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Fragestellung

1. Fragestellung

Mesenchymale Stromazellen (MSZ) wurden 1966 zum ersten Mal durch Friedenstein et al.
beschrieben. Seitdem sind sie von erheblichem Interesse und eine grole Anzahl von Studien
wurde durchgefiihrt, um Funktion und Nutzen dieser Zellen in vitro und in vivo zu ergriinden
(Pittenger et al., 1999; Deans and Mosley, 2000; Fibbe and Noort, 2003). Es konnte in
praklinischen (Kopen et al., 1999; Mahmood and Chopp, 2004; Petite et al., 2000; Lange et al.,
2005B; Togel et al., 2005; Jaquet et al., 2005) und klinischen (Horwitz et al., 1999; Le Blanc et
al., 2004; Koc et al.,, 2000; Koc et al., 2002; Chen et al., 2004) Studien liber neuronale
Regeneration nach Degeneration, Osteogenesis imperfecta, Spender-gegen-Wirt-Krankheit,
metabolische Erkrankungen, Knochen- und Knorpelkrankheiten sowie iiber Nieren- und

Myokardinfarkt gezeigt werden, dass MSZ ein betrachtliches therapeutisches Potential besitzen.

Bis heute gehort zur etablierten Methode fiir die Expansion und Differenzierung von hMSZ die
Nutzung von fotalem Kélberserum (FKS). Dieses Serum kann allerdings eine unerwiinschte
Quelle fiir xenogene Antigene sein und birgt die Gefahr der Kontamination mit tierischen Viren
und Prionen sowie der Zoonose in sich. Der Kontakt mit tierischem Eiweil kann auBerdem
anaphylaktische Reaktionen und lokale Entziindungen auslésen und zur AbstoBung der
transplantierten Stammzellen fiihren (Selvaggi et al., 1997; Mackensen et al., 2000; Tuschong et
al., 2002). Nach zelluldrer Kardioplasie konnten sogar Arrhythmien festgestellt werden
(Chachques et al., 2004). Obwohl FKS durch sequentielle Kultivierung von MSZ zuerst in FKS,
darauf folgend in autologem oder heterologem Serum (Spees et al., 2004) bis zu 99,99%
eliminiert werden kann, verbleibt ein gewisses Restrisiko. Deshalb wird aktiv nach Alternativen
gesucht.

Um hMSZ fiir die klinische Anwendung nutzen zu kdnnen, gab es bisher mehrere Versuche, diese
Zellen in FKS-freien Medien zu kultivieren, indem z.B. statt FKS humanes Serum zum Einsatz
kam. In autologem Serum zeigte sich zumindest in den ersten Passagen im Vergleich zu FKS eine
schnellere Proliferation ohne Verlust der typischen Eigenschaften des Phéinotyps, der
Beweglichkeit und der Differenzierungsfihigkeit in vitro, wo hingegen in allogenem humanem
Serum Wachstumsstillstand und Absterben der Zellen resultierten (Shahdadfar et al., 2005;
Mizuno et al., 2006; Stute et al., 2004). Yamaguchi et al. (2002) beobachteten eine bessere
Expansion unter dem Zusatz von humanem AB-Serum oder autologem Serum bzw. Plasma,
allerdings nur unter der zusitzlichen Gabe von Wachstumsfaktoren (bFGF-basic Fibroblast
Growth Factor). Autologes oder allogenes Serum kann aber bisher nicht als géngiger Ersatz fiir

FKS zur Anwendung kommen, da es nicht mdglich ist, es in der bendtigten Menge zu gewinnen.
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AuBerdem gibt es bis jetzt nur wenige nach GMP-produzierte Wachstumsfaktoren, von denen die
meisten nicht von Nutzen sind.

Ergebnisse der letzten Zeit zeigen, dass humane Thrombozytenkonzentrate als ein sicherer Ersatz
des tierischen Serums fiir die Expansion von hMSZ Verwendung finden konnen (Yamada et al.,
2004; Doucet et al., 2005; Miiller et al., 2006). Die daraus resultierenden hMSZ sind allerdings

noch nicht vollstindig charakterisiert.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Bedingungen fiir eine Serum-freie Kultivierung von hMSZ
intensiv untersucht. Dabei kam Pléttchenlysat (PL) als Ersatz fiir und im Vergleich zu FKS zur
Anwendung. Von besonderem Interesse waren dabei das  Wachstums- und
Differenzierungsverhalten der unter diesen Bedingungen kultivierten Zellen. Die Ergebnisse

wurden zusammengetragen und einander gegeniibergestellt.
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2. Einleitung

2.1. Allgemeine Einleitung

Die Anwendung von embryonalen Stammzellen in der Forschung und in der Klinik ist sowohl mit
ethischen als auch mit rechtlichen und moralischen Bedenken verbunden. Zwar besitzen diese
Zellen ein hohes Expansions- und Differenzierungspotential, aber sie sind schwierig zu gewinnen
und mit ihrer Verwendung ist das Risiko der Bildung von Teratokarzinomen (Erdo et al., 2003)
und die Gefahr der AbstoBungsreaktion beim Empfinger (Robertson, 2001) verbunden.
AuBlerdem werden wihrend der Differenzierung der embryonalen Stammzellen
Histokompatibilitits-Komplexe (HLA) des Spenders entwickelt, die eine lebenslange und mit
vielen unerwiinschten Nebenwirkungen verbundene Immunsuppression erforderlich machen.

Als Alternative kommen die multipotenten, adulten humanen Stammzellen in Betracht. Diese
konnen relativ einfach aus unterschiedlichen Geweben gewonnen und in ausreichender Menge

expandiert werden. Zudem wird keine Immunsuppression bendtigt.

Als Stammzellen werden dabei diejenigen Zellen bezeichnet, welche die Fihigkeit besitzen, sich
durch Zellteilung unbegrenzt zu replizieren und welche gleichzeitig in der Lage sind, sich in
verschiedene Gewebe zu differenzieren. Die Zellerneuerung kann durch eine symmetrische
Teilung erfolgen, was zu dem Ergebnis fiihrt, dass beide Tochterzellen mit den Eigenschaften
einer Stammzelle ausgestattet sind. Die andere Mdoglichkeit stellt die asymmetrische Teilung dar,
aus der eine Stammzelle und eine undifferenzierte Progenitorzelle hervorgehen. Progenitorzellen
unterscheiden sich von Stammzellen dadurch, dass sie eine eingeschrinkte Selbstteilungskapazitat
besitzen und bereits Linien determinierte Vorlduferzellen darstellen. Daher konnen Stammzellen
in verschiedenen zelluldren Phinotypen auftreten. Sie verharren in ihrem undifferenzierten
Stadium, bis sie durch intrinsische und extrinsische Faktoren zur Differenzierung stimuliert
werden.

Eine Moglichkeit zur Einteilung von Stammzellen stellt ihr Differenzierungspotential (Tab. 1)
dar. Dabei werden als totipotente Stammzellen diejenigen bezeichnet, welche die Fahigkeit
besitzen, alle Zell- und Organtypen bis hin zu einem eigenstiandigen Organismus hervorzubringen.
Sie sind also in der Lage, eine Nachkommenschaft zu erzeugen, die alle embryonalen und
extraembryonalen Zelltypen einschlieft. Die befruchtete Eizelle ist als bekannteste totipotente
Stammzelle anzusehen, welche ihre Totipotenz bis hin zum 8-Zellstadium behilt. AnschlieBend

spricht man von pluripotenten embryonalen Stammzellen, aus denen zwar noch alle Gewebe des
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Korpers entstehen konnen, aber diese Zellen besitzen nicht mehr das Potential, sich zu einem

eigenstandigen Organismus zu entwickeln.

Differenzierungspotential Vorkommen Eigenschaften

Moglichkeit der Differenzierung
in jegliche Korperzelle bis hin
zum selbstindigen Organismus

Zygote (Blastomere) bis zum

Totipotenz 8-Zell-Stadium

Embryonale Stammzelle der
Blastozyste, embryonale
Pluripotenz Keimzelle in Gonaden,
embryonale Karzinomzelle
z.B. im Teratokarzinom

keine komplette Entstehung
eines Organismus moglich,
jedoch die Differenzierung in
zahlreiche Zelltypen

Gewebespezifische determiniert, begrenzt
Stammzellen: s 1 e
. . selbsterneuernd; Fahigkeit, eine
Héamatopoetische SZ
. begrenzte Zahl anderer Gewebe
Multipotenz Muskel-SZ .
zu bilden (evtl.
Leber-SZ

Transdifferenzierung in jeweils

Neuronale 82 andere Gewebetypen mdglich)

Retinale SZ

Tab. 1: Differenzierungspotential von Stammzellen

Im weiteren Verlauf der Embryogenese verlieren die Stammzellen zunehmend ihr
Differenzierungspotential, so dass sog. fetale und adulte Stammzellen entstehen. Adulte
Stammzellen sind postnatalen Ursprungs und befinden sich in reifem Gewebe. Man konnte sie
bisher in ca. 20 Organen bzw. Organsystemen nachweisen (u.a. im Blut, im Knochenmark). Dort

verbleiben sie lebensldnglich und produzieren organspezifische Ersatzzellen.

Im Folgenden wird auf die Herkunft, die Eigenschaften, die Isolierung, die Kultivierung, die

Charakterisierung und die klinische Verwendung von adulten Stammzellen eingegangen.

2.2. Ursprung und Charakterisierung himatopoetischer Stammzellen

Die adulte hamatopoetische Stammzelle entdeckten McCulloch und Till 1963 im Mausmodell. Sie

bestrahlten Mduse mit einer normalerweise letalen Dosis und transplantierten anschlieBend
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murines Knochenmark. Dieses fiihrte zur vollstindigen Rekonstitution des gesamten Blutsystems
der Méuse.

Man kann die hdmatopoetische Stammzelle aus unterschiedlichen hdmatopoetischen Organen
isolieren. Zu diesen gehort die fetale Leber, das Nabelschnurvenenblut, adultes Knochenmark und
durch Wachstumsfaktoren mobilisiertes peripheres Blut. Im menschlichen Knochenmark werden
aus hdmatopoetischen Stammzellen pro Tag ca. 10'> himatopoetische Zellen gebildet, was etwa 1
kg entspricht.

Das klassische Modell der Himatopoese geht von einem hierarchischen System aus, an dessen
Spitze multipotente hdmatopoetische Stammzellen stehen. Diese bringen myeloide und lymphoide
Stammzellen hervor und im weiteren Verlauf entstehen iliber mehrere Zwischenstufen alle

ausgereiften Zellen des himatopoetischen Systems (Abb. 1).

myeloide Stammzelle lymphoide Stammzelle

O

Megakaryocyt B-Lymphozyt  T-Lymphozyt

Bluttplattchen  Basophiler

A b
@)@,

Osteoklast Makrophage

Abb. 1: Hierarchisches System der Himatopoese. Aus multipotenten hdmatopoetischen Stammzellen
gehen myeloide wund lymphoide Stammzellen hervor. Diese konnen {iber mehrere
Differenzierungszwischenstufen ~ die  verschiedenen  Blutzelltypen  bilden.  (verdndert aus:
Entwicklungsbiologie. Wolpert, Lewis. Heidelberg, Berlin: Spektrum Akademischer Verlag; 1999)
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Die Charakterisierung humaner hdmatopoetischer Stamm- und Progenitorzellen erfolgt iiber
Oberflichenantigene. = Hadmatopoetische  Stammzellen  exprimieren  die  allermeisten
Oberflichenmolekiile nicht, welche auf ausgereiften hdmatopoetischen Zellen zu finden sind und
daher auch als linienspezifische Marker bezeichnet werden. Allerdings kann das Vorhandensein
des Antigens CD34 nachgewiesen und somit zur Identifizierung von frithen hdmatopoetischen
Stammzellen herangezogen werden, da dessen Expression bei der Ausreifung und Differenzierung
der Zellen herunterreguliert wird. Die genaue Funktion von CD34 ist nicht bekannt, ebenso
handelt es sich bei diesem Antigen um keinen spezifischen Stammzellmarker, da es auch auf der
Oberfliache reifer Endothelzellen und Fibroblasten zu finden ist. Somit wird ein weiterer Marker

fiir die exakte Charakterisierung benotigt, der himatopoetische Leukozytenmarker CDA45.

2.3. Ursprung mesenchymaler Stromazellen

Das Vorhandensein von Stammzellen in nicht-hdmatopoetischen Geweben konnte erstmals durch
die Untersuchungen des deutschen Pathologen Cohnheim vor 130 Jahren vermutet werden
(Cohnheim, 1867). Cohnheim injizierte unldslichen Anilin-Farbstoff in die Venen von verletzten
Tieren und beobachtete die Wundheilung. Im Wundherd konnte er erkennen, dass nicht nur
entziindungsassoziierte Zellen den Farbstoff enthielten, sondern auch solche mit fibroblastoider
Morphologie. Daher schlussfolgerte er, dass zumindest einige der am Wundheilungsprozess
beteiligten Zellen ihren Ursprung in der Blutbahn oder im Knochenmark haben miissten. Diese
fibroblastenartig wachsenden Zellen des Knochenmarks identifizierten 1966 Friedenstein et al.
Bei der Kultivierung in vitro wuchsen die Zellen adhérent auf Plastikoberflichen und blieben
undifferenziert. Sie waren in der Lage, sich in Zellen des Stiitz- und Bindegewebes differenzieren
zu lassen (Friedenstein et al., 1966).

Die von Friedenstein erstmals beschriebene multipotente Stammzelle aus dem Stroma des
Knochenmarks wurde spiter intensiv untersucht. Dabei unterschieden sich die Isolierungs- und
Kultivierungsbedingungen der verschiedenen Arbeitsgruppen voneinander: nach Caplan werden
MSZ aus einem Percoll bzw. Ficoll-Gradienten gewonnen und unter Zuhilfenahme ihrer
Plastikadhdrenz im Standardmedium (DMEM mit Zusatz von 10% FKS) kultiviert (Caplan,
1991); mesenchymale Progenitorzellen (MPZ) nach Prockop et al. werden aus einen Ficoll-
Gradienten durch ihre Plastikadhirenz selektioniert und in a-MEM mit 20% FKS kultiviert
(Prockop, 1997; Colter et al., 2000); Stro-1+ Zellen nach Simmons, werden anhand des Stro-1
Oberflichenmarkers mittels Durchflusszytometrie isoliert (Simmons und Torok-Storb, 1991;

Gronthos et al., 1994; Simmons et al., 1994); Verfaillie et al. identifizierten die Multipotent Adult
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Progenitor Cells (MAPC). Diese konnen sowohl durch die Depletion der CD45+ und Glycophorin
A+ Zellen als auch durch ihre Kultivierung in einem spezifischen Medium in mit Fibronectin-
beschichteten Kulturflaschen selektiert werden. Sie scheinen im Knochenmark in deutlich
geringerer Frequenz vorzukommen als MSZ. MAPC wird die Fihigkeit zugesprochen, ohne
EinbiiBen des Differenzierungspotenzials nahezu unbegrenzt in vitro expandiert werden zu
konnen (Reyes und Verfaillie, 2001; Verfaillie et al., 2003).

Viele Studien deuten darauf hin, dass es sich bei den untersuchten Zellen moglicherweise um
gleiche Zellen mit dhnlichem Differenzierungsverhalten handelt, aber trotzdem gibt es bis jetzt
keine klare Definition und eindeutige Charakterisierung humaner MSZ. Daher kann man nicht
genau unterscheiden, ob es sich bei den in den Studien untersuchten Zellen tatsdchlich um
Stammzellen oder um linienspezifische Progenitorzellen handelt. Unter anderem wird von einigen
Forschungsgruppen der Terminus ,,marrow stem cell* gleichgestellt mit ,,mesenchymal stem cell*
oder ,,mesenchymal progenitor cell“. Um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse verschiedener
Arbeitsgruppen im Hinblick auf die klinische Anwendbarkeit zu ermoglichen, gibt es
Bestrebungen, die Kulturbedingungen zu standardisieren (Beresford und Owen, 1998).

Innerhalb des Knochenmarks existieren drei wesentliche zelluldre Systeme, die nach heutiger
Erkenntnis keinen gemeinsamen Vorldufer im postnatalen Individuum besitzen: das
himatopoetische, das endotheliale und das Stromazellsystem, wobei die MSZ zum
Stromazellsystem gezdhlt werden. Zurzeit stellt das Knochenmarkaspirat die ergiebigste Quelle
fiir MSZ dar. Man findet MSZ aber auch im Fettgewebe (Zuk et al., 2001), im Periost (Nakahara
et al., 1991), in der Synovialmembran (De Bari et al., 2001), im Muskel (Bosch et al., 2000), in
der Dermis (Young et al., 2001), im Nabelschnurblut (Erices et al., 2000) und im trabekuldren
Knochen (Noth et al., 2002).

