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Abkirzungsverzeichnis

AIM Adipogenic Induction Medium
(adipogenes Induktionsmedium)

AK Antikorper

AMM Adipogenic Maintenance Medium
(adipogenes Erhaltungsmedium)

AP Alkalische Phosphatase

AS Autologes Serum

a-MEM alpha-Modified Essential Medium

bFGF basic Fibroblast Growth Factor
(Fibroblasten- Wachstumsfaktor)

BMP Bone Morphogenic Protein

BMSC Bone Marrow Stromal Cells
(Knochenmark-Stromazellen)

BSA Bovine Serum Albumin
(Rinder-Serumalbumin )

BSE Bovine Spongiform Encephalopathy
(Spongiforme Encephalopathie des Rindes)

BSP Bone Sialoprotein

Cbfa1 Core Binding Factor alpha 1
(Kernbindungs-Faktor alpha 1)

CFE Colony-Forming Efficiency
(Kolonie-bildende-Effizienz)

CFU-F Colony-Forming Unit Fibroblast

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium

FKS (FCS) Fetal Calf Serum
(Fotales Kalberserum)

G-CSF Granulocyte Colony Stimulating Factor
(Granulozyten-Kolonie-stimulierender-Faktor)

GF Gesichtsfeld

GM-CSF Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating Factor
(Granulozyten und Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor)

HLA Human Leucocyte antigen
(Histokompatibilitats - Komplex)

HSZ (HSC) Haematopoietic Stem Cells
(Hamatopoetische Stammzellen)

IGF-I Insuline-like Growth Factor
(Insulindhnlicher Wachstumsfaktor)

IL Interleukin

IMDM Isocove's Modified Dulbecco's Medium

Kl Konfidenzintervall

KM Knochenmark

KT Kulturtag

MAPC Multipotent Adult Progenitor Cells
(multipotente adulte Progenitor- bzw. Vorlauferzellen)

M-CSF Macrophage Colony Stimulating Factor

(Makrophagen-Kolonie-stimulierender-Faktor)




MEM Minimal Essential Medium
MHC- Major Histicompatibility Complex |
(Haupthistokompatibilitatskomplex-Klasse [)
MHC-II Major Histicompatibility Complex Il
(Haupthistokompatibilitaitskomplex-Klasse II)
MNZ (MNC) Mononucleare Cells
(Mononukleare Zellen)
MPZ (MPC) Mononucleare Progenitor Cells
(Mononukleare Progenitor- bzw. Vorlauferzellen)
MSZ (MSC) Mesenchymal Stem Cells
(Mesenchymale Stammzellen)
MSF Macrophage Stimulating Factor
(Makrophagen-stimulierender Faktor)
P1 Passage 1
P2 Passage 2
PBS Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline
PDGF Platelet-derived Growth Factor
PK Primarkultur
rpm Rounds Per Minute
(Umdrehung pro Minute)
SCF Stem Cell Factor
(Stammzell-Faktor)
TGF-B Transforming Growth Factor—beta
VT Vertiefung




1. Fragestellung

Mesenchymale Stammzellen aus dem adulten Knochenmark gelten als Vorlaufer von
postnatalen Osteoblasten. Sie sind unreif und multipotent und dabei insbesondere gut
osteogen differenzierbar. Es handelt sich um eine kleine und relativ reine Zellpopulation,
die sehr gut vermehrbar ist. Mesenchymale Stammzellen sind bereits in der Klinik erprobt,
nicht immunogen und selbst im allogenen Setting bei einer intravendsen Gabe gut
vertraglich. Es handelt sich um typische adulte Stammzellen mit einer gro3en Plastizitat,
deren Differenzierung von Umgebungsfaktoren (Milieu) abhéangt. Die Expansion und
Differenzierung von Stammzellen in einem Medium, dem fotales Kalberserum zugesetzt
wird, ist heute eine etablierte Methode, um Zellen fir das Tissue Engineering zu

gewinnen.

Die Kontamination mit bovinen Proteinen kann dabei zum Auslésen allergischer
Reaktionen auf das Tiereiweil3, zur Entstehung lokaler Entziindungen und zur AbstoRung
der transplantierten Stammzellen flhren. Weiterhin besteht das Risiko einer mdglichen
Ubertragung von tierischen Infektionserregern. Im Vordergrund steht jedoch die Sorge der
Ubertragung von Prionen, die mit dem Hervorrufen der neuen Variante der Creutzfeldt-
Jakob-Krankheit in Verbindung gebracht werden. Aus diesen Griinden ist der Einsatz von
fotalem Kalberserum am Menschen in Deutschland ethisch bedenklich.

Die Suche nach Kalberserum-freien Alternativen steht deshalb im Focus
wissenschaftlicher Untersuchungen. Der Zusatz von autologem Serum ist moglicherweise
solch eine Alternative zur erfolgreichen Isolation und Expansion von humanen,
mesenchymalen Stammzellen. Daher ist das Wachstums— und Differenzierungsverhalten
der unter dieser Bedingung kultivierten Zellen fur die spatere klinische Anwendung von

besonderem Interesse.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, zu untersuchen, ob humane, mesenchymale
Stammzellen Kalberserum-frei, unter dem Zusatz von autologem Serum gewonnen und in
genugender Zahl expandiert werden kénnen. Dafur wird dem Kulturmedium das autologe
Serum in verschiedenen Konzentrationen zugesetzt.

Aulerdem soll untersucht werden, ob die so gewonnen Zellen Eigenschaften
mesenchymaler Stammzellen aufweisen und ob sie als Zeichen der Multipotenz (Erhalt
der Zellunreife) adipogen und osteogen differenzierbar sind.

Dabei wird das Wachstums— und Differenzierungsverhalten der Zellkulturen unter dem
Zusatz von autologem Serum und fétalem Kalberserum, dem derzeitigen Goldstandard,

verglichen.




2. Einleitung

2.1. Alilgemeine Einleitung

Trotz der bestehenden ethischen, moralischen und rechtlichen Bedenken der
Verwendung embryonaler Stammzellen in der Forschung wird das Reservoir von
Vorlauferzellen im adulten Organismus weniger aktiv untersucht. Embryonale
Stammzellen sind gut expandierbar und differenzierbar, jedoch schwierig zu gewinnen.
Die erheblichen klinischen Bedenken der Verwendung dieser Stammzellen liegen in der
beschriebenen Bildung von Teratokarzinomen (Erdo et al., 2003) und der Gefahr der
AbstoRungsreaktion beim Empfanger (Trepagnier, 2000; Robertson, 2001). Bei der
Differenzierung von der embryonalen Stammzelle zum reifen Gewebe werden
Histokompatibilitats-Komplexe (HLA) des Spenders entwickelt, die eine lebenslange und
nebenwirkungsreiche Immunsuppression erforderlich machen.

Eine Alternative bilden die multipotenten, adulten humanen Stammzellen, die aus
verschiedenen Geweben gewonnen, relativ leicht und in ausreichender Menge expandiert

und ohne Immunsuppression zurlickgegeben werden kdnnen.

Die ldentifizierung multipotenter, adulter mesenchymaler Stammzellen (MSZ), die zum
Beispiel relativ einfach aus dem Stroma des Knochenmarkes gewonnen werden kénnen,
hat das Forschungsinteresse im Bereich des Tissue Engineering geweckt. Adulte
Stammzellen aus verschiedenen Geweben werden im Hinblick auf ihr Potential fur die
therapeutische Verwendung untersucht und charakterisiert (de Wynter et al., 1999; Le
Blanc et al., 2003; Verfaillie et al., 2003).

Der Begriff Stammzelle ist dabei generell der Zelle vorbehalten, die die Fahigkeit besitzt,
eine Progenitorzelle, welche einen festgelegten Differenzierungsprozefl durchmacht, und
eine identische Tochter-Stammzelle hervorzubringen (Hall und Watt, 1989; Lin, 1997). So
kénnen Stammzellen in verschiedenen zelluldren Phanotypen auftreten. Bis zur
Stimulation durch intrinsische und extrinsische Faktoren verharren sie in ihrem
undifferenzierten Stadium. Adulte Stammzellen sind postnatalen Ursprungs und befinden

sich durchweg in reifem Gewebe.

