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1 Einleitung

Friedenstein beschrieb im Jahr 1966 erstmals Zellen des Knochenmarks, welche an Plastik
adhéarent waren und die Moglichkeit besal3en, sich in vitro unter geeigneten Bedingungen
in Fett, Knochen und Knorpel zu differenzieren und nicht der hAmatopoetischen Stammzel-
linie entstammen (Friedenstein A. et al, 1966). Diese wurden durch ihn als Colony Forming
Units- fibroblasts (CFU-F) bezeichnet. Das Potential dieser Zellen war zum damaligen Zeit-
punkt noch nicht abzusehen.

Die heute als multipotente mesenchymale Stromazellen bezeichneten Zellen kommen in
fast allen adulten Geweben vor. Sie sind leicht zug&nglich und bieten viele Mdglichkeiten
fur die klinische Anwendung. Sie offenbaren vielseitige Anwendungsmdoglichkeiten in der
regenerativen Medizin als auch in der akuten Versorgung einzelner Krankheitsbilder. So
konnten unter anderem Erfolge in der Therapie der Graft-vs-host-Disease durch die An-
wendung der humanen mesenchymalen Stromazellen (hMSC) erzielt werden (Robles J. et
al., 2015, Le Blanc K. et al., 2004).

Die hMSC werden als eine heterogene Zellpopulation mit vielen noch unbekannten Unter-
gruppen beschrieben. Aufgrund mangelnder eindeutiger Oberflachenmarker wie CD34 bei
hamatopoetischen Stammzellen werden die hMSC auch heute noch nach ihren Eigenschaf-
ten identifiziert. So gelten folgende Kriterien im Konsensbeschluss als charakteristisch fiir
hMSC: sie sind plastikadharent, sie exprimieren CD105, CD73 und CD90, sie exprimieren
nicht CD45, CD34, CD14 oder CD11hb, CD79alpha oder CD19, HLA-DR Oberflachenmole-
kile und sie kdnnen in vitro in Osteoblasten, Adipozyten und Chondroblasten differenzieren
(Dominici, M., et al., 2006).

Viele Arbeitsgruppen haben sich in der Zwischenzeit mit den klinischen Anwendungsmog-
lichkeiten beschaftigt. Zum Zeitpunkt dieser Arbeit sind ca. 4836 Studien, die sich mit MSC
befassen, entweder in Planung oder bereits abgeschlossen (https://clinicaltrials.gov,
03/2016).

Die anfangliche Euphorie, eine Alternative zur embryonalen Stammzelle fir Forschung und
Klinik gefunden zu haben, ist jedoch leicht zuriickgegangen. Trotz der bisherigen intensiven
Forschung sind viele Wirkmechanismen bzw. Interaktionen der n(MSC noch unbekannt. Ins-
besondere die parakrinen Effekte der hMSC sind nicht abschliel3end erforscht. Dennoch
zeichnen sich viele Moglichkeiten in der klinischen Anwendung ab. Fir die anstehenden
klinischen Studien und experimentellen Anwendungen besteht daher ein Bedarf an Zellen
mit definierten Eigenschaften und einem konstanten Expansionsverhalten, um ausrei-

chende Mengen herstellen zu kénnen.



https://clinicaltrials.gov/

Ziel dieser Promotion war es daher, Markergene fiir ein schnelles bzw. langsames Wachs-
tum fUr die Forschung und insbesondere fir die klinischen Anwendungen mit einem mini-
malen Risiko fur die Therapie beim Menschen zu isolieren. Bisher sind viele Arbeiten zu
hMSC mit DMEM + FCS als Kulturmedium durchgefiihrt worden. FCS besitzt jedoch poten-
tiell ein allergenes Potential und eine Gefahrdung durch Zoonosen ist nicht auszuschliel3en
(Spees JL. et al., 2004). Es wurde daher mit aMEM + PI ein alternatives Medium zu DMEM
+ FCS ausgewahlt, um eine potentielle klinische Verwendung zur gewahrleisten.

Als Untersuchungsmethoden wurden etablierte Verfahren wie Zellkulturen unter Verwen-
dung beider Medien, Mikroarray-Analysen und die gPCR verwendet.

1.1 Grundlagen der Stammzellentwicklung

Stammzellen bilden die Urzellen eines jeden menschlichen Organismus. Sie sind in der
Lage, sich unbegrenzt durch Zellteilung selbst zu reproduzieren und sich unabhangig davon
in jedes Gewebe des Organismus zu differenzieren. Sie kénnen sich durch symmetrische
Zellteilung in zwei identische Tochterzellen mit den gleichen Eigenschaften oder durch eine
asymmetrische Teilung in eine identische Tochterzelle und eine bereits weiter, einer ent-
sprechenden Zelllinie folgende, differenziertere Tochterzelle (Progenitorzelle) aufteilen.
Diese Zellen werden durch extrinsische Signale in ihrem Wachstum bzw. in ihrer Differen-
zierung angeregt und kénnen bei Bedarf abgerufen werden. Falls diese Sighalgebung un-

terbleibt, konnen die Zellen im Stadium der Progenitorzellen verbleiben.

1.1.1 Embryonale Stammzellen

Nach der Fusion einer sekundaren Oozyte mit einem Spermium bilden sich in der Zygote
omnipotente/totipotente Zellen, die in der Lage sind sich in jede adulte Zelle des Kérpers
zu differenzieren. Dies behalten die Zellen bis einschliel3lich zum 8-Zell-Stadium (Morula)
bei. Ab dem 16-Zell-Stadium verlieren die Zellen ihre Omnipotenz und sind nur noch pluri-
potent. Pluripotente Zellen haben ebenfalls das Potential sich in alle adulten Zellen des
menschlichen Korpers zu entwickeln, sind aber nicht mehr in der Lage, einen eigenstandi-
gen Organismus zu entwickeln. Es bildet sich zunachst die Blastozyste und im weiteren
Verlauf der Trophoblast (Evans M, Kaufman M, 1981). Initial kommt es zu einer symmetri-
schen Zellteilung. Ab dem Bilden der Blastozyte findet eine fortschreitende Differenzierung
unter Beibehalten eines Grundstocks von pluripotenten Zellen statt. Dieser Vorgang wird
durch verschiedene extrinsische Signale wie z.B. LIF und das intrinsic transcription factor
(TF) Netzwerk, welches die pluripotenten Kern-Faktoren OCT4, SOX2 and NANOG bein-




haltet, unterstitzt bzw. beeinflusst (lllingworth R., et al., 2016). Es bilden sich die drei Keim-
blatter Endoderm, Ektoderm und Mesoderm. Von diesen geht die weitere Entwicklung des
Embryos aus. Aus dem inneren Keimblatt, dem Endoderm, bilden sich u.a. der Gastroin-
testinaltrakt, Leber, Pankreas, Respirationstrakt, Schilddriise, Harnblase und die Harn-
rohre. Aus dem auf3eren Keimblatt, dem Ektoderm, bilden sich das Neuroektoderm und das
Oberflachenektoderm. Aus dem Neuroektoderm bildet sich Uber das Neuralrohr das pri-
mare zentrale Nervensystem. Aus dem Oberflachenektoderm entwickelt sich die Haut und
die Hautanhangsgebilde, der Zahnschmelz, die Riechplakode, die Ohrplakode, die Linsen-
plakode und die Trigeminusplakode. Das Mesoderm bildet das mittlere Keimblatt. Es findet
eine weitere Aufteilung in ein intraembryonales und ein extraembryonales Mesoderm statt.
Das extraembryonale Mesoderm bildet die Chorionhéhle.

Das intraembryonale Mesoderm wird weiter aufgespalten in ein axiales Mesoderm (Chorda
dorsalis, welche als Signalgeber der Neuralrohrentwicklung zum Tragen kommt), das pa-
raxionale Mesoderm (Somiten und damit der Ursprung des Skelettapparates und der Mus-
kulatur), das intermedidre Mesoderm (Urogenitalsystem) und das laterale Mesoderm (Se-

rosa, Peri-Epikard, Pleura und Peritoneum).

Es bilden sich die ersten adulten determinierten Stammzellen. Aus diesen bilden sich dann
bei einem entsprechenden Reiz die jeweiligen Gewebezellen, welche sich spater unter an-

derem in hamatopoetische, mesenchymale und gewebsstandige Stammzellen aufteilen.

Im Folgenden soll ein kurzer Uberblick tiber die adulten Stammzellen erfolgen.

1.2 Hamatopoetische Stammzellen

1.2.1 Charakterisierung

Im Rahmen der mesodermalen Reifung des Embryos bildet sich zunachst der Dottersack
und in weiteren Schritten erste Vorlaufer des blutbildenden Systems. In den friilhen Stadien
kommt es zunachst in der fetalen Leber zur Bildung des fetalen Blutes. Die Stammzellen
kénnen auch noch im Nabelschnurvenenblut nachgewiesen werden. Im weiteren Reifungs-
verlauf ibernehmen dann die spéater im adulten Menschen fiir die Blutbildung verantwortli-
chen Organe, Milz und Knochenmark (mit zeitlichen Einschrdnkungen auch der Thymus),
die Aufgabe der Blutbildung (Kondo M., et al., 2003). Im adulten Menschen konnten hama-
topoetische Stammzellen im Knochenmark und im, durch Wachstumsfaktoren stimulierten,
Blut nachgewiesen werden (Morrison S., Shah N., 1997). Es konnten also in diesen Orga-

nen die multipotenten hamatopoetischen Stammzellen nachgewiesen werden (Wu A, Till J,




Siminovitch L, McCulloch E, 1968, 1967). Charakterisiert werden diese Zellen durch ihre
Oberflachenmolekiile und ihre Struktur.

Innerhalb dieser Charakterisierung wird eine weitere Unterscheidung zwischen Langzeit-
hamatopoetischen Stammzellen, Kurzzeit- hamatopoetischen Stammzellen und multipo-
tenten Progenitorzellen getroffen. Durch unterschiedliche Oberflachenstrukturen kommt es

zu folgender Einteilung:

- Fur die Langzeit-hamatopoetischen Stammzellen sind folgende Molekile charakte-
ristisch:
Thyl.1llow, Flt3-, CD 34-/low, N-Cad+, Tie2+, SP+

- Fur die Kurzzeit-hAmatopoetischen Stammzellen sind folgende Molekile charakteris-
tisch:
Thyl.1llow, FIt3-, CD34+

- Fur die multipotenten Progenitorzellen sind folgende Molekiile charakteristisch:
Thyl.1-, Flt3+, CD34+ (Kuhl S, Kuhl M, Stammzellbiologie, 2012, Seite 107)

Die hamatopoetischen Stammzellen werden unter anderem auch durch die Regulation von
CD45, CD14 oder CD11b charakterisiert (Petersen B. et al., 1999).

Die hamatopoetischen Stammzellen besitzen die Fahigkeit zur Selbsterneuerung, das heif3t
sie sind in der Lage, sich selbst zu vervielféltigen, ohne ihre Pluripotenz aufzugeben. Eine
Tochterzelle verbleibt pluripotent, die weitere differenziert sich entweder in eine lymphati-

sche Progenitorzelle oder eine myeloische Progenitorzelle (Smith C, 2003).

Die lymphatischen Progenitorzellen bilden die Grundlage fur samtliche Lymphozyten und
damit der Immunantwort. Zu diesen zahlen die Makrophagen, die neutrophilen Granulozy-
ten, die natdrlichen Killer-Zellen, die B-Lymphozyten, die T-Lymphozyten und die Antigen-
prasentierenden Zellen (Wu A, Till J, Siminovitch L, McCulloch E, 1968, 1967).

Die myeloische Progenitorzelle bildet im Rahmen ihrer weiteren Differenzierung festgelegte

Progenitorzellen, aus denen sich die reifen nicht lymphatischen Blutzellen bilden.
Diese lassen sich weiter unterteilen:
- Die colony-forming Unit Erythrozyten, aus denen sich die Erythrozyten entwickeln
- Die CFU Megakaryozyt, aus denen sich die Thrombozyten entwickeln

- Die CFU-G/M, aus denen sich die neutrophilen Granulozyten und die Monozyten ent-

wickeln

- Die CFU-Eo, aus denen sich die eosinophilen Granulozyten entwickeln




- Und zuletzt die CFU-Baso, aus denen sich die basophilen Granulozyten entwickeln
(Ldllmann-Rauch R., Histologie,2003, Seite 249, Abb.13.1)

1.2.2 Klinische Anwendungsgebiete

Mit dem Ende des zweiten Weltkrieges und dem erstmaligen Einsatz von nuklearen Waffen
in Japan 1945 zeigte sich bei den Uberlebenden der Atomschlage auch zum ersten Mal die
Wirkung von hohen Strahlendosen auf das menschliche Knochenmark. In den folgenden
Jahren wurde nun die Wirkung von radioaktiver Strahlung auf den Organismus weiter er-
forscht und erste Schlusse fur die klinische Anwendung gezogen (Appelbaum F. et al.,
2007). Heute ist die h&matopoetische Stammzelltransplantation eine seit Jahrzehnten etab-
lierte Therapie bei hdmatologischen, onkologischen, vererbten und immunologischen Er-
krankungen (Juric M. et al., 2016). So kommt sie vor allem in der Therapie der unterschied-
lichen Leukamien und des myelodysplastischen Syndroms zur Anwendung (Saber W,
Horowitz M, 2016, Ljungman P., et al., 2010).

Sie ist in Kombination mit einer Radio-Chemotherapie ein wichtiger Therapiebaustein in der
Therapie der akuten Leukamien (Hansen J., et al., 1980), hier inshesondere in der Therapie
der akuten myeloischen Leukamie und der akuten lymphozytischen Leukémie (Impola U.,
et al., 2016, Blaise D., et al., 1992, Thomas E. et al., 1977). Sie kommt allerdings ebenso
in der Therapie der chronischen myeloischen Leukamie (Alfonso A., et al., 2017, Gotlib J.,
2017, Gratwohl A. et al., 2010, Devergie A., et al., 1995) und der Therapie der chronischen
lymphozytischen Leukamie zum Einsatz (Schwarzbich M, McClanahan F, Gribben J, 2016,
Ljungman P., etal., 2010). Im Rahmen der Therapie des Non-Hodgkin Lymphoms (Metayer
C., et al, 2003, McSweeney P., et al., 2001) oder auch des Hodgkin- Lymphoms wird die
hamatopoetische Stammzelltransplantation als Standardtherapie verwendet (Ljungman P.,
et al., 2010). Die hamatopoetische Stammzelltransplantation ist aber nicht nur auf die The-
rapie der Leukamien begrenzt. Die allogene Transplantation von ha&matopoetischen
Stammzellen ist eine seit Jahren angewandte Therapie bei der B0-Thalassemia major und
der Sichelzellanamie. Das Langzeit-Uberleben ist mit tilber 90% bei einer friihen Therapie
vielversprechend (Srivastava A, Shaji R, 2017, Rai P, Malik P, 2016). Sie wird auch zur
Therapie der schweren kombinierten Immunschwéache (SCID) (Ljungman P., et al., 2010,
Grunebaum E., et al., 2006) eingesetzt. Die idiopathische aplastische Andmie ist ein weite-
res Einsatzgebiet der allogenen hamatopoetischen Stammzelltransplantation (Peffault de
Latour R., 2016). Daneben wird eine Stammzelltransplantation auch bei soliden Tumoren
eingesetzt. Ein weiteres Einsatzgebiet ist das Hochrisiko-Neuroblastom bei Kindern. Hier
zeigte sich in der follow-up-Analyse ein Vorteil in der Therapie (Matthay KK. et al., 2009).

In Einzelfallen werden auch Kinder und jugendliche Patienten mit einer therapieresistenten




juvenilen idiopathischen Arthritis mit einer Stammzelltransplantation therapiert (Wulffraat
N., et al., 2008).

Bei all den erfolgreichen Anwendungsgebieten der Transplantation muss jedoch auch das
Risikoprofil der mdglichen Folgeschéaden fir den Patienten betrachtet werden. Die hamato-
poetische Stammzelltransplantation kann eine GvHD und ein akutes Nierenversagen bei
allogenen Transplantationen auslésen (Smith S., Asher A., 2017, Krishnappa V. et al.,
2016). Des Weiteren kann durch die invasive Vorbehandlung eine post-transplantare lym-
phoproliferative Erkrankung (PTLD) ausgelost werden (Llaurador G., McLaughlin L., Wis-
tinghausen B., 2017). In seltenen Fallen kbnnen thrombo-embolische Komplikationen nach
einer Transplantation auftreten (Sahin U., et al., 2016). Im Rahmen der Akutphase bzw.
innerhalb der ersten zwei Jahre nach der Transplantation sind Blutungen und Infektionen
ein nicht zu vernachléassigender Faktor flr den Outcome des Patienten (Tay J., et al., 2016,
Ogonek J., et al., 2016, Santos K., et al., 2016, Lee L., et al., 2016).

1.2.3 Gewebsstandige Stammzellen

Als gewebsstandige Stammzellen werden diese Zellen bezeichnet, die im jeweiligen Ziel-
gewebe vorliegen und der individuellen Geweberegeneration dienen. So finden sich diese
Zellen u.a. im Hirn (Gage F., 2000), in der Leber (Forbes S., et al., 2002), im Gastrointesti-
naltrakt (Bjerknes M., Cheng H., 1999), in der Haut (Alonso L., Fuchs E., 2003), im Muskel
(Bel A., et al., 2003) im Knochenmark und im Blut (Blau H., et al., 2001).

1.3 Humane mesenchymale Stromazellen

1.3.1 Charakterisierung

Die hMSC wurden zuerst 1966 von Friedenstein et al beschrieben. Er postulierte, dass sie
multipotente, an Plastik adh&rente Stromazellen des Knochenmarks sind. Diese sind in vitro
vom fibroblastischen Phenotyp und sind multipotente Progenitorzellen von Adipozyten,
Chondrozyten und Osteozyten. Sie wurden zuné&chst als Colony Forming Unit- fibroblast,
dann als mesenchymale Stammzellen und zuletzt als mesenchymale Stromazellen be-
zeichnet. Caplan beschrieb 1991 erstmals diese Zellen als adulte multipotente mesen-
chymale Stammzellen. Diese Zellen seien unabhéngig vom Alter des Spenders in der Lage,
sich in vitro zu Knorpel und Knochen zu differenzieren. Mikroskopisch zeigten sich grof3e
spindelférmige Zellen und ein dichtes Zytoplasma. Aus diesem Zellenrasen bildeten sich
osteogene Zellnester (CFU), aus denen unter anderem aktive Knochenbildung (Trabekel,

etc.) hervorging. Des Weiteren bildete sich in vitro in &hnlichen Zellnestern Knorpel-, Fett-
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und Sehnengewebe, sowie Markstruma. In CFU behielten sie ihr multilineales Potential bei
(Pittenger M. et al, 1999). In den Zellkulturen in vitro zeigte sich, dass 60- 80% der Zellen

osteo-chondrogenes Potential entwickeln (Muraglia A. et al, 2000).

Die CFU bilden eine heterogene Masse. So besitzt ein Teil der Zellen sowohl die Méglich-
keit zur Selbstregeneration, als auch zur Multipotenz, wahrend der andere Teil der Zellen
ein limitiertes Entwicklungspotenzial besitzt. Die Entwicklung der Zellen ist hochgradig von
den Kulturbedingungen abhangig (Owen M., 1988). Die CFU sind heterogen mit Zonen
unterschiedlich reifer Zellpopulationen. Diese lassen sich grob unterteilen in schmale, spin-
delférmige Zellen, die sich schnell selbst erneuern und grol3e, platte Zellen, die sich nur
langsam replizieren und reifer wirken (Mets T. and Verdonk G., 1981; Colter D. et al, 2001;
Sekiya I. et al, 2002). Daraus ergibt sich ein sich schnell regenerierender Rand, bestehend
aus den schmalen Zellen mit hoher Multipotenz und einem reiferen Kern aus den langsam
replizierenden reiferen Zellen. Es wird davon ausgegangen, dass sich die mesenchymale
Stromazelle bevorzugt asymmetrisch in je eine Progenitorzelle und eine neue Stammzelle
aufteilt (Gottschling S. et al, 2006, Kobune M., et al, 2004).

> Adipozyten

> Osteozyten
> . S

sl Progenitorzellen
Stromazellen |«
. »  Chondrozyten

N 7

> Tendozyten

CFU

Abbildung 1: Differenzierung von hMSC, Modifiziert nach Owen M.

Diese Differenzierung ist sowohl von extrinsischen als auch von intrinsischen Faktoren ab-
hangig. So brauchen die Zellen eine gewisse Wachstumsdichte, um sich weiter zu differen-
zieren (210 Zellen pro 0,05mm?). Es wurde die These aufgestellt, dass Blut- und Stroma-
Zellen von den gleichen Grundzellen abstammen, sich dann in unterschiedliche Stammzell-
Linien aufspalten. Sie kommen vor allem im Knochenmark vor (Tuli R. et al, 2003, Prockop
DJ, 1997). Sie wurden aber auch schon erfolgreich in anderen Geweben isoliert. So kom-
men die hMSC bzw. msc-like Zellen in nahezu allen adulten Geweben wie z.B. im Fettge-

webe, der synovialen Membran von Gelenken, Knochen, Haut, Blut, fetaler Leber, Lunge
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und dem Nabelschnurblut vor (Melief S., et al., 2013, Prockop DJ, 2007, Le Blanc K., et al,
2007, Kassis I. et al, 2006, Wagner W. et al, 2005, c. et al, 2005, Gronthos S. et al, 2001).

