucht und die Methoden verfeinert. Am haufigsten werden
hMSCs aus Knochenmarkaspiraten gewonnen und anschlieBend durch Dichte-
zentrifugation angereichert (Buckwalter et al., 1995; Johnstone et al., 1998). In der
Regel werden Nahrmedien bei 37 °C, 5 % Kohlendioxid-Atmosphare und
physiologischer Sauerstoffpartialdruck appliziert, was zu stark proliferierenden und
am Flaschenboden adharierenden Zellen fuhrt, die dann nach enzymatischer

11
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Ablésung von der Plastikoberflache subkultiviert werden. Als Beispiel daflr seien die
folgenden in der Literatur besonders haufig zitierten Protokolle genannt:

Nach Caplan werden hMSCs aus einem Percoll- bzw. Ficoll-Gradienten gewonnen
und nach Plastikadharenz in DMEM mit 10% selektioniertem FKS kultiviert (Lennon
et al., 1996; Haynesworth et al., 1992a; Haynesworth et al., 1992b; Lennon et al.,
1996). Mesenchymale Progenitorzellen (MPCs) nach Prockop werden aus einem
Ficoll-Gradienten gewonnen und nach Plastikadharenz in a-MEM mit 20% FKS
kultiviert (Colter et al., 2000; Prockop et al., 2001). STRO-1+ Zellen nach Simmons,
werden anhand des STRO-1 Oberflachenmarkers (Antikdrpers) mittels Flow-
Zytometrie isoliert (Simmons et al., 1991; Simmons et al., 1994; Gronthos et al.,
1994). Verfaillie identifizierte unter Glycophorin A selektierten, CD45 negativen
Zellen eine pluripotente Subpopulation der hMSCs, die Multipotent Adult Progenitor
Cells (MAPCs), die Adharenz auf Fibronectin- beschichtetem Plastik zeigen und in
DMEM mit 2% FKS und diversen anderen Zusatzen kultiviert werden (Reyes et al.,
2001; Verfalllie et al., 2003).

Besonders interessant fur den Einsatz im tissue engineering sind auch die folgenden
Entdeckungen: werden die aus dem Knochenmark isolierten hMSCs mit einer sehr
geringen Dichte von 1-10 Zellen /cm? ausgesiedelt, ist die Entstehung von Zellklonen
aus jeder einzelnen Zelle zu beobachten (Colter et al.,, 2000; Colter et al., 2001,
Kuznetsow et al., 1997). Mit wachsender Aussaatdichte sind solche Kolonien jedoch
zunehmend morphologisch heterogen. Sie setzen sich zusammen aus kurzeren, sich
schnell teilenden, und langeren, sich langsamer teilenden Zellen (Colter et al., 2000,
Colter et al., 2001; DiGirolamo et al., 1999; Sekiya et al., 2002). Pittenger et al.
beobachteten, dass aus humanem Knochenmark gewonnene und nach Caplan in
Langzeitkultur gehaltene hMSCs langere Zeit in einem undifferenzierten Status
verharren und dass Kolonien, die aus einer einzigen isolierten Zelle hervorgehen,
unter geeigneten Bedingungen entlang der osteogenen, adipogenen und

chondrogenen Linie ausreifen kdnnen.

Die Charakterisierung der hMSCs hinsichtlich ihrer Oberflachenmolekile, Zytokin-
sekrektion und sezernierten Extrazellularmatrix ist in der Literatur nicht einheitlich
beschrieben. Das Oberflachenantigen CD34, welches hamatopoetische Stammzellen

kennzeichnet, ist auf frisch isolierten hMSCs zum Teil nachweisbar und geht bei der
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Kultivierung in vitro verloren (Waller et al., 1995). Das urspringliche Vorhandensein
zeigt, dass es moglicherweise einen gemeinsamen Vorlaufer fir beide Populationen
gibt. Unterschieden werden sie durch das Antigen CD50, welches nur auf hMSCs
nachgewiesen werden kann (Pittenger et al., 1999; Waller et al., 1995). Eine weitere
Mdglichkeit der Charakterisierung der hMSCs nach Simmons ist die positive
Immunselektion durch den monoklonalen Antikérper (AK) STRO-1 (Simmons et al.,
1991; Simmons et al., 1994). Die so identifizierten hMSCs zeigen ebenfalls die
Fahigkeit der Differenzierung in Stromazellen, Gefallmuskelzellen, Adipozyten,
Osteoblasten und Chondrozyten (Dennis et al., 2002). Die monoklonalen AK SH2,

SH3 und SH4 identifizierten verschiedene, spezifische Antigene auf der

Tabelle 3: Oberflachenmarker, die von mesenchymalen Stammzellen exprimiert
werden (Pittenger et al., 1999; Pittenger et al., 2001)

Typ Bezeichnung CD-Nomenklatur
IL-1R CD121
IL-3R CD123
IL-4R CD124
Zytokinrezeptoren IL-6R CD126
IL-7R CD127
TNFR CD120
BFGFR -
Wachstumsfaktor- PDGFR CD140
Rezeptoren TGFRR -
ICAM-1 CD54
ICAM-2 CD102
VCAM-1 CD106
ALCAM CD166
extrazellulare LFA-3 CD58
Matrix-Rezeptoren Endoglin (SH2) CD105
Hyaluronsaurerezeptor CD44
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Integrine:
a1, a2 CD49a, CD49b
a3, aA CD49c, CD49%e
aV, 31 CD51, CD29
R3, R4 CD61, CD104
Ecto-5'Nucleotidase (SH3) | CD73

andere Thy-1 CD90
IFNSR CD119

Zelloberflache von hMSCs nach Caplan, die auf Osteozyten und Osteoblasten nicht
mehr nachweisbar sind (Haynesworth et al., 1992a). Das SH2 -Antigen ist spater als
Endoglin (CD105), dem Rezeptor fur TGF-R3, identifiziert worden, welcher eine
grol3e Rolle bei der Induktion der chondrogenen Differenzierung von hMSCs spielt
(Barry et al., 1999). SH3 und SH4 wurden als verschiedene Epitope des
Oberflachenantigens CD73 erkannt, dessen Rolle bei der Differenzierung der hMSCs
noch diskutiert wird (Barry et al., 2001). Des Weiteren sind undifferenzierte hMSCs
auch Uber die Expression des Granulozytenkolonie stimulierenden Faktors (G-CSF),
des Stammzell-Faktors (SCF), des Makrophagen- stimulierenden Faktors (MSF) der
Interleukine 6 und 11 und durch ein cDNA-Array identifizierbar. Die Tabelle 3 gibt
eine Ubersicht Uber die zur Charakterisierung von mesenchymalen Stammzellen

eingesetzten Oberflachenmarker.

2.3 Plastizitat der Stammzellen

Als Plastizitat bezeichnet man das Phanomen, dass adulte Stammzellen eines
Gewebes in Zellen eines anderen Gewebes differenzieren konnen. Der Mecha-
nismus der Plastizitat wird zur Zeit noch kontrovers diskutiert (Raff et al., 2003). Die
verschiedenen Vorstellungen zur Erklarung der beobachteten Effekte sind
schematisch in der Abbildung 2 dargestellt: Transdifferenzierung, De-Differenzierung,
Existenz multipler Stammzellen oder Zellfusion (Wagers et al., 2004). Wahrscheinlich
spielen umgebungsabhangige Faktoren eine zentrale Rolle bei der Repro-

grammierung der Zelle.
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A Transdifierenzierung B De-Differenziening C Muliiple Stammzellen D Pluripotente Stammzelle E ; Zellfusion
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Abbildung 2. schematische Dastellung der mdglichen Mechanismen der

Q
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—-—

Stammzellplastizitat.

(A) Transdifferenzierung. (B) De-Differenzierung. (C) Vorliegen multipler
Stammzellen bzw. (D) einer pluripotenten Stammzelle. (E) Fusion determinierter
Zellen. Die Keimblatt- bzw. Lineage-Grenzen werden durch die gepunktete Linie

symbolisiert. (Abbildung modifiziert nach Wagners and Weissman 2004).

2.4 Therapeutische Verwendung von mesenchymalen

Stammzellen
Der mdgliche therapeutische Nutzen mesenchymaler Stammzellen war von Anfang
an Motivation fur die Entwicklung verschiedener Tiermodelle. Reichten zunachst
Untersuchungen an Kaninchen, Maus und Ratte zur Gewinnung allgemeinerer
Erkenntnisse, wurden spater eher Grofdtiermodelle wie Hund, Schaf und Schwein
bevorzugt, um bereits speziellere, auf den klinischen Einsatz am Menschen zielende
Fragen zu beantworten (Zander et al., 2002). Letztere rekrutierten sich aus
naheliegenden Grinden zunachst hauptsachlich aus dem Gebiet der Orthopadie
sowie Mund- und Kieferchirurgie zur Unterstutzung der Knochenneubildung.
Inzwischen hat sich die Basis fur therapeutische Anwendung mesenchymaler
Stammzellen erheblich verbreitet wie man an den im folgenden angeflhrten

Beispielen erkennen kann.
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2.4.1 Immunsuppression

Die Beobachtung, dass adulte humane MSCs die Proliferation von T-Lymphozyten
und die zellvermittelte Lympholyse cytotoxischer Lymphozyten hemmen (Di Nicola et
al., 2002) und somit immunsuppressive Eigenschaften haben (Le Blanc et al., 2004),
spielt vor allem im Bereich der allogenen Knochenmarktransplantation eine wichtige
Rolle. So kann z. B. die gleichzeitige Verabreichung von MSCs bei der Trans-
plantation hamatopoetischer Stammzellen eine Spender-gegen-Wirt-Reaktion ab-
schwachen oder teilweise verhindern (Frassoni et al., 2002). Le Blanc et al (2004)
zeigten in einer Einzelfallbeschreibung, dass eine therapierefraktare Spender-gegen-
Wirt-Reaktion Grad IV nach einer haploidenten Stammzell-Transplantation durch die

nachfolgende intravendse Gabe von MSCs geheilt werden konnte.

2.4.2 Gentherapie

Die logische Erganzung des cell engineering ist die Gentherapie (Morgan et al.,
1998; Andree et al., 1998). Hierbei werden Gensequenzen von Wachstumsfaktoren
entweder durch einen ex vivo oder in vivo Ansatz durch virale Vektoren (Mdller et al.,
2000) oder non-virale Methoden (Andree et al.,, 1998), als Plasmide in die Zellen
geschleust. Die Lipofektion (Felgner et al., 1989) wurde als inzwischen breit
akzeptierter Ansatz der Gentherapie in das tissue engineering eingefuhrt (Schaefer
et al., 1999; Andree et al., 1998). Nach erfolgreicher Transfektion exprimieren die
Zellen das gewulnschte Polypeptid. Sowohl Chondro- als auch Osteoblasten wurden
durch Lipofektion mit den Wachstumsfaktoren EGF, bFGF und letztere auch mit
VEGF transfiziert. Es zeigte sich eine transiente Sekretion des Faktors mit einem

therapeutischen Effekt auf die Proliferation der Zellen (Schaefer et al., 1999).

2.4.3 Knochenrekonstruktion

Bereits 1998 wiesen Bruder et al. nach, dass unter Verwendung pordser Matrices
aus Hydroxylapatit und B-Tricalciumphosphat, die mit autologen hMSCs beladen
werden, bei Defekten an langen Rdéhrenknochen von ausgewachsenen Hunden
signifikant mehr Geflecht- und Lamellenknochen gebildet wird als bei unbeladenen
Matrices. Eine starkere Kallusbildung durch den Einsatz der Zell-Matrix-Verbindung
konnte auch bei Schafen beobachtet werden (Kon et al., 2000). Aktuelle in vitro

Studien weisen eine weitere Verbesserung der Adharenz, Proliferation und
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osteogenen Differenzierung der mit hMSCs beladenen Matrices nach (EI-Amin et al.,
2002).

Die Transplantation von hMSCs zur Reparatur groler Knochendefekte beim
Menschen ist bisher noch nicht publiziert. Derzeit befinden sich jedoch schon
klinische Studien von Osiris Therapeutics in der Phase | bis Il der Erprobung.
Zugrunde liegen Erfahrungen wie etwa die einer erfolgreichen Transplantation von
autologen Periostzellen zur Sinusboden-Augmentation. Die Periostzellen wurden
daflr zuvor in Gegenwart von autologem Serum in vitro expandiert und in eine Matrix
aus Ethysorb eingebettet (Schmelzeisen et al., 2003). Hier zeigte sich ahnlich wie bei

Hund und Schaf eine rasche Neubildung von Knochensubstanz.

In analoger Weise konnten mesenchymale Stammzellen eingesetzt werden, die aus
Knochenmarkaspiraten gewonnen und durch Dichtezentrifugation angereichert
wurden (Joyner et al., 1997). Die in vitro kultivierten hMSCs lassen sich bereits in
ausreichendem Male proliferieren und durch Addition von Osteoinduktoren in
osteogene Zellen differenzieren, die durch Expression knochenspezifischer Marker
wie alkalische Physphatase und Osteoclastin charakterisiert sind. Allerdings ist dabei
eine mit zunehmender Differenzierung einhergehende Verlangsamung der Prolife-

rationsrate der Zellen noch nicht zu vermeiden.

Als im Sinne der Zielsetzung sehr vorteilhaft erwies sich die hohe Tendenz der
gewonnenen hMSCs Populationen zur Adharierung an verschiedenen pordésen
knochenahnlichen Biomaterialien, die schon bisher Einsatz bei der Stopfung von
Knochendefekten fanden. Inzwischen wurden verschiedenen Methoden zur
Besiedlung entwickelt, von denen nur die dynamische Methode in Suspensionskultur
und die Vakuumaspiration viskdser Osteoblastensuspensionen erwahnt seien
(Schaefer et al., 1999). Anschliel3end konnen die Konstrukte weiter in vitro in einer
Perfusionskammer gezlchtet werden (Sittinger et al., 1997). Zum Nachweis des
osteogenetischen Potenzials solcher mit humanen Osteoblasten praparierten Trans-
plantate wurden sie subcutan in immuninkompetente Nacktmause implantatiert, wo
sich 8 Wochen spater eine ektope Ossifikation als Folge appositionellen
Knochenwachstums auf dem Biomaterial fand. Die Mdglichkeit der Praformierung

des Materials, z.B. durch Computer assisted design (CAD) anhand von Daten einer
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3D-Computertomographie, stellt die Herstellung fast beliebiger dreidimensionaler
Formen zur Rekonstruktion von Schadel- oder Réhrenknochendefekte ,custom-
made” in Aussicht (Schaefer et al., 1999).

2.4.4 Gelenk-Knorpelrekonstruktion

Als Beispiel flr einen weiteren moglichen therapeutischen Einsatz mit guten
Erfolgsaussichten sei noch kurz auf die in vitro -Herstellung von Knorpel-Knochen-
Konstrukten zur Behandlung von Gelenkknorpeldefekten eingegangen. Viele
Menschen leiden unter degenerativ bedingten Gelenkschmerzen, die meist zu einer
Einschrankung der Bewegungsfahigkeit fihren. Die Mdglichkeit der Reparatur von
Knorpelschaden, hervorgerufen durch Entzindung, Verletzung und/oder
Degeneration, mit Hilfe von hMSCs ist deshalb von groflem Interesse. Die
chondrogene Differenzierung von hMSCs ist von einer Vielzahl von Faktoren, ein-
schlieBlich der Parameter Zelldichte, Zelladhasion und Zusatz von Wachstums-
faktoren, abhangig (Johnstone et al., 1998). Eine auf die Einbringung von hMSCs
basierende Moglichkeit zur Reparatur von Gelenkknorpeldefekten in Kombination mit
naturlichen und synthetischen Tragermaterialien ist am Tier bereits untersucht
worden (Caplan et al., 1997). Einschlagige Ergebnisse beschranken sich bisher
allerdings auf die Verwendung von reifen Chondrozyten, die zuvor aus dem
Gelenknorpel isoliert wurden (Konig et al., 2003). Das Dilemma dieses Ansatzes
liegt darin, dass die Gewinnung einer ausreichenden Anzahl autologer Zellen einen
grolkeren Knorpeldefekt hinterlassen wirde als der zu reparierende Schaden. Als
Ausweg bieten sich prizipiell zwei Alternativen an, entweder in vitro Expansion der
primaren Chondrozyten oder chondrogene Differenzierung von in vitro proliferierten
hMSCs zu reifen Chondrozyten. Inzwischen wurden beide experimetellen Ansatze

mit zum Teil groRem Aufwand verfolgt, allerdings bisher nur teilweise erfolgreich.

Der Vollstandigkeit halber sein noch erwahnt, dass auch versucht wurde,
ausreichende Mengen von autologen reifen Chondrozyten aus anderen Organnen
wie zum Beispiel aus hyalinem Rippenknorpel zu gewinnen (Klemt et al., 1998). Hier
ist jedoch noch nicht bestatigt, ob die aus Rippenknorpel stammenden Chondrozyten
in der Lage sind, Knorpelgewebe mit den fur den Gelenkknorpel erforderlichen

Eigenschaften zu bilden.
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Primare Chondrozyten verlieren in vitro beim Versuch der Vermehrung nach und
nach ihren differenzierten Phanotypus, erkennbar an der Erlangung einer fibroblas-
toiden Morphologie und dem Verlust der Fahigkeit zur Bildung von Kollagen des
Typs Il und als Folge davon auch der Bildung von hyalinem Knorpel. Es wurde zwar
seither sehr intensiv wenn auch bisher erfolglos nach Mdglichkeiten gesucht, diesen
als Dedifferenzierung bezeichneten Prozess wieder rickgangig zu machen. Dieses
meist als Redifferenzierung bezeichnete Verfahren konnte bisher nur bei verschie-

denen Tiermodellen zufriedenstellende Ergebnisse liefern (Domm et al., 2000).

Diese Befunde scheinen zunachst nicht mit der Tatsache im Einklang zu stehen,
dass es eine seit mehr als einem Jahrzehnt klinisch eingefuhrte Methode zur
Therapie von Gelenkflachenschaden gibt, die auf der Verwendung in vitro
expandierter reifer Chondrozyten beruht, die 'Autologe Chondrozytentransplantation'
(ACT) (Brittberg et al., 1994). Die vorzugsweise aus den Gelenkflachen der Patienten
isolierten Chondrozyten werden unter Inkaufnahme der Problematik der De-und
Redifferenzierung in 7-14 Tagen auf eine fur die Transplantation ausreichende
Zellzahl gebracht (Klemt et al., 1998; Domm et al., 2000; Moller et al., 2000). Dabei
wird die Moglichkeit genutzt, dass das Ausmald der Dedifferenzierung und damit der
Verlust der Fahigkeit zur Bildung von biomechanisch kompetentem Knorpelgewebe
erst mit der Zeit langsam zunehmen. Allerdings bleibt dabei in jedem einzelnen Fall
ungwiss, welcher Qualitat die schlieBlich implantierten Zellen sind. Auch eine
nachtragliche Analyse einer Biopsie des sich im Laufe der Zeit bildenden Ersatz-

gewebes verbietet sich aus ethischen Grinden.