Um in vitro expandierte humane Stammzellen klinisch verwenden zu kénnen, ist es in
vielen Landern, so auch in Deutschland, erforderlich, auf den Einsatz tierischer Seren zu
verzichten. Bei der Transplantation von adulten Stammzellen, die bisher unter dem Zusatz
von fétalem Kélberserum kultiviert werden, besteht die Gefahr der Ubertragung von
Infektionserregern und Prionen des Rindes. Diese werden in Verbindung gebracht mit der
neuen Variante der Creutzfeldt-Jakob—Krankheit (Klein und Dumble, 1993; Will et al.,
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1996), einer spongiformen Enzephalopathie, die mit symmetrischen Veranderungen im
hinteren Thalamus und den Basalganglien und der Bildung von Amyloidplaques im
gesamten Gehirn einhergeht. Diese Erkrankung wird den Prionenkrankheiten zugerechnet
und steht hdchstwahrscheinlich im Zusammenhang mit BSE (bovine spongiform
encephalopathy), einer bei Rindern vorkommenden Form dieser Krankheit (Schielke,
Pschyrembel 2002). Der Kontakt mit dem Tiereiweil3 kann auflerdem allergische
Reaktionen und lokale Entziindungen auslésen und zur AbstoRung der transplantierten
Stammzellen fihren (Selvaggi et al., 1997; Mackensen et al.,, 2000; Tuschong et al.,

2002). Deshalb wird aktiv nach Alternativen gesucht.

Erste Untersuchungen an humanen Stromazellen und Fibroblasten des Knochenmarkes
sowie an Zellen des trabekularen Knochens zeigen, dass eine FKS- freie Expansion
dieser Zellen unter dem Zusatz von humanem Serum im Prinzip maoglich ist und dabei zu
gleich guten (Yamamoto et al., 2003; Spees et al., 2004) und sogar zu besseren
Ergebnissen (Shigeno und Ashton, 1995; Anselme et al., 2002) fihrt. Eine bessere
Expansion unter dem Zusatz von humanem AB-Serum oder autologem Serum bzw.
Plasma beobachteten auch Yamaguchi et al. (2002), allerdings nur unter der zusatzlichen
Gabe von Wachstumsfaktoren (bFGF- basic Fibroblast Growth Factor). Andere Autoren
hingegen zeigten, dass eine gute Expansion nur unter dem Zusatz von FKS mdglich ist
(Koller et al., 1998; Kuznetsov et al., 2000).

Auch bei der osteogenen und adipogenen Differenzierung zeigen sich unter FKS-freien
Bedingungen und unter dem Zusatz von humanem Serum vergleichbare (Yamamoto et
al., 2003) und bessere Ergebnisse (Oreffo et al., 1997).

Erst kurzlich wurde gezeigt, dass die Kultivierung unter dem Zusatz von 20% autologem
Serum ein wichtiger Schritt ist, um Rinderproteine in Zellen zu reduzieren, die in FKS-
haltigen Medien isoliert und expandiert wurden (Spees et al., 2004). Zur FKS- freien

Isolation von humanen MSZ gibt es bisher keine tGiberzeugenden Daten.

Die vorliegende Arbeit untersucht, ob und inwieweit sich MSZ nach Caplan et al. in
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Kalberserum-frei, unter dem Zusatz von
autologem Serum gewinnen, expandieren und differenzieren lassen.

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

Charakterisierung und die klinische Verwendung von MSZ eingegangen.

2.2.  Ursprung und Herkunft von mesenchymalen Stammzellen

Adulte humane MSZ mit der Fahigkeit, sich in Chondrozyten, Osteoblasten, Adipozyten,




Fibroblasten oder andere Gewebe mesenchymalen Ursprungs zu differenzieren, findet
man im Knochenmark (Pittenger et al., 1999), im Fettgewebe (Zuk et al., 2001), im Periost
(Nakahara et al., 1991), in der Synovialmembran (De Bari et al., 2001), im Muskel (Bosch
et al., 2000), in der Dermis (Young et al., 2001), in Perizyten (Brigthon et al., 1992), im
peripheren Blut (Zvaifler et al., 2000), im Nabelschnurblut (Erices et al., 2000) und im
trabekularen Knochen (Noth et al., 2002). Gegenwartig wird das Knochenmarkaspirat als
ergiebigste Quelle fir MSZ betrachtet.

Das Knochenmark besteht hauptsachlich aus drei Zelltypen: hamatopoetischen
Stammzellen und deren Nachfahren, Stromazellen (z.B. Fibroblasten, Adipozyten) und
endothelialen Zellen. Die hamatopoetischen Stammzellen wurden bereits intensiv studiert
und sind wohl die Stammzellen, die am besten charakterisiert sind (Lemischka et al.,
1986; Sachs, 1987; Spangrude et al., 1988; Weissman, 2000).

Friedenstein et al. legten 1966 mit der ldentifizierung fibroblastenartiger Zellen des
Knochenmarkes, die bei der Kultivierung in vitro undifferenziert blieben und in Zellen des
Stitz- und Bindegewebes differenziert werden konnten, den grundlegenden Meilenstein in
der Erforschung adulter Stammzellen (Friedenstein et al., 1966) Die so genannten
Lfibroblast colony forming cells* bzw. ,Colony-Forming Unit Fibroblasts (CFU-F) waren in
der Lage, knochen- und knorpelartige Zellformationen zu bilden (Friedenstein, 1976;
Owen et al, 1987). Die von Friedenstein erstmals beschriecbenen multipotenten
Stammzellen aus dem Stroma des Knochenmarkes wurden spater durch verschiedene
Gruppen intensiv untersucht. Diese Zellen unterscheiden sich in erster Linie durch die
vielfaltigen lIsolierungs- und Kulturbedingungen. MSZ nach Caplan et al. werden aus
einem Percoll bzw. Ficoll-Gradienten gewonnen und nach Plastikadharenz in DMEM mit
10% selektioniertem FKS kultiviert (Haynesworth et al., 1992a; Lennon, 1996).
Mesenchymale Progenitorzellen (MPZ) nach Prockop et al. werden aus einen Ficoll-
Gradienten gewonnen und nach Plastikadarenz in a-MEM mit 20% FKS Kkultiviert
(Prockop, 1997; Colter et al., 2000). Stro-1+ Zellen nach Simmons, werden anhand des
Stro-1 Oberflachenmarkers (Antikdrpers) mittels Flow-Zytometrie isoliert (Simmons und
Torok-Storb, 1991; Gronthos et al., 1994; Simmons et al., 1994). Verfaillie et al.
identifizierten unter Glycophorin A selektierten, CD45 negativen Zellen eine pluripotente
Subpopulation der MSZ, die Multipotent Adult Progenitor Cells (MAPC), die Adharenz auf
Fibronectin- beschichtetem Plastik zeigen und in DMEM mit 2% FKS und diversen
anderen Zusatzen kultiviert werden (Reyes und Verfaillie, 2001; Verfaillie et al., 2003).

Pittenger et al. (1999) beobachteten, dass aus humanem Knochenmark gewonnene und
in Langzeitkultur gehaltene MSZ nach Caplan et al. langere Zeit in einem
undifferenzierten Status verharren und dass Kolonien, die aus einer einzigen isolierten

Zelle hervorgehen, unter geeigneten Bedingungen entlang der osteogenen, adipogenen




und chondrogenen Linie ausreifen kénnen.

Obwonhl viele Studien daraufhin deuten, dass es sich moglicherweise um gleiche Zellen
mit ahnlichem Differenzierungsverhalten handelt, kann bis heute keine klare Definition
humaner MSZ gegeben werden.