2.4. Eigenschaften mesenchymaler Stromazellen

Adulten Stammzellen wird nach Caplan, Prockop, Simmons und Verfaillie et al. die Fahigkeit der
Multipotenz zugeschrieben, da sie sich unter geeigneten Bedingungen entlang verschiedener Zell-
und Gewebelinien zu differenzieren vermdgen. So kdnnen aus postnatalem Knochenmark isolierte
MSZ durch entsprechende Kultivierungsbedingungen angeregt werden, sich in eine Reihe
mesodermaler und vermutlich auch ektodermaler und endodermaler Gewebetypen zu
differenzieren (Abb. 2). Dazu zdhlen Knochen (Friedenstein et al., 1987; Beresford, 1989;
Haynesworth et al., 1992b, 1997; Jaiswal et al., 1997; Pittenger et al., 1999), Knorpel (Lennon et
al., 1996; Johnstone et al., 1998; Mackay et al., 1998; Pittenger et al., 1999), Sehnen und
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stromales Bindegewebe (Young et al., 1998), Skelettmuskel (Saito et al., 1995; Ferrari et al.,
1998), Herzmuskel (Makino et al., 1999; Fukuda, 2001), Fett (Dennis und Caplan, 1996; Pittenger
et al., 1999), neuronales Gewebe (Azizi et al., 1998; Kopen et al., 1999), mesangiales Gewebe (Ito
et al.,, 2001) Epithel von Leber, Lunge und Darm (Jiang et al., 2002, Reyes et al., 2002) und
Endothel (Oswald et al., 2004).

Mesenchymale Stammzelle
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Abb. 2: Mesodermales Differenzierungspotential von mesenchymalen Stammzellen. Dargestellt sind
Differenzierungslinien von hMSZ (veréndert aus: Mesenchymal stem cells of human adult bone marrow.
Pittenger Mark und Marshak Daniel in: Stem cell biology. Marshak Daniel, Gardner Richard und Gottlieb
Daniel, New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press; 2001)

MSZ koénnen das gesamte Leben lang im Korper nachgewiesen werden. In der Regel zeigen sie
nach Untersuchungen von Prockop et al. in Kultur meistens einen Wachstumsverlauf, der mit

einer lag-Phase beginnt, gefolgt von einer Phase mit rapidem, exponentiellem Wachstum, welches
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in einer stationdren Phase, in der die Proliferationsrate gegen Null geht, endet (Bruder et al., 1997,
Sekiya et al., 2002).

Auch die MSZ sind einem Alterungsprozess unterworfen. Dieser spiegelt sich u.a. in der
Abnahme der Telomerldnge wider. So kann man eine anndhernd exponentielle Abnahme der
Anzahl von MSZ mit dem Alter des Untersuchten beobachten. Findet man beim Neugeborenen
noch etwa 10> MSZ pro 10° kernhaltige Zellen, so sind es beim Fiinfzigjahrigen nur noch etwa 2
pro 10° (Caplan, 1994). Daneben ist die Anzahl der MSZ auch abhingig vom Ort der Entnahme
und dem Bestehen und Stadium einer systemischen Erkrankung (Majors et al., 1997).

Bei Untersuchungen des Zellzyklus konnte aufgezeigt werden, dass sich ca. 20% der Zellen in
einem Ruhezustand befinden (Colter et al., 2001). Nach Prockop et al. weisen adulte hMSZ ein
grofles Expansionspotential und eine Verdopplungszeit von 33 Stunden und weniger auf.
Ungewdhnlich fiir Stammzellen ist allerdings die Tatsache, dass trotz der groBen Expansionsraten
von Langzeitkulturen hMSZ eine endliche Teilungsfidhigkeit besitzen. Untersuchungen von
Bruder et al. (1997) zeigten, dass bei der Kultivierung von MSZ nach Caplan et al. nach
durchschnittlich 38 Verdopplungen der Zellpopulation die ersten Anzeichen eines
Alterungsprozesses eintraten. Dieser machte sich u.a. durch verlangsamtes Wachstums- und
Teilungsverhalten deutlich. Allein die MAPC von der Arbeitsgruppe um Verfaillie zeigten nach
mehr als 120 Verdopplungen der Zellpopulation noch keine reduzierte Teilungsfahigkeit und
keinen Verlust der Differenzierbarkeit und somit keine Anzeichen einer beginnenden
Zellalterung. Ob es sich bet MAPC um komplett andere Zellen als bei MSZ handelt oder ob
MAPC eine besonders frithe und unreife Subfraktion innerhalb der mesenchymalen Stammzellen
darstellen, ist bis jetzt unklar.

Auf den Alterungsprozess der MSZ nehmen unterschiedliche Kultivierungsbedingungen in vitro
Einfluss. So spielt die Dichte der Aussaat in den Kulturflaschen eine wesentliche Rolle. Wenn die
aus dem Knochenmark isolierten MSZ in einer sehr geringen Dichte von 1-10 Zellen/cm?
ausgesiedelt werden, kann man die Entstehung von monoklonalen Zellen beobachten (Kuznetsov
et al.,, 1997; Reyes et al., 2001; Colter et al., 2000, 2001). In solchen Kolonien befinden sich
morphologisch heterogene Zellen. Diese konnen eingeteilt werden in kiirzere, sich schnell
teilende, und langere, sich langsamer teilenden Zellen. Bei niedriger Zelldichte {iberwiegen die
kiirzeren Zellen mit der hoheren Teilungs- und Differenzierungskapazitit. Umgekehrt ist ein
Uberwiegen der langen, mehr ausgereiften und langsamer proliferierenden Zellen bei hoher
Zelldichte zu beobachten (Di Girolamo et al., 1999; Colter et al., 2000, 2001; Sekiya et al., 2002).
Ein weiterer Vorteil der verdiinnten Aussaat ist die Tatsache, dass der relative Anteil der sich
seltener teilenden, partiell differenzierten Zellen mit der Anzahl der Passagen abnimmt. Man

nimmt an, dass parakrine Faktoren, welche die Differenzierung fordern, bei einer hoheren
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Anfangszelldichte schneller akkumulieren, was dann zur Drosselung der Proliferationsrate fiihren
konnte. Die Folge wire nicht nur eine geringere Endzellzahl, sondern auch eine Erhohung der
Heterogenitét der Zellpopulation hinsichtlich des Differenzierungsstatus der einzelnen Zellen.

Als weiterer auf die Zellalterung Einfluss nehmender Kultivierungsfaktor ist eine spezielle
Oberflichenbehandlung der Kulturplatten oder Kulturflaschen anzusehen, durch die eine
Verldngerung der Lebensspanne der MSZ erfolgen kann (Matsubara et al., 2004).

In mehreren Studien wurde versucht, die mitogene Wirkung verschiedener Wachstumsfaktoren
wie FGF2 (Fibroblast Growth Factor 2), PDGF (Platelet-Derived Growth Factor) und EGF
(Epidermal Growth Factor) zu nutzen, um die Proliferationsrate maximal zu steigern (Bianchi et
al., 2003; Gruber et al, 2004). Allerdings beeinflussen proliferationsstimulierende
Wachstumsfaktoren hdufig auch das Differenzierungspotenzial. Ob dieser Nebeneffekt erwiinscht

ist, miisste im Einzelfall iiberpriift werden.

2.5. Charakterisierung mesenchymaler Stromazellen

In einem Knochenmarkaspirat ist auch nach Abtrennung von Erythrozyten und hdmatopoetischen
Stammzellen noch keine homogene Zellpopulation von hMSZ zu finden. Eher muss man damit
rechnen, ein Gemisch aus Stammezellen unterschiedlicher Herkunft und Funktion zu erhalten
(Colter et al., 2001). Denn die verschiedenen Differenzierungszustinde werden nicht nur
nacheinander durchlaufen, sondern existieren auch stets gleichzeitig nebeneinander. Daher ist
davon auszugehen, dass sich in einem gegebenen Knochenmarkaspirat neben den eigentlichen
Stammzellen auch die verschiedenen Zwischenstufen auf den unterschiedlichen
Differenzierungswegen zu den Zielzellen vorfinden. Der Anteil der jeweiligen Progenitorzellen
hingt dabei vom individuellen Zustand des Spenderorganismus zum Zeitpunkt der Entnahme des
Aspirats ab (Phinney et al., 1999). So zeigten Untersuchungen von Zuk, dass im Durchschnitt nur
etwa ein Drittel der gewonnenen hMSZ ein Entwicklungspotenzial Richtung Adipo-, Osteo- und
Chondrogenese aufweist (Zuk et al., 2002).

Mit der Moglichkeit zur reproduzierbaren Anreicherung oder Isolierung mesenchymaler
Stromazellen entsteht die Notwendigkeit einer leistungsfdhigen Methode zur Zellidentifizierung.
In den letzten Jahren jedoch ist es trotz intensiver Forschung noch nicht gelungen, eindeutige
hochspezifische Oberflichenantigene fiir diese Fragestellung zu finden. Zurzeit kann man sich
Antigene, welche auf himatopoetischen Stammzellen und Leukozyten vorkommen, insbesondere
CD34 bzw. CD45, zum Nachweis der Abwesenheit dieser Zelltypen zur Hilfe nehmen. Ebenso ist

es moglich, eine Kombination aus positiven Markern bei routineméfigen Kontrollen einzusetzen.

10



Finleitung

Dazu zédhlen u.a. CD90 (Thyl), ein Thymozyten-Antigen, und CD105 (Endoglin), ein Rezeptor
fiir den Wachstumsfaktor TGF-B1 (Barry et al., 1999; Simmons and Torok-Storb, 1991).

Eine weitere Moglichkeit zur Charakterisierung der MSZ ist die positive Immunselektion durch
den monoklonalen Antikdrper Stro-1 nach Simmons (Simmons und Torok-Storb, 1991; Simmons
et al.,, 1994). Die auf diese Weise isolierten MSZ sind in der Lage, sich in verschiedene
Gewebetypen wie z.B. in Stromazellen, GefdBmuskelzellen, Adipozyten, Osteoblasten und
Chondrozyten zu differenzieren (Dennis et al., 2002).

AuBerdem sind humane MSZ auch iiber die Expression des Granulozyten-Kolonie stimulierenden
Faktors (G-CSF), des Stammzell-Faktors (SCF), des Makrophagen-stimulierenden Faktors
(MSF), der Interleukine 6 und 11 und durch ein cDNA-Array identifizierbar.

2.6. Isolierung mesenchymaler Stromazellen

Die Beckenkammaspiration gilt als klinisch etabliertes Standardverfahren und stellt hinsichtlich
seiner zelluldiren Zusammensetzung unter geeigneten Bedingungen eine nahezu jederzeit
reproduzierbare Quelle fiir die Gewinnung von Knochenmark dar. Aus dem so erhaltenen
Knochenmarkaspirat werden durch Fraktionierung mit Hilfe eines Dichtegradienten wie Ficoll
oder Percoll hMSZ isoliert und in einer standardisierten Zelldichte kultiviert. Nach Caplan et al.
konnen die so gewonnenen Zellen bis zu iiber 40 mal passagiert werden ohne ihre Multipotenz
entlang der mesenchymalen Linie zu verlieren, obwohl ihre Wachstumsrate reduziert ist.
Technisch wire es moglich, in einem 10% FKS-haltigem Medium 50-376 Mio. humane MSZ aus
10 ml Knochenmarkaspirat eines erwachsenen Spenders zu gewinnen (Pittenger et al., 1999).

Die Zahl der aus dem Knochenmarkaspirat gewonnenen hMSZ kann verschiedenen
Untersuchungen zu Folge zwischen 1 in 10* und 1 in 10° mononukledren Zellen (MNZ) liegen.
Fiir eine genauere Bestimmung der Anzahl von hMSZ, kann z.B. der Colony-Forming Unit
Fibroblast-Assay herangezogen werden. Mit Hilfe dieses Assays ist es moglich, adhdrente
Zellpopulationen {iber individuelle Foci bzw. Kolonien, die jeweils von einer einzigen

Vorlduferzelle abstammen, zu identifizieren und quantifizieren.

2.7. Therapeutische Anwendung mesenchymaler Stromazellen

Der therapeutische Nutzen mesenchymaler Stromazellen wurde in den letzten Jahren intensiv

durch Anwendung an Tieren untersucht. Es entstanden Kleintiermodelle, v.a. an Kaninchen, Maus
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und Ratte (Zander et al., 2002), und Grofitiermodelle, v.a. an Hund, Schwein und Schaf. Die

dadurch erhaltenen Ergebnisse wiesen auf eine vielfiltige therapeutische Nutzbarkeit hin.

Tissue Engineering

Viele Menschen leiden unter degenerativ bedingten Knochen- und Knorpelerkrankungen, sowie
solchen, die nach Frakturen, rekonstruktiven Eingriffen oder Tumorexzisionen entstanden sind.
Daher ist eine mogliche Reparatur von Knochen und Knorpel von grolem Interesse. Der Einsatz
humaner, adulter Stammzellen gewinnt in diesem Bereich immer mehr an Bedeutung, da sie mit
ihrer hohen Proliferationskapazitdt und ihrer Moglichkeit zur Differenzierung in verschiedene
mesenchymale Gewebe die idealen Ausgangszellen fiir die Konstruktion biotechnologisch
hergestellten Knochenersatzes zu sein scheinen.

In einem praklinischen Grofitiermodell an segmentalen Defekten am Hund konnte gezeigt werden,
dass autologe MSZ isoliert, in vitro expandiert und mit einem pordsen Kalziumphosphattrager
kombiniert die Reparatur eines Femurdefektes von kritischer GroBe positiv beeinflussten. Ebenso
ist die Reparatur von Gelenkknorpeldefekten unter Verwendung natiirlicher und synthetischer

Trégermaterialien am Tier bereits beschrieben (Wakitani et al., 1994; Caplan et al., 1997).

Transplantation

Erste klinische Erfahrungen mit MSZ liegen in der Knochenmarktransplantation vor. Es wurde
beobachtet, dass adulte humane MSZ durch Sekretion von Zytokinen wie TGF-b die Proliferation
von T-Lymphozyten und die zellvermittelte Lympholyse zytotoxischer Lymphozyten hemmen
(Di Nicola et al., 2002) und somit immunsuppressive Eigenschaften besitzen (Bartholomew et al.,
2002). Diese spielen vor allem im Bereich der allogenen Knochenmarktransplantation eine
wichtige Rolle. So ist es z.B. bei der Transplantation hdmatopoetischer Stammzellen moglich,
durch gleichzeitige Verabreichung von MSZ eine Spender-gegen-Wirt-Reaktion abzuschwéchen
oder sogar teilweise zu verhindern (Frassoni et al., 2002). Le Blanc et al. (2004) konnten in einer
Einzelfallbeschreibung zeigen, dass eine intravendse Gabe von MSZ bei therapierefraktirer
Spender-gegen-Wirt-Reaktion Grad IV nach einer haploidenten Stammzelltransplantation eine
heilende Wirkung hatte.

Bedingt durch eine verringerte Immunreaktion (Sturgeon et al., 2002) flihrte die Gabe von MSZ in
Tierexperimenten auch zu einer Verlingerung des Uberlebens von allogenen Hauttransplantaten.
Der diesen Ergebnissen zu Grunde liegende Mechanismus ist nicht vollstindig aufgeklért, jedoch
geht man davon aus, dass das Fehlen des Haupthistokompatibilititskomplexes II (MHC II) und

kostimulatorischer Molekiile dabei eine Rolle spielt.
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Gentherapie

MSZ konnen auch im Bereich der Gentherapie Anwendung finden. Dabei werden retrovirale
Vektoren in die Zellen eingebracht, um die Bildung bestimmter Substanzen zu initiieren. Die
Féhigkeit von MSZ, sich in ein Zielgewebe zu integrieren und dort in ein funktionelles Gewebe zu
differenzieren, zeigt ihr Potential als Triger eines therapeutischen Gens und als Quelle zur
dauerhaften oder transienten Ausschiittung eines Therapeutikums. So konnte in klinischen Studien
der Erbkrankheit Osteogenesis imperfecta nach der Transplantation von MSZ eine Zunahme der
Knochendichte, ein Anstieg der Wachstumsgeschwindigkeit und ein Riickgang der
Frakturhdufigkeit beobachtet werden (Horwitz et al., 1999; 2001).

Eine intravendse Gabe von MSZ fiihrte bei Patienten mit metachromatischer Leukodystrophie zur
signifikanten Besserung der Nervenleitgeschwindigkeit. Bei Patienten mit Hurler-Pfaundler-
Krankheit zeigte sich nach der Infusion von MSZ eine langsam zunehmende Knochendichte (Koc
etal., 2002).

Die Arbeitsgruppe um Chuah (Chuah et al., 2000) konnte im Kleintiermodell demonstrieren, dass
mit Hilfe von MSZ eine Gentherapie der Himophilie A angestrebt werden kann. Sie fiihrten eine
Infusion von MSZ, die mit einem retroviralen Vektor fiir Faktor VIII versehen waren, durch. So

war es moglich, eine Produktion von Faktor VIII in einem therapeutischer Spiegel zu erreichen.

Die vorliegenden Ergebnisse, welche die vielfiltige Einsetzbarkeit von MSZ in der Klinik
andeuten, scheinen vielversprechend zu sein. Es bleiben aber Fragen offen, die u.a. die
Halbwertzeit und Menge der in vivo produzierten Proteine, die Sicherheit der viralen Vektoren
und die immunologische Antwort auf die viralen Proteine betreffen. Daher ist eine weitgehende
Aufklarung des Wachstums- und Differenzierungsverhaltens dieser multipotenten Zellen
erforderlich. Mit diesen Fragen beschéftigen sich zur Zeit viele Arbeitsgruppen sehr intensiv. So
deuten Ergebnisse von Prockop et al. darauf hin, dass die Gewebe- und Zellreparaturen mit MSZ
u.a. auch durch Zellfusionen moglich sein konnten (Prockop et al., 2003). Bis vor kurzem wurde
noch angenommen, dass diese Reparaturen im Wesentlichen durch das Erzeugen eines Milieus,
welches die Regeneration der endogenen Zellen fordert, erfolgen oder auf der

Transdifferenzierung beruhen.