Die Vermeidung dieser Problematik ist nur moglich, wenn man nicht versucht, Zellen
zu implantieren, sondern funktionelle Gewebe, die zuvor mit Hilfe der Methoden des
tissue engineering in vitro hergestellt wurden. Bei der Entwicklung tragfahiger
Strategien mit diesem Ziel stie® man schon bald auf weitere Probleme. Es wurde
klar, dass es nicht reichen wurde, lediglich passend geformte Knorpelsticke in die
geschadigten Areale von Gelenkflachen zu verpflanzen, da Knorpelgewebe
einerseits ausreichend fest auf der subchondralen Knochenlamelle haften muss,
andererseits aber nicht nach Implantation damit verwachst. Als Implatate konnten
also nur sandwichartige osteochondrale Konstrukte in Frage kommen, wobei ein

Tragermaterial eingesetzt werden muss, von dem die Integration in den Knochen
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erwartet werden kann. Daraus resultierten im Wesentlichen nur zwei alternative
Vorstellungen wie dieses Ziel im Rahmen des tissue engineering erreicht werden
konne:

- Die Verwendung eines praformierten biphasischen Biomaterials (Composite) oder

- die Fusion von fertigen Knorpel- und Knochenkomponenten.

Beide Ansatze wurden im Tierversuch erprobt. Im ersten Ansatz wird ein
synthetisches Composite mit Zellen, die aus MSCs gewonnen wurden, besiedelt und
die osteochondrale Differenzierung durch exogene Faktoren induziert (Angele et al.,
1999). Im zweiten Ansatz wird eine Knorpelkomponente aus formbarer Matrix und
Chondrozyten, sowie eine Knochenkomponente aus porésem Biomaterial und
Osteoblasten hergestellt und anschlielend zu einem osteochondralem Konstrukt
fusioniert (Schaefer et al., 1999). Entscheidend ist hierbei die stabile Verbindung der
glatten, differenzierten Knorpelschicht, die zur Verankerung im Schaft des Knochens
dient. In eigenen Versuchen gelang dies mit primaren Chondrozytenkulturen und
Osteoblasten aus MSCs. Im ektopen Tiermodell entwickelte sich ein stabiles
osteochondrales Konstrukt mit Knorpelschicht und vaskularisiertem Knochenzapfen.
Entscheidend fur die Rekonstruktion von Knochengewebe ist die Bildung eines
Gefallnetzes zur Durchblutung des Konsturkts, um die Oxygenisation der Osteo-
blasten nach der Implantation zu gewahrleisten. Ansatze zur Angiogenese sind
zusammengesetzte Konstrukte aus osteo- und angiogenen Zellen oder die Induktion
der Vaskularisation durch angiogene Wachstumsfaktoren (Schaefer et al., 1999). Bis
zur Sicherstellung einer schnellen Neovaskularisation bleiben die Konstukte noch auf

kleine GrofRen, die durch Diffusion ernahrt werden, limitiert.

2.5 Stammzellen und Tissue engineerung
Viele vererbte oder erworbene Erkrankungen sind mit chronischen oder akuten
Gewebe- und Organausfallen verbunden, die mit den derzeitig verfugbaren Mitteln
des Gewebe- und Organersatzes nur unzureichend therapiert werden kénnen. Der
Einsatz von Stammzellen erlaubt es, in Zukunft dabei neue Wege zu gehen, um
einen biologisch vertraglichen, funktionellen Zell- und Gewebeersatz im Rahmen
eines tissue engineering zu entwickeln. Damit entsteht mittelfristig ein Forschungs-
und Anwendungsbereich, der durch flieBende Ubergange zwischen Stammzell-
forschung und tissue engineering gekennzeichnet ist. Aus der Stammzellforschung
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wird das Potenzial der Stammzellen eingebracht, Zellmaterial in vitro zu vermehren
und zu differenzieren. Aus dem tissue engineering werden unter anderem Know-how
und Methoden eingebracht, den Differenzierungsprozess und die Funktionalitat der
Zellen durch gezielte Gestaltung ihrer Umgebung (Zell-Zell-Kontakte, Zell-Matrix-
Interaktionen) und die Gabe von Wachstumsfaktoren in der gewlinschten Weise zu
beeinflussen. Durch die Zusammenflihrung dieser Kompetenzen kdénnte erreicht
werden, dass die Zellen einen gewebe- oder organahnlichen Zellverband bilden
(Bianco et al.,, 2001). Damit konnten Herzklappen, Blutgefalle, Lungen-, Urothel-
(Harnblase/Harnleiter), Leber-, Darm- und Nierengewebe, kunstliche Bauchspeichel-
druse, Haut, Knochen, Knorpel und Bindegewebe erzeugt werden. Am weitesten
fortgeschritten und schon in der klinischen Anwendung sind die Herstellung von
Haut, Knorpel und Knochen mit Hilfe des tissue engineering aus adulten, meist
autologen (d. h. patienteneigenen) Stammzellen (Griffith et al., 2002; Stock et al.,
2001). Selbst eine kunstliche Harnblase wurde schon im Tierversuch erprobt
(Oberpenning et al., 1999).

Daruberhinaus offnet sich — wie bereits oben erwahnt - die Mdglichkeit, die zu
transplantierenden Gewebe mit Hilfe gentechnischer Modifikationen in vitro zu
modifizieren und damit Defekte, wie zum Beispiel fehlende Enzymfunktionen zu
beheben. Zwar scheint die Vorstellung der Zuchtung von ganzen bioartifiziellen
Organen (z. B. Niere, Bauchspeicheldrise, Herz) mit Hilfe von Stammzellen heute
noch im Bereich des Utopischen zu liegen, doch ist der Aufbau derart komplexer
Strukturen durch Methoden des tissue engineering grundsatzlich denkbar. So sind
zur Zeit noch verschiedene wichtige Fragen ungeldst, zum Beispiel, wie die
Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung der bioartifiziellen Gewebe und Organe
gewahrleistet werden soll. Dazu mussten zunachst die Kenntnisse Uber die
Neubildung von Blutgefallen erweitert werden, da der Anschluss des bioartifiziellen
Gewebes oder Organs an das BlutgefalRsystem des Empfangers essentiell ist (Martin
et al., 2001).
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Tabelle 4: Anwendungen des Tissue Engineering, Zielorgane und die hierfir

bendtigten Zelltypen (Martin et al., 2001)

Zielorgan Bendotigter Zelltyp
Herzklappe Endothelzellen, Myofibroblasten
Gefale Endothelzellen, Myofibroblasten
Lungen Pneumozyten
Leber Hepatozyten
Niere Epithelzellen des Nierentubulus

Harnblase/Harnleiter

Urothelzellen

Pankreas Inselzellen
Darm Enterozyten
Haut Epithelzellen
Knochen Osteoblasten
Knorpel Chondrozyten

Bindegewebe

Fibroblasten

Tissue engineering ist eine interdisziplinare, angewandte Wissenschaft zur Wieder-
herstellung von defekten Organfunktionen (Langer et al., 1993). Wichtige Prinzipien
sind die Implantation von Biomaterialien entweder unterstitzt durch induktive
Proteine (Stevenson et al., 1994; Yasko et al., 1994) bzw. deren Gensequenzen
(Morgan et al., 1998) oder durch histogene Zellen (Bruder et al., 1994; Horch et al.,
1998; Kadiyala et al., 1997). Beide Prinzipien - Induktion bzw. Regeneration aus sich
heraus - haben ihre Indikationen.

Die Idee des Tissue engineering auf der Basis von Stammzellen stitzt sich
ursprunglich auf Erkenntnisse aus der Embryonalentwicklung: Hier sind spezifische
Progenitorzellen mittelbar fur die Bildung der Gewebe einschliellich der Funktions-
zellen und der extrazelluldaren Matrix verantwortlich. Das heif3t, also auch die
Produktion von extrazellularen Bestandteilen der Gewebe wie Kollagenen,
Hyaluronsaure, Proteoglykanen und Fibronectin wird im Rahmen der Reifung der
Gewebe Uber sequentielle Signaltransduktionprozesse von Zellen der Gewebe
kontrolliert (Urist et al., 1983; Buckwalter et al., 1995). Der Prozess setzt sich spater

fort. Auch die reifen Gewebe unterliegen im Laufe des gesamten Lebens einer
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analog gesteuerten kontinuierlichen Remodellierung was sich in einer sich standig
andernden molekularen und zellularen Zusammensetzung bis ins Alter niederschlagt
(Buckwalter et al., 1995). Kein Gewebe besteht zudem aus phanotypisch vollig

einheitlichen Zellen.

Dies fihrte zur Entwicklung konkreter Vorstellungen tber neue Madglichkeiten zur
Geweberekonstruktion: Danach sind proliferierende Progenitorzellen in der Lage,
sich dreidimensional zu orientieren und zu gewebebildenden Zellen zu differenzieren,
wenn sie mit oder ohne biologische Tragermaterialien in einen Gewebedefekt
gebracht werden. Entscheidend ist ihre Fahigkeit, auf Zell-Zell-Kontakte und die
spezifischen Signalstoffe der neuen in vivo -Umgebung im Sinne der Gewebebildung
zu reagieren und damit einen quasi ,naturlichen® Heilungsprozess aus Chemotaxis,
Migration und Reparatur nachzuvollziehen (Caplan et al., 1991). Optimal werden die
Konstrukte fest integriert und Ubernehmen die organotypische Funktion. Im
konkreten Fall ist die Geweberegeneration jedoch ein sehr komplexer, mehr-
schrittiger und multifaktorieller Prozess, der perfekt koordiniert werden muss. Zudem
ist in einer komplexen chirurgischen Situation die Hand eines geschickten Chirurgen
erforderlich, um alle Variablen entsprechend den klassischen Transplantationstech-

niken ausreichend zu berucksichtigen.

Die multipotente mesenchymale Stammzelle (MSC) ist bereits seit langem For-
schungsobjekt mit dem Ziel der Rekonstruktion verschiedener Stlitzgewebe (Caplan
et al., 1991). Als frihes Beispiel dafur sei eine Arbeit von Kadiyala et al. angefiihrt.
Die Autoren zeigten, dass segmentale Defekte im Rattenfemur mit osteogenen
Zellen, die aus hMSCs gewonnen wurden, schneller heilen als die Vergleichs-
kontrollen ohne Zellen (Kadiyala et al., 1997). Zuvor hatte Quarto bei Versuchen zur
in vitro Kultivierung von Stammzellen eine altersabhangige Abnahme bei deren
Gewinnung aus Patienten-Aspiraten festgestellt und auf die Notwendigkeit der ex
vivo Vermehrung von osteogenen Stammzellen bei alteren Menschen hingewiesen
(Quarto et al., 1995).

Die Implantation von Progenitorzellen in einen Organdefekt reprasentiert zur Zeit
noch die am haufigsten praktizierte therapeutische Anwendung von adulten Stamm-

zellen. Doch gewinnt inzwischen auch ein alternativer Ansatz mehr und mehr an
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Bedeutung. Ihm liegt die Idee zugrunde, reife differenzierte Zellen zur extrakor-
poralen Gewebeneubildung einzusetzen, die zuvor durch in vitro -Proliferation und -
Differenzierung aus autologen Stammzellen gewonnen wurden. Einschlagige
Erfahrungen stammen vor allem aus experimentellen Untersuchungen mit Zellen

mesenchymalen Ursprungs.

Unbehandelte Gelenkknorpel-Defekte unterliegen einer fortschreitenden Degenerie-
rung des Knorpels, weil geschadigtes funktionelles Knorpelgewebe stets von neuem
durch biomechanisch minderwertiges Narbengewebe ersetzt wird. Die zur Zeit am
haufigsten applizierte Behandlung ist die ,Autologe Chondrozyten-Transplantation®,
bei der in vitro proliferierte Chondrozyten in den Defekt gespritzt werden, wo sie
Dank einer zuvor angebrachten Membran in ausreichender Konzentration lokalisiert
werden konnen (Brittberg et al., 1994). Das Verfahren leidet allerdings unter der
Mdglichkeit, dass auch nach dieser Behandlung die Bildung von minderwertigem
Narbengewebe nicht vermieden werden kann. Die bessere Alternative ware hier
ohne Zweifel die Implantation von in vitro mit Hilfe der Methoden des tissue
engineering hergestelltem Gelenkknorpel in den Defekt. Es ist seit langem bekannt,
dass frisch isolierte, sogenannte primare Knorpelzellen in der Lage sind, in vitro
Knorpelgewebe mit der fur die hyaline Knorpelmatrix charakteristischen Zusammen-
setzung aus Kollagen Typ Il und Glucosaminglykanen zu synthetisieren. Der neuge-
bildete Knorpel zeigt dartberhinaus biomechanische Eigenschaften hinsichtlich des
Elastizitatsmoduls, die dem des nativen Gelenkknorpels ahneln. Weiterer Vorteil
dieser Methode ist die Moglichkeit der minimal-invasiven Implantation unter
Vermeidung einer Arthrotomie, wie sie bei der gegenwartigen autologen
Knorpelzelltransplantation mit Periostlappen notwendig ist. Durch tissue engineering
hergestellter Knorpel muss histologisch auf seine Morphologie und physikalisch auf

seine organotypische biomechanische Funktion getestet werden (Peritti et al., 1999).

Nachteiligerweise differenzieren Chondroblasten aus hMSCs zu hypertrophen und
kalzifizierenden Chondrozyten (Johnstone et al., 1998). Aus diesem Grund werden
Knorpelzellen derzeit aus organotypischen Biopsien gewonnen (Domm et al., 2000;
Moller et al., 2000). Zur Vermehrung einer Dedifferenzierung in der
zweidimensionalen Kulturschale konnen die Zellen ohne Vermehrung in vitro als

primare Chondrozytenkultur gezichtet werden (Domm et al., 2000).
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Obwohl Knochengewebe die Fahigkeit zur Eigenheilung besitzt, kann diese in
besonderen Fallen, bei traumatischen oder onkologischen Defekten, Dysgenesien
oder Osteopenie gestort sein (Quarto et al., 1995; Klemt at al., 1998). Derzeit werden
diese Defekte als goldener Standard durch autogene Knochentransplantationen
aufgeflllt, die ein Defekt an der Spenderstelle hinterlassen (Younger et al., 1989).
Tissue engineering bietet die Mdoglichkeit, die Morbiditat der Spenderstelle durch
Minimierung der Probe zu reduzieren. Durch die ex vivo Vermehrung koénnen
osteogenetische Zellen aus mesenchymalen Stammzellen amplifiziert (Bruder et al.,
1994; Caplan enet al., 1991) und v.a. beim alteren Petienten in ausreichender Menge
in Defekte eingebracht werden (Quarto et al., 1995). Die Wahl des Konstrukts oder
die Anpassung an den Defekt durch in situ Modellierung (Schaefer et al., 1999). Aus
diesen Grunden ist die Knochenrekonstruktion durch tissue engineering den
bisherigen Methoden Uberlegen und bietet nicht nur die biotechnologische Ldésung
der bekannten Probleme Spendermorbiditat, Immunogenitat und Implantatiockerung

sondern auch eine Erweiterung der Indikationen und Therapiemdglichkeiten.

Pluripotente embryonale Stammzellen (ESs) kdonnten eine Quelle fir Stammzellen
der endo, mes- und ektodermalen Linie sein, so dass aus einer Zelle mehrere
Gewebe generiert werden konnen (Chen et al., 1997). Somit konnten komplexe
Organe, die aus mehreren Geweben bestehen, durch unterschiedliche Differen-
zierung von ESs in einem sequentiellen Differenzierungsprozess zu verschiedenen
spezialisierten Progenitorzellen, entwickelt werden. Intensive Studien zum ex vivo
Verhalten von allogenen embryonalen Stammzellen, einer moglichen Immunogenitat,
dem Verlust der Kontaktinhibition, ihrer De- und Redifferenzierungsfahigkeit sind
jedoch notwendig (Chen et al., 1997).

Die Entwicklung von tissue engineering -Produkten erfordert das Verstandnis der
physiologischen Regenerationsprozesse und eine interdisziplinare Kooperation von
Medizinern, Biologen und Materialforschern. Die Effizienz der Produkte muss durch
den klinischen Einsatz und stringente Erfolgskontrollen demonstriert werden. Sowohl
die Entwicklung als auch die Testung wird dabei durch den erfahrenen Chirurgen

geleitet.
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2.6 In vitro Differenzierung von mesenchymalen

Stammzellen

2.6.1 Adipogene Differenzierung

In der rekonstruktiven und plastischen Chirurgie besteht ein standig wachsender
Bedarf an geeigneten Transplantaten, um Weichgewebsdefekte, wie sie z.B. nach
Tumorresektionen auftreten, erfolgreich rekonstruieren zu konnen. Derzeit in der
Klinik angewandte Materialien wie Kollagenpraparate oder Silikonimplantate haben z.
T. wesentliche Nachteile wie die Langzeitresorption bzw. die Gefahr der Bildung
fibrotischer Kapseln. Kérpereigenes Fettgewebe stellt das natirliche Fullmaterial dar,
kann jedoch nur mit extrem grof3em chirurgischem Aufwand erfolgreich transplantiert
werden. Die Zichtung von Fettgewebe mit den Methoden des tissue engineerings
stellt eine vielversprechende Alternative zu den derzeit verfigbaren Behandlungs-

weisen dar (Beahm et al., 2003).

Grundsatzlich werden gegenwartig zwei unterschiedliche Strategien verfolgt, um
Fettgewebe in vivo aufzubauen (Weiser et al., 2007). Zum einen kann die de novo
Synthese von Fettgewebe direkt im Korper angeregt werden, indem pro-adipogene
Faktoren, wie z.B. bFGF oder Insulin, im zu flullenden Defekt appliziert oder
freigesetzt werden. Die zweite Strategie beinhaltet die Transplantation von Fett-
vorlauferzellen wie sie im Fettgewebe oder differenzierten Adipozyten vorkommen.
Derartige Vorlauferzellen haben Stammzellcharakter, d.h. sie kbnnen zunachst in
vitro unter geeigneten Bedingungen vermehrt werden, um fur die klinische
Applikation ausreichende Mengen zu erhalten. Differenzierte Adipozyten erhalt man
daraus oder aus den multipotenten hMSCs autologer Knochenmarksbiopsien durch
in vitro Kultivierung unter dem Einfluss von 1-Methyl-3-Isobutylxanthin, Dexa-

methason und Insulin. (Neubauer et al., 2004; Neubauer et al., 2005).