Da Informationen Uber spezifische Marker, welche diesen Zelltyp eindeutig
charakterisieren und der Nachweis, dass sie aus einer Zelle hervorgegangen und somit
klonogen sind, oftmals noch fehlen, bleibt es bei den meisten Studien offen, ob es sich
tatsachlich um ,wahre“ Stammzellen handelt oder um eine Population vielfaltiger,
linienspezifischer Vorlauferzellen. Um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse verschiedener
Gruppen im Hinblick auf die klinische Anwendbarkeit mdglich zu machen, gibt es das
Bestreben, die Kulturbedingungen zu standardisieren (Beresford und Owen, 1998;
Majumdar et al., 1998).

Weiterhin mangelt es an einer einheitlichen Bezeichnung. So verwenden einige
Forschergruppen den Terminus ,marrow stromal cells“ gleichgestellt mit ,mesenchymal
stem cell“* oder ,mesenchymal progenitor cell* (Prockop, 1997). Eine Studie, die
Stromazellen und MSZ beziglich Morphe, Phanotyp und Funktion in vitro untersuchte,
zeigt, dass MSZ homogener und fibroblastenartiger sind als Stromazellen und sich z.B.
durch ihre individuelle Antwort auf Interleukin-6 (IL-6) unterscheiden (Majumdar et al.,
1998).

Ursachlich fir das Fehlen eindeutiger Definitionen sind aber auch der flieRende Ubergang
zwischen MSZ und Fibroblasten und die vielfaltigen Methoden hinsichtlich ihrer Isolierung,

Kultivierung und Charakterisierung.

2.3. Isolierung und Kultivierung von mesenchymalen Stammzellen

nach Caplan et al.

Humane MSZ werden in der Regel aus Knochenmark (KM) isoliert, welches durch
Beckenkammaspiration gewonnen wird. Die Zahl an MSZ im adulten KM liegt bei den
verschiedenen Untersuchern zwischen 1 in 10* und 1 in 10° mononukledren Zellen
(MNZ), die z.B. durch den Colony-Forming Unit Fibroblast - Assay (CFU-F — Assay)
erkannt werden. Dieser Assay quantifiziert adharente Zellpopulationen Gber individuelle
Foci bzw. Kolonien, die jeweils von einer einzigen Vorlauferzelle abstammen.

Technisch ist es mit Hilfe von 10% FKS maoglich, 50 — 376 Mio. humane MSZ aus 10 ml
Knochenmarkaspirat eines erwachsenen Spenders zu gewinnen (Pittenger et al., 1999).
MSZ wurden durch Fraktionierung mit Hilfe eines Dichtegradienten, wie Ficoll oder

Percoll, aus dem Knochenmarkaspirat isoliert und in einer standardisierten Zelldichte in




DMEM unter Zusatz von 10% selektierten FKS kultiviert. Nach 2 bis 3 Tagen werden nicht
adharente Zellen ausgewaschen, warend die Plastik-adharenten Zellen Uber 14 Tage
hinweg in der Primarkultur expandiert werden kénnen. Annahernd konfluente Kulturen
werden trypsiniert, neu ausgesiedelt und in weiteren Passagen expandiert. Auf diese Art
und Weise kdnnen MSZ nach Caplan et al. bis zu Uber 40 mal passagiert werden ohne
die Multipotenz entlang der mesenchymalen Linie zu verlieren, obwohl ihre
Wachstumsrate reduziert ist.

Die Studie physiologischer Signale im Hinblick auf die effiziente Expansion in Kultur wird

dabei jedoch durch den Zusatz von FKS zum Kulturmedium limitiert.

2.4. Eigenschaften von mesenchymalen Stammzellen

Adulte Stammzellen nach Caplan, Prockop, Simmons und Verfaillie et al. werden als
Zellen mit Multipotenz beschrieben, da sie die Fahigkeit besitzen, sich unter geeigneten
Bedingungen entlang verschiedener Zell- und Gewebelinien zu differenzieren.

So koénnen aus postnatalem Knochenmark isolierte MSZ unter entsprechenden
Kultivierungsbedingungen eine Reihe mesodermaler, ektodermaler und endodermaler
Gewebetypen, einschlielllich Knochen (Friedenstein et al., 1987; Owen, 1988; Beresford,
1989; Caplan 1991; Haynesworth et al., 1992b, 1997; Jaiswal et al., 1997; Pittenger et al.,
1999), Knorpel (Lennon et al., 1996; Johnstone et al., 1998; Mackay et al., 1998; Pittenger
et al., 1999), Sehnen und stromalem Bindegewebe (Young et al., 1998; Majumdar et al.,
2000), Skeletmuskeln (Saito et al., 1995; Wakitani et al.,, 1995; Ferrari et al., 1998),
Herzmuskeln (Makino et al.,, 1999; Fukuda, 2001), Fett (Dennis und Caplan, 1996;
Pittenger et al., 1999), neuronalem Gewebe (Azizi et al.,, 1998; Kopen et al., 1999),
Nerven (Woodbury et al., 2000), mesangialem Gewebe (lto et al., 2001) Epithel von
Leber, Lunge und Darm (Jiang et al., 2002, Reyes et al., 2002) und Endothel (Oswald et

al., 2004) annehmen.

Obwohl MSZ das gesamte Leben Uber im Koérper nachgewiesen werden konnen, nimmt
ihre Anzahl mit dem Alter des Untersuchten ab und ist abhangig vom Ort der Entnahme
und dem Stadium einer systemischen Erkrankung (Majors et al., 1997). Adulte, humane
MSZ nach Prockop et al. zeigen eine Verdopplungszeit von 33 Stunden und weniger und
ein grofRes Expansionspotential, wobei Untersuchungen des Zellzyklus aufzeigen, dass
sich 20% der Zellen in einem Ruhezustand befinden (Colter et al., 2000). Trotz der
grollen Expansionsraten von Langzeitkulturen haben MSZ eine endliche
Teilungsfahigkeit, ein fur Stammzellen eher uncharakteristisches Verhalten. Bruder et al.

(1997) beobachteten an MSZ nach Caplan et al. durchschnittlich 38 Verdopplungen der




Zellpopulation, bevor ein Alterungsproze3 bzw. ein verlangsamtes Wachstums- und
Teilungsverhalten eintritt. Allein die MAPC von Verfaillie zeigen nach mehr als 120
Verdopplungen der Zellpopulation noch keine Zeichen der Zellalterung mit reduzierter
Teilungsfahigkeit oder Verlust der Differenzierbarkeit (Jiang et al., 2002).

Das Altern der Zellen kann bei der Kultivierung in vitro durch eine spezielle
Oberflachenbehandlung der Kulturplatten oder Kulturflaschen hinausgezdgert werden
(Matsubara et al., 2004). Die Lebensspanne der MSZ kann weiterhin mit Hilfe retroviraler
Transduktion mit dem humanen Telomerase- Gen auf mehr als 260 Verdopplungen der
Zellpopulation ausgebaut werden (Simonsen et al., 2002).