Fibroblasten ahnliche plastikadhéarente Zellen aus dem Knochenmark oder anderen Ur-
spriingen werden als multipotente mesenchymale Stromazellen bezeichnet (Horwitz EM.,
Prather W. 2009). Im Gegensatz zu hdmatopoetischen Stammzellen mit CD34+ wurde bis-
her kein sicherer Oberflachenmarker isoliert (Pittinger M. et al, 1999). Sie exprimieren ein
Antigenmuster, welches unter anderem mesenchymale, endotheliale, epitheliale und mus-
kulare Anteile enthalt (Minguell J., Erices A., Conget P., 2001).

Es wurden zwischenzeitlich die ISCT-Kriterien formuliert, um sowohl den Sprachgebrauch
als auch die weitere Forschung zu vereinfachen. Diese ISCT-Kriterien sind wie folgt defi-

niert:

hMSC sind Zellen, die

1. plastikadherent sind

2. CD105, CD73 und CD90 exprimieren

3. CD45, CD34, CD14 oder CD11b, CD79alpha oder CD19, HLA-DR Oberflachen Mo-

lekile nicht exprimieren

4. sich in Osteoblasten, Adipozyten und Chondroblasten in vitro differenzieren lassen
(Dominici M, et al., 2006, Takeuchi M. et al., 2015, Muraglia A. et al., 2000).

In ihrer Entwicklung durchlaufen die hMSC eine morphologische Veranderung. Initial sind
sie spindelférmig bzw. fusiform. Von anfangs diinnen, schmalen und spindelférmigen Zellen
(wahrscheinlich die friilhen Progenitorzellen) veréandert sich ihre Morphologie zu gréf3eren
spindelférmigen und grof3en runden Zellen (Vogel W. et al., 2003, Sekiya I. et al., 2002).
Die GroRRe und Form der Zellen ist unter anderem vom Kulturmedium abhéngig (Solchaga
L. et al., 2004). Die hMSCs machen nur 0.001% bis 0.01% der humanen mononukledren
Zellen des Knochenmarks aus (Castro-Malaspina H., et al. 1980). Sie kommen im Verhalt-

nis von einer Stromazelle zu 34.000 kernhaltigen Zellen vor (Wexler S. et al., 2003).

Sie werden h&ufig und auch in den meisten Publikationen durch eine Dichtegradientzentri-
fuge von den anderen Zellen getrennt. Sie bilden allerdings eine heterogene Zellmasse. Sie
unterscheiden sich im Vergleich untereinander im Wachstum, in der Morphologie und in der
Differenzierungskapazitat (Le Blanc K., Pittenger M., 2005, Sekiya I. et al., 2002) von den
anderen Zellen. Die Proliferationsféhigkeit der Zellpopulationen und damit der Oberflachen-
proteine unterliegen Schwankungen, die sowohl von der Zell-Zell-Interaktion als auch von
den Wachstumsbedingungen abhéangig sind (Satomura K. et al., 2000, Krebsbach P. et al.,

1999). Im Knochenmark tragen sie durch parakrine Effekte und durch unmittelbaren Zell-
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Zell-Kontakt, wie z.B. durch Bi-Integrin, zur Selbstregeneration der hamatopoetischen
Stammzellen bei (Gottschling S. et al., 2006, Tavassoli M., Minguell J. 1991). Sie differen-
zieren sich in Osteoblasten, Chondrozyten, Adipozyten, Tendozyten und ein Zellstruma,
welches ein unterstiitzendes Mikroklima fur hamatopoetische Stammzellen bildet (Minguell
J., Erices A., Conget P., 2001).

Es besteht eine Interaktion zwischen hMSC, hamatopoetischen Stammzellen und immun-
kompetenten Zellen tber die Oberflachenmolekile. Diese Interaktion zwischen den hMSC
und der Umgebung wird tUber verschiedene Mechanismen herbeigefihrt. Initial wurde die
parakrine Freisetzung von Proteinen beschrieben. Ein Teil der Zell-Zell-Interaktion wird
Uber die Oberflachenmolekile durchgefiihrt (Sepulveda J. et al, 2014). In neueren Arbeiten
wurde ein bedarfsgerechter Austausch Giber Exosomen und ein mitochondrialer Austausch
Uber Gap Junction Kanéle beschrieben (Liang X. et al., 2014, Islam MN. et al., 2012.)

hMSC sezernieren Cytokine, wenn sie mit immunkompetenten Zellen in Kultur gehalten
werden. Diese Cytokine beeinflussen das Profil der Dendritischen Zellen, der nativen und
der Effektor-T-Zellen (T1-Helferzellen, T2-Helferzellen) und der natirlichen Killerzellen.
Diese Zellen werden zu einem anti-inflammatorischen oder toleranten Phéanotyp beein-
flusst. Eine max. Cytokinproduktion kann mit einer max. antigenabhéngigen Proliferation
der Zellen korrelieren (Majumdar M. et al, 2003). Inshesondere die differenzierten dendriti-
schen Zellen Typ 1 werden angeregt, weniger Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a) zu se-
zernieren. Die differenzierten dendritischen Zellen Typ 2 werden angeregt, die Interleukin
10-Sekretion zu steigern (Aggarwal S., Pittenger M., 2005). hMSC interagieren mit allen
Zellen des Immunsystems und beeinflussen die Immunantwort u.a. durch Inhibierung der
Sekretion von zwei der am starksten proinflammatorisch wirkenden Cytokine, des TNF-a
und IFN-y. Des Weiteren geschieht dies durch eine vermehrte Expression von antiinflamm-
atorischen Cytokinen wie Interleukin-10 (Aggarwal S., Pittenger M., 2005, Le Blanc K. et
al., 2003, Zhang W. et al., 2004). Auf der anderen Seite erhéhen hMSC die Interleukin-
12/18 induzierte IFN-y Produktion von NK-Zellen. Sie erreichen dies Uber die Erhéhung der
Interleukin- 12-Rezeptor Expression und der Phosphorylierung von STAT4 (Thomas H., et
al., 2014). hMSC besitzen also immunmodulatorische Fahigkeiten sowohl in anti- als auch

in pro-inflammatorischer Auspragung.

1.4 Anwendungsgebiete der mesenchymalen Stromazellen

Die hMSC bieten aufgrund ihrer Multipotenz ein weites Einsatzspektrum in der regenerati-
ven Medizin und im Tissue Engineering. Im Folgenden soll ein kurzer Uberblick tiber die

mdglichen Anwendungsbereiche der hMSC erfolgen.
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1.4.1 Herzinfarkt

Die kardialen Ischamien bzw. der stattgehabte Herzinfarkt sind in unserer westlichen Welt
eine haufige Pathologie, in Folge derer durch den Sauerstoffmangel die Myokardzellen
rasch geschadigt werden bzw. absterben. Aus diesem Grund war und ist eine regenerative
Anwendung der MSC im Sinne eines direkten Zellersatzes bereits friih in den Fokus der
Forschung gertickt. In friihen Studien wurde eine Anwendung von MSC nach einem Herz-
infarkt untersucht und eine Neubildung von Myokardzellen gefunden (Yeh E. et al., 2003,
Makino S. et al., 1999, Toma C., et al. 2002). Als moglicher Mechanismus wurde die Trans-
differenzierung postuliert. Eine direkte Transdifferenzierung der MSC oder Fusion von My-
okardzellen und hMSC konnte jedoch in folgenden Studien nicht Gberzeugend nachgewie-
sen werden (Jaquet K., et. al., 2005). In neueren Studien wurden die Verbesserungen der
Myocardregeneration auf parakrine Effekte mit Reduzierung der Narbenbildung und endo-
genen Reparaturprozessen zuriickgefuhrt (Levit R. et al., 2013). Es wurde eine Zunahme
der Kollateralkreislaufe nach hMSC-Gabe, insbesondere bei jingeren Probanden, beo-
bachtet. Diese Verbesserung der Durchblutung wurde durch kollaterales Remodelling und
auf parakrine Effekte mit u.a. MCP-1, welches das kollaterale GefaRwachstum anregt, zu-
rickgefuihrt. Die hMSC haben sich dabei nicht in die GefaRBwand integriert (Liu Y. et al.,
2014). Im Schweineversuch konnten MSC die Herzleistung bei einem chronischen Myokar-

dinfarkt durch eine Steigerung der Angiogenese erhthen (Sato T. et al., 2011).

1.4.2 Hirninfarkt/ Hirnschadigung

Die hMSC produzieren eine grof3e Anzahl von arteriogenischen Zytokinen. Eine lokale In-
jektion von hMSC im Kleintiermodell fihrte &hnlich wie bei dem ischamisch verédnderten
Gewebe eines Herzinfarktes zu einer vermehrten Kollateralisierung und damit zu einer ver-
besserten Perfusion. Als Folge dessen war im Mauseversuch die cerebrale Gewebescha-
digung und damit die neurologische Ausfallssymptomatik einer Kleinhirnischamie geringer
ausgepragt. Die parakrinen Faktoren der hMSC zeigten eine neuroprotektive Wirkung im
Rattenmodel bei einer traumatischen Hirnschadigung und eine verbesserte Wundheilung.
Dies wurde unter anderem auf eine Reduzierung des oxidativen Stresses und eine erhdhte
Zellmigration zuriickgefihrt (Torrente D. et al., 2014, Donega V. et al.,2014). Ahnliche pa-
rakrine Mechanismen wurden nach intramuskularen Injektionen bei einer muskularen Is-
chamie im Rattenmodel beobachtet. Sie wurden auf eine lokale Freisetzung von arterioge-
nen Zytokinen zurtickgefuhrt (Kinnaird T. et al., 2004).
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1.4.3 Akute Graft-vs-host-disease

Die Graft-vs-host-disease (GVHD) ist eine Komplikation bzw. Erkrankung, die nach einer
allogenen Stammzell- oder Knochenmarkstransplantation auftreten kann. Sie tritt in ca.
30% - 60% aller Falle auf. Der Pathomechanismus wird durch einen Angriff der Spender-T-
Lymphozyten (T-Gedachtniszellen) gegen den Empfanger erklart. Es werden zwei unter-
schiedliche Typen der GVHD unterschieden. Eine akute Form, die in den ersten 100 Tagen
nach der Transplantation auftritt und eine chronische, welche nach ca. drei Monaten beginnt
und lebenslanglich anhalten kann. Die Symptomatik kann unterschiedliche stark ausge-
préagt sein (mild bis schwer). Die akute Form wird weiter in eine klassische, eine late-onset
und eine persistierende und rekurrierende akute GVHD unterteilt. Die Therapie beinhaltet
neben einer symptomatischen eine immunsupressive medikamentése Therapie (Zeiser R.
et al.,, DAG-KBT, 2015). Insbesondere die steroidtherapierefraktare akute GVHD stellt mit
ihrer hohen Morbiditat und Mortalitét (ca. 90%) ein wichtiges klinisches Einsatzspektrum fir
MSC dar (Schile S., Berger A., 2015, Munneke J. et al., 2015). Die aktuellen Ergebnisse
zeigen, dass gerade hMSC mit ihren T-Zellmodulierenden Eigenschaften bei therapiere-
fraktaren Fallen gute Erfolge bringen, denn die hMSC beeinflussen das Immunsystem uber
parakrine Effekte auf Basis der T-Zellen (Le Blanc K., Mougiakakos D., 2012, Meirelles L
da S, et al., 2009). In Studien konnte gezeigt werden, dass MSC das Risiko einer GVHD
Uber eine IFN-y -Aktivierung und damit zu einer Umprogrammierung der MSC in einen anti-
inflammatorischen Phanotyp reduzieren (Polchert D. et al., 2008, Thomas H., et al., 2014).
Im Mausmodel konnten die Versuchstiere bei einem Auftreten von GVHD von einer MSC-
Gabe profitieren. Durch eine Runterregulation der T-Zell-Expression von IFN-y, TNF-q, IL-
2 und IL-17 wurde die Immunantwort moduliert und konnte damit die Pathogenese der Er-
krankung entscheidend beeinflussen bzw. therapieren, wenn nicht sogar einer Erkrankung
vorbeugen (Robles J. et al., 2015, Le Blanc K. et al., 2004). Es wurden Hinweise auf eine
Besiedelung der Milz, und damit einen direkten Eingriff in die T-Zellproduktion des Empfan-
gers nachgewiesen (Auletta J. et al., 2015). In einer Metaanalyse von Hashmi S. et al. aus
dem Jahr 2016 konnte eine Uberlebenswahrscheinlichkeit von 63% nach sechs Monaten
bei einer steroidrefraktéaren akuten GVHD und der Gabe von MSC nachgewiesen werden.
Es wurde auf die weitere Notwendigkeit einer grof3en randomisierten Studie zu diesem
Thema auch in weiteren Publikationen, die einen Benefit der hMSC-Therapie nachgewie-
sen haben, hingewiesen (Munneke J. et al., 2015). Eine Beziehung zwischen Uberlebens-
wabhrscheinlichkeit und dem Alter des Zellspenders, des Mediums oder der Dosis der hMSC

konnte nicht nachgewiesen werden.
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1.4.4 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus, sowohl Typ | als auch insbesondere Typ Il sind verbreitete Krankheiten
in der entwickelten Welt. Mit dieser Erkrankung gehen chronische degenerative Folgeer-
scheinungen einher. Zu diesen gehoren unter anderem die diabetische Polyneuropathie,
die diabetische Nephropathie, die diabetische Retinopathie, die Arteriosklerose und diverse
Wundheilungsstérungen. Die hMSC bieten hier verschiedene Therapieansatze. Die Fett-
leibigkeit, die mit dem Diabetes mellitus Typ Il oftmals einhergeht, sowie die sklerotischen
Verédnderungen der peripheren Blutgefal3e, fihren zu einer Mangelversorgung der Haut
und damit der Wunde. Dies fuhrt zu einem permanenten unterschwelligen inflammatori-
schen Zustand und bildet somit den zentralen Ansatzpunkt fir eine Therapie mit hMSC. Es
wird davon ausgegangen, dass durch parakrine Effekte und eine lokale Regulation der
Mikroumgebung ein Umfeld fir eine beschleunigte Wundheilung geschaffen wird (Li H., Fu
X., 2012). Im Kleintiermodel konnten so bereits erste Ergebnisse erzielt werden (Kato J. et
al., 2014, Argblo Neto N. et al., 2012, Sasaki M. et al., 2008). Durch parakrine Effekte, z.B.
VEGF und NGF, tragen hMSC zur Angiogenese bei chronischen Wunden und somit der
Wundheilung bei (Shen L. et al., 2013). Sie wirken wie auch bei anderen Erkrankungen

anti-inflammatorisch (Sasaki M. et al., 2008).

Im diabetischen Mausmodel wurde einige Tage nach erfolgter hMSC- Infusion eine erhéhte
Anzahl von B-Zellen im Pankreas und ein erhodhter Insulinspiegel im Blut festgestellt (Lim-
bert C. et al., 2011, Lee R. et al., 2006). In den Glomeruli der Nieren wurden hMSC nach-
gewiesen, welche zu einer morphologischen Verbesserung/ Wiederherstellung der Niere
fuhrten (Lee R. et al., 2006). MSC konnten im Mausmodel durch das Schaffen einer zyto-
protektiven Mikroumgebung antiapoptotisch einer diabetischen Retinopathie vorbeugen
(Ezquer M. et al., 2016)

1.4.5 Asthma Bronchiale

hMSC haben im Mauseversuch Uber eine Regulation der T-Zellen einen Rickgang der

chronischen inflammatorischen Prozesse zur Folge (Bonfield T. et al., 2010).

1.4.6 Akute Nierenschadigung

Im Mausversuch konnte ein protektiver Effekt bei tubuldren Schadigungen, u.a. durch Cis-
platin, in Form von antiapoptotischen und proliferatorischen Effekten auf die peritubularen
Kapillaren nachgewiesen werden (Vederié-Haler Z. et al, 2016, Yuan L. et al, 2011). Des
Weiteren wurden Verbesserungen der diabetischen Nephropathie bei der Ratte nachge-

wiesen (Shuai Wang et al., 2013). Es wurden parakrine Effekte durch MSC im Rattenmodel
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beschrieben, welche Uber eine Reduzierung der inflammatorischen Reaktion zu einer Ver-
besserung der Nierenleistung beim akuten Nierenversagen fuhrten (Lange C., et al., 2005,
Togel F., et al., 2005).

1.4.7 Osteogenisis imperfecta

Die Osteogenesis imperfecta, ist eine sowohl autosomal-dominant als auch autosomal-re-
zessiv vererbbare Erkrankung der Knochensynthese. Die Erkrankung tritt in unterschiedli-
cher Auspragung durch eine Biosynthesestorung der Kollagenbildung auf. Sie tritt mit einer
Inzidenz von 1: 15.000- 20.000 Geburten auf. Betroffen ist hier hauptséachlich die Bildung
des Kollagen Typ 1 (COL1A1 und COL1A2). Insgesamt sind elf verschiedene Untertypen
bekannt. In Kleintierversuchen konnte bei MSC-transplantierten Mausen eine niedrigere
Rate von Knochenbriichen u.a. durch eine hohere Plastizitat der Knochenstrukturen nach-
gewiesen werden (Jones G. et al., 2014). In Klinischen Versuchen und individuellen Heil-
versuchen konnten erste Erfolge in der Behandlung von Osteogenisis imperfecta festge-
stellt werden (Chan J., Gotherstrom C., 2014, Otsuru S. et al., 2012).

1.4.8 Ruckenmarksverletzungen / Degenerative Verletzungen des Bewegungsap-

parates

In Rattenversuchen konnte nachgewiesen werden, dass sich die Tiere nach einem spinalen
Trauma schneller neurologisch erholen und somit einen funktional besseren Outcome ha-
ben. Des Weiteren konnten durch hMSC inflammatorische Prozesse, welche im Rahmen
der spinalen Schadigung aufgetreten sind, unterdriickt werden und so ebenfalls zu einer
schnelleren Regeneration beitragen (Park D. et al., 2013, Sheth R. et al., 2008).

Im Rattenmodel wurden neue Muskelstrange durch MSC gebildet (Dezawa M. et al., 2005,
De Bari C. et al., 2003) und eine effizientere Wundheilung bei chronischer Wundheilungs-
stérung nachgewiesen (Malhotra S. et al., 2016). In Kombination mit einem Hydrogel wurde
eine Neubildung von Nucleus pulposus-Zellen beschrieben, welche somit zur Regeneration

bei Bandscheibendegeneration beitragen konnen (Thorpe A. et al., 2016).

1.4.9 Sepsis

Die Sepsis ist ein Systemisches Inflammatorisches Response-Syndrom (SIRS) mit Nach-
weis eines Keimes. Dabei ist es unerheblich, ob nun ein Bakterium oder ein Pilz als ursach-
lich anzusehen ist. Die Sepsis ist, falls sie nicht friih diagnostiziert und therapiert wird, in
vielen Féllen durch eine hohe Sterblichkeit gekennzeichnet. hMSC haben in Versuchen

einen positiven Benefit durch eine Immunmodulation und eine Neuprogrammierung der
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Makrophagen u.a. mit Prostaglandin E, und der neutrophilen Granulozyten hin zu einem
anti-inflammatorischen Phéanotyp aufgezeigt (Németh K., et al., 2009). Es kam im Mause-
versuch zu einer Freisetzung von anti-microbial Peptiden, Interleukin 10 und weiteren pa-
rakrinen Effekten, welche sich glnstig auf den weiteren Krankheitsverlauf ausgewirkten
(Lombardo E., van der Poll T., DelaRosa O., Dalemans W., 2015).

1.5 Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, ein Pradiktor bzw. Markergen in einer niedrigen Passage
(PO, P1) zu definieren, um so eine valide Einschatzung des moglichen Spendermaterials
bezlglich des zu erwartenden Gesamtzellwachstums und der Geschwindigkeit des Zell-

wachstums durchfiihren zu kénnen.

Eine weitere Fragestellung dieser Arbeit ist es, die Ubertragung der bereits bekannten Zell-
kulturergebnisse auf ein alternatives Kulturmedium zu prifen. So wurden die Zellkulturen
sowohl mit dem urspriinglichen Kulturmedium DMEM + FCS, als auch mit einem neu ein-
gefuhrten Medium aMEM + PI durchgefihrt.

Um gleichbleibende Vergleichsbedingungen zu schaffen, wurde auf bereits etablierte Ver-
fahren wie z.B. standardisierte Zellkulturen und die gPCR zurtickgegriffen. Im Rahmen die-
ser Studie wurden insgesamt 56 Zellkulturen von 28 Spendern und neun Zellkulturen einer

frheren Spendergruppe miteinander verglichen.
Im Besonderen wurden folgende Hypothesen formuliert:

Hypothese 1: Es besteht ein Unterschied in der Zellmorphologie beziglich unterschiedli-

cher Wachstumsbedingungen.

Hypothese 2: Es besteht ein Unterschied in der Genexpression beziiglich unterschiedlicher

Wachstumsbedingungen.