2.8. Side population Zellen

Diese Zellen erhielten ihren Namen dadurch, dass sie bei der Analyse mittels

Durchflusszytometrie eine separate Population an der Seite der Hauptpopulation bilden. Sie sind
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charakterisiert durch das effektive Ausschleusen des Farbstoffes Hoechst 33342 oder Rhodamin
und weisen eine hohe Anreicherung an Langzeit-Stammzellen auf.

Verglichen mit unfraktioniertem KM zeigten SP-Zellen eine etwa 200fach gesteigerte CFU-
Kapazitit. Im Transplantationsversuch konnten SP-Zellen das KM letal bestrahlter Mause mit
hamatopoetischen Zellen aller Reihen repopulieren (Goodell, Brose et al. 1996). SP-Zellen wiesen
somit klassische Charakteristika von SZ auf.

Neben dem Knochenmark sind SP-Zellen in fast allen Geweben zu finden. Diese Tatsache wirft
die Diskussion auf, dass die SP-Zelle identisch mit der gewebestindigen Stammzelle sein konnte.
Ein Erkldrungsversuch fiir das Vorkommen der SP-Zelle in den Geweben wiére, dass diese Zellen

aus dem Knochenmark in die Gewebe einwandern.

2.9. Gewebestindige Stammzelle

Hierzu zdhlen die hepatische Stammzelle, die kardiale Stammzelle, die pankreatische Stammzelle,
die Skelettmuskelstammzelle, die Stammzelle der Haut und des intestinalen Epithels. Sie bilden
einen Proliferationspool und dienen u.a. dazu, bei Gewebeverletzungen das nekrotische Gewebe

Zu ersetzen.

2.10. Stammzellplastizitit

Bis vor wenigen Jahren nahm man an, dass multipotente Stammzellen eines bestimmten Gewebes
einem hierarchischen Differenzierungsweg folgend nicht dazu fihig wéren, Zellen eines anderen
Gewebes zu erzeugen. In einer Reihe von Studien konnte aber gezeigt werden, dass
beispielsweise Knochenmarkzellen nach Transplantation zu einem unterschiedlichen Ausmal3 in
nicht himatopoetischen Geweben des Empfangers zu finden sind. Dieser Vorgang, welcher mit
dem Verlust von gewebespezifischen Eigenschaften und der Ausbildung von Kennzeichen eines
anderen Gewebes einhergeht, wird als Transdifferenzierung bezeichnet. Derartige Beobachtungen
wurden mit dem Phédnomen der Stammzellplastizitat erklart.

Dabei wird als Stammzellplastizitit die Fiahigkeit von gewebespezifischen Stammzellen
bezeichnet, eine Nachkommenschaft zu erzeugen, die Eigenschaften eines anderen Gewebetyps
besitzt. So wurde im Tiermodell nachgewiesen, dass aus Neuronen oder Muskelzellen Blutzellen
entstechen und dass Hautzellen zu Nervenzellen transdifferenzieren konnen. Die Ursachen der

hohen Plastizitit adulter gewebespezifischer Stammzellen sowie die Mechanismen ihrer
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Transdifferenzierung in andere Zelltypen sind noch nicht bekannt. Man geht davon aus, dass die
Stammzellen in threr Mikroumgebung durch spezifische Proteine reprogrammiert werden kdnnen

(Watt und Hogan, 2000).

Theoretisch verfligt die Stammzelle iiber mehrere Mdglichkeiten, ihr linienspezifisches Verhalten

zu verandern (siche Abb. 3).

Zelifusion (@ :

. Stammzelle

Dediﬁerenzaeru% wﬁ
ifferenzierung

Progenitor-
@ ) zelle

y Transdetermination j

Transdifferenzierung

Abb. 3: Maogliche Mechanismen der Stammzellplastizitit (aus Fragen und Antworten zur
hdmatopoetischen Stammzelle von R. Haas/R. Kronenwett)

Eine Alternative wéire die Transdetermination, bei der eine Zelle, die fiir einen bestimmten
Differenzierungsweg vorprogrammierte ist, auf den Differenzierungsweg einer anderen Zelle
umspringt und reife Zellen dieses neuen Gewebetyps produziert. Auch konnte die Plastizitét iiber
eine Dedifferenzierung erkldrt werden. Dabei fillt die Stammzelle oder Progenitorzelle auf ein
fritheres Differenzierungsniveau zuriick und kann eine neue Entwicklungsrichtung einschlagen.

Andere Studien erkldren Plastizitdtsphanomene mit Zellfusionen. Hierbei gelangt der Zellkern
einer reifen, liniendeterminierten Zelle in eine Stammzelle, wodurch ein neues genomisches
Repertoire zur Verfiigung steht. Die so entstehenden Heterokaryone sind in der Lage, sich weiter

zu teilen und zuvor stumme Gene zur Expression zu induzieren. Bisher weisen Untersuchungen
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darauf hin, dass transplantierte hématopoetische Zellen im Empfanger mit Neuronen,

Herzmuskelzellen und Leberzellen fusionieren konnten.

Einige der oben aufgefiihrten Ergebnisse wurden durch neuere Untersuchungen angezweifelt,
konnten nicht reproduziert und mussten sogar teilweise revidiert werden, so dass die Frage der
Plastizitdt von MSZ bisher nicht eindeutig beantwortet werden kann. Auf diesem Gebiet werden

noch intensiv Forschungsarbeiten durchgefiihrt.

2.11. Koloniebildungskapazitit

Stammzellen sind in der Lage, in geeigneten Kulturmedien zu Kolonien differenzierter
Progenitorzellen auszuwachsen. Hierzu wird eine Einzelzellsuspension von zu analysierenden
Zellen in einem durchsichtigen, semisoliden Medium wie Methylzellulose immobilisiert. Da diese
Zellen weder durch Sedimentation noch durch Migration ihre Position verdndern konnen, ist es
moglich, die Proliferationseigenschaften der klonalen Abkdmmlinge dieser Zellen zu beobachten.
Indem man dem Medium Wachstumsfaktoren zusetzt, kann man die Differenzierung der Zellen in
unterschiedliche Richtungen induzieren und somit auch diese Eigenschaft untersuchen. Die
entstehenden Kolonien sind makroskopisch sichtbare Anhdufungen von Vorlduferzellen und ihrer
Nachkommen. Anhand der Anzahl der Kolonien, die als colony forming units (CFU) angegeben
wird, ist es moglich festzustellen, wie viele proliferationskompetente Progenitoren in der
ausgesiten Zellpopulation vorhanden waren. Bei mesenchymalen Stammzellen werden diese
Kolonien CFU-fibroblastic (F) genannt und aus einer kolonalen Ansammlung von mehr als 30-50

Zellen gebildet.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Untersuchungsmaterial

Nach vorheriger, detaillierter Aufkldrung und schriftlicher Einwilligung der gesunden Probanden
gemdll der Richtlinien der Hamburger Ethikkommission, erfolgte die Entnahme von
Knochenmark bei 8 Probanden operativ im Rahmen einer Knochenmarkspende und bei 3
Probanden ambulant durch Beckenkammaspiration nach Lokalandsthesie in der Klinik fiir
Stammpzelltransplantation der Universititsklinik Hamburg-Eppendorf.

Die Entnahme von Knochenmarkaspiraten ist ein klinisch etabliertes Standardverfahren und stellt
hinsichtlich der zelluldren Zusammensetzung unter geeigneten Bedingungen eine nahezu jederzeit

reproduzierbare Quelle zur Gewinnung von hMSZ dar.

3.1.2. Zellkulturmedium

Kulturmedium:
Medium 1 (M1):
DMEM-LG (Dulbecco’s Modified Eagle Medium/low glucose , Gibco, Karlsruhe,
Deutschland), enthilt bereits 1% Glutamin
- Zusitze:
1% Penicillin/Streptomycin (P/S; Gibco, Karlsruhe, Deutschland),
10% fotales Kélberserum (FKS; BioWhittaker, Apen, Deutschland)

Medium 2 (M2):
a-MEM:
- Zusitze:
1% Glutamin (Gibco, Karlsruhe, Deutschland)
1% Penicillin/Streptomycin (P/S; Gibco, Karlsruhe, Deutschland)
10% fotales Kdlberserum (FKS; BioWhittaker, Apen, Deutschland)
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Medium 3 (M3):

a-MEM
- Zusitze:
1% Glutamin (Gibco, Karlsruhe, Deutschland),
1% Penicillin/Streptomycin (P/S; Gibco, Karlsruhe, Deutschland),
10 IU Heparin (Roche, Grenzach-Wylen, Deutschland, 5000 IU/ml) per
5 ml Medium,
5% Thrombozytenkonzentrat (platelet lysate/PL)
Medium 4 (M4):
LPO02 (low protein medium for adherent cells; MacoPharma, Langen, Deutschland)
- Zusitze:
10 IU Heparin (Roche, Grenzach-Wylen, Deutschland, 5000 IU/ml) per
5 ml Medium,

5% Thrombozytenkonzentrat (platelet lysate/PL)

Fotales Kélberserum

Das fotale Kélberserum (500 ml) wurde nach dem Kauf bei -20°C gelagert, vor Anwendung
aufgetaut und aliquotiert. Danach erfolgte eine Weiterlagerung bei -20°C. Zur Verwendung in der
Zellkultur wurde ein einzelnes Aliquot aufgetaut und dem Medium zugesetzt.

Bei dem verwendeten FKS handelt es sich um eine Charge, welche zuvor mit humanen MSZ
selektioniert wurde. Die Charge, welche die beste Expansion, Differenzierung (adipogen,
osteogen und chondrogen) und den bendtigten Phinotyp an humanen MSZ erreichte, wurde

ausgewdihlt und fiir alle weiteren Untersuchungen eingesetzt.

Plittchenreiches Plasma (PRP)

Fiir die Herstellung des Platelet lysate (PL) dienten entweder gepoolte Thrombozytenkonzentrate,
die fiir die Anwendung am Menschen bestimmt waren (produziert in der Blutbank der
Universitétsklinik Hamburg Eppendorf, aus 5 Spendern) oder 7-13 gepoolte Buffy coats mit einer
Plattchenkonzentration von 1,2-1,9 x 10°/ml. Letztere wurden bei 200 x g fiir 20 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde groBziigig ohne Kontamination von Erythrozyten
abgenommen und das Sediment diente als plittchenreiches Plasma (PRP = platelet rich plasma).
Nach Aliquotieren in 1,5 und 2 ml Eppendorfrohrchen, wurde das PRP bei -80°C eingefroren und
unmittelbar vor Gebrauch aufgetaut. Nach Zentrifugation der Eppendorfrohrchen fiir 10 Minuten
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bei 4000 x g wurde der Uberstand ohne Kontamination durch Plittchenmembran-Reste
abgenommen und fiir die Zellkultur verwendet (= Pléttchenlysat/PL).
Einmal aufgetautes PRP wurde nicht noch einmal eingefroren, sondern nach Entnahme der

notwendigen Menge entsorgt.

3.1.3. Losungsmittel und Chemikalien

Dichtegradient:

- Percoll
Dichte: 1,068 g/ml
Waschmedium / Lésungsmittel:
- Dulbecco’s phosphate-buffered saline (PBS) (Gibco, Karlsruhe, Deutschland)
- 0,25 % Trypsin-EDTA (Gibco, Karlsruhe, Deutschland)
- 100% Ethanol (Merck, Deutschland)
- Aqua dest. (Baxter, UnterschleiSheim, Deutschland)

Osteogene Induktions- und Fiarbesubstanzen:

- Dexamethason (Fluka, Buchs/Schweiz; 3,92 mg auf 10 ml aq. dest. = 10° M, 1:100

Verdiinnung in entsprechendem Medium = 10° M)

- 5 mM L-Ascorbinsdure-2-Phosphat (= AsAP, Sigma, Deisenhofen/Deutschland; 1,45 g
auf 10 ml aq. dest. = 500 mM, 1:100 Verdiinnung in entsprechendem Medium = 5 mM)

- 1 M B-Glycerophosphat (Sigma, Steinheim/Deutschland; 2,16 g auf 10 ml aq. dest. = 1
M)

- 4% Formaldehyd (Merck, Darmstadt/Deutschland; 4 ml der 37%igen Losung auf 33 ml
PBS verdiinnt)

- 6% Silbernitrat (Merck, Darmstadt/Deutschland; 0,6 g auf 10 ml aq. dest.)

- Hamalaun (Merck, Darmstadt/Deutschland; Mayers Himalaunlosung)

- Paraffinol

Adipogene Induktions- und Farbesubstanzen
- 100 uM Dexamethason (Fluka, Buchs/Schweiz; 3,92 mg auf 100 ml aq. dest. = 10* M)
- 10 mM Isobutylmethylxanthine (Fluka, Buchs/Schweiz; 222,3 mg auf 100 ml

Medium = 100 nM, kurz erhitzen, bei 37°C auftauen bis Losung klar ist)
- 50 mM Indomethazin (Fluka, Buchs/Schweiz; 178,9 mg auf 10 ml Ethanol = 50 mM)
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- 10 mg/ml Insulin (Sigma, Steinheim/Deutschland; aus Pankreas vom Rind,
27 USP units/mg)

- 10% Formalin (Merck, Darmstadt/Deutschland; 10 ml der 37%igen Losung auf 27 ml
PBS)

- Oil red-B (Chroma; Sudan-Rot B, 0,2-0,3 g in 100 ml 70%igem, heilem Ethanol geldst,
geschiittelt und danach 24 Stunden bei 60°C aufbewahrt, anschlieend erkalten gelassen
und filtriert)

- Paraffinol

Chondrogene Induktions- und Féarbesubstanzen
- 2%ige Alginat-Losung (Sigma, Steinheim/Deutschland; Alginic acid, low viscosity, 1 g
auf 50 ml 0,9% NaCl unter starkem Schutteln bei 37°C aufldsen, sterilisieren durch
Autoklavieren fiir 20 min bei 121°C oder Filtrieren durch 0,22 pM-Filter)
- 0,1 M CaCl: (Merck, Darmstadt/Deutschland; 1,47 g CaClz auf 100 ml aq. dest.,
sterilfiltrieren)
- 10% Formalin (10 ml der 37%igen Losung auf 27 ml PBS)
- Alcian-Blau-Losung
a) 50 mg Alcian-Blau 8 GX (Sigma, Steinheim/Deutschland) in 50 ml 0,9%
NaCl plus 6 ml konzentrierte Essigsdure, pH 1,5)
b) 4 g MgClz (Fluka, Buchs/Schweiz) in 50 ml 0,9% NaCl
a und b mischen; 3 Tage stehen lassen und vor Gebrauch immer durch einen
0,45 pm-Filter filtrieren
- 2% Essigsaure (2 ml konzentrierte Essigsdure mit 98 ml aq. dest. mischen)
- Ethanolische Lésungen:
30% Ethanol: 30 ml abs. Ethanol + 70 ml aq. dest.
50% Ethanol: 50 ml abs. Ethanol + 50 ml aq. dest.
70% Ethanol: 70 ml abs. Ethanol + 30 ml aq. dest.
90% Ethanol: 90 ml abs. Ethanol + 10 ml aq. dest.
- Xylol (Merck, Darmstadt/Deutschland)
- Entellan (Merck, Darmstadt/Deutschland)

Antikorper fiir die Durchflusszytometrie:
- Maus IgGl, FITC markiert
- Maus IgG1, PE markiert
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- anti-human CD34, PE markiert (Becton Dickinson-Biosciences/Pharmingen,
Heidelberg, Deutschland)

- anti-human CD45, PE (Beckman Coulter-Biomedical Research, Krefeld,
Deutschland)

- anti-human CD59, FITC
Heidelberg, Deutschland)

- anti-human CD90, FITC markiert (Beckman Coulter-Biomedical Research, Krefeld,
Deutschland)

- anti-human CD105, FITC markiert (Serotec, Eching, Deutschland)

3.1.4. Plastikmaterial und Geriite

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

- 96-Loch-Platten

- 25 cm? Zellkulturflaschen (BD Falkon® , BD Biosciences — Labware Europe,
Le Pont De Claix,

- 75 cm? Zellkulturflaschen (Cellstar®) (Greiner bio-one, Frickenhausen,
Deutschland)

- Pipetten (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml; Falkon®, BD-Labware Europe, Le Pont De
Claix, Frankreich)

- Eppendorf Tubes (Greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland)

- Neubauer-Zahlkammer

- Pipettierhilfen

- Sterilbank

- Brutschrank

- Laborwaage

- Zentrifuge

- Mikroskop

- Digitalkamera

- Wasserbad

- Durchflusszytometer Calibur, Becton Dickinson, mit CellQuest Software

- Kiihlschranke

- Glasobjekttrager und Deckglaser

- Vortexer
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3.2. Methoden

3.2.1. Isolierung mesenchymaler Stromazellen

Das frisch gewonnene Knochenmark wurde 1:1 mit PBS verdiinnt und mit Hilfe des
Dichtegradienten Percoll mit einer Dichte von 1,068 g/ml durch Zentrifugation bei 800 x g und
20°C fiir 20 min ohne Bremsfunktion aufgetrennt. Bei dieser Art der Dichtegradientzentrifugation
sammeln sich die mononukledren Zellen einschlieBlich MSZ in der Interphase an, wéhrend
Knochenstiickchen, Erythrozyten und Granulozyten aufgrund ihrer hoheren Dichte am Boden des

Rohrchens sedimentieren (Abb. 4).