Werden die aus dem Knochenmark isolierten MSZ mit einer sehr geringen Dichte von
1 — 10 Zellen / cm? ausgesiedelt, ist die Entstehung von Zellklonen, die aus einer Zelle
hervorgehen, zu beobachten (Kuznetsov et al., 1997; Reyes et al., 2001; Colter et al.,
2000, 2001). Diese Kolonien sind morphologisch heterogen. Sie setzen sich zusammen
aus kurzeren, sich schnell teilenden, und langeren, sich langsamer teilenden Zellen.
Dabei ist ein Uberwiegen der kiirzeren Zellen mit der hoheren Teilungs— und
Differenzierungskapazitat bei niedriger Zelldichte und ein Uberwiegen der langen, mehr
ausgereiften und langsamer proliferierenden Zellen bei hoher Zelldichte zu beobachten
(DiGirolamo et al., 1999; Colter et al., 2000, 2001; Sekiya et al., 2002). MSZ nach
Prockop et al. zeigen in Kultur meistens einen Wachstumsverlauf, der mit einer lag—
Phase beginnt, gefolgt von einer Phase mit rapidem, exponentiellem Wachstum und einer
Zellverdopplungszeit von weniger als 10 Stunden. Das Wachstum endet in einer
stationdren Phase, in der die Proliferationsrate gegen Null geht (Bruder et al., 1997;
Sekiya et al., 2002). Dieses Wachstumsverhalten kann durch den Nachweis der
zyklischen Expression der Protoonkogene Dickkopf-1 (Dkk-1) und Wnt5a, welche die
Zellteilung- und Differenzierung beeinflussen, erklart werden. Dabei wirkt Dkk—1
inhibitorisch auf Wntba. Das wahrend der frihen log—Phase, d.h. wahrend des
exponentiellen Wachstums, durch die MSZ synthetisierte und sezernierte Dkk—1 ist in der
stationaren Phase kaum noch nachweisbar. Im Gegensatz dazu ist Wnt5a in der log—
Phase nicht nachweisbar, wird jedoch in der stationaren Phase exprimiert.
Méglicherweise unterstiitzt Dkk-1 die Expansion der kurzen, teilungsfreudigen MSZ
(Gregory et al., 2003; Prockop et al., 2003).

Weiterhin besitzen undifferenzierte MSZ die Fahigkeit, die Hamatopoese zu unterstiitzen
und das Milieu zu regulieren (Haynesworth et al., 1996; Koc et al., 2000). lhnen wird
aullerdem eine Immunmodulation und -suppression zugeschrieben (Frassoni et al., 2002;
Le Blanc et al., 2003, 2004), weshalb sie in der allogenen Stammzellentransplantation zur

Verhinderung und Behandlung der Spender-gegen-Wirt-Reaktion eingesetzt werden.




2.5. Charakterisierung von mesenchymalen Stammzellen

Die Charakterisierung der MSZ hinsichtlich ihrer Oberflachenmolekile, Zytokinsekretion
und sezernierten Extrazellularmatrix ist in der Literatur heterogen beschrieben. Das
Oberflachenantigen CD34, welches hamatopoetische Stammzellen kennzeichnet, ist auf
frisch isolierten MSZ zum Teil nachweisbar und geht bei der Kultivierung in vitro verloren
(Waller et al., 1995). Das urspringliche Vorhandensein zeigt, dass es moglicherweise
einen gemeinsamen Vorlaufer flr beide Populationen gibt. Unterschieden werden sie
durch das Antigen CD50, welches nur auf MSZ nachgewiesen werden kann (Waller et al.,
1995; Pittenger et al., 1999).

Eine weitere Moglichkeit der Charakterisierung der MSZ nach Simmons ist die positive
Immunselektion durch den monoklonalen Antikoérper (AK) Stro-1 (Simmons und Torok-
Storb, 1991; Simmons et al., 1994). Die so identifizierten MSZ zeigen ebenfalls die
Fahigkeit der Differenzierung in Stromazellen, Gefalmuskelzellen, Adipozyten,
Osteoblasten und Chondrozyten (Dennis et al., 2002). Die monoklonalen AK SH2, SH3
und SH4 identifizieren verschiedene, spezifische Antigene auf der Zelloberflache von
MSZ nach Caplan et al., die auf Osteozyten und Osteoblasten nicht mehr nachweisbar
sind (Haynesworth et al., 1992a). Das SH2 bindende Antigen ist spater als Endoglin
(CD105), dem Rezeptor fir TGF-B3, identifiziert worden, welcher eine grofl3e Rolle bei der
Induktion der chondrogenen Differenzierung von MSZ spielt (Barry et al., 1999). SH3 und
SH4 wurden als verschiedene Epitope des Oberflachenantigens CD73 erkannt, dessen
Rolle bei der Differenzierung der MSZ noch diskutiert wird (Barry et al., 2001).

Des Weiteren sind undifferenzierte MSZ auch Uber die Expression des Granulozyten-
Kolonie stimulierenden Faktors (G-CSF), des Stammzell-Faktors (SCF), des
Makrophagen-stimulierenden Faktors (MSF) der Interleukine 6 und 11 und durch ein

cDNA-Array identifizierbar.

2.6. Osteogene Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen

Die molekularen Mechanismen der Differenzierung und die Regulation durch
Wachstumsfaktoren sind nach wie vor Objekt intensiver Forschung. Die osteogene
Induktion ist hierbei in vitro am besten erforscht. MSZ, die in Kultur optimalen
Konzentrationen von Dexamethason, Ascorbinsaure und B-Glycerophosphat ausgesetzt
sind, nehmen eine kuboide Morphe an, zeigen eine erhéhte Enzymaktivitat fir Alkalische
Phosphatase, exponieren osteoblastische Oberflachenantigene, verandern als Antwort
auf 1,25-(OH), D; (biologisch aktive Form des Vitamins D3) und Dexamethason die

Synthese der Osteocalcin mRNA und lagern extrazellular mineralisiertes Hydroxylapatit




ab, ein Charakteristikum von Osteoblasten und terminal differenzierten Osteozyten
(Beresford et al., 1994; Cheng et al., 1994; Rickard et al., 1996; Jaiswal et al., 1997).
Dexamethason foérdert vor allem die Proliferation und unterstiitzt die Differenzierung
(Bellows et al., 1990). Ascorbinsdure ist unter anderem fir den Aktivitdtsanstieg der
Alkalischen Phosphatase verantwortlich und unterstitzt die Produktion von Osteocalcin,
einem Protein der Knochenmatrix, das Hydroxylapatit bindet (Liu et al., 1999).
Organisches und freies Phosphat spielen eine Rolle bei der Mineralisation und Modulation
der Osteoblastenaktivitat und beeinflussen die Produktion des osteogenen Schllisselgens
Cbfa1 (Core Binding Factor alpha 1) (Tenenbaum et al., 1992; Beck et al., 2000).

Die multipotenten, potentiell hochproliferativen MSZ entwickeln sich unter diesen
Bedingungen schrittweise Uber Osteoprogenitorzellen und Pra-Osteoblasten zu Osteoid
produzierenden Osteoblasten, die in die verkalkende Interzellularsubstanz
eingeschlossen sind. Die im letzten Schritt der Entwicklungskaskade entstandenen
Osteozyten sind nicht mehr teilungsfahig. Sie dienen der Regulation des Calcium- und
Phosphatspiegels und steuern die Aktivitdt der Knochen um- und abbauenden
Osteoklasten.

Progenitorzellen werden funktionell definiert als Zellen, die in eine oder mehrere Linien
differenzierbar sind und eine eingeschrankte Selbstteilungskapazitat aufweisen (Long,
2001). In vitro entsprechen diese Vorlauferzellen beispielsweise den CFU-F (Friedenstein
et al., 1966), einer fibroblastenartigen Zellpopulation mit deutlichem osteogenen Potential
(Owen et al., 1987). Die Zahl der humanen Osteoprogenitorzellen nimmt mit dem Alter
und dem Vorliegen einer Osteoporose ab (D’lppolito et al., 1999; Nishida et al., 1999).
Pra-Osteoblasten reprasentieren das Ubergangsstadium zwischen den stark proliferativen
Osteoprogenitorzellen und den ausgereiften Osteocyten. Sie nehmen die angrenzende
Lokalisation zum aktiven Osteoblasten ein und werden hauptsachlich nach
morphologischen Kriterien definiert (Dunlop und Hall, 1995). Typische Proteine der
Knochenzellen (Markerproteine), wie die Alkalische Phosphatase, Osteonectin (Bianco et
al., 1988) Osteocalcin, Osteopontin und Bone Sialoprotein (BSP) werden nur in sehr
geringem Umfang exprimiert (Butler, 1989; Chen et al., 1991; Gronthos et al., 1999).
Wahrend der osteogenen Differenzierung von MSZ verandert sich die Anwesenheit von
Oberflachenmolekilen und extrazellularen Matrixmolekdilen.