2.6.2 Myogene Differenzierung

Brust- und Viszeralfettgewege enthalt nach aktuellen Analysen neben Adipozyten
auch Endothelzellen, glatte Muskelzellen, Blutzellen, Gewebemakrophagen und
mesenchymale Stammzellen. Letztere haben das Potential, in vitro in mesodermale

Zellen wie unter anderem Myoblasten und Kardiomyozyten zu differenzieren.
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Experimentelle Daten, die die Hypothese unterstutzen, dass in der Stromazellfraktion
des Fettgewebes in der Tat multipotente Stammzellen existieren, wurden von Cousin
und Planat vorgelegt. Nach 3-wochiger Inkubation von Zellen aus der
Stromazellfraktion des Fettgewebes im myogenem Medium (DMEM, 10%FKS,
5%Pferdeserum, 50 uM Hydrocortison) kommt es typischerweise zur Ausbildung von
kleinen longitudinalen, vielkernigen Zellen, die im weiteren Verlauf fusionieren und
uber 6 Wochen deutlich an GroRe zunehmen. In solchen Zellen liel? sich sowohl
immunologisch wie auch mit Hilfe von RT-PCR Analysen die Expression von MyoD1,
einem myogenen Regulationsfaktor, sowie von Myosin Heavy Chain nachweisen.
(Cousin et al., 2003; Planat et al., 2003)

2.6.3 Osteogene Differenzierung

Die molekularen Mechanismen der osteogenen Differenzierung und deren Regu-
lation durch Wachstumsfaktoren sind nach wie vor Objekt intensiver Forschung. Die
multipotenten, potenziell hochproliferativen hMSCs entwickeln sich unter dem
Einfluss von Glucocortikoiden (Dexamethason), Ascorbinsdure und B-Glyzerophos-
phat schrittweise Uber Osteoprogenitorzellen und Pra-Osteoblasten zu Osteoid
produzierenden Osteoblasten, die in die verkalkende Interzellularsubstanz einge-
schlossen sind. Die im letzten Schritt der Entwicklungskaskade entstehenden
Osteozyten sind nicht mehr teilungsfahig. Sie dienen der Regulation des Calcium-
und Phosphatspiegels und steuern die Aktivitat der Knochen um- und abbauenden

Osteoklasten.

Dexamethason fordert vor allem die Proliferation und unterstitzt die Differenzierung
(Bellows et al, 1990) wahrend Ascorbinsaure unter anderem fur den
Aktivitatsanstieg der Alkalischen Phosphatase verantwortlich ist und die Produktion
von Osteocalcin unterstitzt, einem Hydroxylapatit bindenden Protein der
Knochenmatrix. (Liu et al., 1999). Organisches und freies Phosphat spielen eine
Rolle bei der Mineralisation und Modulation der Osteoblastenaktivitat und
beeinflussen die Produktion des osteogenen Schlisselgens cbfal (Core Bindung
Factor alpha1) (Tenenbaum et al., 1992; Beck et al., 2000).

Die osteogene Differenzierung von hMSCs ist vor allem erkennbar an einer

deutlichen Veranderung der Zellmorphologie sowie des Musters der exprimierten
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Oberflachenmarker und extrazellularen Matrixmolekule. So sind die Antikdrper SH-2,
SH-3 und SH-4 auf den Osteoprogenitorzellen nachweisbar, fehlen aber auf den
Osteoblasten (Haynesworth et al., 1992a). Daneben wird ein Anstieg der Aktivitat der
Alkalischen Phosphatase, eine veranderte Expression der Osteocalcin-mRNA und
eine extrazellulare Deponierung von Hydroxylapatit beobachtet. (Jaiswal et al., 1997;
Beresford et al., 1994; Rickard et al., 1996).

Progenitorzellen werden funktionell definiert als Vorlauferzellen, die in eine oder
mehrere Linien differenzierbar sind und eine eingeschrankte Selbstteilungskapazitat
aufweisen (Long et al., 2001). In vitro entsprechen sie beispielsweise den CFU-F
(Friedenstein et al.,, 1966), einer fibroblastenartige Zellpopulation mit deutlichem
osteogenem Potenzial (Owen et al., 1987). Die Zahl der humanen
Osteoprogenitorzellen nimmt mit dem Alter und dem Vorliegen einer Osteoporose ab
(Dlppolito et al., 1999; Nishida et al., 1999). Pra-Osteoblasten reprasentieren das
Ubergangsstadium zwischen den stark proliferativen Osteoprogenitorzellen und den
ausgereiften Osteozyten. Sie nehmen die angrenzende Lokalisation zum aktiven
Osteoblasten ein und werden hauptsachlich nach morphologischen Kriterien
definiert. Typische, als Markerproteine bezeichnete Proteine der Knochenzellen, wie
die Alkalische Phosphatase, Osteonectin (Bianco et al., 1988), Osteocalcin,
Osteopontin und Bone Sialoprotein (BSP) werden nur in sehr geringem Umfang
exprimiert (Dunlop et al., 1995; Chen et al., 1991; Gronthos et al., 1999).

Einen Uberblick Uber die Differenzierungsschritte und die jeweils nachweisbaren

Markerproteine gibt Tabelle 5.

Tabelle 5: Nachweis von Oberflachenmarkern auf den Zellen der Verschiedenen

Stufen der osteogenen Differenzierung (MSC bis Osteocyt)

Marker- Osteo- Pra-

Proteine MSC | progenitor osteoblast Osteoblast Osteozyt Referenz
(Haynesworth

SH-2 X et al, 1992a)
(Haynesworth

SH-3 X et al, 1992a)

SH-4 (Haynesworth

X et al, 1992a)
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(Bruder et al.,

SB-10 X X 1997)
(Simmons et
Stro-1 X X X al., 1991)
(Bruder et al.,
AP X X 1990)
(Bianco et al.,
Osteonectin X X 1988)
(Mark et al,
Osteopentin X X X 1987)

(Bronckers et
Osteocalcin X X al., 1987)

Chen et al,
BSP X X 1991)

Auch die Regenerierung des Knochengewebes im Rahmen des naturlichen
Knochenwachstums, Knochenumbaus oder der Frakturheilung unterliegt der
Regulation durch eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren, die sich zum Grolf3teil in der
Knochmartrix befinden, aber auch von aktivierten Makrophagen bereitgestellt
werden. Mit grolRer Wahrscheinlichkeit sind eine Vielzahl dieser Faktoren auch in
fotalem Kalberserum und humanem Serum enthalten. In welchem Ausmal die
zweite Phase der osteogenen Differenzierung, die Bildung von Extrazellularmatrix
durch Wachstumsfaktoren kontrolliert wird, kann bereits weitgehend in vitro
nachvollzogen werden. Zu den wichtigsten Faktoren zahlen der Platelet-Derived
Groth Faktor (PDGF), der basic Fibroblast Groth Factor (bFGF), der Transforming
Groth Factor-beta (TGF-R), der Insuline-like Groth Factor-I (IGF-I, Somatomedine C)
und die Bone Morphogenic Proteins (BMP)-2, 6, 7. Die Stimulation der Zellaktivitat in
der Go-G1-Phase und die damit verbundene Steigerung der Proliferationsrate wird
durch PDGF (Antoniades et al., 1982; Ross et al., 1986), bFGF (Tsuda et al., 1985;
Gospodarowicz et al., 1986), TGF- (Fromique et al., 1998; Kassem et al., 2000),
BMP-2 (Fromique et al., 1998) und BMP-7 (Asahina et al., 1993) vermittelt.
Insbesondere das bFGF wird zur forcierten in vitro Expansion von hMSCs genutzt.

Jedoch wird das Zellwachstum durch diese Faktoren nicht selektiv begunstigt. So

wird auch ein Anstieg der Enzymaktivitdt der Alkalischen Phosphatase unter der
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Gabe von bFGF (Walsh et al., 2000), TGF-R (Kassem et al., 2000), IGF-1 (Schmid et
al., 1984), und den BMP’s (Yeh et al., 2002; Cheng et al., 2003) beobachtet.
Zusatzlich ist unter dem Einfluss der BMP’s auch eine erhdhte Expressionsrate von
Markerproteinen wie Osteocalcin, Osteopontin und Bone Sialoprotein (BSP) zu
verzeichnen (Yeh et al., 2002; Cheng et al., 2003).

Die Bildung von Proteoglycanen und deren Mineralisierung im Rahmen der spaten
osteogenen Differenzierung wird in Anwesenheit der folgenden Wachstumfaktoren in
unterschiedlichem Ausmald unterstitzt: PDGF (Antoniades et al., 1982), bFGF
(Gospodarowicz et al., 1986; Chaudhary et al., 2004), TGF-3 (Fromique et al., 1998;
Kassem et al., 2000), IGF-1 (Schmid et al., 1984) und der BMP’ (Fromique et al.,
1998; Asahina et al., 1993; Yeh et al., 2002; Cheng et al., 2003).

Fur die erfogreiche in vitro-Kultivierung ist bedeutsam, dass es bei einem
kombinierten Einsatz einiger der beschriebenen Wachstumsfaktoren zudem auch zu
Synergie-Effekten bzw. zu einer Wirkungsabschwachung kommen kann (Piche et al.,

1989) oder zur Stimulierung der Synthese eines anderen Faktors (Zeng et al., 2003).

2.6.4 Chondrogene Differenzierung

Als chondrogene Differenzierung bezeichnet man zunachst den Prozess der Bildung
von Chondroblasten und Chondrozyten aus den mesenchymalen Stammzellen. Zum
Teil wird der Begriff jedoch auch zusatzlich fur die anschlielende Bildung von
hyalinem oder hypertrophem Knorpelgewebe verwendet. Der Grund daflir sind
modglicherweise verschiedene Protokolle, die keine Isolierung der differenzierten
Chondrozyten vor dem Einsatz zur in vitro Chondrogenese vorsehen. Beispiele daflr
sind die am haufigsten zitierten Studien zur chondrogenen Differenzierung aus
hMSCs (Johnstone et al.,, 1998; Machay et al., 1998). Diese Autoren behandeln
zuvor zu Pellets sedimentierte hMSCs mit dem Wachstumsfaktor TGF-R3 neben
Dexamethason in einem geeigneten serumfreien Medium. Unter diesen Bedin-
gungen kommt es nicht nur zur Differenzierung zu Chondrozyten sondern praktisch
simultan auch schon zur Bildung und Sezernierung der fur den Knorpel
charakteristischen extrazellularen Komponenten wie Kollagen Typ |l und die
Glykosaminoglykane. Entscheidend fir den Erfolg ist dabei der Aufbau eines
spezifischen Mikromilieus in der Kultur. Man geht davon aus, dass die intensiven
Zell-Zell-Kontakte die Bildung eines komplexen Netzwerks aus auto- und parakrin

sezernierten Wachstumsfaktoren initiieren, dessen Wirkung sowohl von der Anzahl
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und Dichte der Zellen sowie auch der Prasenz .fremder” Zellen abhangt (Pittenger
MF et al.,1999). Die Fahigkeit zur Bildung von Knorpelgewebe aus Zellpellets in
Gegenwart von TGF-R3 wurde unter anderem auch zur Identifizierung von
mesenchymalen Stammzellen in Knochenmarkaspiraten eingesetzt. Andererseits
lassen die erwahnten Befunde nicht den Schluss zu, dass sich dieses verbreitete
Verfahren auch zur in vitro Herstellung von hyalinem Knorpel im Rahmen des tissue
engineering eignet, wie man ihn fur die Therapie von Gelenkflachenschaden
bendtigt. So berichten verschiedene Autoren, dass vor allem die Zellen an der
Oberflache der Zellpellets ein an Kollagen Typ | reiches Gewebe zu formen
scheinen, das eher dem Perichondrium ahnelt und die Chondrogenese der anderen
Zellen Uber parakrine Signale beeinflusst (Yoo et al., 1998). Wenn Yoo JU et al. mit
der serumfreien Pelletkultur unter Anwesenheit von TGF-R1 die Chondrogenese
einleiten, bildet sich aus in vitro expandierten mesenchymalen Zellen im Laufe von 5
Tagen Knorpelgewebe mit einem signifikantem Anteil von Kollagen Typ X, was
bedeutet, dass dabei hypertrophes Gewebe entsteht.

Yoo JU et al. diskutieren drei Faktoren, die moglicherweise fur die Steuerung der
Chondrogenese verantwortlich sind. Da ist zum einen die Zusammenballung der
Zellen zu einem Pellet, die der Zellkondensation vor der embryonalen Knorpel- bzw.
Knochenbildung nachempfunden ist. Zum anderen scheint das zeitliche Muster der
Konzentration von TGF-R1 sehr bedeutsam zu sein. Dieser Faktor, der zusammen
mit verwandten Wachstumsfaktoren ebenfalls bei der embryonalen Knorpelbildung
sowie bei der Knochenbruchheilung zu finden ist, ist nicht nur wichtig fur die
Induzierung der Chondrogenese sondern stimuliert auch die terminale Diffe-
renzierung bis zur Hypertrophie. SchlielBlich soll das serumfreie Medium, das
verwendet wird, chemisch sehr genau definiert sein. Dass diese drei Faktoren nur im
Zusammenspiel inr chondrogenes Potenzial entwickeln, wurde bereits daran erkannt,
dass ein einfaches Versorgen der Monolayerkulturen mit demselben Medium
einschlieBlich der Wachstumsfaktoren nicht zur Chondrogenese fuhrt (Yoo et al.,
1998).

Ein Ausweg aus diesem Dilemma ist moglicherweise ein alternatives Protokoll fur die
Chondrogenese, bei dem Zelldifferenzierung und Gewebebildung in zwei zeitlich
voneinander getrennten Phasen nacheinander ablaufen. Fir diese Hypothese spricht
die Beobachtung, dass es bei Verwendung von humanen Chondrozyten mit

differenziertem Phanotyp in der Pelletkultur durchaus zur Bildung von hylalinem
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Knorpel kommt, erkennbar an der Anwesenheit von Kollagen Typ Il und der
Abwesenheit der Kollagentypen | und X (Slobodianski, 2006) . Das Ziel der
chondrogenen Differenzierung von in vitro expandierten humanen mesenchymalen
Stammzellen ohne zugleich die Gewebebildung zu initiieren, kann erreicht werden,
indem die dafur verantwortlichen frihen Zell-Zell-Kontakte bis zum Abschluss der
Differenzierung vermieden werden. Ein dafur geeignetes Verfahren ist die
Behandlung von in ein reversibles Alginat-Gel eingeschlossenen Zellen mit dem von
Machay beschriebenen Wachstumsfaktor-Cocktail (Slobodianski, 2006). Die
anschlielfend vom Gel befreiten Zellen bilden in der Pelletkultur ein Knorpelgewebe,
dessen Gehalt an Kollagen Typ | und X nicht hoéher liegt als in nativem

Hyalimen Knorpel des Menschen.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Untersuchungsmaterial

Das zur Durchfuhrung dieser Arbeit verwendete Knochenmark stammt von gesunden
Spendern des Knochenmarktransplantationszentrums der Universitatsklinik Hamburg
Eppendorf. Dabei handelte es sich in allen Fallen um therapeutisch nicht mehr
verwendete Reste. Das Alter der 9 Spender lag zwischen 20 und 48 Jahren (2
Frauen und 7 Manner). Die Gewinnung des Materials erfolgte durch Aspiration aus
dem Beckenknochen. Um mdgliche Alter- und Geschlechtseinflisse sicher zu
meiden, wurden flr einen kompletten Versuch nur Zellen eines einzigen Spenders

benutzt.

Tabelle 6: Spenderdaten mit Geschlecht und Alter

Spender Geschlecht Alter in Jahren
1 M 31
2 M 46
3 M 33
4 W 23
5 M 28
6 M 42
7 M 20
8 M 34
9 W 37

3.1.2 Gerate und Materialien
Gerate
- sterile Werkbank Hera Safe (Heraeus, Hanau)
- CO2/ O2-Inkubator (Heraeus Instruments GmbH, Hanau)
- Einmal-Pipetten (1-, 2-, 5-, 10- und 20-ml) (Becton Dickinson, USA)
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- Falcon Tube (15,50 ml) (Becton Dickinson, USA)

- Zellkulturflaschen (25 cm?, 50 cm?, 75 cm?) (Nunc, Denmark)

- 24-Loch-Platten (Cellstar) (Greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland)

- Kandule (1,20x 40 mm BC/SB) (B. Braun AG, Melsungen, D)

- Spritze (10ml) (B. Braun AG, Melsungen, D)

- Zentrifuge Rotanta/TRC (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen)

- Zentrifuge (NETHELER. HINZ GmbH, D)

- Mikroskop (ULWCD 0.30 olympus, Japan)

- CASY® Cell Counter + Analyser System Model TT (Scharfe System,
Reutlingen)

- Victor- Multilabel Counter (Wallac, Finnland)

- Flowcytometer Cytomics FC 500 (Beckman Coulter, USA)

- Wasserbad GFL (Labortechnik GmbH Burgwedel)

- Vortexer VF2 (Janke&Kunkell KA Labortechnik)

Materialien
Kulturmedium fur Stammzellen:
- Dulbecco’s Modified Eagle Medium -DMEM- (Gibco, Karlsruhe, D)
Zusatze: 1% Penicillin (Gibco, Karlsruhe, D)
1% Streptomycin (Gibco, Karlsruhe, D)
10% fotales Kalberserum (FKS) (Cat N: DE 14-801F 8 South
American Origin, USA)

Dichtegradient:

- Ficoll (Sigma, Minchen)
Dichte:1,077 g/ml

Waschmedium/ Losungsmittel:

- Dulbecco’s phosphate-buffered saline (PBS) (Gibco, Karlsruhe, D)
- Trypsin-EDTA (PAA Laboratories GmbH, Austria)
- Ethanol (Merck, D)
- Aqua dest. (Baxter, Unterschleil3heim, D)
- DMSO (Dimethylsulfoxid): C2H60S (ECC No. 200664)
- CASY-Puffer (Scharfe System, Reutlingen)
Antikorper fur Flowcytometrie:
- anti-human CD45 FITC (Acris GmbH, D)
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- anti human CD54 FITC (Acris GmbH, D)
- anti human CD90 (Thy-1) FITC (Acris GmbH, D)
- anti human CD105 FITC (Acris GmbH, D)
- anti human CD106 FITC (Acris GmbH, D)
- anti human STRO-1 (RD SYSTEMS, Minneapolis)
Fixierungsmittel:
- 37% Formaldehyd (Merck, Darmstadt, D) verdunnt und gepuffert mit PBS,
Endkonzentration: 3,7%

3.2 Methoden

3.2.1 Isolierung von mesenchymalen Stammzellen

Die hMSCs wurden unter sterilen Bedingungen (sterile Werkbank) aus Knochenmark
(KM) isoliert, das bei 9 Spendern im Rahmen der Knochenmarkspende operativ
gewonnen wurde. Die Transfusionsbeutel mit den KM-Resten wurden mit etwa 20 ml
DMEM gespult, der Inhalt dann in ein 50 ml Falcon Tube Uberfuhrt und bei 1400
u/min fir 5 Min zentrifugiert. Der die hMSCs enthaltende Uberstand wurde mittels
Pipette abgesaugt und dann in ein weiteres Falcon Tube Uber 15 ml Ficoll (Dichte
1.077 g/ml) geschichtet und bei 2000 u/min flr 20 Min. ohne Bremse zentrifugiert.
Dadurch bilden vor allem die Erythrozyten und die meisten reifen Granulozyten ein
Pellet auf dem Boden des Rohrchens, wahrend die Stromazellen und andere
mononukledare Knochenzellen eine weildliche Schicht an der Interphase zwischen
Ficoll und dem Waschmedium formen. Diese Zellschicht wurde nun vorsichtig mittels
10-ml-Pipette aufgenommen, in ein weiteres Falcon Tube uberfuhrt und bei 1400
u/min fur 5 Min. zentrigugiert. Die Suspension wurde in eine definierte Menge von
Kulturmedium (DMEM+10%FKS+1%Penicillin+1%Streptomycin) aufgenommen und
resuspendiert.