Zentrifugation bei BT und
200 x g fir 20 min ohne
Bremsfunktion

KM-
Suspension

:>. < Interphase

Enthrozyten
+— Zelltrimmer
Granulozyten

Dichtegradient

—

Abb. 4: Isolierung von MNZ durch Dichtegradientzentrifugation. Der Dichtegradient wird mit KM-
Suspension vorsichtig iiberschichtet und ohne Bremsfunktion zentrifugiert. Die Fraktion der MNZ
positioniert sich in der Interphase oberhalb des Dichtegradienten, wihrend Partikel mit hoherer Dichte am
Boden des Gefédlles sedimentieren.

Die MNZ wurden anschlielend mit einer Pipette aus der Interphase abgesaugt und in ein 50 ml
Rohrchen gegeben. Nach Zugabe von PBS erfolgte eine 7 min lange Zentrifugation bei 400 x g
und 20°C erneut ohne Bremsfunktion. Der Uberstand wurde abgekippt und in DMEM (serumfrei)
aufgeschwemmt. Nachdem das Sediment und das Medium mit der Pipette resuspendiert wurden,
erfolgten die Bestimmung der Zellzahl und das Ausséden in die jeweiligen Zellkulturgefale.

In der Literatur findet man verschiedene Verfahren, mit denen versucht wurde, eine groBere
Homogenitit in der Zellpopulation der mesenchymalen Stromazellen zu erreichen (Baksh et al.,
2003; Mareschi et al., 2001). So wurde von Hung et al. der Einsatz eines Siebes vorgeschlagen,

um die hMSZ mit hohem Proliferations- und Differenzierungspotenzial anhand ihrer Grof3e
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abzutrennen (Hung et al., 2002). Andere haben versucht, eindeutige Marker fiir die geeigneten
undifferenzierten hMSZ zu finden, um sie mit Hilfe eines Zellsorters auszusortieren (Van
Vlasselaer et al., 1994; Waller et al., 1995; Zohar et al., 1997).

In der vorliegenden Arbeit wird davon Gebrauch gemacht, dass der im Knochenmark enthaltene
Anteil von hMSZ auf Zellkulturplastik adhériert, wiahrend die Masse der restlichen Zellen in
Suspension verbleibt und dadurch mit jedem Medienwechsel langsam ausgediinnt wird. Wéhrend
der ersten Medienwechsel wurden die Zellkulturen auBlerdem griindlich mit PBS gewaschen, um

moglichst frithzeitig viele nicht-hMSZ zu entfernen.

3.2.2. Zellkulturen in der 6-Loch-Platte

Durch den Colony-Forming Unit Fibroblast-Assay (CFU-F-Assay) werden adhdrente
Zellpopulationen iiber individuelle Kolonien, die jeweils von einer einzigen Vorlduferzelle
abstammen, quantifiziert. Die CFU-F Aktivitdt wurde an jedem Spender-KM in allen vier Medien
nach der Methode von Castro-Malaspina (Castro-Malaspina et al., 1980) getestet. Dazu wurden
die MNZ in 6-Loch-Platten mit je 3 ml des entsprechenden Mediums in Konzentrationen von 5 x
104, 10°, 5 x 10° und 10° Zellen/Loch ausgesat. Die Inkubation erfolgte bei 37°C, 5 vol% CO2 und
einer Luftfeuchtigkeit von mindestens 95%. Nach 2-3 Tagen wurden nichtadhdrente-Zellen mit
PBS ausgewaschen und ein Mediumwechsel fand statt. Als die Inkubationszeit 14 Tage erreicht
hatte, wurden die Wells erneut mit PBS gewaschen und anschlieBend 5 Minuten mit Methanol
fixiert. Danach erfolgte eine Féarbung mit 1%iger Kristallviolett-Losung erneut fiir 5 Minuten.
SchlieBlich wurde die Kristallviolett-Losung mit Leitungswasser runtergewaschen und die Platte

luftgetrocknet. Unter einem Mikroskop wurden die Kolonien mit mind. 50 Zellen gezihlt.

3.2.3. Zellkulturen in 25 cm? Flaschen

Die Kultivierung der MSZ fand nach Caplan et al. statt. Es wurden 4 T25-Flaschen mit jeweils 1 x
107 Zellen/5 ml von einem der vier verschiedenen oben aufgezdhlten Medien M1-M4 gefiillt.
Diese Medien ermoglichen eine Expansion der Zellen unter Bedingungen, welche keine
Differenzierung der Zellen induziert. Alle Zellkulturen wurden im Brutschrank (Heraeus, Hanau,
Deutschland) bei 37°C, 5 vol% CO:2 und einer Luftfeuchtigkeit von mindestens 95% inkubiert. In
der Regel wurde das Medium wéhrend der gesamten Kultivierungszeit alle 3 Tage ausgetauscht.

Das Auftauen von PL und FKS erfolgte jeweils frisch vor dem Zusetzen in das entsprechende

23



Material und Methoden

Medium. Am Kulturtag (KT) 3 der Primarkultur (PK) fand der erste Medienwechsel statt. Zu
diesem Zeitpunkt wurden die Zellkulturen als PO bezeichnet.

Vor dem Mediumwechsel wurden die Platten leicht geschwenkt, so dass sich die am Boden
abgesetzten Rundzellen 16sten und so beim Wechsel des gesamten Kulturmediums fast
vollstindig entfernt werden konnten. Das alte Medium wurde mit sterilen Pipetten abgesaugt und
durch frisches Medium ersetzt. Mit dem Austausch des Mediums war auch ein Entfernen aller bis
zu diesem Zeitpunkt noch nicht adhdrenten MSZ verbunden. Nach zwei bis drei Wochen erhielt
man dadurch einen homogenen, konfluenten Monolayer von MSZ. Bei 90-95%iger Konfluenz der
MSZ wurde das Kulturmedium entnommen. AnschlieBend erfolgten das Waschen der
Zellkulturen mit PBS und die Inkubation mit 0,25% Trypsin-EDTA {iiber 5 min bei 37°C im
Brutschrank. Unter dem Mikroskop wurde kontrolliert, ob sich die Zellen von der Plastikfldche
gelost hatten. Die Trypsinreaktion wurde durch den Zusatz des jeweiligen Kulturmediums
gestoppt. Um eine Adhésion der MSZ an der Oberflache des Rohrchens zu verhindern wurde die
erhaltene Zellsuspension auf Eis gelagert. Nach einer Resuspension der Zellen mit dem Medium
erfolgte die Zellzahlung, wobei zur Bestimmung der Zellzahl die Neubauerkammer Gebrauch
fand. Es folgte die Aussaat der so erhaltenen Zellen mit einer Zellzahl von ca. 500 MSZ/cm? in 25
cm?-Kulturflaschen auf 5 ml Kulturmedium, um gleiche Ausgangsbedingungen fiir die nun als P1
bezeichneten MSZ zu schaffen. Sowohl das Wechseln des Zellkulturmediums als auch das
Passagieren der Zellen erfolgten unter einer Arbeitsbank, welche durch einen kontinuierlichen

laminaren Luftstrom ein steriles Arbeiten ermoglichte.

3.2.4. Zellkulturen in 75 cm’ Flaschen

Ab P5 wurde parallel zu jeder T25-Kultur mit 75 cm?-Kulturflaschen gearbeitet, in denen sich 15
ml des entsprechenden Mediums befanden. Die Behandlung erfolgte analog zu den T25-
Kulturflaschen und die hierbei kultivierten Zellen sind fiir die Bestimmung der
Oberflichenmarker eingesetzt worden.

3.2.5. Quantifizierung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde ein Aliquot der Zellsuspension mit Trypan-Blau Farbelosung

in einem Loch einer 96-Loch-Platte 1:10 verdiinnt, um den Anteil vitaler Zellen zu ermitteln. Die
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Anzahl der toten Zellen wurde separat festgehalten. Eine Neubauerzéhlkammer diente der

Auszédhlung. Die Zellzahl wurde wie folgt berechnet:

Zellzahl 4 GroBquadrate)
Zellzahl / ml = x Verdiinnungsfaktor x 10°000

3.2.6. Osteogene Differenzierung

Die osteogene Differenzierung (Jaiswal 1997, modifiziert) erfolgte in 24-Loch-Platten mit MSZ
der 6. Passage in jeweils 3 Wells pro Fragestellung, weitere 2 Wells dienten als Kontrolle.

Mit einer Prizisionswaage (Mettler, Deutschland) wurden die osteogenen Induktionssubstanzen
eingewogen, unter Verwendung von PBS in Losung gebracht und vor dem Aliquotieren mit einem
0,22 pm Filter (Merck, Bruchsal Deutschland) steril filtriert. Zum Medienwechsel wurden die bei
-20°C gelagerten Stammlosungen frisch aufgetaut. Die Endkonzentration im Medium (osteogenes
Induktionsmedium) wurde durch eine Verdiinnung der Stammldsungen im Verhiltnis von 1:100
erreicht.

Die Induktionssubstanzen Ascorbinsdure, B-Glyzerophosphat und Dexamethason wurden dem
DMEM unter Zusatz von PRP bzw. FKS ab dem Tag der Aussaat hinzugefiigt. Am KT 21
erfolgte die Farbung nach von Kossa. Mit dieser Farbung wird die Bildung einer mineralisierten
Matrix nachgewiesen. Das in Carbonaten und Phosphaten der Matrix gebundene ungelGste
Kalzium wird durch Silberionen ausgetauscht und zu metallischem Silber reduziert.
Kalziumhaltige Zonen farben sich braun-schwarz und lassen so deutlich den Grad der
Mineralisierung erkennen. Dafiir wurden die Zellen nach Entfernen des Mediums und einem
Waschgang mit PBS mit 4% Formaldehyd fiir 10 min inkubiert und fixiert. Das Fixierungsmittel
wurde anschlieBend mit aq. dest. ausgewaschen. Nachdem die Platte luftgetrocknet war, erfolgte
die Farbung mit 6% Silbernitratlosung fiir 10 min unter Einwirkung von energiereichem UV-
Licht. Die Platte wurde danach erneut mit aq. dest. gewaschen und 1 min mit H&dmalaun
gegengefarbt. Anschliefend erfolgte ein weiterer Waschgang mit aq. dest. und das Einbetten in

Paraffindl. Die Ergebnisse wurden mikroskopisch ausgewertet und fotografisch festgehalten.

25



Material und Methoden

3.2.7. Adipogene Differenzierung

Die adipogene Differenzierung (nach Pittenger et al., 1999) erfolgte an Zellkulturen der 6.
Passage jeweils in 3 Wells pro Fragestellung, weitere 2 Wells dienten als Kontrolle.

Die adipogenen Induktionssubstanzen wurden mit einer Prézisionswaage (Mettler, Deutschland)
eingewogen und Methylisobutylxanthin wurde im Medium, Indomethazin unter Verwendung von
100% Ethanol in Losung gebracht. Dexamethason konnte in aq. dest. gelost werden. Vor dem
Aliquotieren wurden die Stammldsungen, Insulin ausgenommen, mit einem 0,22 pm Filter steril
filtriert, bei —20°C gelagert und zum Medienwechsel jeweils frisch aufgetaut.

Es wurde zwischen adipogenem Induktionsmedium (AIM), welches sich aus Dexamethason,
Methylisobutylxanthin, Indomethazin und Insulin zusammensetzt und adipogenem
Erhaltungsmedium (AEM), das nur aus Insulin besteht, unterschieden. Aufeinander folgend
wurden die Zellkulturen fiir 2 bis 3 Tage mit AIM und einen Tag mit AEM inkubiert. Die
entsprechenden Substanzen wurden den vier verschiedenen Medien mit PRP bzw. FKS
hinzugefligt.

Zum Nachweis intrazelluldrer Fettvakuolen erfolgte am 21. KT die Durchfiihrung des adipogenen
Assays. Nach einem Waschgang mit PBS wurden die Zellen in 10% Formaldehyd fiir 10 min
inkubiert und fixiert. Die Zellen wurden dann mit 50% Ethanol kurz gewaschen und anschlieBend
fiir 15-30 min mit Sudan-Rot B gefirbt, wobei 10 ml der Losung mit 1 ml aq. dest. vor der
Verwendung gemischt wurden, zur Verbesserung der Farbekraft. Ein erneuter kurzer Waschgang
erfolgte darauf mit 50% Ethanol. Vor dem abschlieBenden Waschgang mit Leitungswasser und
aq. dest. wirkte Hamalaun als Kerngegenfarbung fiir 5 min ein. Das Einbetten in Paraffin6l bildete
den Abschluss des Féarbevorgangs. Der Nachweis der Adipogenese erfolgte mikroskopisch und

wurde fotografisch dokumentiert.

3.2.8. Chondrogene Differenzierung

Die chondrogene Differenzierung von MSZ (mod. nach Shakibaei, 1997) ist von einer Vielzahl
von Faktoren, einschlieBlich der Parameter Zelldichte, Zelladhdsion und Zusatz von
Wachstumsfaktoren, abhingig (Johnstone et al., 1998). Als Kriterium fiir die Differenzierung
wurde die Fahigkeit zur Bildung von Glykosaminoglykanen (GAG) herangezogen, welche durch
eine Alcian-Blaufirbung erfasst werden kann. Die Einbettung von Zellen in Alginat-Gel in
hoherer Dichte hatte das Ziel, die Zellen rdumlich zueinander zu bringen und dadurch Zell-Zell-

Kontakte zu ermoglichen.
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Der Differenzierungsansatz erfolgte an Zellkulturen der 6. Passage. Dafiir wurden die Zellen nach
dem Trypsinieren und der Zellzdhlung abzentrifugiert (5 min, 400 x g ) und anschlieBend in einer
Konzentration von 1,5 x 10%ml in einem Eppendorfer Rohrchen in Alginat aufgenommen. Die so
entstandene Zellsuspension wurde gut durchmischt und in eine 6-Loch-Platte in 0,1 M CaCl: als
Tropfen gegeben. Beim Eintropfen in den Calcium-Puffer polymerisiert Alginat, so dass sich

Alginatkiigelchen (Beads) bildeten (Abb. 5).

Erstellen der Alginatkultur Molekularer Aufbau der Alginatkultur
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Abb. 5: Schematische Darstellung der Alginatkulturen. hMSZ werden vom Boden der Kulturflaschen
enzymatisch abgeldst und in einem bestimmten Verhiltnis mit Alginatgel vermischt. Diese Zell-Gel-
Suspension wird mit Hilfe einer Pipette tropfenweise in eine CaCl2 Losung gegeben, worin die
Polymerisation erfolgt. Die Abbildung zeigt den molekuldren Aufbau der Alginatsuspension vor und nach
der Polymerisation.

Nach 10 miniitiger Gelierung bei Raumtemperatur erfolgte eine dreimalige Waschung mit 0,15 M
NaCl und eine zweimalige mit dem entsprechenden Medium. Zum Abschluss wurden 3 ml
Medium zur weiteren Kultivierung der Alginatkugeln hinzugegeben und die Platte fiir 7 Tage bei
37°C, 5 vol% CO2 und einer Luftfeuchtigkeit von mindestens 95% im Brutschrank inkubiert. Ein
Mediumwechsel war in der Zeit ein- bis zweimalig notig.

Nach Ablauf der 7 Tage wurde eine Alcian-Blau-Férbung durchgefiihrt. Dazu war es notig, die
Alginatkugeln fiir eine Stunde in 10% Formalin zu fixieren und anschlieBend fiir 5 min in 2%
Essigsdure zu waschen. Fiir 24 h mussten die Alginatkugeln in der Alcianblaulosung verbleiben.
Danach wurden sie dreimal in aq. dest. gewaschen und in einer aufsteigenden Reihe jeweils 10
min in Ethanollosungen dehydriert. Diese Losungen enthielten 30%, 50%, 70% und 90% Ethanol.
Als Néchstes erfolgte die Dehydrierung in Xylol fiir 5-10 min. Zum Schluss wurden die Kugeln

einzeln aus dem Xylol herausgeholt und mit Entellan zwischen einem Mikroskopierglas und einer
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Deckplatte unter leichtem Druck eingebettet. Die Auswertung der Ergebnisse wurde

mikroskopisch durchgefiihrt, die Dokumentation erfolgte fotografisch.

3.2.9. Phinotypanalyse

Das Prinzip der Durchflusszytometrie beruht auf der Emission optischer Signale seitens der Zelle,

wihrend sie einen Laserstrahl passiert (siche Abb. 6).

Mixture of cells is labeled with fluorescent antibody
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Abbildung 6: Prinzip der Durchflusszytometrie. Mit fluoreszierenden Antikérpern markierte
Zellen werden in einer Tragerfliissigkeit vereinzelt an einem Laser vorbeigefiihrt. Die Analyse des
refraktierten Laserlichtes ermoglicht Aussagen iiber GroBe (forward scatter) und Granularitit (side
scatter) der Zellen und der an diese gebundenen Fluoreszens-markierten Antikorper. (aus:
Immunobiology. Janeway, Charles A.; Travers, Paul; Walport, Mark; Shlomchik, Mark. New York
and London: Garland Publishing; 2001)

Hierflir werden die sich in einer Suspension befindenden Zellen in einem FACS-R6hrchen unter

die Stahlkapillare des Durchflusszytometers gesteckt. Durch Uberdruck wird die Suspension
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durch die Kapillare gesaugt und die Zellen passieren einzeln einen Laser. Trifft der Laserstrahl
eine Zelle, kommt es zur Streuung des Laserlichts und zur Aussendung von Fluoreszenzlicht.