So sind die Antikérper SH-2, SH-3 und SH-4 auf den Osteoprogenitorzellen nachweisbar,
fehlen aber auf den Osteoblasten (Haynesworth et al., 1992a).

Einen Uberblick (ber die Differenzierungsschritte und die jeweils nachweisbaren

Markerproteine gibt Tabelle 1.




Tabelle 1: Nachweis von Oberflachenmarkern auf den Zellen der verschiedenen

Stufen der osteogenen Differenzierung (MSZ bis Osteocyt)

Marker- | \,o7| Osteo- Pra- | osteoblast Osteozyt Referenz
proteine progenitor | osteoblast
Haynesworth et al.,
SH-2 X 19924
Haynesworth et al.,
SH-3 X 1992a
Haynesworth et al.,
SH-4 X 19922
SB-10 X X Bruder et al., 1997
Simmons und Torok-
STRO-T | x X X X Storb, 1991
Bruder und Caplan,
AP X X 1990
Osteonectin X X Bianco et al., 1988
Osteopontin X X X Mark et al., 1987
Osteocalcin x x Bronckers et al.,
1987
BSP X X Chen et al., 1991

2.7. Beeinflussung mesenchymaler Stammzellen durch osteogene

Wachstumsfaktoren

Die  Regenerierung von Knochengewebe im Rahmen des natirlichen
Knochenwachstums, Knochenumbaus oder der Frakturheilung wird durch eine Vielzahl
von Wachstumsfaktoren unterstiitzt, die sich zum Grofiteil in der Knochenmatrix befinden,
aber auch von aktivierten Makrophagen sezerniert werden. Mit groRer Wahrscheinlichkeit
sind eine Vielzahl dieser Faktoren auch in fétalem Kalberserum und humanem Serum
enthalten. Die Beeinflussung der osteogenen Differenzierung, mit dem Ziel der Bildung
von Extrazellularmatrix durch Wachstumsfaktoren, ist auch in vitro beschrieben. Zu den
wichtigsten Faktoren zahlen der Platelet-Derived Growth Factor (PDGF), der basic
Fibroblast Growth Factor (bFGF), der Transforming Growth Factor-beta (TGF-§), der
Insuline-like Growth Factor-l (IGF-I; Somatomedine C) und die Bone Morphogenic
Proteins (BMP)-2, 6, 7. Die Stimulation der Zellaktivitat in der Go-Gs-Phase und die damit
verbundene Steigerung der Proliferationsrate wird durch PDGF (Antoniades und Owen,
1982; Ross et al.,, 1986), bFGF (Tsuda et al., 1985; Gospodarowicz et al., 1986;
Bianchi et al., 2003; Zeng et al., 2003), TGF-B (Fromigué et al., 1998; Kassem et al.,
2000), BMP-2 (Lecanda et al., 1997; Fromigué et al., 1998) und BMP-7 (Asahina et al.,
1993; Sampath et al.,, 1993) vermittelt. Insbesondere das bFGF wird zur forcierten
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Expansion von MSZ genutzt.

Jedoch wird nicht nur das Zellwachstum begunstigt, auch ein Anstieg der Enzymaktivitat
der Alkalischen Phosphatase ist unter der Gabe von bFGF (Walsh et al., 2000), TGF-
(Kassem et al., 2000), IGF-1 (Schmid et al., 1984), und den BMP’s (Li et al., 1996; Yeh et
al., 2002 ; Cheng et al., 2003) zu beobachten.

Unter dem EinfluR der BMP’s ist zusatzlich eine erhdhte Expressionsrate von
Markerproteinen wie Osteocalcin, Osteopontin und Bone Sialoprotein (BSP) zu
verzeichnen (Li et al., 1996; Lecanda et al., 1997; Yeh et al., 2002; Cheng et al., 2003).
Die osteogene Differenzierung, d.h. die Bildung der Extrazellularmatrix in Form von
Proteoglycanen und deren Mineralisierung, wird in Anwesenheit der folgenden
Wachstumsfaktoren in unterschiedlich ausgepragter Intensitat unterstitzt: PDGF
(Antoniades und Owen, 1982; Heldin et al., 1988), bFGF (Gospodarowicz et al., 1986;
Chaudhary et al., 2004), TGF-B (Globus et al., 1988; Robey et al., 1987 ; Makower et al.,
1988 ;Fromigué et al., 1998; Kassem et al., 2000), IGF-1 (Schmid et al., 1984;
Makower et al., 1988) und der BMP’s (Asahina et al., 1993; Sampath et al., 1993; Rickard
et al., 1994 ; Lecanda et al., 1997; Puleo, 1997; Fromigué et al., 1998; Yeh et al., 2002 ;
Chen et al, 2001; Cheng et al., 2003;).

Zwischen einem Teil der beschriebenen Wachstumsfaktoren gibt es neben der
Beeinflussung der Zellkultur eine Art Wechselspiel, was zu einer gegenseitigen
Wirkungsverstarkung bzw. Wirkungsabschwachung fuhrt (Piche und Graves, 1989) oder
die Synthese eines anderen Faktors stimuliert (Loef et al., 1986; Zeng et al., 2003).

2.8. Therapeutische Verwendung von mesenchymalen Stammzellen

Vor allem innerhalb der letzten 5 bis 8 Jahre wurde der therapeutische Nutzen
mesenchymaler Stammzellen intensiv. am Tier untersucht. Dabei entstanden
insbesondere an Kaninchen, Maus und Ratte Kleintiermodelle, an Hand derer die
Vielfaltigkeit der moglichen therapeutischen Verwendung deutlich wurde (Zander et al.,
2002).

Grolitiermodelle an Hund, Schaf und Schwein waren wichtige Vorreiter des klinischen
Einsatzes am Menschen. So wiesen Bruder et al. (1998) z.B. nach, dass unter
Verwendung pordser Matrices aus Hydroxylapatit und B-Tricalciumphosphat, die mit
autologen MSZ beladen werden, bei Defekten an langen Ro&hrenknochen von
ausgewachsenen Hunden signifikant mehr Geflecht- und Lamellenknochen gebildet wird
als bei unbeladenen Matrices. Eine starkere Kallusbildung durch den Einsatz der Zell-

Matrix-Verbindung konnte auch bei Schafen beobachtet werden (Kon et al., 2000).
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Basierend auf der Moglichkeit, MSZ kardiomyogen zu differenzieren (Makino et al., 1999;
Fukuda , 2001), wurde ein Modell am Schwein entwickelt, welches zeigt, dass die Gabe
von autologen MSZ die Behandlung eines Infarktes positiv unterstutzt (Shake et al.,
2002).

Organersatz - Knochen

Die Neubildung von Knochen stellt einen gro3en Bereich fur das Tissue Engineering mit
adulten Stammzellen dar.

Die Nutzung natirlicher und synthetischer Materialien (Matrices) als dreidimensionale
Trager der MSZ ist Hoffnungstrager fir die therapeutische Verwendung vor allem im
orthopadischen sowie mund- und kieferchirurgischen Einsatz im Rahmen der
Kochenneubildung. Aktuelle in vitro Studien weisen eine weitere Verbesserung der
Adharenz, Proliferation und osteogenen Differenzierung der mit MSZ beladenen Matrices
nach (EI-Amin et al., 2002).

Die Transplantation von MSZ zur Reparatur grofler Knochendefekte beim Menschen ist
bisher noch nicht publiziert. Derzeit befinden sich jedoch klinische Studien von Osiris
Therapeutics in der Phase | bis Il der Erprobung.

Schmelzeisen et al. zeigten an 2 Patienten die erfolgreiche Transplantation von in vitro
expandierten, autologen Periostzellen bei der Sinusboden-Augmentation. Die
Periostzellen wurden dafur in autologem Serum kultiviert und in eine Matrix aus Ethysorb
eingebettet (Schmelzeisen et al., 2003). Hier zeigte sich dhnlich wie bei Hund und Schaf

eine rasche Neubildung von Knochensubstanz.