Hypothese 3: Die Genexpression der Zellen ist bereits von Unterschieden in der individuel-

len Zellkulturpflege abhéngig.
Hypothese 4: Das Wachstum der aMEM- Kulturen ist von der Pl-Konzentration abhangig.

Hypothese 5: Es gibt ein Markergen fiir ein schnelles bzw. langsames Zellwachstum in den
frihen Passagen PO und P1 fur das Kulturmedium DMEM + FCS.

Hypothese 6: Es gibt ein Markergen fiir ein schnelles bzw. langsames Zellwachstum in den

DMEM + FCS- Kulturen, welches sich auch auf Kulturen mit aMEM + PI tibertragen lasst.
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2 Material

2.1 Nahrmedien

DMEM, invitrogen, Paisley UK

aMEM, BioWhittaker, Lonza, B-4800 Verviers Belgium
Ultraglutamine 1, BioWhittaker, Lonza, B-4800 Verviers Belgium
DPBS, GIBCO, invitrogen, Paisley UK

FCS, BioWhittaker/Lonza

Heparin-Natrium-25000-ratiopharm, Ulm, DE

2.2 Chemikalien

2-Mercaptoethanol min. 98%; Sigma-Aldrich, St. Louis MO, USA

Absolut Ethanol, J.T.Baker, Mallinchrodt Baker B.V., Deventer-Holland
(8006)

Essigsaure 3%

PCR-Wasser, J.T. Baker, Mallinchrodt Baker B.V., Deventer-Holland
Aqua ad iniectabilia, Baxter Deutschland GmbH, UnterschleiRheim DE
Guanidiniumthiocyanat

Ethidium bromide solution 10 mg/ml, Sigma-Aldrich, St. Louis MO, USA
Agarose electrophoresis grade, invitrogen, Paisley UK (15510-027)

Tris Acetate-EDTA buffer, 10x konzentriert, Sigma-Aldrich, St. Louis MO,
USA

RNeasy Kit, Qiagen Hilden DE (74104)

QIAshredder, Qiagen, Hilden, DE (79654)

Superscript Il Kit, invitrogen, Paisley UK (# 18080-044)
RNAseOut, invitrogen, Paisley UK (# 10777-019)
OligodT(20), invitrogen, Paisley UK (# 18418-020)
10mM dNTPs, Fermentas

DNA Purification Kit, Qiagen Hilden DE (28004)

SYBR Premix EX Taq, TaKaRa Bio Inc., F. Hoffmann-La Roche Ltd, Ala-
meda, Ca USA (RR0041)

Turk’sche Losung, Merck KGaA, Darmstadt, DE
10x DNA loading buffer
100 bp DNA Marker
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80% Ethanol vergallt, Walter-CMP Kiel, Kiel, DE

2.3 Gerate

Zentrifugen

Heraeus Instruments, Biofuge pico, Hanau, DE
Hettich-Zentrifugen, Rotina 46 R, Tuttlingen DE
Eppendorf, Centrifuge 5415 C, Hamburg DE
Brutschrank

Hera cell 240, Heraeus Instruments, Hanau, DE
Hera freeze, Heraeus Instruments, Hanau, DE
Liebherr premium, Aut

Liebherr profi line, Aut

Neubauer Zahlkammer, P. Marienfeld GmbH& Co. Kg, Lauda-Kénigshofen,
DE

Work bench, Hera safe, Heraeus, Hanau, DE
Olympus CKX41, Olympus Co., Tokyo, JP
Thermomixer 5436, Eppendorf GmbH, Hamburg DE
Biometra UNO-Thermoblock, Biotron, Géttingen DE

IKA-Combimag RCT, Janke und Kunkel Kg, IKA Werk, Staufen i. Breisgau
DE

MX 3.000 P, Stratagene, Amsterdam NL
Pipetus, Hirschmann Laborgerate, Eberstadt, DE

Eppendorf Pipetten 0,5-10ul, 10-100ul, 100-1000ul, Eppendorf GmbH, Ham-
burg, DE

Elektrophoresekammer, Serva, Heidelberg, DE

Energiequelle, Gibco BRL, Life Technologies, Gaithersburg, USA
REAX control, Heidolph, Schwabach, DE

Mikrofuge sprout, Biolabproducts, Bebensee, DE

Nanodrop, Thermo Scientific, Wilmington, USA

Kamera, Kaiser RA 101, DE

UV-Tisch Fluor_Link, AGS Heidelberg, DE

Bioanalyser, Agilent Technologies, Santa Clara, USA
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2.4 Verbrauchsmaterial
Pipettenspitzen, Biosphere Filter Tips 10pul, 100ul, 1000ul, Sarstedt AG,
Numbrecht, DE

Stabpipetten 5ml, 10ml, 25ml, Sterological Pipet, Falcon, Becton Dickinson
Labware, Franklin Lakes, USA

Falcon Tubes 15ml, 50ml, cellstar greiner bio-one, Frickenhausen, DE
Eppendorf Tubes 1,5ml, cellstar greiner bio-one, Frickenhausen, DE
Eppendorf Tubes 0,5 ml, cellstar greiner bio-one, Frickenhausen, DE
96 well tubes, Sarstedt AG, Numbrecht, DE

Deckel fur 96 well tubes, Sarstedt AG, Nimbrecht, DE

Handschuhe, Peha soft, Paul Hartmann Ag, Heidenheim, DE
Handschuhe, Nitra-Tex, Ansell Limited, Tamworth, Staffordshire, UK

25cm? Tissure Culture Flask T25, Becton Dickinson Labware, Le Point De
Claix, France
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3 Methoden

3.1 Zellkulturen

3.1.1 Herstellung eines Plattchenlysats

Zur Herstellung des Plattchenlysats wurden mindestens zehn humane Buffy Coats, die von
der Blutbank des UKE zu Verfligung gestellt worden sind, gepoolt. Diese wurden in 50 ml
Falcon Tubes aufgeteilt und bei 200 rcf fir 20 Minuten ohne Bremse zentrifugiert (Rotina
46R). Von den beiden entstehenden Phasen wurde die obere Phase, die Plasma, Throm-
bozyten und als Verunreinigung Leukozyten enthalt, abgenommen und davon die Zellzahl
bestimmt. Eine Probe zur Bestimmung der Leukozytenanzahl (10 pl) wurde entnommen,
mit 90 pl Tark’scher Lésung verdiinnt und 10 Minuten inkubiert. Die Tlrk‘'sche Ldsung farbt
selektiv nur kernhaltige Zellen an. So kdnnen Erythrozyten und Thrombozyten voneinander
abgegrenzt werden. Nun wird mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer die Anzahl der Leuko-
zyten in der Probe bestimmt (Anzahl Leukozyten gesamt/ml = Anzahl Leukozyten gez&hlt
/4 x Verdiinnungsfaktor x 10%).

Fur die Thrombozytenzéhlung wurden drei verschiedene Verdiinnungen mit Thrombo count
angesetzt (1:100, 1:500, 1:1000) und ebenfalls mittels Neubauer Zahlkammer ausgezahlt.
Das Thrombo count hamolysiert die Erythrozyten und lasst die Thrombozyten unter dem
Durchlichtmikroskop hell leuchten. Aus den drei Zahlungen wird der Mittelwert errechnet

(Thrombozyten x 10%/ml =(Thrombozyten/80) x Verdiinnungsfaktor x 4 x 10%).

Das unverdiinnte Plasma wurde in 1ml Aliquots bei -80°C gelagert. Die Thrombozytenanz-

ahl lag nicht unter 3 x 10%/ml.

3.1.2 Studienpopulation

Zur Gewinnung von hMSC wurde menschliches Knochenmark verwendet, welches von
Knochenmarkspenden aus der Klink fir Stammzelltransplantation (UKE Hamburg)
stammte. Es lag ein Votum der Hamburger Ethikkommission vor. Die Spender unterschrie-
ben eine Einwilligungserklarung zur Abgabe von Knochenmarkaspirat fir Forschungszwe-
cke. Das Knochenmark wurde unter aseptischen Bedingungen im Operationssaal per
Stanzbiopsie aus den Darmbeinschaufeln entnommen. Es wurden hierbei mehrere 10 ml
Spritzen Knochenmark entnommen. Die erste 10 ml Spritze wurde fir die Forschungs-
gruppe verwendet. Das tibrige Knochenmark wurde als Transplantat fir Patienten der KMT

mit unterschiedlichen hAmatologischen bzw. onkologischen Erkrankungen verwendet.

21



3.1.3 Zusammensetzung verwendeter Kulturmedien
Die folgenden Medien wurden fir die Zellkulturen der jeweiligen Spender verwendet.

DMEM:

DMEM mit 10% FCS + 1% Ultraglutamin 1

oaMEM:

aMEM mit 1% Ultraglutamin 1 und 5% Pl und 5 IU/ml Heparin

3.1.4 Isolierung hMSC

Zur Isolation der hMSC musste das Knochenmark aufbereitet werden. Mit Hilfe einer Dich-
tegradientenzentrifugation wurden die verschiedenen Bestandteile der Knochenmarks-
spende voneinander getrennt. Daflir wurde das Knochenmark 1:2 mit PBS verdinnt, auf
15ml Ficoll (1,077g/ml) geschichtet und bei 800 rcf fir 20 min ohne Bremse zentrifugiert.
Dadurch bildeten sich vier Phasen. In der untersten Phase befanden sich Erythrozyten und
Granulozyten. In der darlber liegenden nachsten Phase befand sich das Ficoll. Dem Ficoll
lagerte sich eine graue, sehr diinne Schicht auf. Dieser Monolayer enthielt mononukleére

Zellen und die gewtinschten hMSC. Die oberste Phase bestand aus Plasma, PBS und Fett.

Die mononukleare Schicht wurde vorsichtig mit einer Stabpipette abgenommen, mit PBS
gewaschen und die Zellzahl mit einer Neubauer Zahlkammer bestimmt (10 pl in einer 1:10

und 1:100 Verdiinnung mit Essigsaure).

Es wurden 1 x 107 Zellen in je eine T25 (Tissure flask mit 25cm? Oberflache) mit den ent-
sprechenden Medien eingesat. Es wurde jeweils eine Kultur pro Medium (aMEM + PI/
DMEM + FCS) angesetzt.

3.1.5 Kultivierung hMSC

Die frisch eingesaten Zellkulturen wurden alle drei Tage mit frischem Medium versorgt. Das
Medium wurde mit einer Pasteurpipette abgesaugt und verworfen. Bei den ersten beiden
Mediumwechseln kam ein Waschschritt mit PBS hinzu. Hierbei wurden die Zellen nach Ent-
nahme des Kulturmediums, mit 5 ml PBS gespilt und dieses anschlieRend wieder entnom-
men. Der Mediumwechsel, wie auch alle weiteren Arbeitsschritte mit den Zellkulturen wur-
den unter sterilen Bedingungen an einer Arbeitsbank mit laminarer Luftstrdmung durchge-
fuhrt. Die Kulturen wurden in einem Brutschrank bei konstanten Umgebungsbedingungen
von 37°C, 21% O,-Gehalt und 5% CO,-Gehalt inkubiert.
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3.1.6 Ernten, Passagieren der hMSC

Die Kulturen wurden taglich unter einem Mikroskop auf ihnr Wachstum bzw. ihre Zelldichte
Uberprift. Erreichte eine Kultur eine 75% - 80% Konfluenz des Zellrasens, musste diese
T25-Kulturflasche ,trypsiniert* werden, da es ab einer gewissen Zelldichte zu einer Hem-
mung des Zellwachstums kommen kann. Zunéchst erfolgte das Absaugen des Mediums,
gefolgt von einer Waschung mit 5ml PBS und einer Zugabe von 1 ml 0,05% Trypsin auf die
Zellen. Das Trypsin loste die plastik- adharenten Zellen vom Untergrund (, Trypsinieren®).
Trypsin ist eine Endopeptidase, welche die extrazellularen Proteine und damit die Verbin-
dungen zwischen Zelle und Plastik spaltet. Das Trypsin wurde, nachdem alle Zellen sich
vom Untergrund geldst haben, mit 4ml des jeweiligen Kulturmediums inaktiviert. Anschlie-
Rend wurde die Zellzahl mit einer Neubauer Zahlkammer bestimmt (Zellzahl/ml=n(4) x Ver-
diinnungsquotient x 10%*/ml, Gesamtzellzahl = Zellzahl/ml x 5ml).

Nun wurden 1,25 x 10* Zellen in eine neue T25-Kulturflasche eingesat, d.h. 500 Zellen/cm?2.
Die Ubrige Zellsuspension wurde bei 1500 rpm fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand
wurde verworfen. Das Zellpellet wurde in 200 ul PBS resuspendiert, gewaschen und in ein
1,5 ml Tube tibertragen. Es wurde nochmals bei 1500 rpm fiir 5 min zentrifugiert. Der Uber-

stand wurde abgesaugt und das entstandene Pellet trocken bei -80°C gelagert.

Die Kultur direkt nach der erstmaligen Aussaat wurde als PO bezeichnet. Nach jeder Pas-
sage wurde sie dann als P1, P2 etc. bezeichnet. Aus den jeweils bestimmten Zellzahlen
der jeweiligen Passagen wurde das kumulative Wachstum in Abhangigkeit zum Kulturme-
dium bzw. zu den Medium-Zusatzen bestimmt und in Form einer Wachstumskurve darge-

stellt.

3.2 Gewinnung von RNA und Qualitatskontrollen

3.2.1 RNA-Isolierung aus Primérzellen
Aus den im Vorkapitel gewonnen Pellets wurde im n&chsten Schritt RNA isoliert.

Das Pellet wurde, um der Aktivitdt von RNasen vorzubeugen, auf Trockeneis gelagert. Ge-

arbeitet wurde mit dem RNeasy Kit (Qiagen).

Auf das noch gefrorene Pellet wurde RLT-Puffer mit 1% [-Mercaptoethanol gegeben. Der
Puffer dient der Lyse der Zellen und das B-Mercaptoethanol spaltet Disulfidbriicken und
beugt so RNase-Aktivitat vor. Nun wurde das Gemisch eine Minute mit dem Vortex gut

gemischt, um die Zellen aufzubrechen und die RNA freizusetzen.
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Nachfolgend wurde das Gemisch homogenisiert, indem es auf QIAshredder-Saulen (Qi-
agen) pipettiert und zentrifugiert (zwei min bei 14.000 rpm) wurde. Der Durchlauf der gia-
shredder-Saulen wurde 1:2 mit 70%-igem Ethanol verdinnt und auf RNeasy Saulen gege-
ben, an denen die RNA gebunden wird. Dann folgten gemaf dem Kit-Protokoll mehrere
Waschschritte mit den Puffern RW1 und RPE. Es folgte ein Trockenschritt und ein Elutions-
schritt. Fur die Elution wurden 30 pl auf 70°C vorgewarmtes H.O auf die Saule gegeben,
eine Minute bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend zentrifugiert. Der Durchlauf
enthielt die RNA und wurde bei -80 °C gelagert. Die Konzentration der RNA wurde mit Hilfe
eines Computergestitzten NANO Drop (Photometer) errechnet. Um die Qualitat der RNA
sicherzustellen, wurde ein Kontrollgel der RNA durchgeftihrt.

3.2.2 RNA Qualitatskontrolle via Agarosegel

500 ng RNA wurde mit 8 pl H>.O und 8ul RNA loading buffer (Fermentas) gemischt und bei
70 °C 10 min denaturiert. AnschlieRend wurde das Gemisch eine Minute lang auf Eis inku-
biert. Es wurde ein 1% Agarosegel mit Ethidiumbromid und Guanidiniumthiocyanat verwen-
det. Aufgetragen wurden 500 ng RNA pro Tasche. Die Elektrophorese wurde bei 70 Volt
fir 60 min durchgefiihrt. Das Gel wurde auf einem UV-Tisch ausgewertet und photogra-
phisch dokumentiert. Bei qualitativ guten RNAs bilden sich zwei Banden, die S18- und die

S28- Bande (ribosomale Banden). Diese wurden als Qualitditsmerkmal definiert.

3.2.3 RNA Qualitatskontrolle via Bioanalyser

Als weitere Qualitatskontrolle der gewonnenen RNA wurde diese per Elektrophorese im
Bioanalyser auf Verunreinigungen Uberpruft. Hier galt es, ebenfalls eine méglichst gute Dar-
stellung der Banden fir S18 und S28 zu erreichen. Eine RNA Integrity Nummer (RIN) von
10,0 gilt als Optimum bei einer minimalen Verunreinigung. Als Ziel wurde eine RIN von 8-

9,5 definiert, um so eine maximale Qualitat der RNA fiir die weiteren Versuche zu erreichen.

3.2.4 cDNA-Synthese

Bei der anschlieRenden cDNA-Synthese wurde die RNA in cDNA umgeschrieben. Diese
diente als Grundlage fiir die quantitative PCR. Als Grundlage fur die c-DNA-Synthese dien-
ten 500 ng RNA der hMSC und das Supercript Il Kit von Invitrogen. Das Superscript Il Kit
beinhaltet die in Tabelle 1 genannten Bestandteile. Die RNA wurde mit 50 puM Oligo-(dT)
20 Primer (Invitrogen), 10 mM Nukleotidmix (Fermentas) und 13 ul Aqua ad iniectabilia
gemischt und bei 65 °C fur funf Minuten denaturiert. Es erfolgte eine einminitige Inkubation

auf Eis.
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Tabelle 1: Komponenten fir die cDNA-Synthese
RNA 500 ng

Oligo(dT)20 1l
50 uM

10 MM dNTP | 1 pl

H,0 Ad 13 i

Jeder Reaktion wurden die in Tabelle 2 benannten Bestandteile hinzugegeben. Fir die
Synthese wurde der Ansatz im Biometra Thermoblock fiir 60 min bei 60 °C inkubiert und
anschlie3end fir 15 min auf 70 °C erhitzt, um die reverse Transkriptase zu denaturieren.
Die entstandene cDNA wurde mit 80 pul destilliertem H,O auf ein Endvolumen von 100 pl
gebracht und bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

Tabelle 2: Zusammensetzung flr einen Ansatz Mastermix

5x Strangpuffer | 4 ul

100 MM DTT 1yl

RNAseOut 1l

Superscript I 1l

3.3 Quantitative Realtime-PCR

Durch ein Microarray Experiment mit hMSC im Vorversuch wurden hoch-bzw. herunter-

regulierte Gene ermittelt. Diese sollten durch quantitative PCR validiert werden.

3.3.1 Primerauswahl

Die Primer wurden mit Hilfe des Primer 3 Programs (http://frodo.wi.mit.edu./cgi-bin/pri-

mer3_www.cgi, 03/2007) ausgewahlt.

Die Primer fur das jeweilige Gen sollten ein Temperaturspektrum von Tm= 57-65 °C, eine
Lange von 18-27 bp und einen GC-Gehalt von 40-60 % haben. Sein Amplikon sollte ca.
150-300 bp grol3 sein. Auch sollten komplementéare Bereiche in den Primern (Sekun-
darstrukturen) und Nukleotidwiederholungen (z.B. AAAA) vermieden werden. Am 3'-Ende
der Primer sollten zwei Guanin oder Cytosin bp liegen. Diese dienten einer besseren Bin-

dung und Elongation (GC clamp) wahrend der PCR. Die Synthese der Primer erfolgte durch
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Eurofins MWG. Der Primer musste vor dem Einsatz auf eine Konzentration von 100
pmol/pl= 100 uM mit PCR-Wasser angesetzt werden. Der Ansatz wurde nochmals 1:10 auf

10 pmol/ul verdinnt und bei -20°C gelagert.

3.3.2 Fluoreszenzfarbstoff/ SYBR-Green

Als Fluoreszenzfarbstoff diente SYBR-Green |, ein nucleinséurebindener Farbstoff, der
hochspezifisch in der kleinen Furche der Doppelstrang DNA (dsDNA) interkaliert. Das
SYBR Green andert sein Emissionsspektrum bei einer Anregung von 497 nm und zeigt eine
Emission bei 520 nm. Das Fluoreszenzsignal ist dann direkt proportional zur Menge der
dsDNA. Der Nachteil besteht darin, dass das SYBR-Green an jede dsDNA bindet und somit
auch an die sogenannten Primer-Dimer-Komplexe. Diese entstehenden Komplexe sind Ne-
benprodukte der PCR. Zusatzlich zum SYBR-Green wurde ROX |l eingesetzt, um Pipettie-

rungenauigkeiten und ein eventuelles Hintergrundrauschen auszugleichen.

Fur die quantitative PCR wurde das SYBR Premix EX Taqg (TaKaRa Bio Inc., F. Hoffmann-
La Roche Ltd) verwendet. Eine Reaktion besteht aus den in Tabelle 3 benannten Bestand-
teilen. Die verwendete Hot Start Polymerase tragt eine Schutzkappe, die erst bei 95°C in-

aktiviert wird.