Aus dem Gemisch wurden dann mit einer 10-100 pl-Pipette 100 pyl entnommen und

mittels Zellzahler gezahlt.
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Abbildung 3: Die Auftrennung der Zellsuspension im Ficoll-Gradienten

Die Grenzphase (gelbe Markierung) zwischen Plasma- und Ficoll-Phase

enthalt die mononuklearen Zellen (MNC).

3.2.2 Kultivierung der isolierten Stammzellen

Versuch 1:

Die isolierten Zellen wurden in drei 75 cm? GKF( in jeweils etwa 4 Millionen Zellen)
kultiviert: Zellfraktion a (La), Zellfraktion b (Lb) und Zellfraktion ¢ (Lc)

Am ersten Tag nach der Isolierung wurde das Medium aus der ersten GKF (La)
abgesaugt und verworfen (LaUS).

Am dritten Tag nach der Isolierung wurde das Medium aus der zweiten GKF (Lb)
abgesaugt und verworfen (LbUS).

Am funften Tag nach der Isolierung wurde das Medium aus der dritten GKF (Lc)
abgesaugt und verworfen (LcUS).

Damit wurden Zellen verwendet, die unterschiedlich lange Gelegenheit zur Ad-
harierung mit der Plastikoberflache der Zellkulturflaschen hatten (1, 3 und 5 Tage).
La, Lb und Lc wurden nach Erreichen einer Konfluenz von etwa 80% jeweils in 2 75-
cm?> GKF mit den Aussattdichten: 500 Zellen/cm?* und 5000 Zellen/cm?

weiterkultiviert.
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Passagiert wurden die Zellen innerhalb einer Zelllinie gleichzeitig wenn mind. eine
der beiden Zellunterlinien eine Konfluenz von etwa 80% (insgesamt 5 Passagen)

erreicht hat.

Isolierung
La LaUS ] Lb LbOS ] s LeUS ]

/ \ / \ / \
FEE

| l l l |

weitere Passagen

Abbildung 4: schematische Darstellung des ersten Versuches

La = Zellfraktion a, Lb = Zellfraktion b, Lc = Zellfraktion ¢, LaUS = Uberstand der
Zellfraktion a, LbUS = Uberstand der Zellfraktion b, LcUS = Uberstand der
Zellfraktion ¢, S500 = Zellen der Aussaatdichte 500/cm?, S5000 = Zellen der
Ausaatdichte 5000/cm?

Versuch 2 bis 4:
Die isolierten Zellen wurden in 3 ml Kulturmedium aufgenommen und in einer 25 cm?
Gewebekulturflasche (GKF) bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Wasserdampfsattigung in

einem Inkubationsschrank kultiviert. Am zweiten Tag nach der Isolierung wurde das

Medium bzw. der Uberstand (mit den nicht-adharenten Zellen) aus der GKF (Tag1)
mittels einer 10-Pipette abgesaugt und in weitere GKF (Tag 2) tberfuhrt. In der GKF-
Tag1 wurden 3 ml frisches Kulturmedium pipettiert. Am dritten Tag wurde nach
demselben Prinzip das Medium (= Uberstand) von GKF-Tag2 in GKF-Tag3 Uberfiihrt.

In GKF-Tag2 wurden dann 3 ml frisches Kulturmedium pipettiert.
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Die letzten Schritte wurden so weitergefuhrt bis letztlich 7 GKFn (Tag1 bis Tag7)
entstanden, die hMSCs mit unterschiedlichen Adhasionszeiten enthalten.

Am achten Tag wurde das Medium mit den nicht-adharenten Zellen aus GKF7
entfernt und durch 3 ml frisches Medium ersetzt.

Die Kulturen wurden in diesen Versuchen solange kuliviert, bis sich ein Zellrasen mit
einer Konfluenz von etwa 80% bildete. Die Proliferation der Zellen konnte
lichtmikroskopisch beobachtet werden.

In der Regel wurde das Kulturmedium wahrend der gesamten Kultivierungszeit
zweimal pro Woche ausgetauscht.

In drei 25 cm? GKFn wurde ein Teil der Zellen mit den folgenden Aussaatdichten
weiter kultiviert: erste GKF mit 500 Zellen/cm?, zweite GKF mit 1000 Zellen/cm? und
eine dritte GKF mit 5000 Zellen/cm?.

Alle Zellfraktionen (Tag1-Tag7=L1-L7) wurden nach Erreichen der ca. 80%-igen
Konfluenz wie oben beschrieben jeweils in drei 25 cm? GKFn mit drei verschiedenen
Aussaatdichten weiterkultiviert und so entstanden nach der ersten Passage
(Passage 0) 21 Zellunterfraktionen, die zum Teil immer mit der selben Aussaatdichte

bis zur sechsten Passage weiterkultiviert wurden.

Isolierung

/\ > ................ ,

weitere Passagen

38



Material und Methoden

Abbildung 5: schematische Darstellung der Versuche 2 bis 4

Ln = Zellfraktion n, US = Uberstand, S500 = Zellen der Aussaatdichte
500/cm?, S1000 = Zellen der Aussaatdichte 1000/cm?, S5000 = Zellen der
Ausaatdichte 5000/cm?

Versuch 5:

Die Zellen 5 verschiedener Spender wurden wie oben beschrieben isoliert. Die nicht
adharierten Zellen wurden nach dem ersten Tag abgenommen und die adhéarierten
Zellen vor der Trypsinierung zweimal mit PBS gewaschen.

Die gewonnenen Zellen wurden mit einer Dichte von 500 Zellen/cm? jeweils auf 8
Wells (W) einer 24-ger Platte ausgesat und dann kultiviert. Nach 10 bis 11 Tagen
wurde nach den unten dargestellten Methoden trypsiniert und gezahit.

Fur die weitere Kultivierung (Passage 1 = P1) wurden jeweils nur die 1 bis 2 am
schnellsten gewachsenen Zellpopulation(en) ausgewahlt.

Zur Verifizierung der erreichbaren Proliferationsrate wurden Aliquots (mit je 40000
Zellen) auf T80-Flaschen ausgesat und erneut 9-12 Tage kultiviert:

Aus der Zellzahlbestimmung wurden der Gesamte VF sowie der VF pro Tag

ausgerechnet.

Isolierung

[W1][W2:

4 N
Weiterkultivierung der 1 bis 2 am schnellsten

gewachsenen Zellpopulationen in die Ansatze A und B

- J

AL

Abbildung 6: schematische Darstellung des funften Versuches

Wn =Welln, A=Ansatz A, B =AnsatzB
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3.2.3 Passagieren der Zellkulturen

Die GKFn wurden nach Erreichen einer bestimmten Konfluenz jeweils wie folgendes
weiterkultiviert (passagiert):

Medium wurde entfernt, Zellkulturen mit 2 ml PBS gewaschen, fur 5 min. mit 2 ml
0,25% Trypsin-EDTA inkubiert und dadurch in Suspension gebracht. Leichte
Klopfbewegungen verstarken den Ablésevorgang der Zellen. Die Trypsinreaktion
wurde durch den Zusatz 3 ml Stopmedium (DMEM, 10%FKS, 1% Penicillin, 1%
Streptomycin) gestoppt.

Zellen wurden gezahlt. Medium wurde fur 5 min bei 1400 n/min zentrifugiert,
flussiges Medium mittels 10-Pipette abgesaugt. Pellet dann in frische 3 ml

Kulturmedium aufgenommen.

Die Zellen wurden bei jeder Passage mittels Cellcounter gezahlt. Die Zahlen wurden

dann fir die Statistik dokumentiert.

3.2.4 Einfrieren der Zellkulturen

Der Rest der Zellen wurde flir spatere Anwendungen (erneute Kultivierungen und
durchflusszytometrische Messungen) auf folgender Weise konserviert:

Die Zellsuspension wird dazu abzentrifugiert, flissiges Medium wird entfernt, Pellet
wird in 0,5 ml Einfriermedium (90% FKS+10% Dimethylsulfoxid) aufgenommen.

Die entstandene Suspension wird nun in ein beschriftetes Kryoréhrchen Gberfuhrt.
Die Kryoréhrchen kénnen dann bei -70 °C Monate bis Jahre lang eingefroren

werden.

3.2.5 Auftau-Vorgang der konservierten Zellen

Die tief gefrorenen Zellen, die schon bereits Gegenstand vorgegangener Studien
waren, wurden bei -70 °C aufbewahrt.

Nach der Entnahme der Zellen aus dem Behalter werden diese direkt im 37 °C
Wasserbad unter Schwenkbewegungen vorsichtig erwarmt, dabei sollte man
insbesondere auf das Vermeiden einer Kontamination des Kryorohrchen-Deckels der

Zellen mit dem Wasserbad achten.
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Anschlielend wird die Aufgetaute Zellsuspension in ein steriles 13 ml-Réhrchen
Uberfuhrt und unter tropfenweiser Zugabe von Auftaumedium (DMEM + FKS im
Verhaltnis 1:1) weiter stadndig geschwenkt. Zuletzt wird nun die Zellsuspension in
eine GKF mit 7 ml Kulturmedium GberfUhrt und bis zum Erreichen der

entsprechenden Konfluenz kultiviert.

3.2.6 Durchflusszytometrische Analyse

3.2.6.1 Markieren der Zellen mit fluorenzenzmarkierten Antikdrpern

Jeweils 100 ul der vorher mit PBS gewaschenen, zentrifugierten und danach in eine
Spezielle Losung (99%PBS+1%FKS+0,1%NaN3) aufgenommene Zellsuspension
werden auf Falcon-Rdhrchen (Polystyren) zur FACScan- Analyse verteilt und mit
jeweils 10 ul der entsprechenden monoklonalen Antikdrperldsung versetzt (CD45 20
MI) und auf dem Vortex-Schuttler vorsichtig gemischt.

Dieser Ansatz muss dann auf Eis (etwa -4°C) im Dunkeln 30 min. lang inkubiert
werden.

Vor der eigentlichen FACScan-Analyse mussen die Ansatze noch zweimal mit einer
speziellen Losung gewaschen werden (Ausnahme: zu den mit STRO-1 markierten
Zellen muss vorher noch ein zweiter Antikorper -Goat Anti Mouse- gegeben werden
und dann far weitere 30min. auf Eis inkubiert werden), damit ungebundene
Antikorper aus dem Ansatz entfernt werden kénnen und nicht zu falsch positiver
Fluoreszenz fuhren. Das Sediment wird in 600 uyl Aufnahmelésung (PBS zu 4%
Formaldehyd 1:1) uberfuhrt und kann nun der FACScan-Messung unterzogen

werden.

3.2.6.2 Grundlagen der Durchflusszytometrie (Flow Cytometrie)

Die Durchflusszytometrie ist ein inzwischen schon sehr etabliertes Verfahren zur
Analyse von Einzelzellen in Suspensionen auf der Grundlage von Fluoreszenz- und
Streulichteigenschaften. Das Prinzip der Durchflusszytometrie ist die simultane
Messung verschiedener physikalischer und chemischer Zelleigenschaften auf
Einzellebene.

Die zu analysierenden Zellen werden dabei einzeln an einem Laserstrahl

vorbeigefuhrt und ihre Fluoreszenz durch senkrecht zu diesem Strahl angebrachte
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Photozellen gemessen. Weitere Detektoren zeichnen die Streuung des einfallenden
Lichts selbst auf und liefern damit Informationen Uber die Grol3e der jeweiligen Zelle.
Der grofdte Anteil der Lichtstreuung erfolgt in die Vorwartsrichtung (d.h. entlang des
einfallenden Lichtstrahls). Dieses Licht wird als forward light scatter/FSC bezeichnet
und ist in erster Linie ein Mal} fur die Zellgrofe.

Das im rechten Winkel zum einfallenden Lichtstrahl gestreute Licht hangt
hauptsachlich von der Granularitat der Zellen ab (side scatter/SSC).

Fur die Messungen eingesetzt wurde ein FACScan-Gerat mit Iluftgekihlten
Argonlasern, die Licht einer Wellenlange von 488nm generieren. Zur Analyse diente

PC Lysis software (Becton-Dickinson).

3.2.6.3 Einstellen der FSC- und SSC-Detektoren

Anhand der jeweiligen Negativkontrolle wurde der Stellenwert (beim FSC) so
gewahlt, dass noch der Beginn der Rauschsignale des Debris sichtbar war. Die
Spannung der Photoréhren wurde dann so eingestellt, dass die Zellen der
Negativkontrolle in der Nahe des Koordinatenursprungs noch eine Gauss-ahnliche
Verteilungskurve der Autofluoreszenz ergeben.

Fur FL1 und FL2 wurde eine logarithmische Signalverstarkung gewahlt (fur SSC und
FSC eine Lineare), so wie es fur Immunfluoreszenzmessungen von Zelllinien

empfohlen wird.

3.2.6.4 Analyse

Die  durchflusszytometrischen  Messungen wurden bei Zellsuspensionen
verschiedener Adharenzzeiten, Aussaatdichten und Passagen vorgenommen.

An jedem Messtag wurde ein Teil der zumessenden Zellen als Negativkontrolle bzw.
als Referenz unmarkiert gemessen.

Pro Messereignis wurden sowohl bei den Kontrollen als bei den

Antikorperkonjugierten Zellsuspensionen 5000-1000 Zellen registriert.
Die Daten wurden mit Hilfe des Textverarbeitungsprogrammes “Microsoft Word,

Version XP°, den Tabellenverarbeitungsprogrammen Microsoft Exel, Version XP’

und Power Point kalkuliert und grafisch aufbereitet.
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4 Ergebnisse

4.1 Isolierung und Kultivierung humaner mesenchymaler
Stammzellen (hMSCs)

4.1.1 Anreicherung der hMSCs uber den Ficoll-Gradienten

Die frisch aus dem Knochenmarkaspirat isolierten Zellen sehen im Lichtmikroskop
rund aus und zeigen keine Auslaufer. Ein Teil von ihnen lasst eine schwach rosa
Farbung erkennen. Wahrscheinlich handelt es sich um die Zellen mit
hamatopoetischem Ursprung, die auch haufig Zellaggregate bilden. Zur
Anreicherung der humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSCs) wurden diese
Zellen einer Zentrifugation Uber einen Ficoll-Gradienten (s. 3.2.1) unterworfen, um
zunachst den groRten Teil der Erythrozyten und Granulozyten zu entfernen. Die
Ausbeute an mononuklearen Zellen variierte dabei erheblich unter den Spendern, so
dass hinsichtlich des Alters und des Geschlechts keine Aussagen gemacht werden
konnen. Innerhalb der mononuklearen Zellfraktion ist der Anteil der undifferenzierten
mesenchymalen Stammzellen allerdings auch nach der Anreicherung immer noch
sehr klein. Er wird von verschiedenen Autoren auf etwa 1:100.000 geschatzt (Caplan
et al., 1994).

4.1.2 Abtrennung der hamatopoetischen Zellen

Der groRe Uberschuss an hamotopoetischen Zellen lasst sich sehr wirkungsvoll
mithilfe einer einfachen und inzwischen weit verbreiteten Methode reduzieren. Wie
im Methodenkapitel beschrieben adharieren die Zellen mesenchymalen Ursprungs
selektiv an Oberflachen Ublicher Plastik-Zellkulturgefalle. So lasst sich der grofte
Teil der hamatopoetischen Zellen nach 24-72 Stunden Adhéasion allein durch
grundliches Auswaschen entfernen. Der Erfolg der Anwendung dieser Technik wurde
routinemafig mithilfe durchflusszytometrischer Analysen kontrolliert.

Ein reprasentatives Ergebnis ist in der Abbildung 7 dargestellt. Es belegt die
hochselektive Wirkung der Adhasion der hMSCs an den Zellkulturflaschenboden. Fur
diese durchflusszytometrische Analyse wurden die hamatopoetischen Zellen mit
Antikorpern fluoreszenzmarkiert, die gegen den fur hamatopoetische Zellen

spezifischen Oberflachenmarker CD45 gerichtet waren. Vor der Adhasion (A+B)
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weist die hohe Fluoreszenz-Signalstarke fur CD45 auf dessen Prasenz hin, die nach
grindlichem Auswaschen und Mediumwechsel in der adharierten Zellfraktion

praktisch nicht mehr nachweisbar ist (C+D).
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Abbildung 7: CD 45-Markierung vor und nach dem ersten Mediumwechsel
In A und C werden die Anzahl der Zellen (y-Achse) und die Fluoreszenzstarke
(x- Achse) gegeneinander aufgetragen. Die Fluoreszenzstarke nimmt nach
rechts zu.

In B und D werden die Parameter Forward Scatter ,FS* fur die Grofze (y-Achse)
und Side Scatter ,SS* fur die Granularitdt bzw. Rauhigkeit der Oberflache (x-
Achse) gegeneinander aufgetragen.