Organersatz - Knorpel

Viele Menschen leiden unter degenerativ bedingten Gelenkschmerzen, die oft zu einer
Einschrankung der Bewegungsfahigkeit fihren. Die Madoglichkeit der Reparatur von
Knorpelschaden, hervorgerufen durch Entziindung, Verletzung oder Degeneration, mit
Hilfe von MSZ ist deshalb von gro3em Interesse. Die chondrogene Differenzierung von
MSZ ist von einer Vielzahl von Faktoren, einschlieBlich der Parameter Zelldichte,
Zelladhasion und Zusatz von Wachstumsfaktoren, abhangig (Johnstone et al., 1998). Die
auf die Einbringung von MSZ basierende Reparatur von Gelenkknorpeldefekten unter
Verwendung natlrlicher und synthetischer Tragermaterialien ist am Tier bereits
beschrieben (Wakitani et al., 1994; Caplan et al., 1997). Die Transplantation in vitro
expandierter, autologer Chondrozyten zeigt gute Ergebnisse (Konig et al., 2003). Solch
eine Operation ist verbunden mit der Entstehung eines Defektes in gesundem Knorpel.

Auch hier wird der Einsatz autologer MSZ bereits untersucht.
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Immunsuppression

Die Beobachtung, dass adulte humane MSZ die Proliferation von T-Lymphozyten und die
zellvermittelte Lympholyse cytotoxischer Lymphozyten hemmen (Di Nicola et al., 2002)
und somit immunsuppressive Eigenschaften haben (Bartholomew et al., 2002; Krampera
et al.,, 2003; Le Blanc et al.,, 2003), spielt vor allem im Bereich der allogenen
Knochenmarktransplantation eine wichtige Rolle. So kann z.B. die gleichzeitige
Verabreichung von MSZ bei der Transplantation hadmatopoetischer Stammzellen eine
Spender—gegen—Wirt-Reaktion abschwachen oder teilweise verhindern (Frassoni et al.,
2002). Le Blanc et al. (2004) zeigten in einer Einzelfallbeschreibung, dass eine
therapierefraktare Spender-gegen-Wirt-Reaktion Grad |V nach einer haploidenten
Stammzell-Transplantation durch die nachfolgende i.v. Gabe von MSZ geheilt werden

konnte.

Gentherapie
Das Einbringen retroviraler Vektoren in MSZ, mit dem Ziel, die Bildung bestimmter

Substanzen zu initileren, macht den Einsatz im Bereich der Gentherapie mdglich.

Bei der Osteogenesis imperfecta, einer Erbkrankheit, bei der es auf Grund der Bildung
eines fehlerhaften Kollagen Typ-1 durch die Osteoblasten zu multiplen Frakturen und
schweren Skeleletdeformitdten kommt, ist die Transplantation von MSZ Kkurzfristig
erfolgreich. In klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass nach der Transplantation
eine Zunahme der Knochendichte, ein Anstieg der Wachstumsgeschwindigkeit und ein
Ruckgang der Frakturhaufigkeit zu beobachten ist (Horwitz et al., 1999; 2001).

Die Infusion von MSZ fihrt bei Patienten mit metachromatischer Leukodystrophie zur
signifikanten Besserung der Nervenleitgeschwindigkeit und bei Patienten mit der Hurler-
Pfaundler-Krankheit zu einer langsam zunehmenden Knochendichte (Koc et al., 2002).
Die Produktion therapeutischer Spiegel an Faktor VIl nach der i.v. Gabe von MSZ, die mit
einem retroviralen Vektor flr Faktor VIII beladen waren, wurde bereits im Kleintiermodell
demonstriert und ist ein Hoffnungstrager in der Gentherapie der Hamophilie A (Chuah et
al., 2000).

Im Bereich des Tissue Engineering ist der Einsatz humaner, adulter Stammzellen ein
Schwerpunkt in der Forschung, der immer mehr an Bedeutung gewinnt. Das grolle
Spektrum der Einsetzbarkeit von MSZ in der Klinik erfordert ein Vorankommen im
Verstehen des Wachstums- und Differenzierungsverhaltens dieser multipotenten Zellen.
So konnten Prockop et al. erst kirzlich zeigen, dass die Gewebe- und Zellreparatur mit
MSZ nicht nur auf dem Herstellen eines Milieus, das die Regeneration der endogenen
Zellen unterstitzt oder auf der Transdifferenzierung beruht, wie bisher angenommen,

sondern dass in seltenen Fallen auch eine Zellfusion mdglich ist (Prockop et al., 2003).
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Mit dem Zugewinn an Erkenntnissen wird die klinische Verwendung von MSZ in Zukunft

wahrscheinlich noch vielfaltiger.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Untersuchungsmaterial

Die zur Durchfiihrung dieser Arbeit benétigten Untersuchungsmaterialien Knochenmark
und vendses Blut (zur Herstellung autologen Serums) stammten von gesunden,
freiwilligen Spendern des Knochenmarktransplantationszentrums der Universitatsklinik
Hamburg-Eppendorf. Dieses Material wurde nach vorheriger Aufklarung und nur mit der
schriftlichen Einwilligung der Spender verwendet. Die Zustimmung der Ethikkommission

liegt vor.

3.1.2. Zellkulturmedium, Losungsmittel und Chemikalien

Kulturmedium:
- Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) mit 1 g/l Glucose (Gibco, Karlsruhe,
Deutschland)
Zusatze: 1% Penicillin (Gibco, Karlsruhe, Deutschland)
1% Streptomycin (Gibco, Karlsruhe, Deutschland)
1%, 3%, 10% autologes Serum (AS)
10% fotales Kalberserum (FKS) (BioWhittaker, USA, Lot: 1SB 0009)

Dichtegradient:

- Ficoll-Paque™-PLUS (Amersham Pharmacia Biotech AD, Uppsala, Schweden)
Dichte: 1,077 g/ml

Waschmedium / Losungsmittel:

Dulbecco’s phosphate-buffered saline (PBS) (Gibco, Karlsruhe, Deutschland)
Zusatze: 1% Penicillin (Gibco, Karlsruhe, Deutschland)
1% Streptomycin (Gibco, Karlsruhe, Deutschland)
- 0,25 % Trypsin-EDTA (Gibco, Karlsruhe, Deutschland)
- 100% Ethanol (Merck, Deutschland)
- 99% Isopropanol (Sigma, Steinheim, Deutschland)
teilweise verdinnt mit Aqua dest. auf 60%

- Aqua dest. (Baxter, Unterschleifsheim, Deutschland)
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- Bovine Serum Albumin (BSA) (Sigma, Steinheim, Deutschland)
mit PBS (1 mg/ml) in Lésung gebracht

osteogene / adipogene Induktionsubstanzen:

- Dexamethason (Fluka, Buchs, Schweiz)

- L-Ascorbinsaure-2-Phospat (=AsAP, Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

- B-Glyzerophosphat (Sigma, Steinheim, Deutschland)

- 1-Methyl 3-Isobutylxanthin (Sigma, Steinheim, Deutschland)

- Indomethazin (Sigma, Steinheim, Deutschland)

- humanes, rekombinantes Insulin (Hartmann La Roche, Grenzach-Wyhlen,
Deutschland)

Fixierungsmittel:
- 37% Formaldehyd (Merck, Darmstadt, Deutschland)
verdiinnt und gepuffert mit PBS, Endkonzentration: 3,7%

Farbesubstanzen:
- 6% Silbernitrat (Merck, Darmstadt, Deutschland)
- Fettrot—7B (Fluka, Buchs, Schweiz)
Stammldsung: geldst in 99% Isopropanol (500 mg/100 ml)

Gebrauchslosung: mit Aqua dest. auf 60% verdinnte Stammldsung

- Hamalaun (Sigma, Steinheim, Deutschland)

Antikoagulanzien:
- Liguemin N 10.000 (Hartmann La Roche, Grenzach - Wyhlen, Deutschland)