Tabelle 3: Zusammensetzung fir einen Ansatz

2x Premix Ex Taq 12,5yl
cDNA 2 ul
Sense Primer 0,5 ul
Antisense Primer 0,5 ul
ROX I 0,5 pl
H.O 9 ul

Eine PCR lasst sich in folgende Phasen aufteilen:

1. Die initiale, lineare Phase, deren Fluoreszenz sich nicht vom Hintergrundrauschen
abhebt.

2. Die friihe exponentielle Phase, in der sich die Fluoreszenz des PCR-Produkts erst-
mals signifikant Gber das Hintergrundrauschen abhebt (Schwellenwert der Fluores-

zenz)

3. Die logarithmisch-lineare Phase mit einem optimalen Verhaltnis von allen PCR Be-

standteilen und daher optimalen Vervielfaltigungsbedingungen.
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4. Die Plateau-Phase ohne weitere Fluoreszenzveréanderungen, da die Bestandteile

der PCR aufgebraucht sind und keine Neusynthese mehr méglich ist.

a Flate Setup b Thermal Profile
* 100
" L 75
=0
: <
o A0-
[ [w
=
= 25
0
i egment T Segment 2 Segment 3
1 Cycle 45 Cycles 1 Cyele
¢ Analysis Sel/Setup-Term Settings View d Amplification Plots
Amplification-bazed threshald using search Ange of & to G0 pencent.
hdoving average points for amplification = 3, dissociation = 3. I

Dizzociagtion graphical temperature separation = 0.50.
Bazeline Settings Plate: ® indicates manual baseling cyele Ange settings.

Fluorescence (dRn)

24 6 8 1012 1416 1820 2224 2628 3032 3436 3840 42 44
Coyrcles

Abbildung 2: Beispielhafter Aufbau einer PCR, von oben links nach unten rechts. a: Das Plate Setup der einzelnen einge-
brachten Proben, b: Thermales Profil. c: Darstellung der Amplifikation basierten Schwellen. d: Die Fluoreszenz in Abhangigkeit
zu den PCR-Zyklen.

Die Quantifizierung erfolgte in der frihen exponentiellen Phase. Die MX Pro-Software er-
mittelt den Schwellenwert der Fluoreszenz. Fir jede PCR wurde der Zyklus ermittelt, bei
dem dieser erreicht wurde. Dieser Wert wird ct (circle threshold) genannt.

Far den ct gilt:
DNA:= e x DNAo

DNA.= Menge an DNA am ct, e= Effizienz, ct= circle threshold, DNA,= Ausgangsmenge
DNA am Startpunkt

Die Effizienz (e) wurde mit dem Software-Analyse-Paket gpcR der Firma Ritz, Spiess er-
mittelt. Flr eine ideale PCR gilt eine Effizienz von 2, in der Praxis liegt der Wert meistens

zwischen 1,5 und 2. Die PCR wurde in 96 Well Platten mit dem MX3000P von Stratagene
durchgefuhrt.
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Das PCR-Programm wurde in folgende Teilbereiche eingeteilt:

Zunachst wurde durch ein 20 sec. andauerndes Erhitzen auf 95°C die Hot Start DNA-Poly-

merase aktiviert.

In den sich anschlieBenden 45 Zyklen wurden jeweils flr 5 sec. bei 95 °C die RNA-cDNA-
Hybride denaturiert (siehe Abbildung 2b). Die Primer-Hybridisierung und die Extension er-

folgten in den néchsten 30 sec. bei 60 °C.

Zum Abschluss der PCR wurde die Schmelzkurve ermittelt. Der Schmelzpunkt hangt von
der Lange und dem GC-Gehalt des Amplikons ab. Ein PCR-Produkt liefert einen einheitli-
chen Schmelzpunkt. Die Primer-Dimere haben einen wesentlich niedrigeren Schmelzpunkt,
so dass eine gute Unterscheidung mdglich ist. Die Kurve liefert also Rickschlisse tber die
Qualitat der PCR. Abschliel3end wurde ein Kontrollgel durchgefihrt.

Das Kontrollgel bestand aus 2 % Agarose in 1x TAE-Puffer und Ethidiumbromid. In die
Geltaschen wurden ein Mix aus 3 pl DNA (PCR-Produkt), 1 pl 10x DNA loading buffer und
6 ul H2O aufgetragen. In die jeweils erste bzw. letzte Tasche wurde 10 pl des 100bp DNA
Markers (Invitrogen) als Kontrolle aufgetragen.

Die Elektrophorese lief bei 70 Volt fir 60 min. Das Gel wurde auf einem UV-Tisch ausge-
wertet und photographisch dokumentiert. Die Lange der PCR-Banden wurde durch den
Vergleich mit dem 100 bp Marker ermittelt. Sie musste der, durch Primer 3 ermittelten,
Lange des Amplikons entsprechen.

Tabelle 4: Ansatz fur ein 2%-iges Agarosegel

IX TAE 40 ml

Agarose 0,89

Ethidiumbromid | 0,4 ul

3.3.3 Aufreinigung und Sequenzierung des PCR-Produkts

Das PCR-Produkt wurde wéahrend der Etablierung der PCR jeweils einmal pro Primerpaar
sequenziert, um die Richtigkeit des Amplikons zu verifizieren. Zur Aufreinigung wurde das
DNA Purification Kit (Qiagen) eingesetzt. Dazu wurden 3 pl PCR-Produkt und 25 pl PBI
Puffer gemischt und mit dem Vortex gut gemischt. AnschlieRend wurde das Gemisch auf
eine MinElute Saule aufgetragen und zentrifugiert. Dadurch wurde die DNA an die Saule
gebunden. Um eventuelle Verunreinigungen in Form von PCR-Bestandteilen zu beseitigen,
wurde gemaR dem Manual von Qiagen ein Waschschritt mit 750 pl PE-Puffer und eine

Zentrifugation durchgefuihrt. Im Anschluss wurde die aufgereinigte DNA mit 10 ul H.O eine
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Minute lang inkubiert und durch Zentrifugation eluiert. 1 pl der aufgereinigten DNA wurde
zusammen mit 1,5 ul des verwendeten Primers zur Sequenzierung bei Eurofins MWG
GmbH (Martinsried, Ger) eingeschickt. Die von Eurofins Gbermittelten Sequenzierungsda-
tendaten wurden mit den Datenbankeintrdgen verglichen. Dies war die abschlieRende Be-
statigung des PCR-Produkts.

3.4 Auswertung der PCR

3.4.1 Analyse der quantitativen PCR
Untersucht wurde die Genexpression aus mesenchymale Stromazellen von 28 Spendern.

Die relative Quantifizierung wurde mit der Software REST (relative expression software tool,
Pfaffl et al., 2002) durchgefiihrt. Diese Software bernimmt gleichzeitig die Normalisierung

der cDNA- Mengen, berechnet den fold change und fuhrt einen Signifikanztest durch.

Die Normalisierung dient dem Ausgleich von Probe-zu-Probe Unterschieden (z.B. Varianz
bei reverser Transkription).

Diese wird mit Housekeeping Genen durchgefihrt. Diese Gene sind unabhéngig von
schnellem oder langsamem Wachstum bzw. vom Kulturmedium gleich stark exprimiert. Die
Housekeeping Gene wurden im Microarray-Experiment ermittelt. Es waren die drei Gene
mit der geringsten Standartabweichung zwischen allen Proben. Diese Gene wurden in
REST fir die Normalisierung eingesetzt. Bei den eingesetzten Housekeeping Genen han-
delte es sich dabei um die ribosomalen Gene RPS16, RPS27a und das Stoffwechselgen
GAPDH.

3.4.2 Statistische Analyse

Zur statistischen Analyse wurde der two-tailed Student’s t-test durchgefihrt. P-Werte <0,05

wurden als statistisch signifikant gewertet.
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4 Ergebnisse

4.1 Zellkulturen

Es wurden mesenchymale Stromazellen von 28 Spendern, die zwischen 33 - 116 Tage in
Kultur gehalten worden sind, untersucht. Der Altersdurchschnitt war 34,6 Jahre. Von den
Probanden waren 12 weiblich, 16 méannlich, der jingste Proband war 4 Jahre und der al-

teste 56 Jahre alt. Diese Kulturen und deren Daten werden als Versuchsreihe 2 bezeichnet.

Die Zellkulturen hatten als Ziel die Passage P6 zu erreichen. Von den 28 Probanden wurde
dies in 15 Fallen fir DMEM + FCS und in 9 Fallen fur aMEM + PI erreicht. Eine Kultur
musste Aufgrund einer bakteriellen Kontamination abgebrochen werden. Die anderen vor-
zeitig abgebrochenen Kulturen stagnierten im Wachstum, so dass diese Kulturen ebenfalls
eingestellt wurden. Dies schloss die alpha -MEM Kulturen mit einer PL-Konzentration von
1,5 x 10°%/ml ein.

Die hier erarbeiteten Daten wurden mit den Daten von neun Spendern (SK, SL, NS, JS,
MP, AE, FA2, IS, SG) eines bereits im Vorfeld in der Arbeitsgruppe durchgefiihrten Versu-
ches verglichen. Diese neun Spender und deren Daten werden als Versuchsreihe 1 be-
zeichnet. Diese Kulturen wurden in DMEM + FCS kultiviert. Sie waren zwischen 111 — 154
Tage in Kultur. Von den Spendern der Versuchsreihe 1 erreichten sieben die Passage P6,
zwei stagnierten im Wachstum. Genaue Angaben zum Geschlecht oder Alter lagen uns

nicht vor.

4.2 Kulturdauer, Versuchsreihe 2

Die Zellkulturen zeigten eine grof3e Schwankungsbreite, was die Kulturdauer und die Pas-
sageabstande anging. Um die Ubersicht zu wahren bzw. zur Vereinfachung wurde die Pas-

sage P4 als Referenzpunkt fir ein schnell oder langsames Wachstum gewahlt.

Die aMEM + PI -Kulturen erreichten durchschnittlich 44 Tage nach ihrer initialen Aussaat
diese Referenz, die DMEM + FCS -Kulturen erreichten P4 erst nach 50 Tagen. Da viele
aMEM-Kulturen im Anfangsstadium bereits nach P4 im Wachstum stagnierten, standen zur
Auswertung im Vergleich zu den DMEM + FCS -Kulturen weniger Probenwerte zur Verfi-
gung. Ab P4 wuchsen die DMEM + FCS -Kulturen kontinuierlich weiter und erreichten unter
gleichbleibenden Kulturbedingungen haufiger die Zielpassage P6. Die aMEM + PI -Kulturen
verlieRBen die initiale Wachstumsrate und wiesen deutlich lAngere Passageintervalle auf
(Vergleich P6 aMEM + PI: DMEM + FCS, 17:15 Tage). Insgesamt erreichten nur 9 Kulturen
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aMEM + PI die Zielpassage P6 (P4=22 Kulturen). Dem stehen 15 Kulturen mit DMEM +
FCS, die P6 erreichten (P4= 25 Kulturen), entgegen.

Tabelle 5: Spender ID Versuchsreihe 2, Alter der Spender und das Geschlecht der Spender.

Spender | Al- | Ge- Spender | Alter | Ge- Spender | Alter | Ge-

ID ter schlecht ID schlecht 1D schlecht
EL 43 mannlich RS 23 mannlich HM 30 mannlich
PD 24 mannlich | GA 35 weiblich VM 37 mannlich
GS 21 weiblich FM 39 mannlich MA 44 weiblich

us 26 weiblich PS 19 weiblich EM 4 weiblich

SA 49 mannlich ST 22 mannlich KK 47 weiblich

BT 36 mannlich JS 48 mannlich LN 29 weiblich

SHII 47 maéannlich KB 45 weiblich RJ 22 weiblich

KS 40 Weiblich BD 31 mannlich BB 50 mannlich
StM 46 weiblich GK 32 mannlich PM 25 mannlich
RK 56 mannlich

Tabelle 6: Versuchsreihe 1 Spender ID

Spender

D SK SL NS JS MP AE FA2 IS SG

Die Spenderkulturen der Versuchsreihe 1 in DMEM + FCS waren durchschnittlich 113 Tage
in Kultur (min. 98 Tage, max. 147 Tage). Sie erreichten durchschnittlich nach 77 Tagen die
Passage P4. Von den neun Spendern erreichten sieben die Passage P6. Zwei Kulturen
stagnierten in der Passage P5. Das durchschnittliche Passageintervall vor P6 war bei den
Kulturen der Versuchsreihe 1 21 Tage. Im Vergleich dazu war das Passageintervall der
Kulturen der Versuchsreihe 2 in DMEM + FCS mit 15 Tagen im Schnitt sechs Tage kurzer.
Die durchschnittliche kumulative Zellzahl nach P6 war bei den Spendern der 1. Versuchs-
reihe 1,22E+14 Zellen.

4.3 Unterschiede in den Zellkulturen der Versuchsreihe 2 in Abhan-

gigkeit von Medium und Zusatz

4.3.1 Morphologie

Die Zellen mit aMEM + Pl wuchsen spindelférmig und in den Anfangsstadien weniger dicht.
Die Zellen mit DMEM + FCS wuchsen grober, weniger ausladend, eher eng und rundlich in
CFU. Diese CFU traten in den hoheren Passagen (ab P2) in den Hintergrund, so dass ein

kontinuierlicher Monolayer aus Zellen vordergriindig wurde.
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hMSC in aMEM + PI

Abbildung 3: hMSC in aMEM + PI, Passage P4 Der Balken entspricht 250um

hMSC in DMEM + FCS

Abbildung 4: hMSC in DMEM + FCS, Passage P4 Der Balken entspricht 250pum

4.3.2 Wachstum von hMSC in DMEM + FCS

Die Kulturen waren durchschnittlich 76 Tage in Kultur (min. 59 Tage, max. 116 Tage). Die
durchschnittliche Zeit bis zur Passagierung betrug 11 Tage. Diese Werte unterlagen gro-
Ren individuellen Schwankungen und nahmen mit zunehmender Passagedauer zu. Die
durchschnittliche Zellzahl der Kulturen betrug im Mittel pro Passage 3,21 x 10° Zellen.
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Tabelle 7: Zeit bis zur Passage in Tagen und durchschnittliche Zellzahl pro T25-Kulturflasche (in DMEM + FCS); in Klammern
ist die Standardabweichung dargestellt.

Pas-
sage

PO

P1

P2

P3

P4

P5

P6

Zeit in
Tagen

9 (+1,93)

11 (+3,66)

11 (+1,97)

10 (+2,31)

11 (+3,00)

12 (+5,29)

15 (+8,78)

Durch-
schnittl
iches
Zell-
wachs-
tum
pro
Pas-
sage

5,71x10°
(+2,90x10°
)

3,45x10°
(+1,50x10°
)

3,06x10°
(+1,15x10°
)

2,76x10°
(+1,35x10°
)

2,77x 10°
(+1,31x10°
)

2,36x10°
(+1,07x10°
)

2,15x105
(9,53x10*

)

Die durchschnittliche kumulative Zellzahl der Zellkulturen, welche in DMEM + FCS kultiviert

wurden, betrug nach der Passage P6 7,71 x 10*2 Zellen.

4.3.3 Wachstum von hMSC in aMEM + PI

Die Kulturen, die P6 erreichten waren durchschnittlich 69 Tage in Kultur (min. 55 bis max.
103 Tage). Die durchschnittliche Passagedauer betrug 10 Tage. Die durchschnittliche Zell-
zahl betrug 6,50 x 10% Zellen pro Passage.

Tabelle 8: Zeit bis zur Passage in Tagen und durchschnittliche Zellzahl pro T25-Kulturflasche (aMEM + PI); in Klammern ist
die Standardabweichung dargestellt.

Pas-
sage

PO

P1

P2

P3

P4

P5

P6

Zeit in
Tagen

8 (+1,77)

7 (+1,66)

9 (+2,27)

10 (+3,41)

13 (+7,04)

11 (£3,62)

17 (+11,58)

Durch-
schnittl
iches

1,33x10°
(+5,58x10°
)

6,23x10°
(+2,60x10°
)

6,24x10°
(£3,44x10°
)

4,89x10°
(+3,02x10°
)

4,47x10°
(+2,66x10°
)

4,55x10°
(+3,00x10°
)

3,00x10°
(+2,45x10°
)

Zell-
wachs-
tum
pro
Pas-
sage

Die durchschnittliche kumulative Zellzahl betrug 3,71 x 10 Zellen.

4.4 Pl-Konzentration

Aus unseren Vorversuchen haben wir entsprechende Kenntnisse beziglich des zu erwar-

tenden Zellwachstums in aMEM + Pl erworben. Wie aus Abbildung 5 zu enthehmen zeigte
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sich in den ersten Kulturen der neuen Spenderreihe mit einer PlI-Konzentration von 1,5 x
10%ml eine Stagnation der Zellkulturen bei P3/P4.

Vergleich PL 1,5-3,0 x 109/ml

1,00E+20

1,00E+18

1,00E+16

1,00E+14

1,00E+12

Zellzahl

1,00E+10

1,00E+08

1,00E+06

1,00E+04

1,00E+02 T T T T
0 20 40 60 80 100

Tage in Kultur

—¢—EL alpha-MEM ~ —4—FM alpha-MEM ——VM alpha-MEM —e—BB alpha-MEM —&— PD alpha-MEM
—&—PS alpha-MEM ~ —&— MA alpha-MEM —&—PM alpha-MEM —&— GS alpha-MEM —&— ST alpha-MEM
—¢—EM alpha-MEM —&—RJ alpha-MEM  —e—US alpha-MEM  —A—KS alpha-MEM  ——JS alpha-MEM
—4—HM alpha-MEM  —A—BT alpha-MEM  ——BD alpha-MEM —2—RS alpha-MEM —— KK alpha-MEM
—— SA alpha-MEM  —&— StM alpha-MEM —&— KB alpha-MEM  —=— SHIl alpha-MEM —¢— GA alpha-MEM
—e— GK alpha-MEM —e—LN alpha-MEM RK alpha-MEM

Abbildung 5: In blau sind Wachstumskurven der Kulturen mit aMEM + PI 1,5 x 10%/ml gegeniiber den roten Wachstumskurven
der Kulturen mit aMEM + PI 3,0 x 10%ml dargestellt. Diese Graphik stellt die Abhangigkeit des Wachstumsverhaltens der
Zellkulturen von der Konzentration des Pl dar.

In den blauen Wachstumskurven zeigte sich eine friilhe Stagnation der Zellkulturen in aMEM
+ Pl ab P3/P4 bei einer Pl-Konzentration von 1,5 x 10%ml. Wir haben daraufhin die PI-
Konzentration auf 3,0 x 10%ml korrigiert und erneut das Wachstumsverhalten beobachtet.
Wie aus den roten Wachstumskurven zu ersehen ist, kam es nicht mehr zu der zuvor be-

obachten Stagnation der Zellkulturen.

Ein Ausreil3er stellt die Kultur des Spenders LN dar. Diese Kultur zeigte auch ohne Anpas-
sung der PIl- Konzentration ein langfristiges konstantes Wachstum. Wir haben das als Ein-

zelphanomen gewertet.

Nachdem die Pl-Konzentration auf 3,0 x 10%ml umgestellt wurde, erreichten die nachfol-

genden Kulturen hohere Passagen und stagnierten nicht mehr bei P3/4 im Wachstum. Das
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Wachstumsverhalten der Zellkulturen entsprach nun dem uns aus Vorversuchen bekannten

Verhalten.

4.5 Vergleich der hMSC-Kulturen caMEM + Pl und DMEM + FCS, Ver-

suchsreihe 2

Im direkten Vergleich der unterschiedlichen Kulturmedien zeigte sich, dass bis P4 die Pas-
sagierungszeitspannen bei aMEM + PI kirzer sind. Ab P4 schlagt dies zugunsten von
DMEM + FCS um, so dass die Passagezeiten nun bei DMEM + FCS kurzer waren (siehe
Tabelle 9). In der absoluten kumulativen Zellzahl schlagt sich das nicht nieder. Die Ge-
samtzellzahl war bei den aMEM + PI-Kulturen mit 3,71 x 10%¢ Zellen im Vergleich zu 7,71 x
10*2 Zellen bei den DMEM + FCS -Kulturen im Durchschnitt hoher.

Tabelle 9: Durchschnittliche Anzahl von Tagen bis zur jeweiligen nachsthéheren Passage (aMEM + Pl gegeniiber DMEM +
FCS); in Klammern ist die Standardabweichung dargestellt.

Zeit  bis

zur Pas- PO P1 P2 P3 P4 P5 P6
sage

oMEM + ] 8 (x1,77) | 7 (£1,66) | 9 (x2,27) | 10 13 11 17 (£11,58)
Pl (x3,41) (x7,04) (x3,62)

DMEM + ]9 (x1,93) | 11 11 10 11 12 15 (£8,78)
FCS (£3,66) (x1,97) (x2,31) (£3,00) (£5,29)

Durch- 3,71x10%6
schnittli- Zellen
che Ge- (£1,32x10%7)
samtzell-

zahl

oMEM +

Pl

Durch- 7,71x10%3
schnittli- Zellen
che Ge- (2,21
samtzell- x101%)
zahl

DMEM +

FCS

Die DMEM + FCS-Kulturen erreichten langere Kulturdauern mit einem konstanten Wachs-
tum im Vergleich zu den aMEM + PI- Kulturen. Die aMEM + PI -Kulturen hatten dagegen

im Durchschnitt hohere Wachstumszahlen (siehe Tabelle 10).
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Tabelle 10: Durchschnittliche Zellwachstum der unterschiedlichen Medien bis P6 in Zellen; in Klammern ist die Standardab-

weichung dargestellt.