Gezeigt wird die starke Prasenz der CD 45-positiven hamotopoetischen Zellen in
der frisch angereicherten Fraktion (A und B), 2 bis 3 Tage nach der Isolierung
bzw. nach dem ersten Mediumwechsel (C und D) sind diese Zellen deutlich

weniger prasent.
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4.1.3 Zellmorphologie von Primérzellen

Die adharenten Zellen teilen sich nach Resuspendierung in Wachstumsmedium und
erneuter Adharierung relativ schnell wobei sie mehrheitlich bald eine fibroblastoide
Form annehmen. Innerhalb von 2-4 Wochen bildet sich ein konfluenter Zellrasen,
der zum grofdten Teil aus fibroblastoiden Zellen mit langen Auslaufern besteht.
Daneben tauchen wahrend der Proliferation mit der Zeit jedoch auch immer Zellen
mit deutlich anderer Morphologie auf. Im Vergleich zu den kleinen spindelférmigen
Zellen (schwarzer Pfeil in der Abbildung 8) erscheinen diese im Lichtmikroskop
groler und flachiger (gelber Pfeil). Dabei handelt es sich offensichtlich um
mesenchymale Zellen, die auf dem Wege der Differenzierung in die verschiedenen
Zielzellen wie Osteoblasten, Chondrozyten, Adipozyten oder Myozyten unterschied-
lich weit fortgeschritten sind. Da sich diese partiell differenzierten Zellen in
geringerem Mal3e an der Vermehrung der Population beteiligen, sinkt der statistisch
bestimmte Durchschnittswert der Proliferationsrate. Umgekehrt erkennt man an
einem Absinken der Proliferationsrate ein wachsendes Ausmall an spontaner
Differenzierung. Die Folge ist weiterhin eine Zunahme der Heterogenitat der
Zellpopulation.

Abbildung 8: Zellmorpholgie von Zellen nach dem ersten Mediumwechsel
(Lichtmikroskopische Aufnahme, 10x VergrofRerung)

Zu sehen sind zwei Zellarten, die eine langlich und klein (schwarzer Pfeil), die
andere groRer und flachiger (gelber Pfeil).
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4.1.4 Die Heterogenitat der kultivierten Zellpopulationen

Die zu erwartende Heterogenitat der Population der adharierten Zellen lasst sich
schon nach der ersten Passage direkt mithilfe der Durchflusszytometrie nachweisen.
Dazu werden fluoreszenzmarkierte Antikdrper eingesetzt, die spezifisch gegen
Oberflachenmarker der verschiedenen Zelltypen der mesenchymalen Zellfraktion

gerichtet sind.

Verwendet wurden sowohl negative wie positive Oberflachenmarker, das heif3t
solche, die von mesenchymalen Stammzellen nicht exprimiert werden wie CD45, als
auch andere wie CD54, CD90, CD105, CD106 und STRO-1, die in
unterschiedlichem Malde exprimiert werden.

Als positive immunzytochemische Marker flr multipotente mesenchymale
Stammzellen wurden in dieser Arbeit zwei der in der Literatur beschriebenen
Standardmarker, CD90 und CD105 eingesetzt (Haynesworth et al., 1992a). Daneben
dienten STRO-1 als Marker fur osteogene und CD106 als Marker fur chondrogene
Progenitor-Zellen (Dennis et al., 2002; Gronthos et al., 1994) sowie der
extrazellulare-Matrix-Rezeptoren-Marker CD54, der auch von hMSCs exprimiert wird
(Pittenger et al., 1999; Pittenger et al., 2001).

Die folgende Abbildung zeigt reprasentativ das Resultat einer durchfluss-
zytometrischen Analyse in Proliferationsmedium kultivierter humaner mesenchymaler

Stammzellen der ersten Passage.
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Abbildung 9: Durchflusszytometrie von Zellen der ersten Passage

In der linken Reihe werden die Anzahl der Zellen (y-Achse) und die
Fluoreszenzstarke (x- Achse) gegeneinander aufgetragen.

In der rechten Reihe wird der Parameter Forward Scatter ,FS* fir die Gréle (y-
Achse) und Side Scatter ,SS* fir die Granularitat bzw. Rauhigkeit der Oberflache
(x-Achse) gegeneinander aufgetragen.

Gezeigt wird exemplarisch das Resultat einer Durchfluizytometrie-Analyse von
humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSCs), die flir eine Passage in
Proliferationsmedium kultiviert wurden. In diesem reprasentativen Beispiel zeigt
sich, dass der fiur hamatopeotische Zelllen positive Marker CD45 kaum
exprimiert wurde. Neben der starken Prasenz der CD 90- und CD 105-positiven
undifferenzierten hMSCs werden auch chondrogene CD 106-positive
Vorlauferzellen und osteogene STRO I-positive Progenitorzellen gefunden.
Somit lasst sicht die Heterogenitat bzw. das Vorhandensein von bereits

(vor)differenzierten Zellen bestatigen.

Man erkennt, dass mit dem fur hematopoetische Zellen spezifischen Marker CD45
praktisch ebenso wenige Zellen identifiziert wurden wie mit der Kontrolle ohne
primaren Antikorper. Bei den positiven Markern sieht es sehr unterschiedlich aus,
was flr eine grolde Heterogenitat spricht. Wahrend viele Zellen auf die Antikérper mit
den Markern CD90 und CD105 reagieren, sind es schon bedeutend weniger, die von
den Antikdrpern erkannt werden, die gegen die Marker CD54, STRO-1 und CD106
gerichtet sind. Dieses Einzelergebnis entspricht dabei in etwa der Verteilung wie man

sie wahrend der Passagierung der adharierten Zellen beobachtet.

Die folgende Tabelle (Tabelle 7) enthalt eine statistische Auswertung aller Analysen

der in dieser Arbeit verwendeten Zellpopulationen. Die auf die untersuchten
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Oberflachenmarker entfallenden prozentualen Anteile stimmen recht gut mit den

Messergebnissen der Analyse in Abbildung 9 Uberein.

Tabelle 7: Durchschnittwerte der prozentualen Anteile  der markierten

Zellpopulationen

Oberflachen-
Marker CD45 CD54 CD90 | CD105 | CD106 | STRO-1
Anteil der
markierten Zellen | 33 | 298 | 68,1 [ 70,0 | 8,0 14,1
(%) ) ’ ) ) ) H

Neben CD 90- und CD 105-positiven undifferenzieten MSCs werden auch
chondrogene, CD 106-positive Vorlauferzellen und osteogene STRO I-positive
Progenitorzellen gefunden.

Somit lasst sicht die Heterogenitat bzw. das Vorhandensein von bereits

(vor)differenzierten Zellen bestatigen.

4.2 Einfluss der Adhérierungsdauer und Aussaatdichte auf

die Proliferationsrate der hMSCs
Die Abtrennung der hamatopoetischen Zellen mit Hilfe der Methode der Adharierung
allein liefert noch keine homogene Population undifferenzierter mesenchymaler
Zellen. Wie die durchflusszytometrischen Analysen gezeigt haben, erhalt man nach
Passagierung stets eine Mischung verschiedener Zellpopulationen, deren
Interaktionen die Tendenz zur spontanen, unkontrollierten Differenzierung zu
verschiedenen mesenchymalen Zelltypen moglicherweise noch weiter fordert. Da es
das Ziel dieser Arbeit war, Kulturbedingungen zu finden, die eine flr das tissue
engineering unerwunschte spontane Differenzierung in ausreichendem Male
verhindern, wurde als erstes versucht, zu klaren,
e in welchem Ausmal Zell-Zell-Kontakte oder parakrine Faktoren flr die
unkontrollierte Differenzierung wahrend der Proliferation mitverantwortlich sind

und zweitens:
49



Ergebnisse

e o0b die hMSCs mdglicherweise in Abhangigkeit vom Differenzierungsgrad mit
unterschiedlichen Geschwindigkeiten an der Plastikoberflache der

Kulturgefalle adharieren.

Ausgehend von der Annahme einer inversen Beziehung zwischen Proliferationsrate
und Differenzierungstendenz bei den hMSCs wurde als Mal® fur die Differen-
zierungstendenz aus praktischen Grinden die jeweils beobachtete in-vitro-
Proliferationsrate verwendet. Zur Beantwortung der beiden oben genannten Fragen
wurde dazu in verschiedenen Experimenten der Einfluss einer stark verminderten
Aussaatdichte sowie der Adharierungsdauer auf die Proliferationsrate nebeneinander

untersucht.

Im ersten Versuch wurde frisch angereicherten Stammzellen unterschiedlich lange
Gelegenheit zur Adharierung an der Plastikoberflache gegeben (1, 3 und 5 Tage).
Die so entstandenen Zellfraktionen (La, Lb und Lc) wurden jeweils zusatzlich mit den
Aussaatdichten von 5000 und 500 Zellen/cm? kultiviert und Gber 5 Passagen unter

diesen Bedingungen proliferiert.

Wie in der Abbildung 10 wiedergegeben ergaben die Analysen der erreichten
Zellzahlen, dass die Proliferationsraten bei allen Ansatzen mit der sehr niedrigen
Aussaatdichte von 500/cm? um ein mehrfaches héher lagen als bei denen mit der
Aussaatdichte 5000/cm?. So vermehrten sich die Zellpopulationen der Aussaatdichte
500/cm? durchschnittlich ca. 2-fach pro Tag. Hingegen lag der Vermehrungsfaktor
der Zellansatze mit der Aussaatdichte 5000/cm? durchschnittlich nur bei ca. 0,2-fach

pro Tag.

Die mit unterschiedlicher Adharierungsdauer gewonnenen Zellfraktionen La, Lb und
Lc wiesen hingegen hinsichtlich der Vermehrungsrate keine sichtbaren Unterschiede
auf. Damit scheint die Variierung der Adharierungssdauer keine Mdoglichkeit zur

Stimulierung der Proliferation humaner mesenchymaler Stammzellen zu bieten.
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Abbildung 10: Einfluss von Adharierungsdauer und Aussaatdichte auf die
Proliferationsrate der hMSCs

Dem VF/PZ (y-Achse) werden die Zellfraktionen (x-Achse) gegenlibergestellt.
Die Daten stammen aus Mittelwerten der ersten 4 Passagen (P1 bis P4).

Die Vermehrungsrate der Zellen der Aussaatdichte 500/cm? lagen deutlich héher
als die der Aussaatdichte 5000/cm?  Hinsichtlich  unterschiedlicher
Adharierungsdauer kann zwischen den Zellfraktionen keine relevante Aussage
gemacht werden.

Ln = Zellfraktion n, VF/PZ = Vermehungsrate pro Passagezeit bzw. Pro Tag,
S500 = Zellen der Aussaatdichte 500/cm?, S5000 = Zellen der Aussaatdichte
5000/cm>.

4.3 Einfluss von Aharierungszeitpunkt und Aussaatdichte

auf Proliferationsrate und Morphologie der hMSCs

4.3.1 Proliferationsrate

Der erste Versuch legte bereits nahe, dass die Variierung der Adharierungsdauer
anscheinend nicht zur Beeinflussung der Proliferationsrate taugt. Um die Moglichkeit
auszuschlie3en, dass der Versuchsansatz moglicherweise nicht geeignet ist, feine
Unterschiede festzustellen, wurde die experimentelle Messung mit einer kleinen
Variation wiederholt. Wurde den Zellen bisher ein unterschiedlicher Zeitraum

zwischen ein bis funf Tagen Gelegenheit zur Adharierung an der Plastikoberflache
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gegeben, wurde die Dauer der Adharierung in den folgenden Versuchen Nr. 2 bis 4
mit 24h konstant gehalten, aber der Zeitpunkt der Zellernte variiert. Damit konnten
nun zu verschiedenen Zeitpunkten Zellfraktionen gewonnen werden, die vorzugs-
weise Zellen mit definierter Adharierungszeit enthielten.

Praktisch wurde nach folgendem Schema verfahren: Diejenigen Zellen, die vom Tag
n-1 bis zum Tag n nach der Isolierung adharierten, werden als Fraktion ,Ln“
bezeichnet. Diejenigen Zellen, die nach 24h Adharierung noch nicht adhariert waren
(Uberstand), wurden jeweils taglich eine Woche lang auf je eine frische
Zellkulturflasche zur Adharierung gegeben. Die jeweils nach 24h adharierten Zellen
wurden vom Kulturmedium befreit, gewaschen und bis zum Erreichen einer
Konfluenz von etwa 80% weiter kultiviert. Trypsinierung und Neuaussaat erfolgten

wie im Kapitel ,Material und Methoden® beschrieben.

Um gleichzeitig den im vorangegangenen Versuch erhobenen Befund des starken
Einflusses der Aussaatdichte auf die Proliferationsrate zu verifizieren, wurden alle
Ansatze zusatzlich mit diesmal drei unterschiedlichen Aussaatdichten (500
Zellen/cm?, 1000 Zellen/cm? und 5000 Zellen/cm?) aber sonst gleichen Bedingungen
gefahren. Um darlUberhinaus festzustellen, wie nachhaltig die zu beobachtenden
Effekte mdglicherweise sind, wurden die Zellzahlen der Fraktionen L1 bis L7 diesmal
Uber sechs Passagen bestimmt. Im Folgenden sind die Ergebnisse fur die Passagen

1, 3 und 6 separat dokumentiert.

Zellfraktionen der Passage 1

Die Ergebnisse der Messungen der Proliferationsraten in Abhangigkeit von der
Aussaatdichte und dem Adharierungszeitpunkt sind in der Abbildung 11 dargestellt.
Sie bestatigen die Beobachtungen des vorhergehenden Versuchs: In allen sieben
Zellfraktionen (L1 bis L7) der ersten Passage werden keine signifikanten
Unterschiede festgestellt.

Auch hinsichtlich der Abhangigkeit der Proliferationsrate von der Aussaatdichte
werden die friheren Beobachtungen bestatigt: Mit sinkender Aussaatdichte steigt die
Proliferationsrate deutlich an. Die Zellen vermehrten sich bei der Aussaatdichte 500
im gegebenen Versuchszeitraum rechnerisch bis zu ca. 5-fach pro Tag, bei der
Aussaatdichte 1000 noch bis zu ca. 2-fach pro Tag und bei der Aussaatdichte 5000

hingegen nur noch bis zu ca. 0,5-fach pro Tag.
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Zellfraktionen der Passage 3

Die Ergebnisse der Messungen der Proliferationsraten in Abhangigkeit von der
Adharierungszeit und der Aussaatdichte ahneln sehr stark den Befunden nach der
ersten Passage: Aus den Daten in Abbildung 11 geht hervor, dass die
unterschiedlichen Adharenzzeiten wiederum keinen eindeutigen Einfluss auf die
Proliferationsrate auszuuben scheinen. Bestatigt wurde auch die starke Abhangigkeit
der Proliferationsrate von der Aussaatdichte bei allen Zellfraktionen L1 bis L7 nach

der Passage 3. Mit sinkender Aussaatdichte stieg sie bis zu etwa 5-fach an.

Zellfraktionen der Passage 6

Nur die Zellfraktionen L1, L4 und L7 wurden bis zur sechsten Passage kultiviert.
Dabei wurde jeweils nach Erreichen einer Konfluenz von etwa 80% neu passagiert.
Vorherrschender Eindruck bei der Betrachtung der Ergebnisse nach der Passage 6
war ein deutlicher Abfall der Proliferationsrate bei allen drei Zellfraktionen im
Vergleich zu den Beobachtungen nach der ersten und dritten Passage. Dabei scheint
die Abnahme bei den Zellen mit der niedrigsten Aussaatdichte (500/cm?) relativ am
starksten zu sein, hier sank der Vermehrungsfaktor auf maximal 2-fach.

Insgesamt deutet sich jedoch auch hier die bereits vorher beobachtete inverse
Korrelation zwischen Proliferationsrate und Ausaatdichte wieder an, wenn auch
statistisch nicht abgesichert. Auch hinsichtlich des Einflusses der Adharenzzeit auf

die Proliferationsrate werden keine Veranderungen festgestellt.

Passage 1

0 S500
B S1000
0 S5000

L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7
Z e || fraktion
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Passage 3
5
N @ S500
o
w m S1000
> 0 S5000
L1 L3 L4 L5 L6 L7
Ze || fraktion
Passage 6
5
4
N 3 @ S500
= m S1000
V-~ - ==—F==========================================c=============19
0 S5000
N .—\
0 : ‘
L1 L4 L7
Z e || fraktion

Abbildung 11: Proliferationsraten der Zellfraktionen L1 bis L7 in der ersten,
dritten und sechsten Passage

Passage 1:

Die Proliferationsraten lagen bei allen Ansatzen mit niedrigeren Aussaatdichten
deutlich héher als bei héheren (die Zellen der Aussaatdichte S500 vermehrten
sich durchschnittlich bis zu ca. 5fach pro Tag, die der Aussaatdichte 1000 bis zu
ca. 2fach pro Tag und die Zellen der Aussaatdichte 5000 bis zu ca. 0,5fach pro
Tag).

Zwischen den Zellpopulationen, die am 1. Tag, 2. Tag, .... oder am 7. Tag der
Kultur adharierten konnte kein deutlicher Unterschied wahrgenommen werden.
Passage 3:

Die Proliferationsraten lagen bei allen Ansatzen mit niedrigeren Aussaatdichten
deutlich hoher als bei héheren (die Zellen der Aussaatdichte S500 vermehrten
sich durchschnittliche bis zu ca. 5fach pro Tag, die der Aussaatdichte 1000 bis
zu ca. 2fach pro Tag und die Zellen der Aussaatdichte 5000 bis zu ca. 0,5fach
pro Tag).
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Hinsichtlich unterschiedlicher Adharenzzeiten konnte auch in der 3. Passage

kein deutlicher Unterschied wahrgenommen werden.

Passage 6:
Im Vergleich zu Passage 1 und Passage 3 war die Proliferationsrate in der

Passage 6 bei allen weiter kultivierten Zellfraktionen (L1, L3 und L7) deutlich
niedriger, insbesondere bei den Zellen der Aussaatdichte 500/cm? konnte eine
starke Abnahme der Zellzahlen festgestellt werden. Einige Zellfraktionen

erreichten die 6. Passage nicht.

Ln = Zellfraktion n = Zellen die am Tag n adharierten, VF/PZ =
Vermehrungsfaktor pro Passagezeit bzw. pro Tag, S500 = Zellen der
Aussaatdichte 500/cm?, S1000 = Zellen der Aussaatdichte 1000/cm?, S5000 =
Zellen der Aussaatdichte 5000/cm?.

Als wichtigstes Ergebnis der Messungen nach der sechsten Passage muss die
begrenzte Nachhaltigkeit des Einflusses der Aussaatdichte auf die Proliferationsrate
festgehalten werden. Konnte der Effekt in den ersten 3-4 Passagen noch deutlich
beobachtet werden, nahm er in der finften und sechsten Passage sichtbar ab.