10 000 I.E. wurden aufgenommen in 10 ml NaCL

- Canusal (100 I.E./ml) (CP Pharmaceuticals, Wrexham, GroRbritannien)

Antikorper fur die Flow-Zytometrie:
- CD34, Maus IgG1, PE markiert
- CD59, Maus IgG2a, FITC markiert
- MHC-Klasse |, Maus IgG1, FITC markiert
- MHC-Klasse Il, Maus IgG2a, FITC markiert
(Becton Dickinson — Biosciences / Pharmingen, Heidelberg, Deutschland)
- CD45, Maus IgG1, PE markiert
- CD90, Maus IgG1, FITC markiert
(Beckman Coulter — Biomedical Research, Krefeld, Deutschland)
- CD105, Maus IgG1, FITC markiert (Serotec, Dusseldorf, Deutschland)

16



Plastikmaterial:

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

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

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

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

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

- Serum-Réhrchen (7,5 ml, weiss) - Sarstedt Monovette® (Nimbrecht, Deutschland)

- white top tubes (25 ml) - (Greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland)

3.2. Methoden

3.2.1. Gewinnung von mesenchymalen Stammzellen

Die MSZ wurden aus KM isoliert, das bei 7 Spendern im Rahmen der
Knochenmarkspende  operativ und bei 2 Spendern ambulant  durch
Beckenkammpunktionen gewonnen wurde. Es wurden 5 ml der ersten Spritze verwendet.
Sofort nach der Entnahme wurden dem KM 2000 |.E. Liquemin bzw. 200 |.E. Canusal
zugegeben.

Das frisch gewonnene Material wurde im Verhaltnis 1:1 mit PBS verdinnt und mit Hilfe
des Dichtegradienten Ficoll und durch Zentrifugation bei 2000 rpm fir 20 Min. ohne
Bremse (Minifuge 2, Heraeus Christ, Deutschland) aufgetrennt. Der Gradient, welcher die
Zellen enthalt, wurde mittels Pipette abgesaugt, in DMEM (serumfrei) aufgenommen und
erneut bei 1400 RPM fur 7 Min. zentrifugiert (Hettich Rotanta, Tuttlingen, Deutschland).
Das so entstandene Zellpellett wurde in DMEM (serumfrei) aufgeschwemmt und die
Zellzahl in der Neubauerkammer bestimmt. Vor dem Aussiedeln wurde der
Zellsuspension das entsprechende Serum frisch zugesetzt. Die mononukledren Zellen
befanden sich von der Abnahme des Zellringes nach dem Ficoll bis zu diesem Zeitpunkt
durchschnittlich 10 bis 15 Min. in DMEM ohne den Zusatz von Serum.

3.2.2. Gewinnung von autologem Serum

Das venose Vollblut (38 ml bei 7 Spendern, 172 ml bei 2 Spendern) wurde am Abend vor

der Knochenmarkentnahme abgenommen und ca. 14 Stunden bei 4°C gelagert.

AnschlielRend wurde es bei 3000 rpm fir 5 Min. zentrifugiert (Labofuge 200, Heraeus
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Sepatech, Deutschland). Das gewonnene Serum wurde in Eppendorf Tubes portioniert
und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert, um eine Konzentrationsminderung der
Inhaltsstoffe (Nahrstoffe und Wachstumsfaktoren) zu verhindern und so gleiche
Ausgangsbedingungen fiir jeden Versuch zu gewahrleisten.

Auf eine Hitzeinaktivierung des Serums wurde bewusst verzichtet.

3.2.3. Fotales Kalberserum

Das fotale Kalberserum (500 ml), welches seit dem Kauf bei —80°C lagerte, wurde
schonend bei 4°C uber 12 bis 24 Stunden aufgetaut. Um optimale Bedingungen und
Vergleichbarkeit mit AS herzustellen, wurde es statt in 50 ml Portionen ebenfalls in
Eppendorf Tubes portioniert und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C aufbewahrt.

Bei dem verwendeten FKS handelt es sich um ein FKS, das zuvor bezlglich seiner
Expansions- und Differenzierungskapazitat (adipogen und osteogen) an humanen MSZ

selektioniert und im Labor etabliert wurde.

3.2.4. Zellkulturen in der 24-Loch-Platte

Alle Zellkulturen wurden im Brutschrank (Heraeus, Hanau, Deutschland) bei 37°C, 5 vol%
CO, und einer Luftfeuchtigkeit von mindestens 95% auf 24-Loch-Platten inkubiert. Die
Oberflache der 24-Loch-Platten, mit einer Flache von 1,7 cm? pro Vertiefung (VT) ist fiir
die adharente Zellkultur vorbehandelt.

Die plastikadharenten MSZ wurden mit dem oben beschriebenen DMEM, welches bei 4°C
gelagert wurde, unter Zugabe von 1%, 3% und 10% AS bzw. 10% FKS gewonnen,
expandiert und differenziert. In der Regel wurde das Medium wahrend der gesamten
Kultivierungszeit (Primarkultur bis Passage 2) alle 3 Tage ausgetauscht. AS und FKS
wurden jeweils vor dem Zusetzen frisch aufgetaut.

Die Verteilung der einzelnen Bedingungen auf den 24-Loch-Platten ist in Abbildung 1a
dargestellt (siehe Anhang).

In der Primarkultur (PK) wurden 650.000 Zellen je VT mit 400 pl Kulturmedium
ausgesiedelt. Dies entspricht der herkdbmmlichen Aussiedlungsdichte von 10 Mio. Zellen
in einer Kulturflasche mit einer Flache von 25 cm? in 5 ml Medium. Pro Fragestellung

wurden 15 Vertiefungen bearbeitet.

An Kulturtag (KT) 3 der PK fand der erste Medienwechsel statt. Die Platten wurden zuvor

3 mal leicht geschwenkt, so dass sich die am Boden abgesetzten Rundzellen |6sten und
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so beim Wechsel des gesamten Kulturmediums fast vollstandig entfernt werden konnten.
Mit dem Austausch des Mediums war auch ein Entfernen aller bis zu diesem Zeitpunkt
noch nicht adharenten MSZ verbunden, weshalb die ersten 3 KT als Isolationsphase

betrachtet werden konnen.

Am KT 9 der PK wurde das Kulturmedium nach dem Bestimmen der Zellzahl entnommen
und getrennt nach dem jeweiligen Serumzusatz gesammelt. Anschlieliend wurden die
Zellkulturen mit PBS gewaschen, fir 2 Min. mit 0,25% Trypsin-EDTA inkubiert und in
Suspension gebracht. Die Trypsinreaktion wurde durch den Zusatz des jeweiligen
Kulturmediums gestoppt. Die pro Fragestellung (15 VT) erhaltenen Zellsuspensionen
wurden gepoolt, gewaschen und als Passage 1 (P1) mit je 15 VT pro Fragestellung auf
neuen 24-Loch-Platten ausgesiedelt. Da die Zellzahl sehr gering war (max. 90000 Zellen
pro Bedingung), wurde ein Auszahlen in der Neubauerkammer fiir nicht sinnvoll erachtet.
Aus diesem Grund wurde die Zahl der neu ausgesiedelten Zellen anhand des
Konfluenzgrades von je 12 ausgezahlten Gesichtsfeldern Uber alle 15 VT geschatzt. Um
gleiche Ausgangsbedingungen flir P1 zu schaffen, wurden an KT 0 jeweils ca.

20 Zellen / cm? ausgesiedelt (Konfluenzgrad von ca. 0,5 %).

Am KT 7 von P1 erfolgte nach der Bestimmung der Zellzahl ein erneutes Trypsinieren.
Die erhaltenen Zellsuspensionen wurden ebenfalls gepoolt, gewaschen und als Passage
2 (P2) mit je 6 VT pro Fragestellung fir die osteogene und adipogene Differenzierung auf
neuen 24-Loch-Platten ausgesiedelt.