Das Streulicht ermoglicht eine Aussage iliber Grdfe, intrazelluldre Bestandteile (Granularitét)
sowie Fluoreszenzintensitit der Einzelzelle. Vom optischen System des Gerétes konnen diese
physikalischen Parameter mit Hilfe von Photodetektoren erfasst, in elektrische Signale
transformiert und gegebenenfalls verstarkt werden. Die Zellen kénnen somit in Subfraktionen
untergliedert und gezdhlt werden. Hierzu dienen zwei Parameter: das Vorwértsstreulicht FSC
(Forward Scatter) dient als MalB fiir die ZellgroBe und wird durch Beugung des Lichts
hervorgerufen, das Seitwértsstreulicht SSC (Side Scatter) wird durch Brechung des Lichts
hervorgerufen und dient als MaB} fiir die Granularitdt, Membranfaltung und die duBlere Form der
Zelle.  Kanidle  verschiedener  Emissionsspektren — erlauben  die  Erfassung  von
Fluoreszenzfarbstoffen mit unterschiedlichen Extinktions- und Emissionsmaxima (Tab. 2). Mit
Hilfe von Dotplot-Diagrammen konnen bestimmte Regionen, welche viele Zellaggregate und

Zelltrimmer enthalten, von der Auswertung ausgeschlossen werden.

Extinktionsmaximun Emissionsmaximum
Fluorophor
nm nm
Fluorescein-Isothiocyanat
495 519
(FITC)
R-Phycoerythrin (PE) 480,565 578

Tab. 2: Fluorphore und ihre Extinktions- und Emissionsmaxima.

Die Bestimmung der Oberflichenmarker erfolgte mittels Durchflusszytometrie an frisch
trypsinierten MSZ der 6. Passage, welche aus den T75 gewonnen wurden. Nach dem
Trypsinieren der Zellen wurden diese in 7 Eppendorfrohrchen so aliquotiert, dass in jedem
Rohrchen eine Zellzahl von 1 x 10? enthalten war. Dann erfolgte 4 Minuten eine Zentrifugation
bei 300 x g. Der entstandene Uberstand wurde abgekippt, zum Zellsediment wurden 500 ul
FACS-Puffer hinzugegeben. In jedes Rohrchen wurde 1 pg von jeweils einem Antikorper
gegeben. Der Inhalt der Eppendorfrohrchen wurde unter Zuhilfenahme eines Vortexers gut
durchmischt, mit Aluminium-Folie abgedeckt und somit im Dunkeln und bei Raumtemperatur fiir
30 min stehengelassen. Nach dieser Inkubationszeit wurden die Rohrchen mit FACS-Puffer
aufgefiillt und bei 300 x g fiir 4 min zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde abgekippt,
um die nicht gebundenen Antikérper zu entfernen. Nach Zugabe von neuem Puffer und

Durchmischung am Vortexer, erfolgte eine erneute Zentrifugation bei 300 x g fiir 4 min. Auch
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jetzt wurde der Uberstand abgekippt. Nach Durchmischung mit Puffer wurden die
Zellsuspensionen in FACS-R6hrchen umgefiillt und es erfolgte die FACS-Analyse.

Getestet wurden die Marker CD34, CD45, CD59, CD90, CD105 unter Hinzuziehung der
entsprechenden Isotypen. Die Analyse wurde mit dem Durchfluss-Zytometer FACScan und der
Software  CellQuest der Firma Becton Dickinson (Becton Dickinson GmbH

Biosciences/Pharmingen, Heidelberg, Deutschland) durchgefiihrt.

3.2.10. Karyotypisierung

Drei Zellpriaparate wurden nach ihrer Kultivierung iiber 6 Passagen in PL-reichem Medium fiir 16
Stunden in Colchicin inkubiert, anschlieBend 20 min in 0,075 M KCI gegeben, in Methanol-
Essigsdure (3:1) fixiert und fiir die Durchfithrung von GTG-Banden und M-FISH verwendet

(Lange et al., 2007).

Multiplex-Fluoreszens in situ Hybridisierung (M-FISH)

Die M-FISH-Technik ermdglicht die Darstellung aller 24 menschlichen Chromosomen simultan
in verschiedenen Farben. Die Methode basiert auf einer kombinatorischen Markierungsstrategie,
wobei unter Verwendung von 5 bzw. 7 unterschiedlichen Fluorochromen jedes Chromosom
anhand der festgelegten Einzelfarbe bzw. Farbkombination identifiziert werden kann.

Im Wesentlichen besteht M-FISH aus folgenden Schritten (Azofeifa et al. 2001): Es werden 5
bzw. 7 DNA-Pools (fiir jedes Fluorochrom ein Pool) hergestellt. Die 24 DNA-Sonden werden in
diese verschiedenen Pools aufgeteilt und mit den Fluorochromen kombinatorisch markiert.
AnschlieBend werden diese Pools in einer DOP-PCR amplifiziert. Die DNA-Sonden im Pool
werden mittels DOP-PCR mit Fluorochromen markiert und anschlieBend auf fixierte
Chromosomenprédparate hybridisiert. Nach geeigneter Inkubationszeit werden die nicht-
hybridisierten Sonden durch mehrere Wasch-Schritte entfernt und gleichzeitig die Haptene Biotin
und Digoxigenin iiber Antikorper nachgewiesen. Die Metaphasen werden mit einer CCD-Kamera
aufgenommen und mit einer speziellen Bildanalyse-Software (in diesem Fall mit MetaSystems
Isis software package von MetaSystems) ausgewertet. Dabei wird durch Uberlagerung der
Einzelkanalbilder ein Gesamtbild erzeugt.

Diese farbige Darstellung der Chromosomen ermdglicht den Nachweis von chromosomalen
Verdnderungen, die mit den konventionellen Firbungen nicht eindeutig identifiziert werden

konnen (z.B. von Markerchromosomen und kryptischen Translokationen und Insertionen).
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M-FISH wurde ausgefiihrt, indem das 24XCyte color kit fiir humane Chromosomen
(MetaSystems Altlussheim, Deutschland) den Empfehlungen des Herstellers folgend zur
Anwendung kam. Als Fluorchrome dienten DEAC, FITC, Spectrum Orange, Texas Red und Cy5.
Die DNA wurde mit Hilfe von 4,6-Diamino-2-Phenylindole dargestellt.

G-Banden

Bei dieser Technik wird vor der Firbung mit Giemsa, einem DNA-bindenden chemischen
Farbstoff, das Chromatin kontrolliert denaturiert und/oder enzymatisch abgebaut (Trypsin). Die
durch die Farbung resultierenden dunklen Banden in den Chromosomen werden als G-Banden
bezeichnet und markieren Bereiche stark kondensierter, spdt replizierender und transkriptionell
inaktiver DNA. Im Gegensatz dazu werden die hellen Banden als G-negativ bezeichnet und
markieren Abschnitte der DNA, die friih replizieren und transkriptionell aktiv sind. Insbesondere
intrachromosomale Verdnderungen wie Insertionen und Inversionen kdnnen iiber G-Banden
identifiziert werden.

Ein Minimum von 25 Zellen wurde analysiert bei einem Band-Level von annéhernd 350-450. Die
Karyotypen wurden nach den Empfehlungen der ISCN (International System for Human

Cytogenetic Nomenclature) von 1995 beschrieben.

3.2.11. Genexpression

Drei MSZ-Priparate wurden iiber drei Passagen in den Medien M1 und M4 kultiviert, um fiir die
Analyse der Genexpression Verwendung zu finden. AnschlieBend wurde hochqualitative RNA
isoliert, indem das Invisorb spin cell RNA mini kit (Invitek, Berlin, Deutschland) nach den
Empfehlungen des Herstellers zur Anwendung kam. RNA wurde zu cRNA amplifiziert und mit
Biotin-UTP dem CodeLink UniSetHuman 20K I Bioarray Protokoll (GE Healthcare/Amersham,
Freiburg, Germany) entsprechend markiert. Von dieser cRNA wurden 10 pg iiber Nacht zu
Codelink 20K Chips hybridisiert, sorgfiltig gewaschen und angefarbt mit Cy5-Streptavidin.
Microarrays wurden auf einem Affymetrix 428 Scanner gescannt und mit der Codelink
Expression Software v4.1 quantifiziert. Die Datenanalyse erfolgte mit der statistischen Open-

Source Software R.
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3.2.12. Plittchenlysat: Vergleich von unterschiedlichen Priiparationen und Konzentrationen

Wie auch im entsprechenden Paper der Arbeitsgruppe Lange (Lange et al., 2007) nachzulesen ist,
wurden nach Zufallsprinzip drei Spender ausgewéhlt, um eine Zellkultivierung bis zur 6. Passage
durchzufiihren. Dabei kam das LP02 als Grundmedium zur Anwendung. Diesem wurden drei
verschiedene PL-Priparate 5%ig hinzugefiigt. Jedes dieser Priparate wurde aus einer
unterschiedlichen Anzahl (7-10) von Buffy coats hergestellt, die auch durch unterschiedliche
Plattchenkonzentrationen (1,2-1,9 x 10°/ml) gekennzeichnet waren.

Um die PL-Prédparate fiir die Anwendung zur Expansion von hMSZ zu optimieren und zu
standardisieren, wurden entweder verdiinnte oder unverdiinnte Pliattchenkonzentrationen von 1,5,
1,0, 0,75 und 0,5 x 10°/ml verwendet. Die Aufbewahrung dieser Préparate erfolgte bei -80°C.

Bei der Anwendung von PL in Kombination mit LP02 entstand eine Schicht von fein granulierten
Ablagerungen in den Kulturgefden. Um diese Ablagerungen zu vermindern, wurde das PL bei
900 x g oder 8000 x g zentrifugiert, bevor es dem Medium beigefligt wurde. Der Einfluss dieser
Zentrifugation auf die Ausbildung von Ablagerungen und die Zellexpansion wurde iiber eine
Zeitspanne, die bis zur 5. Passage reichte, untersucht und die gewonnenen Ergebnisse wurden

untereinander verglichen.

3.2.13. Elektronische Datenverarbeitung

Alle Daten wurden mit Hilfe des Textverarbeitungsprogramms ’Microsoft Word, Version XP’,
den Tabellenverarbeitungsprogrammen ’Microsoft Excel, Version XP’ und SPSS kalkuliert und
grafisch aufbereitet. Fiir die statistische Auswertung fand der Student's T-Test Anwendung. P-
values < 0,02 wurden als signifikant gewertet.

Die digitalen Aufnhahmen wurden mit dem Grafikbearbeitungsprogramm ’Adobe Photoshop 6.0’

verwaltet und bearbeitet.
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4. Ergebnisse
4.1. Spenderdaten
Fiir die vorliegende Arbeit wurden von insgesamt 11 gesunden Spendern im Alter von 20 bis 65

Jahren ca. 5 ml Knochenmarkaspirat verwendet. Die unten aufgestellte Tabelle zeigt die

wichtigsten Spenderdaten.

Spender Geschlecht MNZ/ml KM
B 3 8,47 x 107
oC Q 5,99 x 107
JR 3 3,8x 10’
SY Q 1,94 x 10’
V] Q 6,4 x 10*
SS Q 6,44 x 10’
DS 3 4,88 x 107
SB 3 8,85 x 10’
LS Q 4,7x 107
DT 3 5,58 x 10’
KM 3 1,4 x 10°

Tabelle 3: Spenderdaten mit Geschlecht, und Anzahl der hMSZ/ml KM

4.2. Isolation der MSZ

Von einigen Autoren ist schon gezeigt worden, dass Art und Menge der gewonnenen Zellen von
der Isolierungsmethode beeinflusst werden (Lange et al., 2005). Die in dieser Arbeit verwendeten
Zellen wurden mit der am héufigsten verwendeten Methode gewonnen: Auftrennung iiber einen
Ficoll-Gradienten mit anschlieBender Selektion der Zellen durch Adhdrenz an die
Plastikoberfldche tiblicher Zellkulturgefdle. Wir verglichen die Isolation von MSZ und ihre CFU-
F-Aktivitdit unter verschiedenen Kulturbedingungen, welche durch die Anwendung
unterschiedlicher Medien zustande kamen. Wie in Abb. 7 verdeutlicht, rief allein ein Zusatz, in
diesem Fall von FKS oder PL, in das Grundmedium einen signifikanten Unterschied in der

Isolation der MSZ aus dem Knochenmark hervor.

33



Ergebnisse

Abb. 7: Isolation von MSZ in FKS- oder PL- haltigen Medien. Die Zellen wurden in einer Menge von 1
x 10° ausgesit und 14 Tage in den wie unter Material und Methoden beschriebenen Medien M1-M4
kultiviert. Darauf folgte die Farbung mit Kristallviolett. Das anhand der Abbildung dargestellte Ergebnis
lieB sich auch bei den 10 weiteren Spendern reproduzieren.

In Medien mit PL-Zusatz entstanden sowohl grofere Zellkolonien als auch hoher Koloniezahlen (Tab.
4).

M1 M2 M3 M4
Mittelwert + SD | 233 +77.3 4148969 | 1181£243.5% | 1604 + 440.7**
p-value 0.014 (M2/M3) | 0.015 (M1/M4)

Tab. 4: Verbesserte Isolation von hMSZ in PL-haltigem Medien. Statistische Analyse des Wachstums
von CFU-F in den Medien 1-4 von 11 verschiedenen Spendern. MW + SA von CFU-F wurden fiir 10’
ausgesite Zellen berechnet. *p < 0,02 fiir M2/M3; **p < 0,02 fiir M1/M4;

So resultierte aus einer Zugabe von PL anstatt von FKS in o-MEM eine Erhohung der
Kolonieanzahl um das 2,8fache. Beim Vergleich der Koloniezahlen in den Medien LP02 + PL
und DMEM + FKS fillt sogar ein Unterschied um den Faktor 6,9 zu Gunsten von LP02 + PL auf.
Hier muss noch angemerkt werden, dass in PL schon bei einer Zelldichte von 5 x 10* Zellen/ml
Loch-Kolonien entstanden, wohingegen bei derselben Dichte im Standardmedium keine Kolonien
zu finden waren.

Auch war ein Unterschied in der Geschwindigkeit der Koloniebildung zu sehen. Wéhrend sich in
PL-haltigen Medien schon ab dem 3. KT die Entstehung vieler kleiner Kolonien in der Gréfle von
5 bis 10 Zellen zeigte, bendtigten die in FKS-haltigen Medien kultivierten Zellen in etwa doppelt
so lang. Morphologische Unterschiede zwischen den Zellkulturen der jeweiligen Medien lieBen

sich nicht feststellen.
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4.2.1. Zellmorphologie

Nachfolgend werden die lichtmikroskopisch beobachteten Verdnderungen der hMSZ im Laufe der
Kulturfithrung tiber mehrere Passagen beschrieben.

Adhdrente hMSZ in T25-Flaschen wurden bei 40- und 100-facher Vergroferung in
Phasenkontrastmikroskopie mit einer Digitalkamera fotografiert.

In der friihen Phase der Kultur, also wéhrend PO, war das Auftreten kugeliger Zellen
unterschiedlicher Grofe auffillig. Diese bildeten hiufig unterschiedlich groBe Zellkluster.
Daneben waren grof3e, lingliche Zellen zu erkennen, welche im weiteren Verlauf der Kultivierung
von einzelnen ,,Spots* ausgehend zu flachigen, parallel wachsenden, straBenférmigen Monolayern
auswuchsen. Dieses Erscheinungsbild (in Abb. 8 a-d ist die reprdsentative Morphologie primérer
hMSZ in PO dargestellt) ist als charakteristische Zellmorphologie von hMSZ anzusehen, welche
in dieser Form schon von einigen Arbeitsgruppen beschriebenen wurde. Die erwdhnten ,,Spots*
sind mit den in der Literatur dargestellten CFU-Fs gleichzusetzen. Nach den ersten
Medienwechseln verminderte sich die Anzahl der runden Zellen und insgesamt wurde das

Erscheinungsbild in den Kulturflaschen einheitlicher.

Zellkulturen mit FKS-Zusatz

Die MSZ stellten sich als lange, schlanke Zellen mit schmalen Ausldufern dar. Sie waren im
Vergleich zu den Zellen des anderen Serumzusatzes aber kiirzer und etwas breiter und zeigten in
den spédteren Passagen zum Grofteil kiirzere und dickere Ausldaufer (Abb. 8a und b). Zellen in a-

MEM wiesen eine flachere Morphologie im Vergleich zu Zellen in DMEM oder LP02 auf.

Zellkulturen mit PL-Zusatz

Die MSZ waren schlanke Zellen mit langen Ausldufern. Die dichte, nahezu parallele Anordnung
dieser spindelformigen Zellen liel kaum die Morphologie der einzelnen Zelle erkennen. Schon in
den ersten Passagen zeigte sich, dass diese Zellen morphologisch schlanker und langer waren als
die Zellen in FKS (Abb. 8c und d). Diese Morphologie war in den Kulturen mit LP02 als
Grundmedium sogar ausgeprégter zu erkennen und hielt bis in die spdten Passagen an. So zeigten
die Zellen in LP02 sogar in Passage 11 eine spindelférmige Morphologie (Abb. 10). AuBBerdem
war zu beobachten, dass mit zunehmender Zelldichte die durchschnittlichen Zellvolumina
abnahmen.