Passage | DMEM + FCS aMEM + PI
PO 5,71x10° 1,33x108
(£2,90 x10°) (£5,58x10°)
P1 3,45x10° 6,23x10°
(£1,50 x10°) (£2,60 x 10°)
P2 3,06x10° 6,24x10°
(£1,15x10°) (£3,44x10°)
P3 2,76x10° 4,89x10°
(£1,35x10°) (£3,02x10°)
P4 2,77x10° 4,47x10°
(£1,31x10°) (£2,66x10°)
P5 2,36x10° 4,55x10°
(£1,07x10°) (£3,00x10°)
P6 2,15x10° 3,09x10°
(£9,53x10°) (£2,45x10°)

Wie aus Tabelle 10 zu entnehmen erreichten die neuen Zellkulturen in aMEM + PI durch-
schnittlich héhere Zellzahlen nach den jeweiligen Passagen im Vergleich zu den neuen
Zellkulturen in DMEM + FCS. Insbesondere Uber die ersten vier Passagen (P0-P3) wird das
deutlich. Ebenfalls wird hier ein konstantes Wachstum der Zellkulturen in DMEM + FCS
aufgezeigt. Im Vergleich zu aMEM + Pl kommt es bei P2/P3 nicht zu einem Wachstums-
einbruch (6,24 x 10° Zellen auf 4,89 x 10° Zellen).

Das Wachstumsverhalten (Passage und Zellzahl) war von Alter und Geschlecht der Spen-

der unabhangig.

4.5.1 Schnelles gegentber langsamen Wachstum

Aus den Wachstumskurven wurden Spender (Tabelle 11) identifiziert, deren hMSC poten-
tiell ein schnelles oder langsames Wachstum aufwiesen. Die Einteilung erfolgte anhand des

Zellwachstums und der Passagedauer aus den Wachstumskurven.
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Tabelle 11: Spender ID schnell und langsamer Kulturen in DMEM + FCS.

Schnell Langsam
wachsende | wachsende
Zellkulturen | Zellkulturen
HM RK
BT JS
RS MA
BD FM
StM VM
SH I EL
SA GS
GK nicht | PM
validiert
EM  nicht
validiert
RJ

45.2 DMEM + FCS, Versuchsreihe 2

Zunachst wurden die Spender der Versuchsreihe 2 in DMEM + FCS miteinander verglichen.
Es wurden dabei sieben schnell wachsende Kulturen und neun langsam wachsende Kultu-

ren identifiziert.

Tabelle 12: Durchschnittliche Zeit bis zur Passage bei DMEM + FCS neu in Tagen; in Klammern ist die Standardabweichung
dargestellt.

PO P1 P2 P3 P4 P5 P6
Schnelles [ 10 (#2,00) | 10 (+2,63) | 10 (+2,76) | 11 (¥3,56) | 11 (+3,25) | 13 (¢5,34) | 15 (+6,65)
Wachstum
Langsa- 12 (+#3,79) | 13 (+4,14) | 12 (+2,28) | 14 (+5,86) | 16 (+6,16) | 19 (+6,63) | 24 (+8,43)
mes

Wachstum

Diese Kulturen unterschieden sich in der durchschnittlichen Zeit bis zur jeweiligen Passage
und in der durchschnittlichen Zellzahl. Wie aus Tabelle 12 zu entnehmen, unterschieden
sich die schnellen Kulturen von den langsamen Kulturen durch eine kiirzere Passagedauer
bis zum Erreichen der entsprechenden Konfluenz, welche als Ziel fur die , Trypsinierung®
gesetzt wurde. Deutlich wird dies bei dem von uns gesetzten Zielpunkt P4. Die Zeit war bei
den schnell wachsenden Kulturen mit 11 Tagen im Vergleich zu 16 Tagen durchschnittlich

funf Tage kurzer.
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Tabelle 13: Durchschnittliche Zellzahl pro Passage PO-P6 DMEM + FCS neu; in Klammern ist die Standardabweichung dar-

gestellt.
Durch-
schnittli-
PO P1 P2 P3 P4 P5 P6 | che Zell-
zahl P6
gesamt
Schnel- 1,18x108 3,87x10° 4,23x10° 3,95x10° 3,98x10° 2,52x10° 2,33x10° 1,80x1014
les (#1,30x10%) | (#1,95x10%) | (+1,66x10% | (+1,71x10% | (+1,63x10%) | (+1,30x10%) | (+9,48x10% | (+2,35x10%)
Wachs-
tum
Langsa- [ 4.6 x10° 2,56x10° | 2,92x10° | 2,01x10° | 1,64x10° | 1,43x10° | 1,58x10° | 5,46x1012
mes (+3,01x10%) | (#1,26x10% | (£1,26x10%) | (+7,43x10%) | (+6,80x10%) | (#6,06x10%) | (+7,63x10%) | (+1,34x10%%)
Wachs-
tum

Ahnliches wurde fur die durchschnittliche Zellzahl der jeweiligen Passagen festgestellt. Die
schnellen Kulturen der Versuchsreihe 2 wiesen eine durchschnittlich héhere Zellzahl pro
Passage und eine héhere durchschnittiche Gesamtzellzahl zum Zeitpunkt P6 auf: 1,80 x
10** Zellen bei den schnellen Kulturen der Versuchsreihe 2 im Gegensatz zu 5,46 x 10%?
Zellen bei den langsamen Kulturen der Versuchsreihe 2 in DMEM + FCS (siehe auch Ta-
belle 13).

In Abbildung 6 ist das unterschiedliche Wachstumsverhalten der schnell und langsam
wachsenden Kulturen der Versuchsreihe 2 in DMEM + FCS gegeniibergestellt. Aus dieser
Graphik geht hervor, dass insbesondere wahrend der ersten Passagen die Differenzierung
zwischen schnell und langsam wachsenden Kulturen stattfindet. Im Verlauf findet sich, im
angewendeten Beobachtungsfenster bis P6, ein fast paralleles Wachstum. Die Gesamtzell-
zahl der schnell wachsenden Kulturen der Versuchsreihe 2 wird aber von den langsam

wachsenden Zellkulturen der Versuchsreihe 2 bis einschliellich P6 nicht mehr erreicht.
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Vergleich schnell und langsam wachsender Kulturen DMEM + FCS
Versuchsreihe 2

1,00E+20

1,00E+18

1,00E+16

1,00E+14

1,00E+12

1,00E+10 W —
. .

1,00E+08 -

Zellzahl

1,00E+06

1,00E+04 -

1,00E+02 ‘ ‘ ‘ ‘
0 20 40 60 80 100

Tage in Kultur

——JS DMEM —~—HM DMEM —~— BT DMEM —~— RS DMEM
—>—BD DMEM —+—RK DMEM —=—EL DMEM —— GS DMEM

Abbildung 6: Zeigt den Vergleich zwischen schnell (rot) und langsam (blau) wachsenden Kulturen der Versuchsreihe 2 in
DMEM + FCS in Gesamtzellzahlen pro Passage und in Abhéngigkeit zu der Zeit in Tagen in Kultur.

Da P4 eine der Passagen zur Validierung darstellt und als einer der Zielpunkte bestimmt
wurde, werden hier zur besseren Ubersicht die unterschiedlichen Verhaltnisse nhochmals
fur P4 isoliert dargestellt.
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Schnelles gegen langsames Wachstum P4
8,00E+05 100

7,00E+05

6,00E+05

5,00E+05

4,00E+05

Zellzahl
Tage in Kultur

3,00E+05

2,00E+05

1,00E+05

0,00E+00

Spender

BZellzahl P4 gesamt  ® Kulturdauer P4 in Tagen |

Abbildung 7: Zeigt die kumulative Zellzahl schneller und langsamer Zellkulturen in DMEM + FCS in Abhangigkeit von der
Kulturdauer in Tagen.

Aus der Abbildung 7 kann man die unterschiedliche Zellzahl am Punkt P4 fir die schnellen
und langsamen Zellkulturen der Versuchsreihe 2 in DMEM + FCS ablesen. Insbesondere
die hohere Zellzahl in kiirzerer Zeit steht hier im Vordergrund. Dies fallt insbesondere bei
den Spenderzellen mit schnellem Wachstum der Versuchsreihe 2 HM, RS, StM, BT, SH Il
und den Spenderzellen mit langsamem Wachstum der Versuchsreihe 2 RK, JS, MA, FM,
VM, GS, PM und RJ auf. Hier ist klar ein Unterschied in der kumulativen Gesamtzellzahl
und in der Kulturdauer bis P4 fir die jeweiligen langsamen bzw. schnellen Kulturen ables-

bar.

453 DMEM + FCS, Versuchsreihe 1

In den Voruntersuchungen wurden bereits neun Spenderkulturen in DMEM + FCS gemalf
dem Protokoll aus Material und Methodik durchgefihrt (Tabelle 6). Diese werden als Ver-

suchsreihe 1 bezeichnet.
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Tabelle 6: Spender ID Versuchsreihe 1

Spender

D SK SL NS JS MP AE FA2 IS SG

Diese Kulturen wurden bis einschlie3lich P6 in Kultur gehalten und ausgewertet. Die
Wachstumskurven dieser Kulturen wurden in Abbildung 8 dargestellt. Bereits in der Ansicht
der Wachstumskurven zeigt sich ein unterschiedliches Zellwachstum, wie es bereits in den
Zellkulturen der Spender der Versuchsreihe 2 DMEM + FCS beschrieben wurde. Anhand
der erhobenen Daten wurden auch diese in schnell und langsam wachsende Kulturen ein-
geteilt.

Aus diesen Spenderkulturen der Versuchsreihe 1 wurde das Material fur eine Genexpres-
sionsanalyse gewonnen. Anhand derer wurden mogliche Markergene fiir ein schnelles oder

langsames Wachstum fiir die hMSC im Vorfeld bestimmt.

Wachstumskurven DMEM + FCS Versuchsreihe 1

gesamt
1,00E+16

1,00E+14

1,00E+12

1,00E+10

Zellzahl

1,00E+08 +———

1,00E+06

1,00E+04

1,00E+02 T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Tage in Kultur

SK =4S e=ll==NS ]S MP e AE == FA2 —|S SG

Abbildung 8: Zeigt die einzelnen Wachstumskurven der Spender der Versuchsreihe 1 in DMEM + FCS. Es wurde die Zellzahl
in der einzelnen Passage in Abhangigkeit zur Zeit in Tagen aufgetragen.

Diese wurden ebenfalls anhand ihres Zellwachstums und ihrer Passagedauer in schnell
und langsam wachsende Kulturen eingeteilt. Als mdgliche schnell wachsende Zellkulturen
wurden die Spender SG und MP und fiir magliche langsame Zellkulturen die Spender AK
und AE identifiziert.
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Tabelle 14: ID schneller und langsamer Zellkulturen Versuchsreihe 1

Schnell wachsende | Langsam wachsende
Zellkulturen Zellkulturen

SG SK

MP AE

Wachstumskurven DMEM + FCS Versuchsreihe 1 schnelle

gegen langsame Zellkulturen
1,00E+16

1,00E+14 ~ —

1’00E+12 //-/

1,00E+10

Zellzahl

1,00E+08 -

1,00E+06

1,00E+04

1,00E+02 T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Tage in Kultur

—X— SK —&— MP == AE —SG

Abbildung 9: Zeigt die einzelnen Wachstumskurven schneller (rot) und langsamer (blau) Zellkulturen der Spender der Ver-
suchsreihe 1 in DMEM + FCS. Es wurde die Zellzahl in den einzelnen Passagen in Abhéngigkeit zur Zeit in Tagen aufgetra-
gen.

Diese Spender wurden in Abbildung 9 in ihrem Wachstumsverhalten nochmals gegentiber-
gestellt. Auch hier zeigt sich auf den ersten Blick ein ahnliches Wachstum wie bei den Kul-
turen der Versuchsreihe 2 in DMEM + FCS. Auch hier sind die schnellen Kulturen durch
eine hohere Zellzahl in den frihen Passagen gekennzeichnet. In den héheren Passagen
kommt es auch hier zu einem fast parallelen Wachstum. Die hohere kumulative Zellzahl der
schnellen Kulturen werden von den langsamen auch hier in dem gegebenen Zeitfenster bis
einschliel3lich P6 nicht erreicht. Im direkten Vergleich zwischen den Spenderkulturen der

beiden Versuchsreihen zeigte sich jedoch ein unterschiedliches Wachstumsverhalten.

In der durchschnittlichen Kulturdauer bis zur nachsten Passage zeigte sich in PO im Ver-
gleich ein langeres Wachstum der Versuchsreihe 1 von vier Tagen, in P1 von sieben Tagen,

in P3 von 19 Tagen, in P4 von 27 Tagen, in P5 von 36 Tagen und in P6 von 37 Tagen. Die
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Spender der Versuchsreihe 1 waren also insgesamt langer in Kultur. Die ausgewahlten
Kulturen der Spender der Versuchsreihe 2 erreichten, wie in Abbildung 6 gut zu erkennen,
bereits nach 40- 80 Tagen in Kultur die Passage P6. In den Kulturen der Spender der Ver-
suchsreihe 1 wurde P6, wie in Abbildung 9 zu erkennen erst deutlich spater, also zwischen
80- 150 Tagen in Kultur erreicht.

Tabelle 15: Durchschnittliche kumulative Kulturdauer der Passagen beider Versuchsreihen in Tagen; in Klammern ist die
Standardabweichung dargestellt.

Spender PO P1 P2 P3 P4 P5 P6
Ver- 14 (+3,78) | 27 (+4,35) | 41 (+4,82) | 59 (+8,83) | 77 98 113
suchs- (x12,12) (x17,31) (x17,82)
reihe 1

Ver- 10 (£1,93) | 20 (+4,09) | 30 (+4,67) | 40 (¢5,32) | 50 (+7,29) | 62 76
suchs- (i10,30) (i16,98)
reihe 2

Wir haben uns daraufhin die einzelnen Passagezeiten im Vergleich zwischen den Spendern
der unterschiedlichen Versuchsreihen genauer angeschaut. Die unterschiedliche Passage-
dauer wurde in Tabelle 16 gegenlbergestellt. Der Unterschied der durchschnittlichen Zeit
bis zur nachsten Passage in Tagen war in PO funf Tage, in P1 zwei Tage, in P2 drei Tage,
in P4 acht Tage, in P5 neuen Tage und in P6 sechs Tage (Tabelle 16). Die Spenderkulturen

der Versuchsreihe 1 wurden also spater ,trypsiniert” bevor sie wieder ausgesat wurden.

Tabelle 16: Durchschnittliche Zeit bis zur nachsten Passage der Spender beider Versuchsreihen in Tagen; in Klammern ist
die Standardabweichung dargestellt.

Spender PO P1 P2 P3 P4 P5 P6

Ver- 14 (+3,78) | 13 (+1,39) | 14 (¥2,09) | 18 (¢5,41) | 19 (+6,83) | 21 (6,75) | 21 (+7,23)
suchs-
reihe 1

Ver- 9(x1,93) | 11(£3,66) | 11 (+1,97) | 10 (+2,31) | 11 (£3,00) | 12 (£5,29) | 15 (+8,78)
suchs-
reihe 2

Wir haben parallel Gberprtft ob sich dies auch in der kumulativen Gesamtzellzahl nieder-
schlagt. Der Unterschied liel3 sich auch in der jeweiligen Zellzahl abbilden. So ist die durch-
schnittliche Zellzahl in PO der Spender der Versuchsreihe 2 mit 5,71 x 10° Zellen hoher als
die der Spender der Versuchsreihe 1 mit 1,20 x 10° Zellen. Dieses Verhalten der hoheren

Zellzahl ist bis auf P2 Gber alle Passagen erkennbar (Tabelle 17).
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Tabelle 17: Durchschnittliches Zellwachstum der Spenderzellen beider Versuchsreihen in der jeweiligen Passage; in Klam-
mern ist die Standardabweichung dargestellt.

Spender

DMEM + PO P1 P2 P3 P4 P5 P6
FCS

Ver- 1,20x10° 2,78x105 4,37x105 2,68x10° 2,60x10° 1,60x10° 1,88x10°
suchs- (+1,48x10%) | (+2,00x10%) | (+2,04x105) | (+1,61x105) | (+2,03x105) | (+8,43x10%) | (+8,70x10%)
reihe 1

Ver- 5,71x10° 3,45x10° 3,06x10° 2,76x10° 2,77x10° 2,36x10° 2,15x10°
suchs- (+£2,90x10%) | (+1,50x10%) | (+1,15x105) | (+1,35x105) | (+1,31x105) | (+1,07x10%) | (+9,53x10%)
reihe 2

454 aMEM + PI, Versuchsreihe 2

Wachstumskurven in aMEM + PL

1,00E+20
1,00E+18

1,00E+16

1,00E+14
1,00E+12

1,00E+10

Zellzahl

1,00E+08

1,00E+06

1,00E+04

1,00E+02 - ‘

0 20 40 60 80
Tage in Kultur

100

—o— EL alpha-MEM
—— PS alpha-MEM
—4&— ST alpha-MEM
—e— KK alpha-MEM

—e— VM alpha-MEM
—— MA alpha-MEM
—— EM alpha-MEM
—e— LN alpha-MEM

—— BB alpha-MEM
—&— PM alpha-MEM
—#— RJ alpha-MEM
—#— RK alpha-MEM

—4— PD alpha-MEM
—&— GS alpha-MEM
—4—JS alpha-MEM

Abbildung 10: Zeigt die Wachstumskurven schneller (rot) und langsamer (blau) Zellkulturen der Spender der Versuchsreihe
2 in aMEM + PI. Es wird die Zellzahl in den einzelnen Passagen in Abhangigkeit zur Zeit in Tagen aufgetragen.

Entsprechend der DMEM + FCS -Kulturen wurden auch die aMEM + PI -Kulturen in schnell
und langsam wachsende Kulturen eingeteilt. Auch hier wurde nach Passagedauer und nach
Zellwachstum die Einteilung vorgenommen. Es konnten neun schnell und sechs langsam
wachsende Kulturen identifiziert werden (Abbildung 10 und Tabelle 18).
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Tabelle 18: Neue Spender ID schneller und langsamer Zellkulturen in aMEM + PI

Langsam Schnell
wachsende wachsende
Zellkulturen Zellkulturen
EL PS

EM VM

PM BB

GS JS

LN PD

KK ST

MA

RK

RJ

Ein Spender (VM) war in DMEM + FCS eine langsame und in aMEM + PI eine schnelle
Kultur.

4.5.5 Zellverdopplungen

Weiterhin wurden die Zellverdopplungen aller Spender der Versuchsreihe 2 wahrend der

Kultivierungsdauer jeder einzelnen Passage miteinander verglichen.

Hier zeigte sich bei aMEM + PI eine durchschnittliche Gesamt-Zellverdopplung von 23,77.
Die summarische Zellverdopplung von DMEM + FCS der Kulturen der Versuchsreihe 2 war

23,78, wohingegen die der Versuchsreihe 1 25,49 war.

Tabelle 19: Gesamte Zellverdopplungen DMEM + FCS Spender der Versuchsreihe 1 von PO-P5/P6.

%’ender SK | sL NS |Js MP | AE FA2 |IS Sg
Zellver-
dopp- | 18,70 | 27,76 | 32,52 | 26,44 | 27,14 |1891 | 27,14 |21,51 | 33,33
lung

Tabelle 20: Gesamte Zellverdopplungen DMEM + FCS Spender der Versuchsreihe 2 von PO-P5/P6.

Isge”der EL |PD [GS |[SA |BT |SHI |KS |StM |RK
zeliver- 15171 | 27,87 | 29,08 | 26,00 | 24,05 | 29,39 | 10,93 | 28,83 |1549
dopplung

Spender 1gs  |Ga |FM |Ps  |sT [is  |KB [BD |GK
zellver- | 5355 | 20,80 | 25,69 | 23,85 | 24,55 | 19,19 | 12,18 | 26,93 | 23,91
dopplung

%’e”der HM |VM |MA |EM |KK |LN RJ BB | PM
zellver- 15456 | 2423 | 15,13 | 27,10 | 24,82 | 3595 | 17,67 | 21,64 | 28,11
dopplung
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4.6 RNA- Isolation

Im Rahmen der Qualitatskontrollen wurden die verwendeten RNAs abschliel3end per Bio-
analyser auf eventuelle Verunreinigungen uberprift.

EukaryoteTotal RNA Nano_2008-12-02_17-32-34.xd Page 16 of 1B

Do o\ ayeer DatmAMAGRSTOTS RNA N, 2008-12-02_17-32-34380 Vimed 1373200 o0 om
e oty . 2 17:32- £t 124 -32-
o Lo EukaryoleTolal RNA Nano_2008-12-02_17-32-34.

B R RO OF RO Assay Class:  EukaryoleTotal RNA Nano
DataPath:  C:\...aéyzer Deta|\EukaryoteTotal RNA Ne

Electrophoresis File Run Summary (Chip Summ

Sample Name Sample Stat Result Label
Comment us

Carple 1 & RIM: G.EQ
= Cample 2 & RIM: 5.1
s Campke 1 ¥ RIN: 9T
= Carple 4 & RIM: G.EQ
= — Sarriple § v RIN: 970
o- Campke & w"  RIM: 5.60
Ep— Sarple 7 & RIN: 560
== Sarrpke B & RN 970
— Sample 9 & RIM: 9.7
= Carple 10 & RIM: GE0
. Cammple 11 ¥ RIN: 950

Cample 12 & RIM: GEQ

Chip Lot #

Abbildung 11: Bioanalyserkontrolle eines Teils der verwendeten RNA. Links zeigt das verwendete Kontrollgel und rechts die
per Bioanalyser erhobenen RIN.