Geht man davon aus, dass die Adharierungszeit keinen relevanten Einfluss auf die
Proliferationsrate hat, kann man die Mittelwerte der Zellfraktionen L1 bis L7 zum
Vergleich der Ergebnisse als Abhangige der Passagenzahl heranziehen. In der
Abbildung 12 ergibt sich fur die Aussaatdichten 500 und 1000/cm? bereits eine

deutliche Abnahme der Proliferationsrate nach der vierten Passage.

Zellfraktion 1
4 - —e—S500
—=— 51000
3,
—— . o o —A— S5000
E v
<2
— —
1,
&~ —k & 'S H— —a
0
P1 P2 P3 P4 P5 P6

Passage
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Zellfraktion 7

4 ——S500
—8-S51000
3 |
—4&—S5000
&
T 2
>

— ‘\‘
ﬁ ‘7

P1 P2 P3 P4 P5 P6
Passage

Abbildung 12: Darstellung der Proliferationsrate in Abhéangigkeit der
Passagezahl

Sowohl im Diagramm der Zellfraktion 1 als auch der Zellfraktion 7 wird die
begrenzte Nachhaltigkeit des Einflusses der Aussaatdichte auf die
Proliferationsrate festgehalten. Konnte der Effekt in den ersten 3-4 Passagen
noch deutlich beobachtet werden, nahm er in der fiinften und sechsten Passage
ab. Dieses Phanomen betraf vor allem Zellen der Aussaatdichten 500 und 1000.

Dargestellt sind die Mittelwerte.

Zellfraktion n = Zellen die am Tag n adharierten, VF/PZ = Vermehrungsfaktor pro
Passagezeit bzw. pro Tag, S500 = Zellen der Aussaatdichte 500/cm?, S1000 =
Zellen der Aussaatdichte 1000/cm?, S5000 = Zellen der Aussaatdichte 5000/cm?,
P n = Passage n.

4.3.2 Zellmorphologie

Wie bereits unter 4.1.3 erwahnt wurde, lieRen sich im Verlauf der Kultivierung der
Zellen zwei verschiedene Zellarten morphologisch voneinander unterscheiden, der
eine Zelltyp klein und spindelférmig, der andere groRRer und flachiger. Innerhalb von
2-4 Wochen bildete sich ein konfluenter Zellrasen, der zum grofdten Teil aus
schmalen Zellen mit langen Auslaufern bestand.

Die beiden oben genannten Arten von Zellen lieRen sich in allen Zellfraktionen bzw.

in Zellkulturen verschiedener Adharierungszeiten beobachten. In der Abbildung 13
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sind die lichtmikroskopischen Bilder zweier Zellpopulationen gegenubergestellt, die

sich nur hinsichtlich der Adharierungszeiten unterscheiden.

L1S500P3 L7S500P3

Abbildung 13:  Zellmorphologie von  Zellkulturen  unterschiedler
Adhérierungszeiten

Als Beispiel sind dargestellt im ersten Bild von links die Zellen der Aussaatdichte
500 (S500) der Zellfraktion1 (= L1 = Zellen die am ersten Tag nach der
Zellisolierung adharierten) in der 3. Passage (P3). Im zweiten Bild sind die Zellen
der Aussaatdichte 500 (S500) der 7. Zellfraktion (= L7 = Zellen, die am siebten
Tag nach der Zellisolierung adhérierten) in der 3. Passage (P3).

In beiden Zellpopulationen sind teilungsaktive Zellen mit langen Auslaufern
(schwarzer Pfeil) aber auch flache teilungsarmere Zellen mit kiirzeren Auslaufern

(gelber Pfeil) zu sehen.

Hinweise auf eine Veranderung der Zellen in Abhangigkeit von Aussaatdichte und
Passagenzahl haben sich auch aus dem taglichen Umgang mit den Zellen ergeben.
So wurde unter anderem beobachtet, dass sich Zellen friherer Passagen leichter
durch Trypsinierung vom GefalRboden ablésen lieRen als solche der spateren
Passagen. Bis zur Passage 4 |6sten sich die Zellen in der Regel bereits innerhalb
von 30-90 Sekunden nach Trypsingabe vollstéandig ab. Hingegen dauerte es bei den
Zellen der spateren Passagen bis zu 3 Minuten, wobei noch ein zusatzliches
Klopfen der Flaschen mit dem Handteller erforderlich war, um die zu diesem

Zeitpunkt noch an der Oberflache haftenden Zellen vollstéandig abzuldsen.
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Eine mikroskopische Kontrolle der noch nach drei Minuten Trypsinierung besonders
hartnackig am Kulturflaschenboden adhérierenden Zellen konnte diese der Fraktion
der grof¥flachigen Zellen zuordnen. Der Anteil dieser Zellen war bei Zellkulturen der
spateren Passagen deutlich grofer als bei denen der fruheren Passagen und bei den
Zellkulturen mit hoéheren Aussaatdichten groRer als bei denen mit niedrigeren
Aussaatdichten. Die Probleme mit der Ablésung der Zellen waren der Anlass, die
Zellmorpholgie in Abhangigkeit von Aussaatdichte und Passagenzahl systematisch

zu untersuchen.

Dabei wurde die Vermutung bestatigt, dass der Anteil der gro3flachigen Zellen mit
der Aussaatdichte und Passagenzahl zunahm. Diese Beobachtung unterstutzte die
anfangs erwahnte Annahme, dass zwischen Proliferationsrate und dem Anteil partiell
differenzierter Zellen eine inverse Korrelation besteht.

In der Abbildung 14 sind die lichtmikroskopischen Bilder zweier Zellpopulationen

gegenubergestellt, die sich nur hinsichtlich der Passagenzahl unterscheiden.

L1P3S5000 L1P6S5000

Abbildung 14: Zellmorphologie von Zellkulturen unterschiedlicher
Passagen

Als Beispiel sind dargestellt im ersten Bild von links die Zellen der Aussaatdichte
5000 (S5000) der Zellfraktion 1 (= L1 = Zellen die am ersten Tag nach der
Zellisolierung adharierten) in der 3. Passage (P3). Im zweiten Bild sind die Zellen
derselben Zellfraktion und Aussaatdichte in der 6. Passage (P6).

Im ersten Bild dominieren schmalere teilungsaktivere Zellen mit langeren
Auslaufern (schwarzer Pfeil), im zweiten Bild flache, breite teilungsarme Zellen
mit kirzeren Auslaufern gelber Pfeil).
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Die Abbildung 15 demonstriert den Einfluss der Aussaatdichte auf den Anteil

grol¥flachiger Zellen. Er ist bei niedrigerer Passage noch sehr deutlich zu erkennen
(L2P3S500 vs. L2P3S5000) wahrend er undeutlicher wird, wenn Zellen der sechsten
Passage verglichen werden (L2P6S500 vs. L2P6S5000). Hier wird auch bei der

niedrigen Aussaatdichte schon ein hoher Anteil der grol3en Zellen beobachtet.

L2P3S500 L2P3S5000

L2P6S500 L2P6S5000

Abbildung 15: Zellmorphologie von Zellenkulturen unterschiedlicher
Aussaatdichten

Als Beispiel sind dargestellt in der ersten senkrechten Reihe von links die Zellen
der Aussaatdichte 500 (S500) der 2. Zellfraktion (= L2 = Zellen die am zweiten
Tag nach der Zellisolierung adharierten) in zwei verschiedenen Passagen (P3
und P6). In der zweiten senkrechten Reihe sind die Zellen derselben Zellfraktion
und in denselben Passagen aber in der Aussaatdichte 5000 (S5000).

Die Zellen beider Aussaatdichten verandern sich im Verlauf. In den ersteren
Passagen dominierten teilungsaktive schmale Zellen mit langeren Auslaufern
(schwarzer Pfeil). In der 6. Passage dominierten grof3e flache Zellen mit kiirzeren
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Auslaufern, die sich noch kaum teilten (gelber Pfeil). Letztere waren in der

Aussaatdichte 5000 ausgepragter.

4.3.3 Qualitative und quantitative Abschatzung der Heterogenitat von
hMSC-Populationen mittels Durchflusszytometrie

Um die mit der Passagenzahl und Aussaatdichte zunehmende Heterogenitat in vitro
kultivierter hMSC-Populationen noch weiter zu charakterisieren, wurde neben der
Bestimmung der Proliferationsraten und der lichtmikroskopischen Beurteilung bei
allen experimentellen Ansatzen auch eine durchflusszytometrische Analyse
durchgefiihrt. Neben einer quantitativen Erfassung der Zunahme der Heterogenitat
der Zellpopulationen wurden aus der qualitativen Veranderung der Zellen auch
Hinweise auf die mogliche Ursache erwartet. So sollte sich die vermutete spontane
Differenzierung in Richtung auf die mesenchymalen Zielzellen Chondrozyten und

Osteoblasten durch Zunahme spezifischer Oberflachenmarker erkennen lassen.

Als charakteristische Marker fur die hMSCs wurden die fur diesen Zweck haufig
eingesetzten Oberflachenantigene CD90 und CD105 ausgewahlt. Als Hinweis auf die
Prasenz von Chondrozyten bzw. deren Vorlauferzellen wurden die Marker CD54
bzw. CD106 mit in die Analysen eingeschlossen. Ein Hinweis auf die Differenzierung
zu Osteoblasten wurde vom Nachweis des Markers STRO-1 erwartet. Zur Kontrolle
wurde in allen Fallen zusatzlich der fur hMSCs negative Marker der hematopoeti-

schen Stammzellen CD45 eingesetzt.

Die Ergebnisse samtlicher Analysen sind in der Abbildung 16 zusammengefasst. In
den einzelnen Diagrammen A — D sind jeweils die Anteile der mit den verschiedenen
Markern identifizierten Zellen als Doppelbalken dargestellt. Damit ist stets auch ein

Vergleich des Effektes hoher und niedriger Aussaatdichte maoglich.

Als gemeinsames Ergebnis fur alle Analysen kann festgehalten werden, dass der
groldte Teil der Zellen stets mit Hilfe der Marker CD90 und CD105 als hMSCs
identifiziert werden konnte. Gleichzeitig konnte eine Verunreinigung mit hamato-
poetischen Zellen praktisch ausgeschlossen werden. Der negative Marker lieferte

ahnlich niedrige Werte wie die hier nicht gezeigte Kontrolle ohne primare Antikorper.
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Im Diagramm A ist die Verteilung von Zellen der ersten Passage gezeigt, die am
ersten Tag adharierten (L1P1S500 und L1P1S5000). Es handelt sich dabei um die
am schnellsten proliferierenden Zellpopulationen. Deutlich nachweisbar ist bereits in
diesen Populationen eine Minderheit von Zellen mit 10-15% Anteil, die auf dem
Wege der Differenzierung in Chondrozyten (CD 54 und CD106) bzw Osteoblasten
(STRO-1) sind. Dabei scheint die Aussaatdichte nur eine marginale Rolle zu spielen.
Wahlt man zum Vergleich Zellen aus, die erst spat adharierten (L7P1S500 und
L7P1S5000) und analysiert sie in der ersten Passage, so erhalt man die im
Diagramm B wiedergegebene Verteilung. Die Zunahme des Markers CD54 auf
Kosten des Markers CD90 deutet auf ein starkeres Ausmall der spontanen
Differenzierung von hMSCs zu Chondrozyten hin. Wiederum scheint die Aussaat-
dichte hier keine Rolle zu spielen. Ein solcher Effekt wird erst sichtbar wenn man
Zellen mit fruthem Adharierungszeitpunkt der ersten und sechsten Passage vergleicht
(Avs C).

In der sechsten Passage sind es vornehmlich die Zellen mit hoher Aussaatdichte, die
in erheblichem Male zu den Zielzellen Chondrozyten und Osteoblasten differenziert
sind. Der Anteil der mit CD90 und CD105 angefarbten Zellen sinkt signifikant
zugunsten der Marker CD54, CD106 und STRO-1. Dieser Effekt wird noch weiter
verstarkt und erfasst nun auch deutlich die Zellen mit niedrigerer Aussaatdichte,
wenn Zellen mit spatem Adharierungszeitpunkt fir 6 Passagen kultiviert werden
(L7P6S500 und L7P6S5000). Im Diagramm D ist der Anteil der Marker der hMSCs
im Vergleich zum Diagramm A noch weiter zugunsten der differenzierten Zielzellen

Chondrozyten und Osteoblasten gesunken.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die mit der Bestimmung der
Proliferationsraten und der lichtmikroskopischen Beurteilung gewonnenen Erkennt-
nisse nicht nur bestatigt, sondern erweitert wurden. Nicht nur Aussaatdichte und
Passagenzahl sondern auch der spate Adharierungszeitpunkt haben einen stimulie-
renden Effekt auf die unerwlnschte spontane Differenzierung der hMSCs zu den

mesenchymalen Zielzellen.
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Die Abbildung 16 gibt eine zusammenfassende Darstellung der durchflusszyto-

metrischen Analysen.

Zellfraktion 1- Passage 1
100
.90
i 80
S . 70
= 2 50 @ S500
©
Eg 50
S5= 40 5000
SN 30
] 20
g 10
0
CD45 CD90 CD105 CD106 STRO1
A Oberflachenmarker
Zellfraktion 1- Passage 6
100
90
g 80
5_ 70
=S 60 @ S500
Eg 50
ol ‘3‘8 m S5000
E 20
< 10
0
CD45 CD90 CD105 CD106 STRO1
B Oberflachenmarker
Zellfraktion 7 - Passage 1
100
90
c 80
g__ 70
2L 60 @ S500
x
55 50
E T 40 | S5000
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= 20
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< 0
C CD45 CD54 CD90 CD105 CD106 STRO1
Oberflachenmarker
Zellfraktion 7 - Passage 6
100
90
5 80
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£ 20
< 10
0
D CD45 CD54 CD90 CD105 CD106 STRO1
Oberflachenmarker
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Abbildung 16: zusammenfassende Darstellung der durchflusszyto-
metrischen Analysen

dargestellt sind 4 Diagramme A - D (Durchschnittwerte aus 2 Versuchen). Dem
prozentualen Anteil der markierten Zellen (y-Achse) werden die
Oberflachenmarker (x-Achse) gegentbergestellt

Aus den Diagrammen lasst sich folgendes feststellen:

- die Expression der Marker CD90 und CD105 in der sechsten Passage war
bei den Zellkulturen der Aussaatdichte 500 starker als bei denen der
Aussaatdichte 5000

- die Expression der Marker CD54, CD106 und STRO-1 in der sechsten
Passage war bei den Zellkulturen der Aussaatdichte 500 schwacher als bei
denen der Aussaatdichte 5000

- die Expression der Marker CD90 und CD105 war bei den Zellkulturen der
Aussaatdichte 5000 in der ersten Passage starker als bei denen in der sechsten
Passage

- die Expression der Marker CD54, CD106 und STRO-1 war bei den
Zellkulturen der Aussaatdichte 5000 in der ersten Passage schwacher als bei
denen in der sechsten Passage

- die Expression der Marker CD90 und CD105 in der sechsten Passage war
bei den Zellkulturen der ersten Zellfraktion starker als bei denen der siebten
Zellfraktion

- die Expression der Marker CD54, CD106 und STRO-1 in der sechsten
Passsage war bei den Zellkulturen der ersten Zellfraktion schwacher als bei
denen der siebten Zellfraktion.

- zwischen der ersten und siebten Zellfraktion lassen sich in der ersten

Passage keine eindeutigen Unterschiede wahrnehmen
Zellfraktion n = die an dem Tag n nach der Isolierung adharierten Zellen, S500 =

Zellen der Aussaatdichte 500/cm?, S5000 = Zellen der Aussaatdichte 5000/cm?,

P = Passage
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4.4 Selektion schnell proliferierender hMSCs wéhrend der

ersten Passage

Mit Hilfe der systematischen Bestimmung der Proliferationsraten in Abhangigkeit von
verschiedenen Zellkulturbedingungen konnte zwar ein Weg gefunden werden, wie
das Ausmald der spontanen Differenzierung moglichst klein gehalten werden kann,
doch fur die Anwendung zum Zwecke des tissue engineering reicht diese
Empfehlung wahrscheinlich nicht aus. Daher wurde zusatzlich versucht, eine Technik
zu entwickeln, die es erlaubt den Anteil der spontan differenzieten hMSCs mit
moglichst einfachen Mitteln noch weiter zu senken. Die lichtmikroskopisch
beobachtete und mit Hilfe der Durchflusszytometrie nachgewiesene Prasenz
differenzierter mesenchymaler Zielzellen in Zellpopulationen schon in der ersten
Passage ist moglicherweise die Ursache fur die VergroRerung des Anteils dieser
Zellen wahrend der weiteren Passagierung. Denkbar ist, dass ein von den
differenzierten Zellen ausgehendes, mdglicherweise uber Zytokine vermitteltes
Signal, fur die Differenzierung der unreifen hMSCs verantwortlich ist. Gestitzt wird
diese Hypothese durch die Beobachtung, dass dieser Effekt mit einer Erniedrigung
der Aussaatdichte dosisabhangig vermindert werden kann. Mit der Verdinnung der
Zellen wurden auch die Konzentration und die Wirkung der hypothetischen Zytokine
sinken. Auf dieser Uberlegung basierte die Idee, die moglicherweise fir die
unerwunschte Differenzierung verantwortlichen Zellen schon vor Beginn der
Kultivierung mechanisch zu entfernen. Zur praktischen Anwendung ausgewahlt
wurde schlie3lich ein Verfahren, bei dem die adharierten Zellen nicht wie Ublich auf
eine moglichst groRe Zellkulturflasche sondern auf eine Vielzahl separierter kleiner
Flachen einer Multiwell-Platte ausgesat wurden. Der Plan beruhte auf der
Beobachtung, dass sich frisch ausgesate Zellen in der Regel lokal sehr
unterschiedlich schnell vermehrten (Koloniebildung). Dies wurde als Folge des
Abstands zu Zellen interpretiert, die Nachbarzellen zur Differenzierung stimulieren.
Diese Vorstellung schien zuzutreffen, da sich die in die Miniwells mit etwas mehr als
1 cm? Grundflache ausgesaten Zellen aulerst unterschiedlich schnell vermehrten.
Wahrend 80% Konfluenz in weniger als 10% der Wells schon nach 4-5 Tagen
erreicht wurde, bendtigten die Zellen in den meisten anderen Wells daflr bis zu 3
Wochen, in einer Minderheit wiederum wurde keinerlei Zellvermehrung beobachtet.
Dass dieses Ergebnis sehr wahrscheinlich Folge einer verhinderten gegenseitigen

Beeinflussung der Zellen ist, wird durch weitere Beobachtungen unterstutzt. Die auf
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so einfachem Wege erreichte mechanische Trennung der Zellen erwies sich bei der
nachfolgenden Passagierung in den Ublichen groRen Zellkulturflaschen als
nachhaltig. Der in der ersten Passage gemessene Vermehrungsfaktor lag nicht nur
deutlich hoher als bisher sondern konnte auch Uber mindestens 4 Passagen
reproduziert werden. Um auszuschliel3en, dass es sich um eine Spender-abhangige
Besonderheit handelt, wurden die Ergebnisse an Zellen von insgesamt 5 Spendern
reproduziert, die sich hinsichtlich Alter und Geschlecht deutlich unterschieden. Die
Ergebnisse sind in der Abbildung 17 als Funktion des Alters der Spender
wiedergegeben. Bei diesen konkreten Messungen wurde jeweils nur das Well
ausgewabhlt, das nach 5 Tagen die héchste Zellzahl erreicht hatte. Bei zwei Spendern
wurde der Hochstwert von zwei unter den jeweils 12 Minikulturen gleichzeitig
erreicht. Die Bestimmung der Vermehrungsfaktoren fuhrte durchaus zu erheblichen
Schwankungen, deren Ursachen bisher nicht bekannt sind. Bei Anordnung der
Spenderdaten nach steigendem Alter wie in der Abbildung 17 geschehen oder nach
dem Geschlecht ergibt sich keine eindeutige Tendenz. Insgesamt liegen die Werte
von 4,6 — 9,2 alle erheblich Uber dem Niveau der unter den bisher Ublichen,
optimalen Bedingungen erreichten Werte von kleiner als 4. Zusammenfassend kann
damit die am Ende des vorausgehenden Kapitels vorgeschlagene Methode zur
Herstellung einer mdglichst homogenen hMSCs-Population insofern um die
Empfehlung erweitert werden, als die eingesetzten Zellen zuvor nach dem oben
beschriebenen Protokoll von den langsamer wachsenden Zellen abgetrennt werden

sollten.

oo
|
*

VF/PZ
o

3(m,20J) 1(m,28J) 4(m,34J) 5(w,37J) 2(m,42J)
Spender (Geschlecht, Alter)
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Abbildung 17: Einfluss der Selektion schnell proliferierender Zellen auf die
Vermehrungsrate hMSCs

Dem VF/PZ (y-Achse) wird die Spenderzahl inklusive Geschlecht und Alter (x-
Achse) gegenilbergestellt. Die Spender-Auftragung erfolgte nach dem Alter.