Der Gebrauch von PL in Kombination mit LP02 fiihrte zur Ausbildung einer Schicht aus fein

granulierten Ablagerungen tiber den Zellen, die sich von Passage zu Passage noch verdichtete.
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Abb. 8a: Friihe Zellmorphologie von hMSZ in
PO und M1: lange, schlanke Zellen mit schmalen
Auslaufern

Abb. 8¢: Friihe Zellmorphologie von hMSZ in
PO und M3: schlanke Zellen mit langen
Auslaufern

%

e

Abb. 8b: Friihe Zellmorphologie von hMSZ in
PO und M2: lange, schlanke Zellen mit schmalen
Ausldufern; im Unterschied zu Zellen der anderen
Kulturmedien flachere Morphologie

Abb. 8d: Friihe Zellmorphologie von hMSZ in
PO und M4: granulierte Ablagerungen zu
erkennen

Abb. 8a-d: Repriisentative, spindelformige Morphologie von hMSZ in den vier unterschiedlichen

Medien M1-M4 in der friihen Passage (P0).

Dargestellt sind Zellen, die wie unter Material und Methoden beschrieben, in den Medien M1-M4 kultiviert
worden sind. Die Aufhahmen erfolgten bei Konfluenz. Die Ergebnisse stehen repréasentativ als Beispiel fiir
11mal wiederholt erhaltene Ergebnisse zum Zeitpunkt P0O. (40fache VergroBerung)
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Abb. 9a: Spiite Zellmorphologie von hMSZ in Abb. 9b: Spite Zellmorphologie von hMSZ in
PS5 und MI1: in spiten Passagen zeigen sich P5 und M2: keine parallele Zellanordnung zu
kiirzere und dickere Ausldufer erkennen, teilweise ziemlich verbreiterte Zellen mit
kurzen, dicken Auslaufern

Abb. 9c: Spite Zellmorphologie von hMSZ in Abb. 9d: Spéte Zellmorphologie von hMSZ in
P6 und M3: weitgehend erhaltene parallele P7 und M4: Zellen sind immer noch sehr schlank
Anordnung der schlanken Zellen. und haben lange Ausldufer; durch Zunahme des
granulierten Films iiber den Zellen erschwerte
Beurteilbarkeit

Abb. 9a-d: Repriisentative, spindelformige Morphologie von hMSZ in den vier unterschiedlichen
Medien M1-M4 in der spiiten Passage (P5 oder spiiter).

Die Fotos sind von Zellen, die wie unter Material und Methoden beschrieben, in den Medien M1-M4
kultiviert worden sind. Die Aufnahmen erfolgten bei Konfluenz und stehen als Beispiele fiir spitere
Passagezeitpunkte. Die Fotos von M1 und M2 wurden in P5 angefertigt, wohingegen die spiten Fotos von
M3 und M4 in P6 oder P7 entstanden, weil diese Zellen innerhalb derselben Zeitspanne eine hohere
Passagezahl erreichten. Die Ergebnisse sind représentativ als Beispiel fiir 11mal wiederholt erhaltene
Ergebnisse. (40fache VergroBerung)
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Abb. 10: Morphologie von hMSZ in M4 und einer sehr spiten Passage (P11) :
Wie zu erkennen ist, behalten die hMSZ auch in P11 noch weitgehend ihre spindelférmige Morphologie
bei. Sie sind jetzt jedoch groBer. Durch den granulierten Zellfilm erscheint die Zellkulturflasche getriibt.
100fache Vergroferung

4.2.2. Wachstum der Zellen

Um Aussagen iiber das Wachstum der in verschiedenen Kulturmedien geziichteten Zellen treffen
zu konnen, wurde bei allen Spendern nach jedem Trypsinieren eine Zellzdhlung durchgefiihrt.
Anhand der so erhaltenen Zellzahlen wurden die kumulativen Zellzahlen berechnet.

Es =zeigten sich beim Vergleich der Zellkulturen im selben Medium zwischen den
unterschiedlichen Spendern deutliche Schwankungen der Zellzahlen (interindividuelle
Variabilitdt). Auch waren signifikante Unterschiede beim Vergleich der Zellzahlen desselben
Spenders aus den einzelnen Medien (intraindividuelle Variabilitét) zu erkennen.

Die Zellkulturen mit FKS-Zusatz waren nicht in der Lage, die hohen Passagezahlen der
Zellkulturen mit PL-Zusatz zu erreichen. Bei Zusatz von FKS war ein lineares Wachstum bis zur
3.-4. Passage zu beobachten, anschlieBend zeigte sich eine Wachstumsverlangsamung. Im
Vergleich dazu erreichten Zellen der Kulturmedien mit PL in derselben Zeit schon die 6.-7.
Passage. In Verbindung mit der Zellmorphologie erreichten Zellen der Medien mit PL-Zusatz eine

weitaus hohere kumulative Zellzahl bis zum Wachstumsstillstand im Vergleich zu den
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Zellkulturen in FKS-haltigen Medien. Am Ende jeder Passage war es mdglich, mindestens
doppelt so viele Zellen aus Medien mit PL-Zusatz zu gewinnen, als dies der Fall in FKS-haltigen
Medien war (Abb. 11a und b). Bezeichnend ist, dass schon wihrend der ersten Passagen aus den
Medien unter dem Einfluss von PL signifikant mehr MSZ hervorgingen. Am Ende der
Kultivierung konnte dieser Unterschied bis zu 10 log erreichen. Dieser Trend war bei jedem

Spender zu beobachten, obwohl sich bei jedem Knochenmark Unterschiede im Wachstum

zeigten.
Kumulative Zellzahlen S.B.
1,00E+16 =
1,00E+14
© 1,00E+12
L —8—DMEM +
:.:_ 1,00E+10 10% FCS
x 100E+03 —d—aMEM +
E 1,00E+06 10%FCS
N 100E+04 ——-aMEM + 5%
E 1,00E+02 PRP
1.,00E+00 ——LP02 +5%
1,00E-02 PRP
1,00E-04 40 80 120 160
Kulturtage
Abb. 11 a

Abb. 11 a und b: Wachstumskinetik von hMSZ in unterschiedlichen Medien. Die kumulativen
Zellzahlen verdeutlichen jeweils ein Beispiel der in den verschiedenen Medien wie unter Material und
Methoden beschrieben kultivierten Zellen. Jedes Symbol steht fiir einen Zeitpunkt des Trypsinierens. Es ist
deutlich zu erkennen, dass bereits am Anfang der Kultivierung signifikant mehr Zellen aus den Medien mit
Zusatz von PL gewonnen werden konnten.

Das anhand der Abbildungen dargestellte Ergebnis lieB sich auch bei den 9 weiteren Spendern
reproduzieren.
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Kumulative Zellzahlen K.M.
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Abb. 11b

Vergleicht man bei

den unterschiedlichen KM-Spender die Expansionszeit bis

Zum

Wachstumsstillstand und die erreichte Zellzahl in jeder Spendergruppe im definierten Medium, ist

zu erkennen, dass der Unterschied der MSZ-Zahl, welche aus 107 Zellen entstanden, in M1 im

Vergleich zu M4 bis zu 10° Zellen erreichte (Tab. 5).

KM M1 M2 M3 M4
Spender | 7ellzanl | Tage | Zellzahl | Tage | Zellzahl Zellzahl | Tag
e
1 nd nd | 42x10" | 245 1.5 x 10* 166 1.7x10* | 160
2 2.7x 102 | 206 3 x 10" 206 6.6 x 10* 160 7.7 x10* | 164
3 1.7x10% | 242 | 1.6x 102 | 208 1.1 x10% 209 2x10* | 209
4 3.8x 108 198 nd nd 4.8x 10" 146 1.8x10%° | 139
5 1.1 x10" 151 | 8.9x 10" 191 3.8x 10" 131 1.7x10*" | 131
6 2x 108 163 | 2.2x 10" 168 8 x 10" 146 2.6x10% | 127
7 3.8x 10" 188 | 8.6x 10" 161 1.9x 10" 135 29x 10" | 136
8 1.7 x 10* 172 | 4.6x 10" 172 1.2x 10%° 138 4 x 10% 154
9 1.9x 10" 181 2x 10" 181 2.1 x10% 135 1.5x10* | 162
10 1.4x 10" 153 | 3.9x 10" 168 6.7x 10" 115 1x10% 140
11 54x10" 164 | 23x 10" 158 1.1x10%* 148 1.6x 10> | 139

Tab. 5: Charakteristisches Wachstum von hMSZ in unterschiedlichen Medien. Gezeigt werden die
kumulativen Zellzahlen fiir alle 11 Spender-Zellpraparate. Kursiv sind die geringsten Zellzahlen innerhalb
einer Mediumgruppe gezeigt, mit fetten Ziffern die maximal erreichten Zellzahlen, nd: nicht durchfiihrbar
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Das beschleunigte Wachstum der MSZ in Medien mit Zusatz von 5% PL &uf3erte sich auBBerdem
in den Verdopplungszahlen (Abb.12). Wihrend diese bei in FKS-haltigen Medien kultivierten
Zellen ca. bei 30 lagen, erreichten die in Medien mit PL-Zusatz kultivierten MSZ

Verdopplungszahlen von ca. 60.

Zellverdopplungen in unterschiedlichen
Medien

80
70
60
50
40
30
20
10

0

——

B M1
amM2
ams3
o4

Anzahl der Zellverdopplungen

Abb. 12: Erhohte Verdopplungszahlen in PL-haltigen Medien. Die Ergebnisse zeigen die (Mittelwerte
+ Standardabweichung aus 11 Experimenten) summierten Verdopplungszahlen der 11 Experimente, die
wihrend der Kultivierungszeit in den Medien 1-4 wie unter Material und Methoden beschrieben,
durchgefiihrt wurden. Hochsignifikante Unterschiede sind zu erkennen zwischen in PL- und in FKS-
haltigen Medien kultivierten Zellen. Die Anzahl der Zellverdopplungen in PL-haltigen Medien iibertrifft
diejenige der FKS-haltigen um mehr als das 1,5fache.

Im direkten Vergleich der beiden PL-haltigen Medien lédsst sich keine klare Aussage dariiber
treffen, in wie weit M4 als Kulturmedium dem M3 vorzuziehen ist, jedoch zeichnet sich

tendenziell ab, dass 5% PL-haltiges LP02 dem 5% PL-haltigen a-MEM iiberlegen sein kénnte.
Zusammenfassend ist festzuhalten, dass unter dem Zusatz von PL ein beschleunigtes Wachstum

mit verkiirzter Verdopplungszeit und eine erhohten Anzahl von Verdopplungen bis zum

Wachstumsstillstand zu verzeichnen sind.
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4.2.3. Trypsinieren der Zellkulturen

Beim Trypsinieren war bei allen Zellkulturen mit PL im Vergleich zu den Zellkulturen mit FKS
ein langsameres Ablosen der adhdrenten MSZ von der Oberfliche der T25- bzw. T75-
Kulturflaschen zu beobachten. Das Abldsen der Zellen unter 10% FKS dauerte ca. 3 min und
teilweise war ein abschlieBendes Klopfen der Flaschen auf dem Handteller erforderlich, um die zu
diesem Zeitpunkt noch an der Oberflache der Flaschen haftenden Zellen zu 16sen. Bei den Zellen
unter PL haftete ein Grofteil der MSZ zu diesem Zeitpunkt des Trypsinierens noch an der
Flaschenoberfldche, so dass hier die Inkubation in Trypsin 5 min lang erfolgte und anschlieSend

fast immer ein Abklopfen erforderlich war.

4.3. Differenzierungen

Zur weiteren Bestitigung des multipotenten Charakters der isolierten Zellen wurden
Standardprotokolle eingesetzt (Jaiswal et al., 1997; Pittenger et al., 1999; Shakibaei, 1997), um
das Potenzial zur Differenzierung in Adipozyten, Osteoblasten und Chondrozyten zu bestimmen.
Damit eine direkte Vergleichbarkeit ermdglicht werden konnte, wurde die Induktionszeit der
adipo-, osteo- und chondrogenen Differenzierungsansitze fiir alle Zellpridparationen konstant
gehalten. Die Ergebnisse dienten als Qualitédtskontrolle fiir alle weiteren Untersuchungen dieser
Arbeit.

In P6 wurde die Differenzierungsfahigkeit aller MSZ in die drei erwdhnten Zelllinien getestet.
Dabei waren MSZ aller Kulturmedien in der Lage, sich auf diesen Differenzierungwegen zu
entwickeln. Auflerdem wurde bei MSZ der P10 erneut das Differenzierungspotential getestet. In
Frage kamen dabei nur in PL-haltigem Medium kultivierte Zellen, da nur diese so hohe Passagen
erreichten. Es zeigt sich auch bei den MSZ dieser spiten Passage ein immer noch vorhandenes

Differenzierungspotential in alle drei Zelllinien.

4.3.1. Osteogene Differenzierung

Humane MSZ, die in Kultur optimalen Konzentrationen von Dexamethason, Ascorbinsidure und

B-Glycerophosphat ausgesetzt sind, nehmen eine kuboide Morphe an, zeigen eine erhdhte

Enzymaktivitét fiir Alkalische Phosphatase, exponieren osteoblastische Oberfldchenantigene und

lagern extrazelluldr mineralisiertes Hydroxylapatit ab, ein Charakteristikum von Osteoblasten und
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terminal differenzierten Osteozyten (Beresford et al., 1994; Cheng et al., 1994; Rickard et al.,
1996; Jaiswal et al., 1997). Dexamethason fordert vor allem die Proliferation und unterstiitzt die
Differenzierung (Bellows et al., 1990). Ascorbinsédure ist unter anderem fiir den Aktivititsanstieg
der Alkalischen Phosphatase verantwortlich und unterstiitzt die Produktion von Osteocalcin,
einem Protein der Knochenmatrix, das Hydroxylapatit bindet (Liu et al., 1999).

In der vorliegenden Versuchsreihe konnten unter Zugabe der osteogenen Induktionsmedien in P6

bei allen Zellkulturen extrazelluldre Calciumablagerungen beobachtet werden (Abb.13).
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Osteogene Differenzierung in M4 P6 Kontrollkultur in M4 P6

Abb. 13: Reprisentative Darstellung des osteogenen Differenzierungspotentials von hMSZ in P6. Die
abgebildeten Fotos zeigen beispielhaft fiir jedes Medium M1-M4 die induzierte osteogene Differenzierung
von hMSZ in der 6. Passage, rechts davon die jeweiligen nicht-induzierten Kontrollkulturen. Die
Kultivierung und Induktion erfolgte wie unter Material und Methoden beschrieben. Beweisend fiir die
erfolgte osteogene Differenzierung sind die mit Silbernitrat angefarbten Calziumprézipitate.

100fache VergroBerung

Die osteogene Stimulation beeinflusste hMSZ sowohl in ihrer Morphologie als auch in ihrem
Wachstumsmuster sehr stark. Die Zellen verloren ihre Spindelform und breiteten sich flachiger
aus. Dadurch entstand bei den meisten Zellen ein kuboides Aussehen. Beziiglich des
Wachstumsmusters lagerten sich hMSZ unter Stimulation in Subkonfluenz zu kleinen Zellhaufen

zusammen.
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Ab dem KT 11 konnte bei den MSZ, die unter dem Zusatz von 10% FKS kultiviert wurden, die
Bildung von extrazelluldren Calciumvesikeln beobachtet werden. In den Medien mit PL-Zusatz
waren erst nach langerer Kultivierung die ersten Caciumablagerungen sichtbar.

Die Zellen, die in P6 ohne den Zusatz von osteogenen Induktionssubstanzen kultiviert wurden
(Kontrollen), zeigten die gleiche Morphologie wie in den Kulturflaschen der entsprechenden
Passage. Sie waren im Vergleich zu den osteogen stimulierten Zellen deutlich schlanker und

wiesen lingere Auslaufer auf.

4.3.2. Adipogene Differenzierung

Die Bildung von intrazelluldren, fetthaltigen Vakuolen war unter Zugabe von adipogenen

Induktionsmedien bei allen Zellkulturen in P6 zu erkennen (Abb.14).
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Adipogene Differenzierung in M3 P6

Adipogene Differenzierung in M4 P6 Kontrollkultur in M4 P6

Abb. 14: Reprisentative Darstellung des adipogenen Differenzierungspotentials von hMSZ. Die
abgebildeten Fotos zeigen beispielhaft fiir jedes Medium M1-M4 die induzierte adipogene Differenzierung
von hMSZ in der 6. Passage. Die Zellen wurden wie unter Material und Methoden beschrieben kultiviert
und durch Zusatz von Induktionssubstanzen wurde die Differenzierung ausgeldst. Beweisend fiir die
erfolgte adipogene Differenzierung sind die mit Sudan-Rot angefarbten Fettvakuolen. Auf der rechten Seite
sind die jeweiligen nicht-induzierten Kontrollkulturen abgebildet.

100fache VergroBerung

Bei den Zellkulturen mit 10% FKS konnte man bereits in der ersten Kulturwoche, einige Tage
nach der ersten Zugabe von adipogenen Induktionsmedien, die Entstehung von Fettvakuolen
beobachten, deren Anzahl und GroBe sehr verschieden war. Sie befanden sich hauptsdchlich in
den Randgebieten der Plattenlocher, wobei es sich um viele grofe, zu Gruppen formierte
Vakuolen handelte.