Wie aus der Graphik und dem Gel zu entnehmen, war die Reinheit der verwendeten RNA
im guten bis sehr guten Bereich. Die RIN erreichten einen Mittelwert von 9,63 bei einer
Standartabweichung von + 0,09847319. Man kann hier von einem sehr guten Reinheitsgrad
der verwendeten RNA sprechen.

Des Weiteren wurde eine RNA Qualitatskontrolle mittels Agarosegel durchgefiihrt. Als Qua-
litatsmerkmal wurden zwei klare Banden, die S18- und die S28 Bande, definiert.

46



S28

S18

Abbildung 12: 1% Agarose-Kontrollgel mit den S18- und S28- Banden

4.7 Genexpressionsanalysen

Im Vorfeld dieser Arbeit wurden bereits neun Zellkulturen der Versuchsreihe 1 in DMEM +
FCS durchgefuhrt. Die 28 Zellkulturen der Versuchsreihe 2 wurden im Gegensatz sowohl
in DMEM + FCS als auch in aMEM + PI durchgefiihrt. Anhand dieser Kulturen der Ver-
suchsreihe 1 wurden schnell und langsam wachsende Kulturen (siehe Tabelle 21) bestimmt
und zur weiteren Microarray/ Genexpressions-Analyse verwendet. Im Rahmen dieser Un-
tersuchung wurden je drei Proben der schnell und langsam wachsenden Kulturen unter-

schiedlicher Passagen (P4-P6) zur Isolation geeigneter Kandidatengene untersucht.

Tabelle 21: Spender ID der Versuchsreihe 1 DMEM + FCS mit Passage fir die Microarray-Analyse

Schnelles Langsames
Wachstum Wachstum
SG P5 SK P4

SG P6 SK P5

MP P5 AE P5

Aus den Zellkulturen der Versuchsreihe 1 wurden bereits schnelle und langsame Kulturen
identifiziert. Mit dem gewonnenen Material wurde eine Mikroarray Analyse durchgefihrt.
Eine unvollstandige nur exemplarische Auflistung der einzelnen Gene und deren fold
change ist in Abbildung 13 dargestellt. Wir haben uns in Abhangigkeit vom t-Test fir Gene
mit der hdchsten bzw. niedrigsten Expression entschieden. Anhand dieser Einteilung wur-
den die einzelnen Gene zur weiteren Validierung ausgewahlt (siehe Tabelle 22).

47



mRNA mean S mean L fold change S/L ttest
Cartilage glycoprotein39 (CHI3L1) 12,557 9,206 10,2 0,0075
Hypothetical protein FLJ13612 (EF-hand domain fam. mD1) 11,107 7,863 9,5 0,0154
Interferon-induced transmembrane protein 1 (IFITM) 13,072 10,114 7,8 0,0148
Prostaglandin D2 synthase (21kD, brain) (PTGDS) 13,236 10,502 6,7 0,0452
FGFR2, Transcript variant 13 8,240 5,544 6,5 0,0362
WISP2 13,044 10,455 6,0 0,0436
Periplakin (PPL) 10,258 8,012 4,7 0,0178
p57 (CDKN1C) 10,821 8,663 4,5 0,0000
Limbic system-associated membrane protein (LSAMP) 9,174 7,260 3,8 0,0227
OCTN2 9,377 7,550 3,5 0,0302
RAS, dexam.-induced 1 (RASD1) 8,384 6,604 3,4 0,0441
mRNA for KIAA1077 protein, partial 12,174 10,424 3,4 0,0190
Homo sapiens Rab coupling protein (RCP) 9,024 7,313 3,3 0,0374
Protocadherin beta 2 (PCDHB?2) 9,146 7,665 2,8 0,0367
HMT1 hnRNP methyltransferase-likel (HRMT1L1) 10,009 8,560 2,7 0,0154
Laminin alpha 2 (LAMA2) 9,720 8,284 2,7 0,0163
B-cell translocation genel, (BTG1) 12,731 11,323 2,7 0,0026
Reticulon 2 (RTN2) 8,994 7,599 2,6 0,0195
Clone IMAGE:3618365 9,873 8,494 2,6 0,0395
IGF1 8,351 7,006 2,5 0,0246
Amino acid transporter system Al (ATA1) 11,869 10,596 2,4 0,0361
Transcription factor (NF-ATc/B) 9,948 8,714 2,4 0,0013
Protocadherin beta 9 (PCDHB9) 9,364 8,149 2,3 0,0118
Type-2 phosphatidic acid phosphatase alpha-2 (PAP2-a2) 13,176 11,973 2,3 0,0356
Potassium channel, subfamily K, member 15 (KCNK15) 8,534 7,331 2,3 0,0220
Protein kinase C mu (PRKCM) 12,169 10,996 2,3 0,0399
DKFZp761F0621 9,403 8,293 2,2 0,0092
Prostaglandin E receptor 1 (subtype EP1) (PTGER1) 8,331 7,262 2,1 0,0376
Hypothetical protein FLJ14917 10,546 9,501 2,1 0,0051
KIAA0022 gene product 9,619 8,584 2,0 0,0185
ADAMTS?2, transcript variant 1 11,750 10,717 2,0 0,0259
ATP synthase (ATP5A1) 11,965 10,955 2,0 0,0210
Albumin D-box) binding protein (DBP) 10,264 9,258 2,0 0,0300
MRNA mean S mean L fold change S/L ttest
Hypothetical protein DKFZp564D0478 7,072 9,206 -4,4 0,0177
hypothetical protein PRO1489 (PR0O1489) (CaCamKinll Inh) 9,005 10,991 -4,0 0,0246
Tetraspaninl3 (NET-6) 8,890 10,594 -3,3 0,0362
Interferon a-inducible protein 27 (IF127) 7,542 9,218 -3,2 0,0128
Rho GDP dissociation inhibitor (GDI) beta (ARHGDIB) 8,515 10,157 -3,1 0,0471
Solute carrier family 38, m5 (SLC38A5) 8,176 9,771 -3,0 0,0407
Colony stimulating factor 2 receptor, beta (CSF2RB) 6,408 7,926 -2,9 0,0404
Dual specificity phosphatase 6 (DUSP6), transcript variant 1 8,781 10,293 -2,9 0,0008
Osteopontin (SPP1) 7,635 9,134 -2,8 0,0021
Plasminogen activator, tissue (PLAT), transcript variant 1 11,273 12,769 -2,8 0,0344
Solute carrier family 4, anion exchanger, m3 (SLC4A3) 6,693 8,063 -2,6 0,0287
Putative secreted ligand homologous to fjx1 (FIX1) 11,638 12,878 -2,4 0,0363
mRNA for KIAA1835 protein, partial 10,830 11,974 -2,2 0,0364
Translocase of outer mitochondrial membrane 34 (TOMM34) 9,146 10,258 -2,2 0,0209
Tumor suppressing subtransferable candidate 3 (TSSC3) 10,822 11,898 -2,1 0,0026
Galactosidase, alpha (GLA) 10,562 11,628 2,1 0,0264
CTP synthase (CTPS) 9,559 10,588 -2,0 0,0173

Abbildung 13: Exemplarische und unvollstandige Ergebnisse der MA-Analyse der Versuchsreihe 1. Sie zeigt u.a. die regula-
torischen Veranderungen (fold change) der Genexpression der Kulturen. Die Abbildung wurde von Frau Priv.-Doz. Dr. rer.
nat. Dipl.-Biochem.C. Lange und Frau Dr. rer. nat H. Capallo-Obermann erstellt.
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Tabelle 22: Eingesetzte Gene fur die erste qPCR Validierung

WNT1-Pathway, tissue growth fac- | CHI3L1 Cartilage glycoprotein 39
tor, Zellwachstum
Transmembranproteine, Oberfla- | NET 6 Tetraspanin 13
chenstrukturen zur Zellentwick- | PLAT Tissueplasminogen activator
lung, Aktivierung, Signaltransduk- | Sulf 1 Sulfatase 1
tion, Beweglichkeit
Zelladhasionsproteine, Zell-Zell- | iFiTM1  (Osteoblastendiffe- | Interferon-induced transmembran
Interaktion renzierung) protein 1
Zytoskelett ARGHDIR Rho GDP dissociation inhibitor
Actc 1 (GDI) beta
Actin

Neuromodulation,
neuronale Differenzierung

PTGDS (Plattchenaggregati-
onshemmer)

Prostaglandin D2 Synthase

Zellproliferation und Differenzie- | BTG 1 B-Cell translocation gene 1
rung DUSP 6 Dual specificity phosphatase 6
Zellstoffwechsel, Energiegewin- | GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate de-
nung RPS 27a hydrogenase

RPS 16 Ribosomal protein S27a

C200rf59 Ribosomal protein S16

Aliase

Gewebedifferenzierung Colllal Collagen, Type Xl, alpha 1

(Faserbildend, Knorpelbil-

dung)

Anhand der Microarray-Analyse (MA) wurden 50 Gene als mdgliche Markergene identifi-

ziert. Die Auswahl wurde bereits im Vorfeld dieser Arbeit nochmals auf 12 mdgliche Kandi-

daten fir ein Markergen und drei Housekeeping Gene reduziert bzw. begrenzt (siehe Ta-

belle 22). Es wurden Gene mit moglichst hoher Veranderung ausgewahlt. Als Normalisie-

rungsgene wurden die Gene der ribosomalen Proteine RPS27a, RPS16 und das Gen fir

GAPDH als Housekeeping Gene mit unveranderter Genexpression verwendet. Die aus der

Microarray-Analyse gewonnen und auf Kandidaten wurden per gPCR validiert. Es wurden

nicht nur die Passagen P3/P4, sondern auch friihe Passagen wie PO/P1 validiert (siehe

Abbildung 14).

49




Folgende Validierungen wurden durchgefihrt:

In der ersten Validierung wurden schnell wachsende DMEM + FCS-Kulturen der Versuchs-
reihe 2 mit langsam wachsenden DMEM + FCS-Kulturen der Versuchsreihe 1 verglichen
(P3/P4).

In der zweiten Validierung wurden schnell und langsam wachsende Kulturen der Versuchs-

reihe 1 miteinander verglichen (P3/P4).

In der dritten Validierung wurden schnell wachsende Kulturen der Versuchsreihe 2 und
langsame wachsende Kulturen der Versuchsreihe 1 miteinander verglichen (P3/P4).

In der vierten Validierung wurden schnell und langsam wachsende Kulturen der Versuchs-

reihe 2 mit einander verglichen (P4).

In der funften Validierung wurden schnell und langsam wachsende Kulturen der Versuchs-

reihe 2 mit einander verglichen (P1).
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In der sechsten Validierung wurden schnell gegen langsam wachsende Kulturen der Ver-
suchsreihe 2 mit einander verglichen (P0). Eine Veranderung unter zwei wurde dabei als

Hintergrundrauschen definiert.

Veranderung
-4 -2 0 Z 4 € 8 10 12
CHI3L 1
NET 6
DUSP 6
iFiITM 1
BTG1
1 PTGDS
=
ARGHDIB
SULF1
Colllal
I Actc 1
g PLAT
C200RF59
[ | Microarray
H 1 Validierung; Spender der Versuchsreihe 1 und 2, Passagen 3 und 4, 7 schnell wachsende Kulturen
gegen 4 langsam wachsende Kulturen
B 2 Validierung; Spender der Versuchsreihe 1, Passagen 3 und 4, 5 schnell wachsende Kulturen gegen
4 langsam wachsende Kulturen
[ 3. validierung; Spender der Versuchsreihe 1 und 2, Passagen 3 und 4, 12 schnell wachsende Kulturen
gegen 12 langsam wachsende Kulturen
O a Validierung; Spender der Versuchsreihe 2, Passage 4, 8 schnell wachsende Kulturen gegen 7 lang-
sam wachsende Kulturen
@ 5. validierung; Spender der Versuchsreihe 2, Passage 1, 6 schnell wachsende Kulturen gegen 8 lang-
sam wachsende Kulturen
[] 6. validierung; Spender der Versuchsreihe 2, 6 schnell wachsende Kulturen gegen 8 langsam wach-
sende Kulturen

Abbildung 14: Zeigt die unterschiedlichen Genexpressionen von langsamen gegenuber schnellen Zellkulturen in DMEM +
FCS auch in Abhéngigkeit von den Spendern der Versuchsreihe 1 und Versuchsreihe 2 in Veranderungen.
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4.7.1 Validierung der Genexpression, erste Untersuchung zur Validierung

Fur die einzelnen Gene wurden folgende Expressionen nachgewiesen:

CHIL31

In den durchgefuhrten Validierungen konnte die in der MA-Untersuchung bestimmte Ver-
anderung fur dieses Gen nicht in gleicher Hohe reproduziert werden. In der ersten Validie-
rung (Spender der Versuchsreihe 2, Passagen 3 und 4, 7 schnell wachsende Kulturen ge-
gen 4 langsam wachsende Kulturen) wurde eine Veranderung von ca. 3,5 erreicht. In der
zweiten Validierung (Spender der Versuchsreihe 1, Passagen 3 und 4, 5 schnell wachsende
Kulturen gegen 4 langsam wachsende Kulturen) wurde eine Verénderung von 8 erreicht.
Verglichen mit einer Verénderung von ca. 10,2 in der MA-Untersuchung konnte bei gleichen
Kulturbedingungen das Ergebnis der MA nicht reproduziert werden. In der dritten Validie-
rung (Spender der Versuchsreihe 1 und 2, Passagen 3 und 4, 12 schnell wachsende Kul-
turen gegen 12 langsam wachsende Kulturen) wurde eine Veranderung von ca. 3 erreicht.
In der vierten Validierung (Spender der Versuchsreihe 2, Passage 4, 8 schnell wachsende
Kulturen gegen 7 langsam wachsende Kulturen) blieb die Veranderung unter dem Hinter-
grundrauschen. Die flinfte Validierung (Spender der Versuchsreihe 2, Passage 1, 6 schnell
wachsende Kulturen gegen 8 langsam wachsende Kulturen) wurde fir dieses Gen nicht
durchgefihrt. In der sechsten Validierung (Spender der Versuchsreihe 2, 6 schnell wach-
sende Kulturen gegen 8 langsam wachsende Kulturen) blieb die Veranderung unter dem

Hintergrundrauschen.

NET-6

In den fir NET-6 durchgefuhrten Validierungen konnte bei gleichbleibenden Kulturbedin-
gungen (nur Versuchsreihe 1) das MA-Ergebnis von -3,3 nahezu reproduziert werden. In
der ersten Validierung (Spender der Versuchsreihe 2, Passagen 3 und 4, 7 schnell wach-
sende Kulturen gegen 4 langsam wachsende Kulturen) wurde eine Verénderung von ca. -
2,2 erreicht. In der zweiten Validierung (Spender der Versuchsreihe 1, Passagen 3 und 4,
5 schnell wachsende Kulturen gegen 4 langsam wachsende Kulturen) wurde eine Veran-
derung von ca. -3 erreicht. Dies entspricht in etwa dem Ergebnis der MA-Untersuchung. In
der dritten Validierung (Spender der Versuchsreihe 1 und 2, Passagen 3 und 4, 12 schnell
wachsende Kulturen gegen 12 langsam wachsende Kulturen) wurde eine Veranderung von
ca. -2,2 erreicht. In der vierten Validierung (Spender der Versuchsreihe 2, Passage 4, 8
schnell wachsende Kulturen gegen 7 langsam wachsende Kulturen) blieb die Veranderung
unter dem Hintergrundrauschen. Die funfte Validierung (Spender der Versuchsreihe 2, Pas-

sage 1, 6 schnell wachsende Kulturen gegen 8 langsam wachsende Kulturen) wurde fir
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dieses Gen nicht durchgefiihrt. In der sechsten Validierung (Spender der Versuchsreihe 2,
6 schnell wachsende Kulturen gegen 8 langsam wachsende Kulturen) blieb die Verande-

rung unter dem Hintergrundrauschen.

DUSP 6

Hier konnte das MA-Ergebnis (ca. -2,9) zu keinem Zeitpunkt reproduziert werden. In der
ersten Validierung (Spender der Versuchsreihe 2, Passagen 3 und 4, 7 schnell wachsende
Kulturen gegen 4 langsam wachsende Kulturen) blieb die Veranderung unter dem Hinter-
grundrauschen. In der zweiten Validierung (Spender der Versuchsreihe 1, Passagen 3 und
4, 5 schnell wachsende Kulturen gegen 4 langsam wachsende Kulturen) blieb die Veran-
derung unter dem Hintergrundrauschen. In der dritten Validierung (Spender der Versuchs-
reihe 1 und 2, Passagen 3 und 4, 12 schnell wachsende Kulturen gegen 12 langsam wach-
sende Kulturen) blieb die Veranderung unter dem Hintergrundrauschen. In der vierten Va-
lidierung (Spender der Versuchsreihe 2, Passage 4, 8 schnell wachsende Kulturen gegen
7 langsam wachsende Kulturen) blieb die Veranderung unter dem Hintergrundrauschen. In
der funften Validierung (Spender der Versuchsreihe 2, Passage 1, 6 schnell wachsende
Kulturen gegen 8 langsam wachsende Kulturen) blieb die Veranderung unter dem Hinter-
grundrauschen. In der sechsten Validierung (Spender der Versuchsreihe 2, 6 schnell wach-
sende Kulturen gegen 8 langsam wachsende Kulturen) blieb die Veranderung unter dem
Hintergrundrauschen.

iIFITM1

Bei iFITM1 konnte das MA-Ergebnis einer ca. 7,8-fachen Veranderung des Genes bei den
schnell wachsenden Kulturen im Gegensatz zu den langsam wachsenden Kulturen der
Passagen 3 und 4 in der Tendenz reproduziert werden. In der ersten Validierung (Spender
der Versuchsreihe 2, Passagen 3 und 4, 7 schnell wachsende Kulturen gegen 4 langsam
wachsende Kulturen) wurde eine Veréanderung von ca. 3,2 erreicht. In der zweiten Validie-
rung (Spender der Versuchsreihe 1, Passagen 3 und 4, 5 schnell wachsende Kulturen ge-
gen 4 langsam wachsende Kulturen) wurde eine Verdnderung von ca. 4,8 erreicht. In der
dritten Validierung (Spender der Versuchsreihe 1 und 2, Passagen 3 und 4, 12 schnell
wachsende Kulturen gegen 12 langsam wachsende Kulturen) blieb die Veranderung unter
dem Hintergrundrauschen. In der vierten Validierung (Spender der Versuchsreihe 2, Pas-
sage 4, 8 schnell wachsende Kulturen gegen 7 langsam wachsende Kulturen) blieb die
Veranderung unter dem Hintergrundrauschen. In der flnften Validierung (Spender der Ver-
suchsreihe 2, Passage 1, 6 schnell wachsende Kulturen gegen 8 langsam wachsende Kul-

turen) blieb die Verdnderung unter dem Hintergrundrauschen. In der sechsten Validierung
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(Spender der Versuchsreihe 2, 6 schnell wachsende Kulturen gegen 8 langsam wachsende

Kulturen) blieb die Veranderung unter dem Hintergrundrauschen.

BTG 1

Die in der MA-Analyse festgestellte Veranderung von ca. 2,7 wurde nicht identisch repro-
duziert. In den ersten beiden Validierungen wurde eine @hnliche Tendenz der Veranderun-
gen festgestellt. In der ersten Validierung (Spender der Versuchsreihe 2, Passagen 3 und
4, 7 schnell wachsende Kulturen gegen 4 langsam wachsende Kulturen) wurde eine Ver-
anderung von ca. 4,4 erreicht. In der zweiten Validierung (Spender der Versuchsreihe 1,
Passagen 3 und 4, 5 schnell wachsende Kulturen gegen 4 langsam wachsende Kulturen)
wurde eine Verdnderung von ca. 12 erreicht. In der dritten Validierung (Spender der Ver-
suchsreihe 1 und 2, Passagen 3 und 4, 12 schnell wachsende Kulturen gegen 12 langsam
wachsende Kulturen) wurde eine Veranderung von 2,2 erreicht. In der vierten Validierung
(Spender der Versuchsreihe 2, Passage 4, 8 schnell wachsende Kulturen gegen 7 langsam
wachsende Kulturen) blieb die Veranderung unter dem Hintergrundrauschen. In der flinften
Validierung (Spender der Versuchsreihe 2, Passage 1, 6 schnell wachsende Kulturen ge-
gen 8 langsam wachsende Kulturen) blieb die Veranderung unter dem Hintergrundrau-
schen. Die sechste Validierung (Spender der Versuchsreihe 2, 6 schnell wachsende Kultu-

ren gegen 8 langsam wachsende Kulturen) wurde fir dieses Gen nicht durchgefiihrt.