Der Vermehrungsfaktor der selektierten Zellen erreichte durchschnittlich relativ
hohe Werte (zwischen 4,6 und 9,2fach).

Die Spender-abhangigen Schwankungen sind nicht Alter oder Geschlecht
zuzuordnen.

VF/PZ = Vermehrungsfaktor pro Passagezeit bzw. pro Tag, m = mannlich, w =

weiblich, J = Jahre
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5 Diskussion

Das grol3e klinische Interesse an den mesenchymalen Stammzellen grindet sich
neben ihrem spezifischen Differenzierungspotenzial vor allem auf die besondere
Eigenschaft dieser Zellen, sich unter Erhalt ihrer Differenzierungsfahigkeit in sehr
hohem Male in vitro vermehren zu lassen (Pittenger MF et al., 1999). Dieser Vorteil
ist insbesondere dann von Bedeutung, wenn es keine Alternative gibt, ausreichende
Mengen autologer Zellen mesenchymalen Ursrungs flir therapeutische Ziele zu
gewinnen. Als Beispiel sei noch einmal daran erinnert, dass sich aus der Gelenk-
flache isolierte primare humane Chondrozyten in vitro bisher nicht ohne Verlust ihres
differenzierten Phanotyps vermehren lassen (Klemt et al., 1998; Domm et al., 2000;
Moller et al., 2000).

Ziel der zu dieser Arbeit durchgefuhrten Untersuchungen war die Optimierung der
Kulturbedingungen zur Isolierung und in vitro Vermehrung humaner mesenchymaler
Stammezellen, die sich insbesondere fur die ex vivo Herstellung von hyalinem Knorpel
mit Hilfe der Methoden des tissue engineering eignen. Als konkrete Aufgabe stellte
sich die Entwicklung eines Protokolls, das vornehmlich die Tendenz zur spontanen
vorzeitigen Differenzierung der Zellen wahrend der Proliferation reduziert, da darin
die Hauptursache fur die schadliche Heterogenitat der gewonnenen Zellpopulationen

gesehen wird.

Aus praktischen Grunden wurden die aus dem Knochenmark isolierten Zellen in
dieser Arbeit durchgehend als ,mesenchymale Stammzellen“ bezeichnet ohne die
Funktionalitat jeweils in jedem einzelnen Fall tatsachlich nachzuweisen. In der
Literatur wird als Alternative auch der Begriff ,Knochenmark-Stromazellen® (bone
marrow stromal cells) angetroffen. Die Entscheidung, so zu verfahren wie oben
ausgefuhrt, stutzt sich auf einen Vorschlag von Pittenger und Marshak, den Begriff
.,mesenchymale Stammzellen“ immer dann zu verwenden, wenn Bezug genommen
werden soll auf deren Fahigkeit, unter geeigneten Bedingungen in die verschiedenen
Phanotypen der mesenchymalen Gewebe zu differenzieren. Dagegen soll von

Stromazellen gesprochen werden, wenn es um die komplexe Mischung nicht naher
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charakterisierter Zellen geht, die aus dem Knochenmark gewonnen werden kann
(Pittenger MF and Marshak DR, 2001).

Wie von Pittenger et al. schon im Jahre 1999 berichtet ist es den Autoren gelungen,

mesenchymale Stammzellen aus dem Mark der Beckenknochen verschiedener
adulter Donoren zu isolieren und zu charakterisieren. Zur Abtrennung vor allem der
hamatopoetischen Zellen wurde ein Dichtegradient verwendet mit anschlieRender
Adharierung an die Plastikoberflache der Kulturgefalle, eine Methode, die vorher
bereits von Caplan et al. praktiziert wurde (Caplan et al., 1994). Die so angerei-
cherten Zellen bildeten innerhalb von 5-7 Tagen in Gegenwart eines low-glucose-
Mediums (Dulbecco’s modified Eagle medium: DMEM) unter Zusatz von 10%
selektioniertem foetalem Kalberserum (FKS) auf Plastikoberflachen Kolonien, deren
Zellen sich sowohl morphologisch als auch nach durchflusszytometrischer Analyse
als homogen erwiesen. Die Zellen zeigten darUberhinaus wahrend der weiteren
Passagierung keine Tendenz zur spontanen Differenzierung und lie3en sich unter
den spezifischen Testbedingungen in die differenzierten Phanotypen des Adipozyten,
Chondrozyten und Osteoblasten Uberfuhren. Anders als die embryonalen
Stammzellen sind die mesenchymalen Stammzellen damit rein funktionell definiert:
Ihre Fahigkeit zur Koloniebildung (CFU-F-Test), zur Expression einer Auswahl
spezifischer Oberflachenantigene und zur Differenzierung in Zellen mit mesenchy-

malem Phanotyp sind daher auch zu ihrer Definition heranzuziehen.

Mit diesen erfreulichen Ergebnissen wurden bereits vor mehr als einem Jahrzehnt
die hohen Erwartungen des Klinikers an die Etablierung einer generellen Methode
zur Bereitstellung autologer mesenchymaler Stammzellen fur den therapeutischen
Einsatz im Prinzip erflllt. Allerdings bleiben bis zum klinischen Einsatz noch
wenigstens zwei wichtige praktische Probleme zu l6sen. Das eine betrifft die
Schwierigkeit der Isolierung einer so homogenen Zellpopulation wie von den Autoren
beschrieben, das andere den Einsatz des selektionierten foetalen Kalberserums.
Denn wie sich herausgestellt hat, ist der Zusatz des selektionierten foetalen
Kéalberserums fur die hohe Qualitat der produzierten Zellpopulationen unverzichtbar,
fur den Kliniker aber allein aus immunologischen Grunden nicht akzeptabel (Spees
JL, 2004)
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Die von Pittenger et al. berichtete Homogenitat der isolierten hMSC-Population ist
jedoch eine wichtige Voraussetzung flir die Fahigkeit der Zellen zur spezifischen
Differenzierung in die verschiedenen mesenchymalen Phanotypen. Sie kann aller-
dings von vielen anderen Autoren nicht bestatigt werden, moglicherweise weil die
Isolierungstechnik weniger effektiv war oder aus Mangel an dem von Pittenger
verwendetem Serumzusatz. So beobachteten Muraglia et al. mit Hilfe durchfluss-
zytometrischer Analysen eine deutliche Heterogenitat der nach derselben Methode
isolierten Zellpopulation (Muragila et al., 2000). Von anderer Seite wurde auch darauf
hingewiesen, dass Art und Menge der gewonnen Zellen in erheblichem Malle von
der lIsolierungsmethode beeinflusst werden (Lange et al. 2005). Die Aufgabe,
mesenchymale Stammzellen in zwei Schritten gegeniiber einem mehr als 10*-fachen
Uberschuss von Stromazellen anzureichern, gelingt offensichtlich nicht so einfach
wie ursprunglich angenommen. Dabei verscharft sich das Problem mit zunehmen-
dem Alter des Donors, da die Zahl der hMSCs abnimmt. Findet man bei einem
Neugeborenen noch etwa 1 hMSC pro 1000 kernhaltige Zellen, so sind es bei einem
Teenager 1 hMSC pro 10000 und bei einem funfzigjahrigen Menschen nur noch etwa
1 hMSC pro 40000 kernhaltigen Zellen (Caplan et al., 2007). Das Problem ist noch
ungeldst. Vor allem wird die bisher noch fehlende Standardisierung eines verbind-
lichen lIsolierungsprotokolls beklagt, die fir die heterogenen Ergebnisse in den

verschiedenen Laboren verantwortlich gemacht wird (Ho AD et al.; 2008).

Aufgrund der erwahnten Kontroversen wurde die Heterogenitat der im Rahmen der
eigenen Untersuchungen isolierten Zellpopulationen ebenfalls mit Hilfe der
Durchflusszytometrie Uberpruft. Als positive immunzytochemische Marker fur multi-
potente mesenchymale Stammzellen wurden zwei der in der Literatur beschriebenen
Standardmarker, CD90 und CD105 eingesetzt (Haynesworth et al., 1992a). Daneben
dienten STRO-1 als Marker flr osteogene und CD106 als Marker fur chondrogene
Progenitor-Zellen (Dennis et al., 2002; Gronthos et al, 1994) sowie der
extrazellulare-Matrix-Rezeptoren-Marker CD54, der auch von hMSCs exprimiert wird
(Pittenger et al., 1999; Pittenger et al., 2001).

Auf der Oberflache der hMSCs wurde bisher schon eine Vielzahl von Oberflachen-

antigenen identifiziert. Unter den insgesamt 463 Proteinen befinden sich 148
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integrale oder verankerte Membranproteine, sowie 159 membranassoziierte Proteine
(Foster et al., 2005). Des Weiteren wurden 29 Integrine und Zelladhasionsmoleklile,
20 Rezeptoren und 18 Ras verwandte kleine GTPasen nachgewiesen (Foster et al.,
2005). Keiner dieser Oberflachenmarker eignet sich allein als spezifischer Marker fur
hMSCs. Daher muss immer eine geeignete Kombination verschiedener Marker zur
Charakterisierung der hMSCs herangezogen werden. Welche Kombination von
Markern optimal zu Charakterisierung von hMSCs ist, wird bisher noch kontrovers
diskutiert.

Die Ergebnisse der eigenen durchflusszytometrischen Analysen kénnen das hohe
Mal der von Pittenger et al. beobachteten Homogenitat ebenfalls nicht bestatigen.
Sie deuten darauf hin, dass fur die Heterogenitat offensichtlich vor allem aus den
hMSCs hervorgegangenen Progenitorzellen verantwortlich sind. Mit STRO-1 konnte
die Prasenz einer signifikanten Menge osteogener Progenitorzellen nachgewiesen
werden, mit CD106 die von Progenitor-Zellen mit chondrogener Vordifferenzierung.
Gleichzeitig fallt auf, dass die Zusammensetzung der verschiedenen Zellpraparate
erheblich variiert, ein Phanomen, das auch schon von anderen Autoren beschrieben
wurde (Smith et al.; 2004). Als Erklarung daftr kann man sich vorstellen, dass bei
der Isolierung der Zellen aus dem Knochenmark stets eine vom individuellen Bedarf
des Donors abhangige Mischung von mesenchymalen Zellen mit unterschiedlichem

Differenzierungsstatus angetroffen wird.

Die Hinweise aus den durchflusszytometrischen Analysen wurden bestatigt durch
mikroskopische Untersuchungen. Die Kolonien der frisch isolierten hMSCs erwiesen
sich auch morphologisch als heterogen. Sie setzen sich zusammen aus kleineren,

sich schnell teilenden, und gréfieren, sich langsamer teilenden Zellen.

Als Fazit Iasst sich hier festhalten, dass die im Rahmen dieser Arbeit verwendete
Technik zur Anreicherung der Zellen Uber einen Ficoll-Gradienten sicher noch
verbesserungsfahig ist, um die Vermehrung der Zellen von vornherein unter
gunstigeren Bedingungen starten zu koénnen. Zu den Vorschlagen, die seit
Fertigstellung der experimentellen Untersuchungen gemacht wurden, zahlen auch

die Berichte von Carrancio und Kasten, die beide auf eine Optimierung der Technik
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der Gradientenzentrifugation abzielen, zum Teil durch drastische Reduzierung des
Schwerefeldes auf 1 x g (Carrancio S. et al., 2008; Kasten P et a., 2008). Alternativ
wird seit langem versucht die praparative Durchflusszytometrie (cell sorting)
einzusetzten, wobei nach der strengen Definition allerdings stets Subfraktionen der
hMSCs gewonnen werden (Kuznetsov et al., 1997). Inzwischen wurden mehr als 200
verschiedene Antikorper gegen Oberflachenantigene auf ihre Eignung getestet
(Rojewski et al., 2008). Die Erfolgsmeldungen zum Einsatz von Antikdrpern gegen
die Antigene CD56, CD271 und MSCA-1 stammen allerdings erst aus jungerer Zeit
und konnten daher experimentell im Rahmen der Untersuchungen zu dieser Arbeit
nicht mehr bertcksichtigt werden (Battula VL et al., 2009; Poloni A et al., 2009).

Der Schwerpunkt der experimentellen Bemuhungen zur Bereitstellung einer mog-
lichst homogenen hMSC-Population lag denn auch auf einer Optimierung der in vitro-
Proliferationsphase mit dem Ziel einer maximalen Anreicherung der hMSCs wahrend
der Wachstumsphase bei realistischen, suboptimalen Ausgangsbedingungen. Von
den drei Moglichkeiten zur Erfolgskontrolle eignete sich praktisch nur die Messung
der Teilungshaufigkeit. Sowohl die durchflusszytometrische Bestimmung der
Homogenitat der Population als auch die Fahigkeit zur Differenzierung in
mesenchymale Phanotypen sind zu aufwandig und eignen sich eher als Methoden
zur abschlieBenden Bestatigung. Der Verwendung der Teilungsrate als Parameter
fur die Anreicherung der hMSCs liegt die Idee zugrunde, dass es sich bei den
Kolonie bildenden fibroblastoiden Zellen auch um die am schnellsten proliferierenden
Zellen handelt. Daher wird eine Zellpopulation mit hdoherer durchschnittlicher
Teilungsrate einen hoheren Anteil der hMSCs enthalten als eine solche mit
durchschnittlicher niedrigerer Teilungsrate. Die Bestimmung der durchschnittlichen
Teilungsrate ist allerdings nicht ganz unproblematisch. HMSCs zeigen in Kultur in der
Regel einen mit der Zeit variierenden Wachstumsverlauf. Er beginnt mit einer lag-
Phase, wahrend der nichts sichtbares zu passieren scheint, und wird gefolgt von
einer Phase mit rapidem, exponentiellem Wachstum mit einer Zellverdopplungszeit
von weniger als 10 Stunden (Prockop et al.,, 1997; Prockop et al.,, 2001). Das
Wachstum endet in einer stationaren Phase, in der die Proliferationsrate gegen Null
geht (Sekiya et al., 2002; Bruder et al., 1997). Adulte hMSCs zeigen nach Prockop

eine Verdopplungszeit von 33 Stunden und weniger und ein grol3es
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Expansionspotential, wobei aus Untersuchungen des Zellzyklus hervorgeht, dass
sich durchschnittlich stets 20% der Zellen im Ruhezustand befinden (Colter et al.,
2000).

Um die Teilungsrate dennoch als verlasslichen Parameter verwenden zu konnen,

wurde ein reproduzierbarer Vermehrungsfaktor VF definiert. Alle Zellkulturen wurden

nur bis ca 80% Konfluenz wachsen gelassen. Nur wenn diese Zelldichte nach drei
Wochen noch nicht erreicht wurde, wurde die Kultur ebenfalls gestoppt und die
Zellzahl nach Trypsinierung mit einem Cellcounter bestimmt. Die bezogen auf die
Anzahl ausgesater Zellen ermittelte Vermehrung wurde anschlieRend durch die
Anzahl der Kulturtage geteilt. Dieser Quotient wird in dieser Arbeit als
Vermehrungsfaktor (VF) definiert. Er gibt die durchschnittliche Zellvermehrung pro
Tag an. Je hoher der Wert von VF ist, um so hoher ist der Anteil an Kolonie
bildenden Zellen in der Zellpopulation. Damit erscheint der VF sowohl praktisch wie
theoretisch als Parameter zur Optimierung der Zellkulturbedingungen geeignet zu
sein, die die Homogenitat der Zellpopulation der hMSCs erhohen. Wegen des hohen
experimentellen Aufwands wurden allerdings nur drei Veranderungen getestet, der
Effekt einer

- Variierung der Aussaatdichte,

- Veranderung der Adharierungsbedingungen

- Selektionierung der Kolonie bildenden Zellen

Der letzte Punkt wird im Folgenden auch als partielle Klonierung bezeichnet.

Um moglichst alle vermeidbaren Quellen auszuschlieRen, die die Streuung der
Messwerte unnoétig erhdhen, wurden alle Experimente die beiden ersten Punkte
betreffend mit den Zellen ein und desselben Donors durchgefihrt. Denn bei ver-
gleichenden Voruntersuchungen hatte sich gezeigt, dass das Wachstumsverhalten

der Zellen verschiedener Donoren erheblich voneinander abwich.