Bei 5% PL bildeten sich zu dieser Zeit zunichst nur wenige kleine oder gar keine Vakuolen. Auch

Ansammlungen grofler Vakuolen waren vereinzelt zu finden.
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Gleichzeitig mit der Entstehung der Fettvakuolen kam es, wie es auch bei den osteogen
induzierten Zellen der Fall war, zu einer Formverédnderung der Zellen ins Kuboide, d.h. die Zellen
wurden insgesamt breiter und kiirzer und ihre Ausldufer verloren auch an Linge.

Die Zellen aus den Kontrollkulturen, welche ohne den Zusatz von adipogenen
Induktionssubstanzen kultiviert wurden (Kontrollen), zeigten die gleiche Morphologie wie in den

Kulturflaschen der entsprechenden Passage.

4.3.3. Chondrogene Differenzierung

Die Bildung von Glykosaminoglykanen konnte bei allen induzierten Zellkulturen in P6
nachgewiesen werden (Abb. 15).
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Chondrogene Differenzierung in M3 P6 Kontrollkultur in M3 P6
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Abb. 15: Reprisentative Darstellung des chondrogenen Differenzierungspotentials von hMSZ. Die
abgebildeten Fotos zeigen beispielhaft fiir jedes Medium MI1-M4 die induzierte chondrogene
Differenzierung von hMSZ in der 6. Passage. Die Kultivierung und Induktion der Differenzierung wurde
wie unter Material und Methoden beschrieben durchgefiihrt. Beweisend fiir die erfolgte chondrogene
Differenzierung sind die mit Alzianblau angefarbten Proteoglykane. Auf der rechten Seite sind die
jeweiligen nicht-induzierten Kontrollkulturen abgebildet.

100fache Vergroferung

Da es erst moglich war, GAG nach der Farbung festzustellen, kann an dieser Stelle keine Aussage
darliber gemacht werden, wann es zur Ausbildung der ersten GAG kam und ob zeitliche
Unterschiede in der Ausbildung von GAG in den unterschiedlichen Medien bestanden.

Unter dem Mikroskop war zu beobachten, dass die Zellen einen intensiver gefirbten

perizelluldren Hof bildeten. Dieser Hof weist auf die Existenz des so genannten Chondrons hin.
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Die Zellen aus den Kontrollkulturen, welche ohne den Zusatz von chondrogenen
Induktionssubstanzen kultiviert wurden (Kontrollen), zeigten keine Anférbbarkeit mit Alzianblau

und somit keinen Nachweis von GAG.

4.4. Phanotypanalyse

Die Bestimmung der Oberflichenmarker CD34, CD45, CD59, CD90, CD105, MHC-Klasse I und
MHC-Klasse II erfolgte in P6. Zu diesem Zeitpunkt hatten die in FKS kultivierten Zellen bereits
thre Proliferationsrate verlangsamt. Trotzdem war es moglich die Mehrzahl aller MSZ klar von
hédmatopoetischen Zellen durch das Fehlen der hdmatopoetischen Marker CD34 und CD45
abzugrenzen.

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Bestimmung der Oberflaichenmarker an den Zellkulturen
der Passage 6 aus den T75-Flaschen dargestellt. Sie geben Aufschluss dariiber, inwieweit das
Spektrum der exprimierten Oberflachenmarker unter dem Zusatz von FKS und PL {ibereinstimmt.
Alle getesteten Zellkulturen reagierten mit graduellen Unterschieden positiv auf CD59, CD90,
CDI105 und zeigten eine negative Reaktion auf CD34 und CDA45. Deshalb kann daraus
geschlossen werden, dass die gewahlte Isolations- und Kulturmethode geeignet ist, mesenchymale
Stammzellen in hoher Qualitit und Quantitdt anzureichern.

Aus der folgenden Tabelle (Tab. 6) sind die Ergebnisse der Bestimmung der Oberflichenmarker

an den Zellkulturen der Passage 6 zu entnehmen.

CD59 CD90 CD105 CD45 CD34
M1 92.3+3.9 79.3+9.2 78.3+7.5 02+0.3 02+0.3
M2 88.7+£9.0 85.4+54 80.1 £8.5 0.3+0.2 02+0.3
M3 83.8+£8.5 85.3+£8.6 76.9 £ 8.6 0.1+£0.2 02+0.3
M4 88.5+£5.3 88.6 £6.7 78.2+8.1 02+0.3 0+0.1

Tab. 6: Der Phanotyp von hMSZ bleibt nach Kultivierung in FKS-freien Medien erhalten. Eine
FACS Analyse wurde an Zellen der Passage 6 durchgefiihrt, welche in den Medien M1-M4 wie unter
Material und Methoden beschrieben kultiviert wurden. Gezeigt werden MW + SD der Expression der
untersuchten Oberfldchenantigene von 11 Experimenten.

Wihrend in den ersten Passagen 95-98% aller Zellen CD59, CD90 und CDI105 exprimierten,
waren in den spédten Passagen nur noch 77-92% von in allen vier Medien kultivierten Zellen

positiv flir diese Antigene.
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Abb. 16: Grafische Darstellung der Expression von Oberflichenmarkern auf Zellkulturen der
Passage 6 des Spenders OC in den Kulturmedien M1-M4

Die Verteilung der aufgezeichneten Ereignisse (Gate R1) ist jeweils in der rechten oberen Grafik
dargestellt. Bei allen anderen Grafiken wird die Expression der getesteten Antigene (mit Hilfe FITC- bzw.
PE- markierter Antikorper) (x-Achse) der Zahl der gemessenen Ereignisse (y-Achse) gegeniibergestellt.
Dabei wird die unspezifische Isotyp-Kontrolle griin und die Abfrage des CD-Antigens rot abgebildet. Die
mit einer waagerechten Linie versehenen Markierungen geben den Anteil (in Prozent) der Zellen an, die
den getesteten Oberflichenmarker exprimieren. Die Ergebnisse stehen reprasentativ filir alle Spender.
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4.5. Plittchenlysat: Standardisierung von Priparation und Konzentration

Fiir eine zukiinftige klinische Anwendung von kultivierten Zellen wird ein standardisiertes
Medium notwendig sein. In diesem Zusammenhang haben wir bei MSZ von 3 Spendern getestet,
in welcher Anzahl optimalerweise Thrombozytenkonzentrate gepoolt werden sollten. Ebenso
wurde der Finfluss der Konzentration von Plittchen im Pléttchenlysat auf die Zellexpansion
untersucht. Die verwendeten Thrombozytenkonzentrationen waren 1,46 x 10%ml in PLI1, 1,2 x
10°/ml in PL2 und 1,9 x 10°/ml in PL3.

Es zeigte sich eine beschleunigte Expansion beim Hinzufiigen von PL, welches durch das Poolen
einer Hoheren Anzahl von PRP hergestellt worden war (Abb.18). Dariiber hinaus kann man der
Abbildung 17 den Einfluss unterschiedlicher Pldttchenkonzentrationen auf die
Zellverdopplungszahlen entnehmen. Abgesehen von einer Ausnahme sind in den restlichen Fillen
die Expansionsraten in PL mit einer Thrombozytenkonzentration von 1,5 x 10°/ml vergleichbar
hoch oder sogar hoher als in der Anfangskonzentration, die zwischen 1,6 und 1,9 x
10°/Thrombozyten/ml lag. Eine weitere Verringerung der Plattchenkonzentration ging mit einer

verminderten Expansion von MSZ in den untersuchten 6 Passagen einher.

>
3

on
o

IS
o

Zellverdopplungen
b o
o o

-
o

=]

PL1(10x)  PL2(7x)  PL3(9x)

Abb. 17 A

51



Ergebnisse

B 60
50 [ startkonzentration
5 -
> 40 | 1 1,5 x 10E9/mI
E
o
-§' 30 1,0 X 10E9/m
E 20
E | 1 0,75 x 10E9/m
10 .
& 0,5 x 10E9/mI
0 |

Abb. 17: Zellverdopplungszahlen in Abhéngigkeit von der Qualitit von PL. Dazu wurden MSZ {iber 6
Passagen in 5% PL-haltigem LP02 Medium kultiviert. (A) zeigt den Einfluss der Anzahl von gepoolten
Thrombozytenkonzentraten auf die Zellverdopplungszahlen von hMSZ, in Klammern sind die Anzahl der
gepoolten Plittchenkonzentrate angegeben.

(B) sind die Zellverdopplungszahlen abhéngig von der Plittchenkonzentration im PL zu entnehmen, wobei
die Startkonzentration bei 1,6-1,9 x 10°/Thrombozyten/ml lag; abgebildet sind 3 von 5 durchgefiihrten
Experimenten.

Die Bildung von granulidren Ablagerungen, welche sich v.a. in den mit LP02 und PL behandelten
Kulturen zeigte, erschwerte die Beurteilung der Zellen unter dem Mikroskop und konnte eventuell
fiir die Langzeitexpansion von Bedeutung sein. In unserer Versuchsreihe haben wir allerdings
keine negative Auswirkung dieser Préizipitate auf das Zellwachstum feststellen konnen.

Es wurde untersucht, ob eine verstirkte Zentrifugation des PL nach dem Auftauen die granulédren
Ablagerungen verringern konnte. Nach einer Zentrifugation mit 8000 x g anstelle von 900 x g
kam es zu einer geringen aber nicht signifikanten Verringerung der granuldren Prézipitate. Auch
im Vergleich der Expansionsraten zeigte sich iiber einen Zeitraum von 5 Passagen kein
signifikanter Unterschied, so dass sich die Zentrifugation von PL mit 8000 x g nicht als bessere

Methode erwiesen hat.

4.6. Karyotypische Analyse

Bei der Expansion von hMSZ in dem FKS-freien Medium M4 {iber 6 Passagen entstanden Zellen
mit normalem Karyotyp. Weder bei M-FISH (Abb.18a) noch beim GTG-banding (Abb. 18b)
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konnten irgendwelche genomischen Aberrationen festgestellt werden. Deshalb kann man daraus

schlieBen, dass sich die Kultivierung von hMSZ in PL-reichen Medien als sicheres Verfahren zur

Zellexpansion anbietet.
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Abbildung 18: hMSZ zeigen nach verlingerter Expansion einen normalen Karyotyp.

Uber 6 Passagen in PL-haltigem Medium kultivierte hMSZ wurden verwendet fiir das Multicolour-
karyotyping nach FISH (M-FISH) und GTG-banding. Dargestellt ist (A) das Ergebnis einer M-FISH
Analyse an einem weiblichen Spender und (B) ein G-banding an Zellen von einem ménnlichen Spender.
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4.7. Genexpressionsanalyse

Parallel zu den hier vorgestellten Arbeiten wurden Genexpressionsanalysen durchgefiihrt. Diese
unterstiitzten die Hypothese, dass MSZ in PL-haltigen Kulturmedien schneller proliferieren
(Lange et al., 2007).

Die Auswertung mit Hilfe der Datenbédnke fiir GO terms (Gene Ontology), BioCarta und KEGG
pathways (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genoms) zeigten interessante Ergebnisse der
Genexpression auf: (I) Gene aus Genfamilien, welche mitverantwortlich sind fiir die
Differenzierung und Entwicklung der Zelle (Abb. 19A), fiir die Zelladhédsion und die Interaktion
von extrazelluliren Matrixrezeptoren, fiir die TGF-Signaliibermittlung (Abb. 19B) und die
Thrombospondin-1 (TSP-1) induzierte Apoptose (Abb. 19C) wurden herunterreguliert. Im
Gegensatz dazu kam es zu einer Hochregulierung von Genen aus Genfamilien, die einen Einfluss
haben auf den Zellzyklus (Abb. 19D), die DNA-Replikation und den Purinmetabolismus. Ebenso
konnte gezeigt werden, dass auch Zellen herunterreguliert wurden, die eine Rolle spielen im
Fettsdurestoffwechsel (Abb. 19E) und beim Majorhistabilitdtskomplex (MHC) der Klasse I und II
(Abb. 19F), welcher fiir die T-Zell-Aktivierung mitverantwortlich ist.
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Abb. 19: Die Profile unterschiedlicher Gene unterstiitzen die Beobachtung des beschleunigten
Wachstums in PL-haltigen Medien.

Genexpressionsraten ausgewéhlter Gene sind dargestellt in log2. Diese Gene spielen eine kritische Rolle in
(A) Differenzierung/Entwicklung, (B) im TGF-b Signalweg, (C) bei der Thrombospondin-1 induzierte
Apoptose, (D) im Zellzyklus, (E) beim Fettsduremetabolismus und (F) bei der Antigenpréisentation durch
MHC.

(fiir zwei hMSZ-Pridparate, die im Medium M1 und zwei, die im Medium M4 kultiviert worden sind)
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5. Diskussion

Auf Grund ihres Differenzierungspotentials und der Moglichkeit, sie relativ einfach zu gewinnen
und in vitro zu expandieren wird von vielen Arbeitsgruppen die potentielle therapeutische
Anwendung mesenchymaler Stromazellen in der regenerativen Medizin diskutiert. Es hat sich
gezeigt, dass sowohl autologe als auch allogene MSZ angewandt werden konnen, ohne dass es zu
einer signifikanten Immunreaktionen kommt (Poh et al., 2006; Ringden et al., 2006; Dai et al.,
2005).

Ein wichtiges Ziel bei der Expansion in groBem Ausmaf sollte die Vermeidung der Anwendung
tierischer Proteine sein. Die Expansion und Differenzierung von MSZ in FKS-haltigen Medien fiir
das Tissue-Engineering stellt zurzeit eine etablierte Methode dar (Haynesworth et al., 1992a;
Prockop, 1997), welche in Deutschland allerdings weitgehend verboten ist. Nur in besonderen
Féllen kann der Einsatz aus FKS-haltigen Medien gewonnener Zellen erfolgen. Daher besteht ein
groBBes Interesse an der Entwicklung eines Kulturmediums, welches keine tierischen Proteine

enthalt.

Diskussion der Ergebnisse zur Gewinnung und Expansion von MSZ

Fiir grof3e klinische Versuche, bei denen allogene MSZ fiir eine hohe Anzahl von Empfangern zur
Verfiigung stehen sollen, werden groBe Mengen an Zellen desselben Spenders benétigt. Diese
Zellen miissen aus einem kleinen Volumen von Knochenmark gewonnen werden. Zwar gilt die
Verwendung von autologem Serum von einem Knochenmarkspender als zuverldssig und sicher,
zumindest fiir eine kleine Anzahl von Passagen (Shahdadfar et al., 2005; Mizuno et al., 2006;
Kobayashi et al., 2005; Stute et al., 2004) und fiir kleinere klinische Studien auf Single-Patient
Basis (Dimarkis und Levicar, 2006), aber sie stellt keine realistische Alternative in der
Stammzelltherapie dar. Bei einer Blutspende von 500 ml kénnen maximal 200 ml Serum
gewonnen werden, woraus, bei einem Anteil von 10% humanem Serum, 2 1 Kulturmedium
hergestellt werden kann. Diese Menge von Kulturmedium ist hochstens fiir eine Zellexpansion
iiber 2-3 Wochen ausreichend. Und die in dieser Zeit erhaltene Anzahl von MSZ ermdglicht, bei
dem Gebrauch von 1-3 x 10° Zellen/kg KG, nur eine 1-2malige Anwendung.

Allogenes humanes Serum ist keine Alternative, da MSZ unter seinem Zusatz ein verzogertes
Wachstum und ein Absterben nach max. 6 Wochen (Spees et al., 2004; Shahdadfar et al., 2005)

zeigen. Aus all diesen Griinden wurde in dieser Arbeit untersucht, ob es mdoglich ist, aus dem
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Knochenmark isolierte hMSZ Kilberserum-frei, unter dem Zusatz von PL in fiir die klinische
Anwendung ausreichenden Mengen zu expandieren.

Plattchenkonzentrate sind in der klinischen Anwendung beim Menschen zur Unterstlitzung der
Knochen- und der Weichteilheilung weit verbreitet und ermoglichen eine beschleunigte
Knochenheilung (Lucarelli et al., 2003). Auf die Untersuchung von PL, welches aus PRP (Platelet
rich plasma) gewonnen wird, ist ein Schwerpunkt gelegt, da es in vitro eine fordernde Wirkung
auf stromale Zellen hat und als Zusatz von Knochentransplantaten dienen konnte, um die Qualitit
und Quantitdt von sich neu bildendem Knochenmark zu erhéhen (Lucarelli et al., 2003; Gruber et
al., 2004).

PRP enthélt 7 wesentliche Wachstumsfaktoren, die aktiv von den Plattchen sezerniert werden:
PDGF (platelet derived growth factor)-aa , -Bp, -ap, TGF-B1 (transforming growth factor) und —
B2, VEGF (vascular endothelial growth factor) und EGF (epidermal growth factor) (Marx et al.,
1998; Marx 2004). Die Wachstumsfaktoren PDGF, TGF, EGF, und FGF (fibroblast growth
factor) wurden als Mitogene fiir MSZ beschrieben (Deans and Mosely, 2000) und die meisten
oder sogar alle von ihnen werden von Pléttchen ausgeschiittet.

Ein Grund fiir die erhohte Produktionsrate von MSZ in PL-haltigen Medien dieser vorliegenden
Versuchsreihe konnte das hohe Angebot an den u.a. weiter oben erwéhnten Wachstumsfaktoren
sein. Desweiteren wiirde fiir den Gebrauch von PL-sprechen, dass Thrombozytenkonzentrate im
klinischen Alltag bereits regelméBig hergestellt und angewendet werden und dass die
Bedingungen flir eine sichere und gut kontrollierte Quelle fiir Wachstumsfaktoren hierbei

zutreffen.