PTGDS

Das Gen PTGDS hatte in der MA-Analyse eine positive Veranderung von ca. 6,7. In den
Validierungen konnte dies nicht reproduziert werden. In der ersten Validierung (Spender
der Versuchsreihe 2, Passagen 3 und 4, 7 schnell wachsende Kulturen gegen 4 langsam
wachsende Kulturen) blieb die Veranderung unter dem Hintergrundrauschen. In der zwei-
ten Validierung (Spender der Versuchsreihe 1, Passagen 3 und 4, 5 schnell wachsende
Kulturen gegen 4 langsam wachsende Kulturen) blieb die Veranderung unter dem Hinter-
grundrauschen. In der dritten Validierung (Spender der Versuchsreihe 1 und 2, Passagen
3 und 4, 12 schnell wachsende Kulturen gegen 12 langsam wachsende Kulturen) blieb die
Veranderung unter dem Hintergrundrauschen. In der vierten Validierung (Spender der Ver-
suchsreihe 2, Passage 4, 8 schnell wachsende Kulturen gegen 7 langsam wachsende Kul-
turen) wurde eine Verédnderung von ca. -2,2 erreicht. Die flnfte Validierung (Spender der
Versuchsreihe 2, Passage 1, 6 schnell wachsende Kulturen gegen 8 langsam wachsende
Kulturen) wurde fur dieses Gen nicht durchgefiuihrt. In der sechsten Validierung (Spender
der Versuchsreihe 2, 6 schnell wachsende Kulturen gegen 8 langsam wachsende Kulturen)

blieb die Veranderung unter dem Hintergrundrauschen.
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ARGHDIf

Das Gen hatte in der MA-Analyse eine Veranderung von ca. -3,1. In der zweiten Validierung
konnte eine gegenlaufige signifikante Veranderung festgestellt werden. In der ersten Vali-
dierung (Spender der Versuchsreihe 2, Passagen 3 und 4, 7 schnell wachsende Kulturen
gegen 4 langsam wachsende Kulturen) blieb die Veranderung unter dem Hintergrundrau-
schen. In der zweiten Validierung (Spender der Versuchsreihe 1, Passagen 3 und 4, 5
schnell wachsende Kulturen gegen 4 langsam wachsende Kulturen) wurde eine Veréande-
rung von ca. 2,2 erreicht. In der dritten Validierung (Spender der Versuchsreihe 1 und 2,
Passagen 3 und 4, 12 schnell wachsende Kulturen gegen 12 langsam wachsende Kulturen)
blieb die Veranderung unter dem Hintergrundrauschen. In der vierten Validierung (Spender
der Versuchsreihe 2, Passage 4, 8 schnell wachsende Kulturen gegen 7 langsam wach-
sende Kulturen) blieb die Veranderung unter dem Hintergrundrauschen. In der flnften Va-
lidierung (Spender der Versuchsreihe 2, Passage 1, 6 schnell wachsende Kulturen gegen
8 langsam wachsende Kulturen) blieb die Veranderung unter dem Hintergrundrauschen. In
der sechsten Validierung (Spender der Versuchsreihe 2, 6 schnell wachsende Kulturen ge-
gen 8 langsam wachsende Kulturen) blieb die Verdnderung unter dem Hintergrundrau-

schen.

SULF 1

Das Gen hatte in der MA-Analyse eine Veranderung von ca. 3,5. Dies konnte nicht repro-
duziert werden. In der ersten Validierung (Spender der Versuchsreihe 2, Passagen 3 und
4, 7 schnell wachsende Kulturen gegen 4 langsam wachsende Kulturen) blieb die Veréan-
derung unter dem Hintergrundrauschen. In der zweiten Validierung (Spender der Versuchs-
reihe 1, Passagen 3 und 4, 5 schnell wachsende Kulturen gegen 4 langsam wachsende
Kulturen) blieb die Veréanderung unter dem Hintergrundrauschen. In der dritten Validierung
(Spender der Versuchsreihe 1 und 2, Passagen 3 und 4, 12 schnell wachsende Kulturen
gegen 12 langsam wachsende Kulturen) blieb die Veranderung unter dem Hintergrundrau-
schen. In der vierten Validierung (Spender der Versuchsreihe 2, Passage 4, 8 schnell wach-
sende Kulturen gegen 7 langsam wachsende Kulturen) blieb die Veranderung unter dem
Hintergrundrauschen. Die flinfte Validierung (Spender der Versuchsreihe 2, Passage 1, 6
schnell wachsende Kulturen gegen 8 langsam wachsende Kulturen) wurde fur dieses Gen
nicht durchgeftihrt. Die sechste Validierung (Spender der Versuchsreihe 2, 6 schnell wach-
sende Kulturen gegen 8 langsam wachsende Kulturen) wurde fir dieses Gen nicht durch-

gefuhrt.
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Colllal

Das Gen hatte in der MA-Analyse eine Veranderung ca. 3,4. In der Validierung konnte dies
nicht reproduziert werden. In der ersten Validierung (Spender der Versuchsreihe 2, Passa-
gen 3 und 4, 7 schnell wachsende Kulturen gegen 4 langsam wachsende Kulturen) blieb
die Veranderung unter dem Hintergrundrauschen. In der zweiten Validierung (Spender der
Versuchsreihe 1, Passagen 3 und 4, 5 schnell wachsende Kulturen gegen 4 langsam wach-
sende Kulturen) blieb die Verdnderung unter dem Hintergrundrauschen. In der dritten Vali-
dierung (Spender der Versuchsreihe 1 und 2, Passagen 3 und 4, 12 schnell wachsende
Kulturen gegen 12 langsam wachsende Kulturen) blieb die Verédnderung unter dem Hinter-
grundrauschen. In der vierten Validierung (Spender der Versuchsreihe 2, Passage 4, 8
schnell wachsende Kulturen gegen 7 langsam wachsende Kulturen) blieb die Veranderung
unter dem Hintergrundrauschen. Die flnfte Validierung (Spender der Versuchsreihe 2, Pas-
sage 1, 6 schnell wachsende Kulturen gegen 8 langsam wachsende Kulturen) wurde fr
dieses Gen nicht durchgefiuihrt. Die sechste Validierung (Spender der Versuchsreihe 2, 6
schnell wachsende Kulturen gegen 8 langsam wachsende Kulturen) wurde fiir dieses Gen
nicht durchgefihrt.

Actc 1

Das Gen hatte in der MA-Analyse eine Veranderung von ca. 8,8. In der Validierung konnte
dieses nicht reproduziert werden. In der ersten Validierung (Spender der Versuchsreihe 2,
Passagen 3 und 4, 7 schnell wachsende Kulturen gegen 4 langsam wachsende Kulturen)
blieb die Veranderung unter dem Hintergrundrauschen. In der zweiten Validierung (Spen-
der der Versuchsreihe 1, Passagen 3 und 4, 5 schnell wachsende Kulturen gegen 4 lang-
sam wachsende Kulturen) blieb die Veranderung unter dem Hintergrundrauschen. In der
dritten Validierung (Spender der Versuchsreihe 1 und 2, Passagen 3 und 4, 12 schnell
wachsende Kulturen gegen 12 langsam wachsende Kulturen) wurde eine Veranderung von
ca. -2,2 erreicht. In der vierten Validierung (Spender der Versuchsreihe 2, Passage 4, 8
schnell wachsende Kulturen gegen 7 langsam wachsende Kulturen) wurde eine Veréande-
rung von ca. -2,2 erreicht. In der flnften Validierung (Spender der Versuchsreihe 2, Pas-
sage 1, 6 schnell wachsende Kulturen gegen 8 langsam wachsende Kulturen) blieb die
Veranderung unter dem Hintergrundrauschen. Die sechste Validierung (Spender der Ver-
suchsreihe 2, 6 schnell wachsende Kulturen gegen 8 langsam wachsende Kulturen) wurde

fur dieses Gen nicht durchgefuhrt.
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PLAT

Das Gen hatte in der MA-Analyse eine Veranderung von ca. -2,8. In den Validierungen war
das Gen gegenlaufig hochreguliert (erste bis vierte Validierung). In der ersten Validierung
(Spender der Versuchsreihe 2, Passagen 3 und 4, 7 schnell wachsende Kulturen gegen 4
langsam wachsende Kulturen) wurde eine Veranderung von ca. 2,8 erreicht. In der zweiten
Validierung (Spender der Versuchsreihe 1, Passagen 3 und 4, 5 schnell wachsende Kultu-
ren gegen 4 langsam wachsende Kulturen) wurde eine Verdnderung von ca. 3 erreicht. In
der dritten Validierung (Spender der Versuchsreihe 1 und 2, Passagen 3 und 4, 12 schnell
wachsende Kulturen gegen 12 langsam wachsende Kulturen) wurde eine Veranderung von
ca. 2,7 erreicht. In der vierten Validierung (Spender der Versuchsreihe 2, Passage 4, 8
schnell wachsende Kulturen gegen 7 langsam wachsende Kulturen) wurde eine Verénde-
rung von ca. 2,6 erreicht. Die flinfte Validierung (Spender der Versuchsreihe 2, Passage 1,
6 schnell wachsende Kulturen gegen 8 langsam wachsende Kulturen) wurde fir dieses Gen
nicht durchgeftihrt. Die sechste Validierung (Spender der Versuchsreihe 2, 6 schnell wach-
sende Kulturen gegen 8 langsam wachsende Kulturen) wurde fiir dieses Gen nicht durch-
gefuhrt.

C200rf59

Das Gen hatte in der MA-Analyse eine Veranderung von ca. -2,6. Dies konnte in den Vali-
dierungen nicht reproduziert werden. In der ersten Validierung (Spender der Versuchsreihe
2, Passagen 3 und 4, 7 schnell wachsende Kulturen gegen 4 langsam wachsende Kulturen)
blieb die Veranderung unter dem Hintergrundrauschen. In der zweiten Validierung (Spen-
der der Versuchsreihe 1, Passagen 3 und 4, 5 schnell wachsende Kulturen gegen 4 lang-
sam wachsende Kulturen) blieb die Veranderung unter dem Hintergrundrauschen. In der
dritten Validierung (Spender der Versuchsreihe 1 und 2, Passagen 3 und 4, 12 schnell
wachsende Kulturen gegen 12 langsam wachsende Kulturen) blieb die Veranderung unter
dem Hintergrundrauschen. In der vierten Validierung (Spender der Versuchsreihe 2, Pas-
sage 4, 8 schnell wachsende Kulturen gegen 7 langsam wachsende Kulturen) blieb die
Veranderung unter dem Hintergrundrauschen. In der flnften Validierung (Spender der Ver-
suchsreihe 2, Passage 1, 6 schnell wachsende Kulturen gegen 8 langsam wachsende Kul-
turen) blieb die Verénderung unter dem Hintergrundrauschen. In der sechsten Validierung
(Spender der Versuchsreihe 2, 6 schnell wachsende Kulturen gegen 8 langsam wachsende

Kulturen) blieb die Veranderung unter dem Hintergrundrauschen.

Von den ausgewahlten Genen wurde nur fir NET-6 eine Signifikanz nachgewiesen. Diese
war aber fur PO und P1 in DMEM + FCS nicht nachweisbar.
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4.7.2 Validierung der Genexpression, zweite Untersuchung zur Validierung

Nach Abschluss der ersten Untersuchungen mit sechs Validierung wurde die urspriingliche

Genliste durch ausgewdahlte Gene einer weiteren MA-Untersuchung erganzt bzw. ausge-

tauscht (siehe Tabelle 24).

Diese Gene und einzelne Gene aus der ersten Validierungsgruppe wurden nun auf die

Ubertragbarkeit auf Kulturen in aMEM + Pl und auf niedrige Passagen (PO/P1) Uberpruft.

Die Daten zur Bestimmung dieser Gene lagen bereits aus einem Vorversuch der Arbeits-

gruppe vor (siehe Abbildung 14). Auch diese Gene wurden nach ihrer Funktion zusammen-

gefasst.

4.8 Ubertragbarkeit der Erkenntnisse auf andere Wachstumsbedingungen

und frihe Passagen

Tabelle 24: Gene, aus der MA, zur zweiten Genexpressionsanalyse in der gPCR nach funktionellen Clustern geordnet.

Neuromodulation, neuro- | PTGDS Prostaglandin D2 synthase
nale Differenzierung (Plattchenaggregati-

onshemmer)
Zellproliferation und Diffe- | BTG 1 B-Cell translocation gene 1
renzierung
Zellstoffwechsel, Energiege- | GolgA 1, Golgin A1,
winnung CTDS 1 Cathepsin D1
Zelladhéasionsproteine, Zell- | Zyxin, Zyxin,
Zell-Interaktion CEACAM 5, Carcinoembryonic antigen-related cell ad-

CD 151 hesion molecule 5,

CD151 molecule

Transmembranproteine, NET 6, Tetraspanin 13,
Oberflachenstrukturen  zur | PP4519 Yipl interacting factor homolog B
Zellentwicklung, Aktivie-
rung, Signaltransduktion,
Beweglichkeit
Zytoskelett TuBB4 Tubulin, beta 4A class Iva

Im Rahmen der weiteren Untersuchungen sollte die Ubertragbarkeit der Genexpression aus

den in DMEM + FCS kultivierten Zellkulturen auf Kulturen in aMEM + Pl und die Passagen

PO und P1 gepruft werden. Dazu wurden erneut gPCR mit isolierter RNA aus den Kulturen
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der Versuchsreihe 2, die in aMEM + PI kultivierten wurden durchgefuihrt. Im Rahmen der
urspriinglichen MA-Untersuchung wurden keine aMEM + PI-Kulturen analysiert, so dass
keine Vergleichswerte einer MA-Untersuchung vorlagen. Zur Analyse wurden die Passagen
PO und P1 von sechs schnell wachsenden und neun langsam wachsenden Kulturen in
aMEM + PI ausgewahlt und miteinander verglichen. Hierflr wurden folgende Gene (siehe
Tabelle 24) zur Validierung ausgewahlt: GolgAl, PP4519, TUBB4, CTSD1, CD151,
CEACAM 5, Zyxin, NET-6, PTGDS, BTG 1.

4.8.1 Genvalidierung fur aMEM + P/

Als nachster Schritt wurde die Genexpression von Kulturen der Versuchsreihe 2, welche
in aMEM + PI kultiviert wurden, der Passagen PO und P1 analysiert.

Veranderung
|
1

“
-3 T P ) o$ P —
R Qé‘? F £ §F & § & o0 0
LLe 4 R é S SRR R N
[J] PCRPO B pPcrP1

Abbildung 15: Genexpression von aMEM + PI kultivierten Zellen der Versuchsreihe 2 in den Passagen PO und P1. Es wurde
die Genexpression von sechs schnell wachsenden Kulturen und neun langsam wachsenden Kulturen in aMEM + PI vergli-
chen. Die Abbildung zeigt die Veranderungen der Genexpressionsanalyse im Vergleich der Passagen PO und P1.

Fur die einzelnen Gene wurde folgende Expressionen gefunden:

GolgA 1: Fur die Passage PO war eine Veranderung von ca. 2,2 nachweisbar. In der Pas-

sage P1 war die Expression im Bereich des Hintergrundrauschens.

PP4519: In beiden Passagen PO und P1 war das Gen nicht Uber den Bereich des Hinter-

grundrauschens exprimiert.
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TuBB4: Fir die Passage PO war eine Veranderung von ca. 2,1 nachweisbar. In der Passage

P1 war das Gen nicht Uber das Hintergrundrauschen exprimiert.

CTSD 1: In der Passage PO war eine Verdnderung von ca. 2,1 nachweisbar. Fir die Pas-

sage P1 lag nicht genligend Material fir eine Genexpressionsanalyse vor.
CD 151: In beiden Passagen war das Gen nicht Uber das Hintergrundrauschen exprimiert.

CEACAM 5: Fir die Passage PO war eine Veranderung von ca. 2,2 nachweisbar. In der

Passage P1 war das Gen nur im Bereich des Hintergrundrauschens exprimiert.

Zyxin: In beiden Passagen war das Gen nur im Bereich des Hintergrundrauschens expri-
miert.

NET 6: In beiden Passagen war das Gen im Bereich des Hintergrundrauschens exprimiert.

PTGDS: In der Passage PO war eine Veranderung von ca. 3,2 nachweisbar. In der Passage
P1 hingegen war das Gen nur im Bereich des Hintergrundrauschens exprimiert.

BTG 1: Das Gen war in der Passage PO im Bereich des Hintergrundrauschens exprimiert.
Fur die Passage P1 war eine Veranderung von ca. 2,5 nachweisbar.
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5 Diskussion

In der hier vorliegenden Arbeit sollte ein Markergen zur Prognose einer schnell oder lang-

sam wachsenden Zellkultur identifiziert werden.

Die im Vorfeld durchgefuhrten Zellkulturen (Versuchsreihe 1) und folgenden Mikroarray-
Untersuchungen zeigten mogliche Kandidatengene, die durch eine hohe bzw. niedrige Ver-

anderung auffallig waren.

Diese mdoglichen Markergene sollten nun in DMEM + FCS, einer alternativen Kulturldsung
und in niedrigen Passagen validiert werden. Da FCS ein Infektionsrisiko mit bovinen Kon-
taminationen bzw. Zoonosen aufweist und potentielle antigene Reaktionen (FCS wird in
den Zellen gespeichert) auch auf kdrpereigene hMSC auslosen kann wurde ein alternatives
Kulturmedium ausgewahlt. (Kinzebach S. et al., 2012, Bernardo M. et al., 2009, Lange C.
et al. 2007, Spees JL. et al. 2004). Wir haben mit Blick auf die eigenen Erfahrungen und
den Literaturempfehlungen aMEM + PI als Kulturmedium ausgewahlt (Fekete N. et al.,
2012). Die Verdopplungszeiten von PI-Kulturen im Gegensatz zu FCS-Kulturen sind kirzer
und das Genprofil von Pl-gewachsenen hMSC zeigt eine niedrigere Expression von MHC
Il Genen (MHC-II DP betal (HLA-DPB1) MHC-II DM alpha (HLA-DMA), MHC-Il DR alpha
(HLA-DRA), MHC-II DP alphal antigen). Dies erklart teilweise die schwachere Antigenitat,
der in Pl-expandierten hMSC, in allogenen Settings (Zander A., et al., 2011).

Ein Vorteil von Plattchenlysat, neben der Verdopplungszeit, ist die fehlende Gefahrdung
durch Zoonosen (Gottipamula S. et al, 2013, Schallmoser K. et al 2007). So kénnte nach
Identifikation eines Spenders die nétige Zellmenge zur Transplantation in kurzer Zeit ohne
das Risiko einer immunogenen Reaktion, einer Zoonose oder &hnlicher Gefahrdungen (z.B.
Prione) im Labor bereitgestellt werden. Es gibt jedoch kritische Stimmen, die unter einer Pl
gefuhrten Zellkultur eine Abnahme der inhibitorischen Wirkung auf die T-Zell Proliferation
nachgewiesen haben (Abdelrazik H. et al., 2011) und damit einen wesentlichen Vorteil der
hMSC-Wirkung bei z.B. Graft-vs-host-Disease gefahrdet sehen. Eigene Ergebnisse der Ar-
beitsgruppe konnten diesen verringerten inhibitorischen Effekt nicht bestatigen (Lange C.,
et al.,2007), was Pl-expandierte hMSC als erstrebenswerte Population fur die Zelltherapie

bestatigt.

Hierbei ist ein schnelles Wachstum der Zellkulturen mit dem Blick auf eine zeitliche Not-
wendigkeit zur therapeutischen Transplantation ein wesentlicher Faktor. Die bereits durch-
gefuhrten Zellkulturversuche wurden mit DMEM + FCS durchgefiihrt. Entsprechend sind

alle Mikroarray-Analysen unter diesen Bedingungen bestimmt worden. Dies sollte nun auf
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weniger riskante Bedingungen und auf niedrige Passagezahlen Ubertragen und validiert

werden.

5.1 Zellmorphologie

Die in aMEM + Pl kultivierten Zellen zeigten das typische diinne, spindelférmige Zellwachs-
tum mit einer Tendenz zur eher flachigen Aussaat. Das Zellwachstum entsprach einem
kontinuierlichen Monolayer. Die in DMEM + FCS kultivierten Zellen zeigten ein leicht dicke-
res, weniger ausladendes, eher rundliches Wachstum. Die Zellen organisierten sich schnell
in CFU. In den hdheren Passagen traten diese immer mehr in den Hintergrund und bildeten
wie die aMEM+PI- Zellkulturen einen kontinuierlichen Monolayer. Diese Beobachtungen
deckten sich mit den Vorversuchen in unserer Arbeitsgruppe und der Literatur (Heathman
T. et al., 2016, Solchaga L. et al., 2004).

5.2 Plattchenlysat-Konzentration

Aus unseren Vorerfahrungen mit aMEM + PI als Kulturmedium wurde zunéchst eine PI-
Konzentration von 1,5 x 10%ml verwendet. Das Wachstum der Zellen stagnierte unter die-
sen Nahrbedingungen kontinuierlich nach der dritten Passage. Nach einer Umstellung der
Pl-Konzentration auf 3,0 x 10°%/ml konnten deutlich langere Kulturdauern und hohere Passa-
gen erzielt werden. Die Entwicklung der hMSC war, sowohl was die Wachstumsverhaltnisse
als auch die spatere Differenzierung angeht, von der PI-Konzentration abhéangig (Shani S.
et al., 2014). Die Effekte von PI sind unter anderem auf eine hohe Anzahl von Zytokinen
und Wachstumsfaktoren wie z.B. PDGF und FGF2 zurlick zu fihren (Fekete N. et al., 2012).
Dies war mit Hinblick auf das Wachstumsverhalten und das Erreichen der Passagen P4-
P6 notwendig, da nur so eine Vergleichbarkeit der hohen Passagen mit den DMEM + FCS-

Kulturen mdoglich ist.