Es wurde ebenfalls darauf verzichtet, einen Ersatz flr foetales Kalberserum zu
finden. In Anlehnung an den Bericht von Pittenger et al. wurde zwar ebenfalls ein

selektioniertes foetales Kalberserum eingesetzt, allerdings war dieses fur die
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geplante Chondrogenese optimiert (Pittenger et al. 1999). Eigene Voruntersuchun-
gen mit gepoolten Humanseren hatten in Ubereinstimmung mit anderen Autoren
prinzipiell den mdglichen Einsatz von autologen Seren in der klinischen Anwendung
bestatigt, wenn auch zunachst mit Abstrichen bei der erreichbaren Wachstumsrate
der isolierten Zellen. Inzwischen sind allerdings Berichte bekannt geworden, die
einen Zusatz von Thrombin aktivierten Blutplatichen empfehlen und damit foetales
Kalberserum hinsichtlich  Expansionseffizienz und Differenzierungsfahigkeit

Ubertreffen (Kocaoemer, A et al., 2007).

5.1 Effekt der Variation der Aussaatdichte

Auf die Abhangigkeit der Proliferationsrate der hMSCs von der Anfangszelldichte
wurde bereits von Sekiya hingewiesen (Sekiya et al., 2002). Er konnte zeigen, dass
die Proliferationsrate der Zellkulturen bei einer schrittweisen Absenkung der
Aussaatdichte von der fur viele Zellkulturen empfohlenen Dichte von 5000
Zellen/cm? bis auf 10 Zellen/cm? stetig anstieg. Weitere Studien der Arbeitsgruppe
von Prockop bestatigten, dass sich undifferenzierte hMSCs bei stark erniedrigter
Aussaatdichte besonders effektiv vermehren lieen (Prockop et al. 2001). In den
eigenen Untersuchungen konnte dieses Phanomen im Prinzip ebenfalls reproduziert
werden. Die Uber 4 Passagen gemittelten Expansionsraten der Zellkulturen mit 10-
fach erniedrigter Aussaatdichte Ubertrafen die der Kulturen mit der Standard-
Aussaatdichte um mehr als das 10-fache. Fir die ersten Passagen lagen die
einzelnen Ergebnisse teilweise noch daruber. Das bedeutet, dass auf einer
Zellkulturflasche am Ende einer Passage auch absolut mehr Zellen geerntet werden
konnten, wenn nur ein Zehntel der Zellen anfangs ausgesat wurde. Als Folge davon
wird angenommen, dass sich der relative Anteil undifferenzierter, Kolonie bildender
Zellen wahrend jeder Passage erhoht hat. Dies wird durch die
durchflusszytrometrischen Analysen sowie mikroskopischen Analysen bestatigt. So
zeigten die mit einer Aussaatdichte von 500 Zellen pro cm? ausgesaten Zellen eine
deutlich geringere Heterogenitat sowohl hinsichtlich ihrer GroRe wie auch der
Lichtdurchlassigkeit (forward scatter) im Vergleich zu solchen, die bei einer

Aussaatdichte von 5000 Zellen pro cm? vermehrt wurden. Morphologisch zeigten die
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Zellkulturen bei erniedrigter Aussaatdichte einen relativ hdheren Anteil von den

kleinen teilungsfreudigen spindelformigen Zellen.

Zur Erklarung des Erfolgs dieser Methode geht man von der Vorstellung aus, dass
frisch ausgesate Zellen nach der Adharierung unter anderem mit der Sezernierung
eines vom jeweiligen Phanotyp der Zelle abhangigen Musters parakriner Faktoren
beginnen. Es wirkt stimulierend oder hemmend auf die Nachbarzellen, in dem Sinne
ebenfalls den Differenzierungsstatus der aussendenden Zelle anzunehmen. So
kommt es in einer heterogenen Population zu einer Kompetition der verschiedenen
Mdglichkeiten Proliferation, Differenzierung oder nach Erreichen des terminal
differenzierten Phanotyps auch Produktion funktioneller Proteine. Durch Erniedrigung
der Zelldichte wird auch die Konzentration und damit die Wirkung einiger
differenzierend wirkender Faktoren herabgesetzt. Das Ergebnis wird in erheblichem
Malde von den Faktoren mitbestimmt, die mit dem Serumzusatz oder separat dem

Kulturmedium unabhangig von der Zellverdiinnung zugefligt werden.

Die Methode hatte allerdings auch ihre Grenzen. Anders als von Sekiya beobachtet
erwies sich eine weitere Erniedrigung der Aussaatdichte unter den Wert von 500
Zellen pro cm? als wenig realistisch. Die Folge waren erheblich verlangerte lag-
Phasen, zum Teil entwickelten sich uberhaupt keine Kolonien. Eine mogliche
Erklarung ist einerseits die wahrscheinlich groRere Heterogenitat der Uber den Ficoll-
Grandienten gewonnen Zellpopulationen und andererseits ein relativer Mangel an
mitogenen Faktoren im Kulturmedium. Dies kdnnten auch die Ursachen fur die nach
4 Passagen beobachtete deutliche Abnahme der Expansionsrate sein. Passend
dazu veranderte sich auch die Zellmorphologie. Viele Zellen verloren im Verlauf der
Kultivierung bzw. Passagen ihre Spindelform und breiteten sich flachiger aus. Nach
und nach konnten innerhalb der hMSC-Population mehrere Zellmorphologien unter-
schieden werden. In ahnlicher Weise mussen die Ergebnise der Durchfluss-

zytometrie gedeutet werden.

Die hMSC-Populationen spaterer Passagen wiesen eine verminderte Prasenz von
CD90 und CD105 und eine starkere Prasenz von CD54, CD106 und STRO-1, auf.
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Dies ist als Hinweis daflr zu sehen, dass sich ein zunehmender Teil der Zellen auf
dem Wege in Richtung auf eine chondrogene bzw. osteogene Differenzierung befand.
Der Effekt betraf allerdings die mit niedriger Ausaatdichte kultivierten Zellen in deutlich

geringerem Male.

5.2 Variation der Adharierungsbedingungen

Die Idee zur Uberpriifung der Adhéarierungsbedingungen als Méglichkeit zur Anrei-
cherung von hMSCs aus den Knochemark-Stromazellen geht auf die folgende
Beobachtung zurlck. Die Adharierung der Zellen an vorbehandelte Plastikober-
flachen gehort zu den effektivsten MalRnahmen zur Anreicherung von hMSCs
(Tondreau et al.,, 2004). Zu den Stromazellen des Knochenmarks, welche eine
Plastikadharenz aufweisen, zahlen neben den hMSCs jedoch auch CD45-positive
Zellen und solche mit dem CD11b-Antigen, das von Monozyten und Granulozyten
exprimiert wird. Das auf lymphohamatopoetischen Zell-Linien vorkommende Ober-
flachenantigen CDA45 ist unter anderem ein Negativmarker fir hMSCs. Wegen ihrer
Adharenz kdénnen diese Zelltypen fur mehrere Wochen in Kultur verbleiben (Barry et
al., 2004). Bei den eigenen Untersuchungen konnte mit Hilfe der durchflusszyto-
metrischen Analyse fur diese Zellen trotzdem eine deutliche Abnahme wahrend der
Adharierungsphase (Passage 0) festgestellt werden. Mdglicherweise ist eine im
Vergleich zu den hMSCs verminderte Adharenz dafur verantwortlich, dass sich diese
Zellen durch die anschlielRende griindliche Spuilung aus der Population der hMSCs

entfernen lielRen.

Mit einem umfangreichen Mess-Programm wurde versucht die Frage zu beantworten,
ob sich schnell proliferierende Zellen hinsichtlich ihrer Adharierungseigenschaften von
langsamer wachsenden unterscheiden lassen. Dazu wurden einerseits Zellfraktionen
gewonnen, die verschieden lange Gelegenheit zur Adharierung hatten und anderer-
seits solche, die zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Aussaat adharierten. Die
verschiedenen Zellfraktionen wurden zudem noch Uber 6 Passagen kultiviert und
anschlielfend die Vermehrungsfaktoren bestimmt. Interessanterweise konnten unter
allen Bedingungen Zellfraktionen fur die Analysen gewonnen werden, doch blieben

die Unterschiede der Messergebnisse stets unter der Signifikanzgrenze. Offensichtlich
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erwies sich der Parameter Proliferationsrate als zu grob. Denn mit Hilfe der
Durchflusszytometrie konnten sehr wohl Unterschiede festgestellt werden. So
erwiesen sich die am ersten Tag adharierenden Zellen als weniger anfallig fur eine
Tendenz zur spontanen, vorzeitigen Differenzierung. Dieser Unterschied wirkte sich
zu dem bei den spateren Passagen noch deutlicher aus. In der Abbildung 15 ist die
relative Zunahme der auf chondrogen und osteogen vordifferenzierten Zellen
vorkommenden Marker CD106 und STRO-1 auf Kosten der Marker CD90 und CD105
dargestellt. Man erkennt, dass die Intensitat der Fluoreszenz der differenzierten Zellen
bei den am 7. Tag adharierten Zellen deutlich hoher ist als bei den am 1. Tag
adharierten Zellen. Weiterhin ist am Vergleich der nach der 1. und 6. Passage
bestimmten Fluoreszenzintensitaten der differenzierten Zellen ein deutlicher Zuwachs
auf Kosten der undifferenzierten CD90 und CD105-Zellen erkennbar. Da die Effekte
einen additiven Charakter zu haben scheinen, ist eine Kultivierung von Zellen mit
frithem Adharierungszeitpunkt und niedriger Aussaatdichte flr nicht mehr als 4
Passagen als die zur Zeit optimale Bedingung zu empfehlen, wenn es darauf
ankommt, das Ausmald der Heterogenitat der hMSC-Population moglichst niedrig zu

halten.

5.3 Selektion schnell proliferierender Zellen

Neben der hohen Teilungsrate, der Adharenz und spezifischen Oberflachen-
antigenen wurden unter anderem auch morphologische Kriterien zur Anreicherung
von hMSC genutzt. Ein Beispiel ist der Vorschlag von Hung et al.,, ein Sieb
einzusetzen, um eine als 'SS-cells' bezeichete Subfraktion der hMSCs mit hohem
Proliferations- und Differenzierungspotenzial anhand ihrer Gro3e zu isolieren (Hung
et al., 2002). Einer anderen Subfraktion der hMSCs, die als RS-Zellen bezeichnet
wurde, wird allein das maximale Proliferations- und Differenzierungspotenzial zuge-
sprochen (Colter et al., 2000). Ob es als Nachschubpotenzial fir jeden Bedarf
angesehen werden kann ist jedoch noch umstritten (Colter et al. 2001; Sekiya et al.,
2002).

Neben der Suche nach den entscheidenden Subfraktionen fokussieren andere

Autoren ihre Aufmerksamkeit auf die Regulation der Differenzierung und Vermehrung

76



Diskussion

der hMSCs in der naturlichen Umgebung, um Methoden zur Gewinnung einer
homogenen Population humaner mesenchymaler Stammzellen zu entwickeln (Baksh
et al., 2004). Seit langem ist bekannt, dass mesenchymale Zellen unabhangig vom
Differenzierungsstatus eine wichtige Rolle bei der Homoostase der hamatopo-
etischen Zellen darstellen (Baksh et al. 2005). Daruber hinaus gibt es inzwischen
auch Hinweise fur die Hypothese, dass umgekehrt auch von hamatopoetischen
Zellen sezernierte 16sliche Faktoren fur die Funktionalitat der mesenchymalen Zellen
gebraucht werden (Baksh et al. 2005). Dem scheint zunachst die erfolgreiche
Klonierung von hMSCs zu widersprechen, die durch Verdinnung aus einer
homogenen hMSC-Population gewonnen wurde (Pittenger et al 1999). Erklarbar ist
dieses Ergebnis jedoch mdglicherweise durch den Zusatz eines fir diesen Zweck
selektierten foetalen Kalberserums. In Ubereinstimmung damit sind eigene Versuche
zur Klonierung von hMSCs moglicherweise gescheitert, weil der Zusatz dieses
besonderen Serums nicht verwendet wurde. Weiterhin blieb — wie bereits weiter
oben erwahnt - moglicherweise aus demselben Grund auch das Wachstum bei
hMSC-Kulturen aus, wenn die initiale Aussaatdichte unter 500 Zellen pro cm? lag.
Danach wurde unter den konkreten Versuchsbedingungen bei einer Aussaatdichte
von 500 Zellen pro cm? gerade die minimale Konzentration an verunreinigenden
Stromazellen zur Produktion essentieller Wachstumsfaktoren erreicht. Diese
Hypothese wird ebenfalls durch das Ergebnis eines Experiments unterstutzt, das im
Folgenden als partielle Klonierung bezeichnet werden soll. Die Uber den Ficoll-
Gradienten gewonnenen Zellen wurden mit der Aussaatdichte von 500 Zellen pro
cm? statt auf groRe Flaschen in die Napfe von 24-Well-Platten ausgesat. Als Resultat
wurde festgestellt, dass durchschnittlich nur in 1 — 2 Napfen ein optimales Wachstum
beobachtet werden konnte. Wahrend die Vermehrungsfaktoren in diesen die VF-
Werte der bisher erreichten Ergebnisse um mehr als das zweifache Ubertrafen, lagen
sie in den anderen Napfen noch deutlich unter den Werten der auf den grof3en
Flaschen beobachteten Vermehrungsfaktoren. Wie ist nun diese ungleiche
Verteilung zu erklaren? Da zu Beginn in jeden Napf dieselbe Zellzahl (ca. 500 Zellen)
eingefullt wurde ist eine so ungleichmalige Verteilung statistisch &aulerst
unwahrscheinlich, es sei denn die durchschnittliche Anzahl teilungsfahiger Zellen pro
Napf lage deutlich unter dem Wert 1. Dagegen spricht die Beobachtung, dass sich in

den Napfen mit den optimal wachsenden Zellen nach der lag-Phase stets wenigstens
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5 bis 7 Kolonien unterscheiden lieRen. Wahrscheinlicher ist daher die Annahme,
dass ein (oder mehrere) andere(r) Zelltyp(en) mit regulierender Wirkung zufallig die
beobachtete Verteilung aufweisen. Prinzipiell denkbar ist sowohl die Abwesenheit
hemmend wirkender wie die Anwesenheit stimulierend wirkender ko-kultivierter
Zellen, die entsprechend wirkende Faktoren ausschutten. Auszuschlief3en ist auch
nicht, dass beide Arten von Effekten nebeneinander auftreten. Da der hohe Wert des
Vermehrungsfaktors bei der anschlieRenden Expansion auf gro3en Flaschen und der
Aussaatdichte von 500 Zellen pro cm? mindestens fur die 4 folgenden Passagen
erhalten bleibt, spricht mehr fur die nachhaltige Entfernung hemmend wirkender

Zellen durch die Technik der partiellen Klonierung.
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6 Zusammenfassung

Die Madoglichkeit, humane mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark
(hMSCs) zu isolieren und in vitro zu vermehren, um sie in verschiedene Zelltypen zu
differenzieren, macht sie interessant fur die in vitro Herstellung einer Reihe nicht-
hamatopoetischer Gewebe. Allerdings bereitet die Tendenz der konventionell
isolierten Zellen, schon wahrend der Vermehrung spontan in verschiedene Zelltypen
zu differenzieren, noch Probleme. Ausgehend von der These, dass daflur parakrine
Effekte nicht ausreichend abgetrennter regulatorisch wirksamer Zellen verantwortlich
sind, wurde in dieser Arbeit versucht, eine einfache Methode zur effektiveren
Abtrennung dieser Zellen zu entwickeln. Da das Ausmald spontaner Differenzierung
erfahrungsgemald in inverser Beziehung zur Zellteilungsrate steht, wurde fur die
experimentelle Arbeit die Vermehrungsrate als Parameter fur die Abwesenheit
differenzierend wirkender Regulatorzellen gewertet. Zusatzlich wurden Verande-
rungen in der Zellmorphologie sowie spezifische Zelloberflachenmarker mit Hilfe der
Cytofluorometrie genutzt, um die Wirksamkeit der eingesetzten Methoden bei der
Reduzierung der Heterogenitat der untersuchten Zellpopulationen zu beurteilen. Die
erste der drei eingesetzten Methoden besteht in der Variation der Adharierungs-
bedingungen im Rahmen der Isolierung der Zellen. Sie beruht auf der Annahme,
dass Regulator- und Effektorzellen nicht unbedingt in gleichem Ausmald zur Adha-
rierung an die Gefalioberflache neigen. Die experimentellen Untersuchungen zeigten
in der Tat, dass ein solches Optimum existiert. Danach ist es vorteilhafter, die Zellen
schon frih nach nur 24-stindiger Adharierungsphase zu ernten, wenn man den
Anteil differenzierend wirkender Zellen reduzieren mochte. Die zweite Methode
besteht in der Erniedrigung der Aussaatdichte und damit in einer schlichten Verdin-
nung der Zellen, von der ein vermindernder Effekt der parakrinen und juxtakrinen
Signale seitens der Regulatorzellen erwartet wurde. Die experimentellen Untersu-
chungen bestatigten diese Erwartung sehr deutlich mit einem quantitativen Anstieg
der Proliferationsrate der hMSCs und einer morphologisch und cytofluorometrisch
nachweisbaren Abnahme differenzierter Zellen in den Populationen. Beide Effekte
erschienen jedoch auch in Kombination noch nicht ausreichend, das gesteckte Ziel

zu erreichen. Daher wurde zusatzlich eine erst wahrend der Untersuchungen
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gemachte Beobachtung genutzt, um schnell wachsende von langsamer wachsenden
Zellen mechanisch zu trennen. Fur die weitere Kultivierung wurden die schnell
wachsenden, Kolonie bildenden Zellen selektiv herangezogen, indem die durch
Adharierung gewonnenen Zellen nicht wie uUblich auf grofle 75 cm? -Flaschen,
sondern auf Multiwell-Platten mit nur ca. 1 cm? Kulturflache ausgesat wurden. Das
Ergebnis war mit einer zwei- bis vierfachen Erhéhung der Proliferationsrate sehr
deutlich. Es erwies sich zudem auch als nachhaltig. Die wirkungsvolle Abtrennung
der die Differenzierung stimulierenden und die Proliferation hemmenden Zellen durch
diese einfache Technik der partiellen Klonierung lie® sich noch mindestens fur die
vier folgenden Passagen beobachten. Diese Arbeit kommt daher insgesamt zu dem
Ergebnis, zur Gewinnung von hMSCs mit einer moglichst niedrigen Heterogenitat -
wie sie fur den Einsatz zum tissue engineering gebraucht werden — eine Kombination
aus allen drei untersuchten Methoden zu empfehlen, also eine kurze Adharie-
rungszeit, eine niedrige Aussaatdichte und die partielle Klonierung durch Selektion

der Kolonie bildenden Zellen.
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