In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dass multipotente hMSZ aus Knochenmarkaspiraten
adulter Spender isoliert und in PL-haltigen Medien expandiert werden konnen. Die Kultivierung
der MSZ erfolgte sowohl auf 6-Loch-Platten als auch in T25- und T75-Kulturflaschen. Ein
Unterschied beziiglich des Wachstumsverhaltens und der Zellmorphe abhdngig vom
Kultivierungsraum war dabei nicht zu beobachten. Es fiel lediglich auf, dass sich die adhédrenten
MSZ unter der Gabe von Trypsin beim Zusatz von FKS schneller von der Oberfldche ablosten als
beim Zusatz von PL. Mdglicherweise ldsst sich diese Beobachtung mit der Ausbildung eines
granuldren Prézipitatfilms {iber den Zellkolonien in Medien mit Zusatz von PL erkldren. Das
schnellere Ablosen der MSZ hatte keine Auswirkungen auf das weitere Wachstum und das

Differenzierungsverhalten.

Mit den Ergebnissen dieser Arbeit ist es moglich, das Protokoll fiir die Expansion von hMSZ in
PL-haltigem Medium (Yamada et al., 2004; Doucet et al., 2005; Miiller et al., 2006) zu
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unterstiitzen und zu verbessern. So zeigten sich schon wéhrend der Isolation von hMSZ in PL-
haltigen Medien nicht nur groere Kolonien von CFU-F, wie sie von Doucet et al. beschrieben
waren (Doucet et al., 2005), sondern auch eine signifikant hohere Anzahl an Kolonien. Dies trifft
besonders auf das GMP-produzierte Medium LP02 zu, welches eine gute Basis flir zukiinftig
GMP-kompatible klinische Produktionen von MSZ darstellen konnte. In PL-haltigem LP02
kultivierte hMSZ waren erstaunlicherweise von einer langgestreckten, fibroblastenartigen
Morphologie (Abb. 8d). Diese war mit einer erwihnenswert hoheren Zellzahl als im
Standardmedium verbunden, trotz identischer Oberflichenbedingungen. So sind die
Verdopplungszahlen in M4 nahezu doppelt so hoch wie in M1, was schon nach 5 Wochen und in
der folgenden Zeit zu betrdchtlich hoheren kumulativen Zellzahlen fiihrte (Abb. 12). Daraus ist zu
schlieen, dass wihrend einer identischen Expansionsphase hohere, potentiell therapeutische
Dosen durch den Gebrauch von M4 als durch die Anwendung von Standardmedium gewonnen
werden konnen. AuBlerdem muss bedacht werden, dass rekombinante Wachstumsfaktoren zur
Beschleunigung des Wachstums von MSZ nicht als GMP-Produkte erhéltlich sind, was auch fiir
den Einsatz von PL-haltigen Medien spricht, die ja bereits Wachstumsfaktoren enthalten.
Bemerkenswert ist, dass die Expansionsrate von MSZ durch das Poolen einer gréfleren Anzahl
von PRPs optimiert werden kann (Abb. 18). Es konnte vorher gezeigt werden, dass jedes PRP
eine bestimmte Anzahl an mitogenen Zytokinen ausschiittet. Die Menge an PDGF-af z.B. kann
zwischen 35-133 ng/ml variieren (Marx, 2004). Von den Ergebnissen dieser Arbeit ldsst sich
ableiten, dass eine Mindestanzahl von 10 PRP bei der Herstellung von PL nétig ist, um die in
einigen PRP-Priparaten enthaltene geringere Menge an Wachstumsfaktoren auszugleichen. Erst
dadurch wird der Gebrauch des Kulturmediums zuverldssiger. Ebenso zeigte die Titration von
Plattchenkonzentraten, dass eine minimale Schwelle fiir die Zytokinmenge vorhanden ist, nach
deren Uberschreitung die optimale MSZ-Expansion erfolgt. Durch noch gréBere Mengen an
Wachstumsfaktoren kann die Expansionsrate allerdings nicht mehr gesteigert werden.

Kiirzlich wurde gezeigt, dass aktivierte Plédttchen relativ schnell SDF-1 (stroma-derived factor 1)
aus intrazelluldren Speichern sezernieren (Massberg et al., 2006), ein Zytokin, welches die
Migration von Progenitorzellen und den Homing-Prozess beeinflusst, indem es iiber den Rezeptor
CXCR-4 reagiert. Aus diesem Grund konnte beim Gebrauch von PL die Motilitdt von hMSZ fiir
die in vivo Anwendung bewahrt werden (Kobayashi et al., 2005).

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass es das hier vorgestellten Protokoll ermoglicht, abhéngig
vom Spender innerhalb von 6 Passagen bis zu 10'® - 10** hMSZ aus einem kleinen Volumen an
Knochenmark zu erhalten. Daflir wiren 10-11 Wochen nétig, in denen eine solide Grundlage fiir

Zellpréaparation fiir allogene Zelltherapie gelegt werden konnte.
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Diskussion der Ergebnisse zur Differenzierung

Die aus dem Knochenmark gewonnenen MSZ sind in der Lage, sich in eine Vielzahl von
mesenchymalen Zelllinien zu differenzieren. Um die Multipotenz von kultivierten hMSZ zu
demonstrieren, wurden die Differenzierungen in die adipo-, osteo- und chondrogenen Zelllinien
untersucht. MSZ aller Kulturmedien waren in der 6. Passage in der Lage, sich auf diesen
Differenzierungswegen zu entwickeln. AuBlerdem wurde bei MSZ der P10 erneut das
Differenzierungspotential getestet. In Frage kamen dabei nur in PL-haltigen Medien kultivierte
Zellen, da nur diese so hohe Passagen erreichten. Auch bei diesen war das
Differenzierungsvermdgen in alle drei Zellinien erhalten. Besonders die Fahigkeit zur
chondrogenen Differenzierung war bei sehr lange kultivierten Zellen erhalten oder sogar
gesteigert. Diese Ergebnisse stimmen {iberein mit den Beobachtungen von Doucet et al. (Doucet
et al., 2005) und von Miiller et al. (Miiller et al., 2006)

Gemeinsam hatten die Zellen der jeweiligen Kulturmedien, dass unter dem Zusatz der osteogenen
oder adipogenen Induktionsubstanzen eine Verdnderung der Zellmorphe zu beobachten war. Aus
den vormals langgestreckten, schlanken Zellen wurden innerhalb weniger Tage deutlich kiirzere,

flachigere Zellen, die groBtenteils eine kuboide Gestalt annahmen.

Es ist wichtig zu erwihnen, dass die Anzahl der Passagen an sich nicht charakteristisch ist fiir die
Differenzierungsfahigkeit, sondern immer in Zusammenhang mit der Aussaatdichte nach dem
Trypsinieren betrachtet werden muss. Waihrend des gesamten Versuchs wurde mit einer
Aussaatdichte von 500 Zellen/cm? gearbeitet, wohingegen Doucet et al. (Doucet et al., 2005) und
andere Arbeitsgruppen 1-6 x 10° Zellen/cm? aussdten. Mathematisch betrachtet miissen sich in
geringerer Dichte ausgesite Zellen etwa 1-3,5 mal hiufiger teilen als in hoheren Dichten
ausgesite, was im Vergleich zu Zellen derselben Passagen von anderen Autoren zu einer hoheren
Aktivitét der Proliferation und einem hoheren Alter fiihrt.

Die Ergebnisse der Adipogenese in dieser Arbeit unterscheiden sich von den bereits
verdffentlichten Ergebnissen (Doucet et al., 2005; Miiller et al., 2006). In PL-reichen Medien war
eine Zeitverschiebung bei der Bildung von Fettvakuolen und eine geringere Anzahl von Zellen,
die sich in Adipozyten umwandelten, zu beobachten. Als Grund fiir diese Diskrepanz konnte der
spitere Ansatz zur Differenzierung sein (P2 versus P6), was schon an sich zu verringerter
adipogener Differenzierung fiihrt. Die Beobachtungen stimmen {iberein mit den Ergebnissen der
Genexpression, welche eine Herunterregulierung von Genen zeigt, die am Fettsduremetabolismus
beteiligt sind. Dazu zdhlen der Sterol regulierendes Element bindender Transkriptionfaktor 2

(SREBF2), welcher die adipogene Differenzierung fordert, und Apolipoprotein E (ApoE).
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Letzteres wurde als essentielles Protein fiir den normalen Katabolismus von triglyzeridreichen
Lipoprotein-Bestandteilen beschrieben (van den Elzen et al, 2005). Daher konnte eine
Herunterregulierung von diesen Proteinen ein Grund fiir die zeitverzogerte Akkumulation von

Fettvakuolen in PL-haltigen Kulturmedien sein.

Diskussion der Ergebnisse aus der Bestimmung von Oberflichenmarkern

An Zellen der 6. Passage, die in den vier unterschiedlichen Medien mit Zusatz von FKS oder PL
kultiviert wurden, fand mittels Durchflusszytometrie die Bestimmung von verschiedenen
Oberflaichenmarkern statt. Ausgewdhlt wurden Markerproteine, die den immunologischen
Phinotyp von MSZ des Knochenmarks (MSZ nach Caplan et al.) widerspiegeln, welche unter
dem Zusatz von 10% FKS kultiviert wurden (Haynesworth et al., 1992a; Barry et al., 1999;
Pittenger et al., 1999; Wexler et al., 2003).

Die Durchfiihrung von FACS-Untersuchungen ergab in den kultivierten Zellen unter dem Zusatz
von PL und FKS ein einheitliches Bild hinsichtlich ihrer SSC und FSC Verteilung. Die
Bestimmung der Oberflichenantigene zeigte das hohe Vorhandensein der fiir mesenchymale
Stammzellen typischen Oberflichenmarker CD59, CD90 und CD105 unter gleichzeitigem
Ausschluss der hdmatopoetischen Marker CD34 und CD45 und MCH II (HLA Klasse II).

Die MHC II-abhingige Immunantwort ist fiir die Immunabwehr von zentralen Bedeutung. Das
Fehlen von HLA-Antigenen auf MSZ ldsst darauf schlieBen, dass der Kontakt mit MSZ keine
Proliferation von Lymphozyten und keine zellvermittelte Lympholyse durch zytotoxischer
Lymphozyten hervorruft (Di Nicola et al., 2002). MSZ sind somit nicht immunogen und zeigen

sogar immunsuppressive Eigenschaften (Bartholomew et al., 2002; Le Blanc et al., 2003, 2004).

Diskussion der Ergebnisse der Genexpression

Die Beobachtung, dass die in PL-haltigem M4 kultivierten Zellen schneller expandieren, wird
durch Genexpressionsergebnisse untermauert (Abb. 21).

Proteine, wie z.B. Zykline und die Zyklin-abhingigen Kinase (Cdk) sind essentiell fiir die
Progression des Zellzyklus. Die fiir diese Proteine codierende mRNA wurde in den
Genexpressionsanalysen als hochreguliert nachgewiesen. Dieser Umstand reflektiert damit die in
der Zellkultur erhohten Zellzahlen. Im Gegensatz dazu waren Gene, die u.a. fiir Insuline-like

growth factor binding protein 5 (IGFBP5) und Nerve growth factor beta-polypeptid (NGFB)
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kodieren und fiir die Differenzierung und Entwicklung der Zelle mitverantwortlich sind,
herrunterreguliert. Diese Tatsache erklirt wiederum die beschleunigte Expansion von hMSZ ohne
den Verlust ihrer Multipotenz.

Die verzogerte adipogene Differenzierung der in PL-haltigen Medien expandierter hMSZ spiegelt
sich, wie bereits weiter oben erwéhnt, ebenfalls in der Genexpression dieser Zellen wieder. Es war
eine Herunterregulierung von Genen erkennbar, welche die adipogene Differenzierung fordern,

wie z.B. ApoE und SREBF?2.

Die Beeinflussung der Genexpression scheint dabei von Zytokinen und Wachstumsfaktoren
auszugehen, die von Pléttchen freigesetzt werden. Darauf deutet jedenfalls die Abhéngigkeit der
Wachstumsunterschiede, die vielmehr von dem Zusatz (FKS oder PL) der Kulturmedien als von

den Kulturmedien selbst ausgeht.

Ein wichtiger Punkt bei der Anwendung von in vitro kultivierten Zellen ist ihre genomische
Stabilitdt. An Méuse-MSZ wurden bereits wiederholte Male chromosomale Abnormalitdten
beschrieben (Miura et al., 2006). Fiir humane MSZ ist die spontane Transformation eher
ungewohnlich. Aber eine Expansion iiber einen Zeitraum von 4-5 Monaten scheint auch bei
hMSZ zu spontanen Transformationen zu fiihren (Rubio et al., 2005). Auch wenn dieser Fall eher
selten sein sollte, ist fiir den therapeutischen Einsatz von kultivierten Zellen ein gewisser Grad an
Sicherheit Voraussetzung.

Nach dem Kaultivierungsprotokoll dieser Arbeit sind innerhalb von sechs Passagen hohe
Zellzahlen zu erreichen. Die so kultivierten Zellen wiesen alle einen normalen Karyotypen auf
und wiirden daher als sichere Zellpriparate gelten. Man konnte also nach den Ergebnissen dieser
Arbeit die Expansionszeit auf 6 Passagen begrenzen, was eine Kultivierung von 12 Wochen nicht
iiberschreiten wiirde. In dieser Zeit wire die Gewinnung von einer ausreichenden Anzahl von

Zellen mit normalem Karyotyp fiir den Einsatz in groferen klinischen Studien mdglich.
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6. Zusammenfassung

In den letzten Jahren wurde durch intensive Untersuchungen an hMSZ bekannt, dass diese Zellen
ein grofes therapeutisches Potential besitzen und gut zu expandieren sind. Das Bestreben, diese
Zellen in verschiedenen Anwendungsgebieten der Medizin zu nutzen, nimmt zu. Die Expansion
der hMSZ erfolgte standardméBig unter dem Zusatz tierischer Seren. Die Kontamination mit
tierischen Proteinen wihrend der Kultivierung verbietet in Deutschland und einigen anderen
Landern die nachfolgende Transplantation am Menschen. Diese Limitierung der Einsetzbarkeit in
der Klinik kann mit dem Verzicht auf tierisches Eiweil vermindert werden. Fiir den klinischen
Einsatz von in vitro kultivierten MSZ ist es zwingend erforderlich, das Risiko der Ubertragung
von Krankheitserregern, Prionen und die Gefahr einer iiberschieenden Immunreaktion durch den
Kontakt mit tierischem Fremdeiweifl ganz auszuschlielen oder deutlich zu minimieren.

In der vorliegenden, experimentellen Arbeit wurde die Qualitdt verschiedener Kulturmedien (M 1-
M4) beziiglich der Gewinnung, der Expansion und der osteogenen, adipogenen und chondrogenen
Differenzierbarkeit von adulten mesenchymalen Stammzellen des Knochenmarkes vergleichend
untersucht. Die nach dem vorliegenden Protokoll kultivierten Zellen wiesen alle die in dem
internationalen  Konsens definierten charakteristischen FEigenschaften mesenchymaler
Stammzellen auf wie: a) Plastikadhérenz, b) fibroblastoide Morphologie, c) definierter Phianotyp
von Antigenen und d) adipogene, osteogene und chondrogene Differenzierbarkeit als Zeichen
ihrer Multipotenz. In der 6. Passage wurden weiterhin zytogenetisch normale Zellen vorgefunden,
die auch ihre Eigenschaft, die allogene Reaktion der T-Zellen zu unterdriicken, beibehielten.
AuBerdem zeigten die Genexpressionanalysen von PL-haltig kultivierten Zellen hohe mRNS-
Level von Genen, die eine Rolle in der Regulation von Zellzyklus und DNS-Replikation spielen.
Auch lieB sich eine Herunterregulierung der Gene erkennen, die verantwortlich sind fiir die
Entwicklung und Differenzierung der Zelle. Durch diese Ergebnisse wird die beschleunigte
Expansion von hMSZ ohne Verlust der Multipotenz in PL-haltigen Medien gestiitzt.
Zusammengefasst erlaubt dieses GMP-kompatible Protokoll eine sichere und beschleunigte
Expansion von hMSZ, welche fiir die therapeutische Anwendung im Bereich von Zell- und

Gewebeersatz von Interesse sein konnte.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Kultivierung von hMSZ ohne FKS durchfiihrbar ist
und dartiber hinaus mehrere Vorteile mit sich bringt. Der Ersatz von FKS durch PL fiihrt
regelmifBig zu einem beschleunigten MSZ-Wachstum. Im Vergleich zu in FKS-haltigem Medium
kultivierten Zellen erreichen die Zellzahlen in PL-reichem Medium einen weitaus hoheren Wert.

Das Grundmedium scheint kein entscheidender Faktor zu sein, aber trotzdem sollte ein GMP-
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produziertes Grundmedium die erste Wahl darstellen. Als Standard konnte ein Medium dienen,
welches, 5 % PL enthilt, wobei das PL aus 1,5 x 10° Plattchen/ml gewonnen werden sollte. Die
Kultivierung mit PL ist sicher und flihrt zum Erhalt von Zellen mit normalem Karyotyp,
zumindest bis Passage 6.

Abschlielend legt die vorliegende Arbeit nahe, den Gebrauch von FKS in Kulturmedien, aus
welchen in der Klinik anwendbare Zellen gewonnen werden sollen, zu unterlassen, um sichere,

therapeutisch nutzbare Zellen aus kleinen Knochenmarkvolumina zu erhalten.
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