5.3 Zellkulturen/ Zellwachstum

Die DMEM + FCS- Zellkulturen wuchsen langsamer und mit geringeren Zellzahlen. Sie be-
notigten im Schnitt 11 Tage Wachstum bis zu Passagierung. Sie sind durch ihr stetiges
Wachstum dafir langer kultivierbar (Apel A. et al., 2009). Sie unterschieden sich von den
Kulturen mit aMEM + PI auch durch ihre Morphologie. Die Zellen waren unregelmafig be-
grenzt, kurz im Vergleich zu aMEM + PI -Zellkulturen und wachsen eher in CFU (Mark P.

et al., 2013). Sie l6sten sich in hoheren Passagen nur schwer von den Plastikbdden. Die
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Kulturen aMEM + PI zeichneten sich durch ein schnelleres Wachstum im Vergleich zu den
Kulturen mit DMEM + FCS aus (Heathman T. et al., 2016). Damit deckten sich unsere Er-
gebnisse mit den verdffentlichen Erfahrungen. Sie bendétigten im Durchschnitt nur 10 Tage
bis zur Passagierung. Die Kulturen erlangten in kurzer Zeit hohe Zellzahlen. Sie erreichten

schnell ein Stadium der Wachstumsstagnation (ab P5/P6).

Nachdem die Wachstumsbedingungen angepasst wurden, zeigte sich ein vergleichbares
Passagierungsverhalten mit hoheren Zellzahlen der aMEM + PI -Kulturen im Vergleich mit
den DMEM + FCS -Kulturen. Im Versuchsverlauf fiel ein Unterschied der DMEM + FCS-
Kulturen der Versuchsreihe 1 in Hinblick auf die Gesamtzellzahlen auf. In den Zellkulturen
DMEM + FCS zeigte sich eine Gesamtzellzahl von 7,7x103. Bei den Zellkulturen in aMEM
+ Pl zeigte sich eine Gesamtzellzahl von 3,71x10%. Dies weist auf eine friihere Erschopfung
des Proliferationspotentials hin. In der Einzelbetrachtung, zunachst nur der DMEM + FCS-
Kulturen der Versuchsreihen 1 und 2, in Bezug auf die Wachstumskurven und auf die indi-
viduelle Kulturgesamtdauer, fiel eine langere Zeitspanne zwischen den einzelnen Passa-
gen und eine hohere Zellzahl bis P3 der alteren Kulturen auf. Dies fihrten wir auf eine
langere Zeitpanne zwischen den einzelnen Passagierungen und einer damit einhergehen-
den hoéheren Konfluenz des Zellrasens zurtick. Es konnte also nicht wie im Versuchsaufbau
vorgeschrieben von einer Ablésung (,Trypsinierung“) des Zellrasens bei 75% Konfluenz
ausgegangen werden. Wir gingen von einer Besiedelung von min. 85% aus. Aus der Lite-
ratur wissen wir, dass hMSC, welche mit hoher Konfluenz wachsen, mit einer reduzierten
Proliferationsrate und niedrigeren Gesamtzellzahlen einhergehen (Balint R. et al., 2015).
Nicht nur die Anfangszellzahl beim Aussaen der Zellen nach der Passagierung war wichtig,
sondern auch die Konfluenz bzw. der Zell-Zell-Kontakt war ein weiterer wichtigerer Faktor
fur das weitere Zellwachstum bzw. fur die weitere Differenzierung der Kulturen (Balint R. et
al., 2015, Sekiya I. et al., 2002). Man kann also durch den Zell-Zell-Kontakt von einer Kon-
taktinhibition der Zellen untereinander ausgehen (Bourin P. et al., 2008). Wichtig fur das
Zellwachstum sind unter anderem die Sauerstoffsattigung, die Kulturdichte/ Konfluenz, die
Passagenummer, das Kulturmedium und die verwendeten Wachstumsfaktoren (Bieback
K., 2013, Bourin P., et al., 2008).Eine maschinell gefiihrte immer gleichbleibende Zellkul-
turpflege, wie z.B. in Bioreaktoren (Ma T., Tsai A., Liu Y., 2016, Heathman T, et al., 2015,
Hupfeld J., et al., 2014, Chen A., Reuveny S., Oh S. 2013, Nold P., et al., 2013) mdglich,

konnte dieses Problem in der Zukunft evtl. ausschlie3en.
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5.4 Gensequenzierung

Aus der Versuchsreihe 1 lagen uns bereits Daten einer reinen DMEM + FCS-Zellkultur vor.
Diese Kulturen wurden gemaf ihrem Wachstum in schnell und langsam wachsende Kultu-
ren eingeteilt. Aus diesen Kulturen wurde ein Mikroarray-Versuch mit dem Ziel durchge-
fuhrt, eine geschwindigkeitsabhangige Hoch- oder Herunterregulation der Gene zu bestim-
men. Anhand derer wurden verschiedene Gene als mdgliche Marker fir ein schnelles oder
langsames Wachstum isoliert. In der Genvalidierung per gPCR aller DMEM + FCS- Kultu-
ren, der schnell und langsam wachsenden Kulturen, waren die Veranderungen bzw. die
Regulation in den unterschiedlichen Passagen und den gleichen Passagen teilweise wider-
spruchlich und entgegengesetzt reguliert. Oftmals war die Veréanderung unter dem Hinter-
grundrauschen nicht nachweisbar. Auch eine Reproduktion der MA-Ergebnisse unter glei-
chen Bedingungen, wie nur der Passagen P3/P4, war nicht moéglich. Nur ein Gen, das NET-
6, liel sich fir DMEM + FCS in beiden Versuchsreihen validieren. Allerdings lag die statis-
tische Signifikanz nur fir héhere Passagen vor. In den Passagen PO und P1 konnte keine

Signifikanz festgestellt werden.

In der Literatur wurden bereits von der Dichte des Zellrasens abhangige Veranderungen
des Zellstoffwechsels beschrieben (Liu Y. et al., 2015). Es wurde der Nachweis erbracht,
dass hMSC unter Laktatexposition eine andere bzw. eine veranderte Genexpression auf-
weisen (Schneider C.-C. et al., 2012). Wir wissen, dass sich allein das Kulturmedium auf
die Zellmorphologie, das Wachstum und die Oberflachenproteine bzw. die Genexpression
auswirken kann und so z.B. mehr CD105 exprimiert wird (Mark P. et al., 2015, Crapnell K.
et al., 2013, Apel A. et al., 2009). Bereits Mediumvariationen beeinflussen die Haufigkeit
und GroRRe von Zellkolonien in der ersten und den folgenden Passagen (Jung S. et al.,

2010, Solchaga L. et al., 2004) und damit auch héchstwahrscheinlich die Genexpression.

5.5 NET-6

Das NET-6 oder TSPAN13 ist ein hydrophobes, transmembrandses Protein, welches aus
vier tetraspanin-transmembrandsen Domanen und zwei extrazellularen Schleifen besteht.
Diese sind wahrscheinlich ein Interaktionsort fir den intra- und extrazellularen Austausch.
Diese werden als wichtig fur die Biosynthese und den Zusammenbau des tetraspanin-lin-
ked Membranprotein-Netzwerkes, auch Tetraspaninnetz genannt, bezeichnet. In der intra-
zellularen juxtamembrandsen Region wird die Palmitoylierung von Cysteinresiduen durch-
gefuhrt. Die C-terminale cytoplasmische Schwanzregion stellt spezifische funktionale Ver-
bindungen zum Cytoskelett oder den Signalproteinen her. (Stipp C. et al., 2002, Yunta M.
et al., 2003).
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Das NET-6 wird aktuell als ein mégliches Tumorsupressorgen des Mamma-Karzinom an-
gesehen. NET-6 war im HER2-negativen Mamma-Karzinom niedriger exprimiert. Es war
runterreguliert bei Estrogenrezeptor negativen und high grade Tumoren (Huang H. et al.,
2005). Im Mausmodel wurde es mit einer erhéhten Apoptose und einer Hochregulation der
Apoptosemolekile p53, bak, caspase 3 und bax assoziiert (Huang H. et al., 2005). In der
Prostata-Karzinom- Forschung wurde postuliert, dass es ein mdglicher diagnostischer bzw.
ein Biomarker sein kann. Es ist beim Prostata-Karzinom hochreguliert und korreliert mit
dem Gleason-Score und dem Prostataspezifischen Antigen (PSA) (Arencibia JM. et al.,
2009, Yan C. et al., 2015).

NET-6 wurde in der Differenzierungskaskade der Osteoklasten nachgewiesen und dort ins-
besondere auf den Osteoklastenvorgangerzellen und damit in der Osteoklastogenese bzw.
der Zellfusion. Es wird ein mogliches therapeutisches Potential bei der rheumatoiden Arth-
ritis gesehen (lwai K. et al., 2007). Da NET-6 bereits in der Osteoklastendifferenzierung
nachgewiesen werden konnte, Uiberrascht der Nachweis in den hMSC nicht, da diese Vor-
lauferzellen der Osteogenese sind. In der Genvalidierung war NET-6 bei den schnell wach-
senden DMEM + FCS- Kulturen sowohl in den Kulturen der Versuchsreihe 1 als auch in
denen der Versuchsreihe 2 runter reguliert, bei denen der Versuchsreihe 2 allerdings nur

im Bereich des Hintergrundrauschens.

Ob NET-6 anhand der durchgefiihrten Untersuchungen ein valider Marker fur ein schnelles
Zellwachstum darstellt, konnte anhand der vorliegenden Daten nicht abschlie3end geklart
werden. Es bedarf weiterer Untersuchung um eine abschlieRende Aussage treffen zu kdn-
nen, ob dies nur eine Momentaufnahme dieser Zellkulturen war oder ob es generell postu-

liert werden kann.

5.6 Limitationen

Wir haben das Wachstumsverhalten von Zellkulturen von insgesamt 37 Spendern und de-
ren Genexpression miteinander verglichen. Die geringe Anzahl von Spendern (37) und
auch die teilweise heterogene Zusammensetzung (28 Spender aus der eigenen Zellkultur
und 9 Spender aus einer vorhergehenden Kultur) schranken die Aussagefahigkeit dieser
Arbeit ein. Des Weiteren zeigte sich bereits bei den 37 Zellkulturen, wie fehleranfallig diese
in Bezug auf die Reproduzierbarkeit der Daten und die Abh&ngigkeit von immer konstanten
Kulturbedingungen sind. Hier sind sicherlich hdhere Spenderzahlen und maschinell ge-

fuhrte Kulturbedingungen aussagekraftiger. Da gerade in der Zellkulturpflege und in der
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weiteren Aufbereitung der Proben viele Schritte manuell durchgefihrt werden mussen, lie-
gen hier viele mogliche Fehlerquellen, die zu einer Einschrankung der Aussagen dieser

Arbeit fihren konnen.

5.7 Zusammenfassung

hMSC von 37 Spendern unterschiedlichen Geschlechts und Alters wurden in zwei unter-
schiedlichen Medien (DMEM + FCS und aMEM + PI) in Kultur gehalten. lhr unterschiedli-
ches Wachstumsverhalten in Abhangigkeit von den Kulturmedien wurde miteinander ver-
glichen. In ihrem Wachstumsverhalten zeigten die Kulturen mit aMEM + Pl eine Abhangig-
keit von der Konzentration des Plattchenlysates. Eine Korrektur der Konzentration zeigte
das schnellere Wachstum mit einer hoheren Zellausbeute. Die Zellen sind also in ihrem
Wachstum direkt von der Konzentration der wachstumsstimulierenden Faktoren des Platt-

chenlysates abhangig.

Im direkten Vergleich zeigten die aMEM-Kulturen ein schnelleres Wachstum mit héheren
Zellzahlen. Die Kulturen in DMEM + FCS hingegen waren im Wachstum konstanter und

erreichten langere Kulturdauern.

Im Vergleich der beiden Versuchsreihen 1 und 2 zeigten sich bei gleichen Kulturbedingun-
gen (DMEM + FCS) Unterschiede in der Passagedauer und in den Gesamtzellzahlen.

Wir haben die Abweichungen auf individuelle Unterschiede bei der Zellkulturpflege, insbe-
sondere auf die Konfluenz des Zellrasens der Kulturen, zurlickgefiihrt. Hier hatte die héhere
Dichte des Zellrasens auf dem Kulturflaschenboden und einer damit einhergehenden Kon-
takthemmung bzw. einer dadurch verbundenen veranderten Stoffwechsellage der Zellen
neben einem abweichenden Wachstumsverhalten auch zu einer Veranderung der Genex-

pression beigetragen.

Diese Veranderungen betrafen unserer Ansicht nach nicht nur die eigentliche Passage
selbst, sondern maglicherweise auch die folgenden Passagen. Dies bestétigte sich folgend
durch die fehlende Reproduzierbarkeit der MA Ergebnisse und in der Validierung tber die
unterschiedlichen Passagen. Anhand dieser Daten wird klar, wie abhangig die Genexpres-

sion der Zellen von ihren Kulturbedingungen sind.

Die Genregulation ist also neben dem individuellen Genom des Spenders selbst auch von
individuellen Unterschieden der Zellkulturpflege und den zur Verfigung stehenden Medien
und Wachstumsfaktoren abh&ngig. Die Isolierung eines Markergens fiir ein schnelles oder

langsames Zellwachstum war unter diesen Bedingungen nicht mdglich.
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Diese Arbeit zeigt deutlich, wie abhéngig die Zellkulturen und insbesondere deren Wachs-
tum von immer gleichbleibenden Rahmenbedingungen sind. So bieten Bioreaktoren eine
Mdglichkeit diese Bedingungen zu schaffen. Diese kdnnten die Probleme der unterschied-
lichen individuellen Zellkulturpflege in der Zukunft evtl. ausschlieRen und zur Isolierung ei-
nes validen Markergens beitragen. Auch bestehen bezliglich der Zell-Zell-Interaktion bzw.
optimaler Wachstumsbedingungen weiter Fragen, die noch nicht abschlieRend beantwortet
sind. Da auch in absehbarer Zeit ein hoher Bedarf an hMSC zur Transplantation bzw. zu
Forschungszwecken vorhanden ist, bedarf es sicherlich weiterer Forschung. Seit den ers-
ten Tagen der Erforschung der hMSC durch Friedenstein ist viel Zeit vergangen. Wir haben
viele Erkenntnisse dazugewonnen und neue Fragen aufgeworfen. Es besteht nicht nur zu
den klinischen Anwendungen, sondern auch zu den Grundlagen noch weiterer Forschungs-
bedarf.
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Abstrakt

Ziel/Hintergrund: Friedenstein beschrieb im Jahr 1966 erstmals Zellen des Knochen-

marks, welche an Plastik adharent waren und die Mdglichkeit besaf3en, sich in vitro in Kno-
chen und Knorpel zu differenzieren und nicht der hdmatopoetischen Stammzellinie ent-

stammen. Diese wurden im Verlauf als humane mesenchymale Stromazellen bezeichnet.

Derzeitig finden sie eine breite Anwendung in der regenerativen Medizin und in der Thera-
pie hAmatologischer Erkrankungen. Diese Anwendungsgebiete bedurfen einer konstant ho-
hen Anzahl von Zellen. Fir die therapeutische Anwendung wird eine Mindestzahl von Zellen
bendtigt, um eine therapeutische Wirksamkeit zu erreichen. Ziel dieser Arbeit war es, ein
verlassliches Markergen zu definieren, welches eine valide Aussage uber die Zellausbeute
und die Wachstumsgeschwindigkeit in niedrigen Passagen ermdglicht. So soll eine friihe
Evaluierung von Spendermaterial fur die regenerativen bzw. therapeutischen Ansatze er-

mdglicht werden.

Methoden: Es wurden hMSC aus neun Spenderkulturen bis in die Passagen PO/P1 expan-
diert. Es folgte eine RNA-Isolation und daraus eine Expressionsanalyse (Microarray-Unter-
suchung). Die so identifizierten Markergene der hMSC wurden in einer zweiten Untersu-
chungsreihe mit 28 Spendern unter zwei verschiedenen Kultivierungsprotokollen nach
RNA-Isolation und gPCR Uberprift.

Ergebnisse: Es wurden Vergleiche von insgesamt 37 Spenderkulturen durchgefihrt. In der
Auswertung der Zellkulturen zeigten sich deutliche Unterschiede der neun Spenderkulturen
vom Microarray-Versuch im Vergleich zu den 28 Spendern der Validierung. Es zeigten sich
Unterschiede in der Kulturdauer, der Gesamtzellzahl und in der Genexpression. Die Ergeb-
nisse der Genexpression der 28 Spender der Validierung konnten die Ergebnisse der
Microarray-Untersuchung nicht reproduzieren. Sie zeigten oftmals gegenlaufige Genregu-
lation im Vergleich zu der bereits erhobenen Analyse. Eine pradiktive Validierung konnte

somit nicht erfolgen.

Fazit/Diskussion: In der Auswertung der Zellkulturen zeigten individuelle Unterschiede in

der Kulturpflege bereits Auswirkungen. So sind die einzelnen Bestandteile des Mediums
und die wachstumsbedingte Zell-Zell-Interaktion in friihen Passagen ein Wegweiser fiir die
weitere Genexpression. Es konnte nachgewiesen werden, dass unter diesen Bedingungen
die Identifizierung eines Markergens zur Charakterisierung eines langsamen oder mdglichst
schnellen Wachstums nicht erreichbar ist. Eine Ubernahme der Daten fiir eine pradiktive

hMSC-Expansion war unter diesen Umstanden nicht méglich.
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Abstract

Background: In 1966 Friedenstein first described bone marrow cells that were not
descended from the haematopoetic cell line and that were adherend to plastic and able to
differentiate into bone and chartilago. These cells were later named human mesencymal

stroma cells.

Today they are widely used in regenerative medicine and in therapy of haematological
diseases. Those fields of application are in constant need of high numbers of cells be-
cause a therapeutic usage requires a minimal amount of cells to have a therapeutic effect.
It was the aim of this thesis to define a reliable marker gene that grants a valid predication
on the amount of cells and the rate of growth in a low passage in cells cultures. This
would allow an early evaluation of the donors material for a regenerative and therefore

therapeutic approach.

Methods: hMSC of nine donor cultures were expaned till passages PO/P1. An RNA isola-
tion followed, which was the basis for an expression analysis. In a second analysis with 28
donors those identified marker genes were verified under two different cultivation proto-

colls after RNA isolation und qPCR.

Results: In total 37 donor cultures were compared. In the examination of the cell cultures
obvious differences were observed between the microarray examination with nine donor
cultures and the validation examination with 28 donor cultures. There were differences in
the duration of cultures, the total amount of cells and their gene expression. The gene ex-
pression results of the microarray examination could not be reproduced in the validation
examination. Instead the validation examination often showed a contrary regulation of ge-
nes compared to the microarray examination. Thus a predictive validation could not be

performed.

Conclusion: The evaluation of the cell cultures showed that individual differences in cul-
ture keeping cause an impact. Individual components of the used medium and cell growth
induced cell-cell interaction in early passages are a signpost for the further gene expres-
sion. It has been proved that under these conditions a identification of a marker gene for
predicting growth rates is not achievable. A data transfer for a predictive hMSC expantion

is not possible under these circumstances.
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Abkilrzungsverzeichnis

Alle Einheiten entsprechen dem internationalen Einheitensystem (SI) und werden nicht
mehr gesondert aufgefinhrt.

Abkirzungen

°C Grad Celsius

pl Mikroliter

a-MEM a- Minimum Essential -Medium
bp Basenpaar(e)

bzw. beziehungsweise

ca. circa

cDNA komplementéare DNA

ct cycle threshold

d.h. das heif3t

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DNA Desoxyribonukleinsdure
dsDNA Doppelstrang- DNA

DTT Dithiothreitol

et al. et alii (,und andere®)

FCS fetales Kalberserum

GITC Guanidiniumthiocyanat

hMSC humane Mesenchymale Stromazellen
kb Kilobase(n)

KMT Klinik fur Knochenmarkstransplantation
I Liter

m Masse

M Mol/IMolar

MA Microarray

mg Milligramm

min Minuten

m Milli

mM millimolar

MRNA Boten- RNA

PBS Phosphat-gepufferte Salzlésung
PCR Polymerase Kettenreaktion

PI Plattchenlysat
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rcf relative centrifugal force

REST Relative Expression Software Tool
RNA Ribonukleinsaure

RNase Ribonuklease

rpm Umdrehungen pro Minute
rt-PCR real-time PCR

sec. Sekunde

ssDNA Einzelstrang DNA

T25 25cm? Tissure Culture Flask
Tab. Tabelle

TAE Tris Acetate-EDTA buffer
uv Ultraviolett

z.B. zum Beispiel
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