Die Differenzierung erfolgte dabei jeweils in 4 VT pro Fragestellung, weitere 2 VT dienten
als Kontrolle. Die Verteilung der einzelnen Bedingungen auf den 24-Loch-Platten ist in
Abbildung 1b dargestellt (siehe Anhang).

Auch hier wurde die Zahl der neu ausgesiedelten Zellen anhand des Konfluenzgrades von
je 12 ausgezahlten Gesichtsfeldern Uber alle 15 VT geschatzt. Fir die osteogene
Differenzierung wurde an KT 0 mit einem Konfluenzgrad von ca. 1% und fur die
adipogene Differenzierung mit einem Konfluenzgrad von ca. 40% bis 50% neu
ausgesiedelt.

Um die osteogenen und adipogenen Assays moglichst zeitnah (KT 21) durchfiihren zu
konnen, mussten fir die adipogene Differenzierung in P2 deutlich mehr Zellen
ausgesiedelt werden, da die erste Inkubation mit den Induktionsmedien erst 3 bis 5 Tage
nach Konfluenz erfolgen sollte. Der osteogene Assay erfordert keine Konfluenz, so dass
zur Vermeidung des vorzeitigen Ablésens der konfluenten Monolayer (Beobachtung bei

den Pilotversuchen) mit einer niedrigen Zelldichte ausgesiedelt wurde.
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3.2.5. Quantifizierung der Zellzahl

Die Quantifizierung der Zellzahl erfolgte bei den 24-Loch-Platten durch das manuelle
Auszahlen von 12 sich nicht Uberlappenden Gesichtsfeldern (GF) pro VT (siehe Abb. 2 im
Anhang) an einem Invers—Durchlicht-Mikroskop (Televal 31, Zeiss, Jena, Deutschland)
bei 100 facher Vergroferung. Die GF wurden dabei zentral in die VT gelegt, da am Rand
jeder Vertiefung durch Lichtbrechungseffekte einige Bereiche nur unscharf zu sehen
waren. Im linken Okular des Mikroskopes befand sich eine Okular-Format-Platte, die dem
Justieren eines Bildausschnittes einer ansetzbaren Kamera dient. Diese Vorlage hatte die
Form eines Rechteckes, welches sich bei einer 100 fachen Vergrofierung mit einer Grolie
von 0,3 cm x 0,175 cm in der Vertiefung abbildete. Dementsprechend haben die
ausgezahlten 12 GF eine Flache von 0,6 cm?.

Es wurde darauf geachtet, dass sich die Kulturplatten wahrend der Zellzahlung nicht
langer als 5 Min. aufRerhalb des Brutschrankes befanden.

Die Zellzahl wurde an den KT 3, 6 und 9 in PK, an den KT 4 und 7 in P1 und an den KT 3,
7, 11, 15, 18 und 21 in P2 der osteogenen Differenzierung bestimmt. Eine zuséatzliche
Zellzahlung erfolgte bei 3 der 9 Spender an allen KT sowohl in PK als auch in P1. Die
Bestimmung der Zellzahl an KT 3 in PK ist dabei ein wichtiges Mal} fur die Zellgewinnung
in der Isolationsphase.

Da wahrend der Expansion ein reines Auszahlen der Zellen nicht mehr maéglich war,
wurde durch Bestimmen des Konfluenzgrades auf die Zellzahl geschlossen. Dafiir wurde
vor jeder Zahlung fir jede getestete Bedingung und bei jedem Spender durch reines
Auszahlen ermittelt, wie viele Zellen einem Konfluenzgrad von 10% entsprechen.

Die Zellen zeigten unter den verschiedenen Bedingungen leicht voneinander
abweichende Zellgréfien und Zellmorphe. So entsprechen einem Konfluenzgrad von 10%
an KT 9 in PK z.B. bei 1% AS 23 Zellen, bei 3% AS 20 Zellen bei 10% AS 18 Zellen und
bei 10% FKS 20 Zellen. Der Konfluenzgrad wurde anschlief’end geschatzt. Anhand dieser
Festlegung kann von jedem Konfluenzgrad auf die Zellzahl geschlossen werden. Wenn
20 Zellen einem Konfluenzgrad von 10% entsprechen, entsprechen demzufolge 140

Zellen einem Konfluenzgrad von 70%.

3.2.6. Osteogene Differenzierung

Die osteogene Differenzierung (Jaiswal 1997, modifiziert) erfolgte an den Zellkulturen der
2. Passage mit 4 VT pro Fragestellung, beginnend mit dem Tag der Aussaat.
Die osteogenen Induktionssubstanzen wurden mit einer Prazisionswaage (Mettler,

Deutschland) eingewogen, unter Verwendung von PBS in Lésung gebracht und vor dem
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Aliquotieren mit einem 0,22 um Filter (Merck, Bruchsal Deutschland) steril filtriert. Die
Stammlésungen wurden bei -20°C gelagert und zum Medienwechsel frisch aufgetaut. Die
Endkonzentration im Medium (osteogenes Induktionsmedium) wurde durch eine
Verdunnung der Stammlésungen im Verhaltnis von 1:100 erreicht. Die Konzentration der
Stammlésungen und der osteogenen Induktionsmedien sind in Tabelle 2
zusammengefasst.

Die Induktionssubstanzen Ascorbinsdure und Dexamethason wurden dem DMEM unter
Zusatz von AS bzw. FKS ab dem Tag der Aussaat und die Induktionssubstanz

B-Glyzerophosphat ab KT 9 hinzugefiigt.

Tabelle 2: Konzentration der osteogenen Stammldsungen und Endkonzentration der

Induktionssubstanzen im osteogenen Induktionsmedium

Induktionssubstanz Konzentration Endkonzentration
der Stammlésung im Medium
Dexamethason 10 uM 0,1 uM
L-Ascorbinsaure-2-Phospat 5mM 0,05 mM
B-Glyzerophosphat 300 mM 3 mM

3.2.6.1. von Kossa Assay

Zum Nachweis extrazellularer, kalziumhaltiger Matrixmolekile wurde an KT 21 (P2) der
von Kossa Assay (in: Bock, 1989) durchgefiihrt. Mit diesem Assay erfolgt der indirekte
Nachweis einer osteogenen Differenzierung.

Nach Entfernen des Mediums und 2 Waschgangen mit PBS wurden die Zellen mit 3,7%
Formaldehyd, welches mit PBS gepuffert war, fir 10 Min. inkubiert und fixiert. Das
Fixierungsmittel wurde einmal mit PBS und anschlieBend zweimal mit Aqua dest.
ausgewaschen, da PBS in Verbindung mit Silbernitrat ausflockt. Die Farbung erfolgte mit
6% Silbernitratldsung, unter Einwirkung von energiereichem UV-Licht mit einer
Wellenlange von 254 nm fir 20 Min..

Die Beurteilung erfolgte unter Zuhilfenahme einer makroskopischen und einer
mikroskopischen Skalierung. Fur die mikroskopische Einschatzung wurden je 12 sich
nicht Uberlappende GF pro VT uber 4 VT ausgewertet und der daraus resultierende

Median als Endwert ermittelt.
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3.2.6.2. von Kossa Assay — Skalen

Fur die Erstellung der Skalen wurden digitale Aufnahmen (Coolpix 885, Nikon, Japan) der
von Kossa-Assays verwendet und das Ausmald der Anfarbung der Extrazellularmatrix als
numerischer Wert ausgedriickt. Die makroskopische Skala wurde in 6, die mikroskopische
Skala in 11 Abstufungen unterteilt, jeweils mit der Stufe 0 (Kontrolle) beginnend. Die
Skalen sind im Anhang einsehbar (siehe Abb. 19 und 20).

3.2.7. Adipogene Differenzierung

Die adipogene Differenzierung (Dennis, 1999; Pittenger et al., 1999, modifiziert) erfolgte
an Zellkulturen der 2. Passage mit 4 VT pro Fragestellung, beginnend 3 bis 5 Tage nach
Konfluenz.

Die adipogenen Induktionssubstanzen wurden mit einer Prazisionswaage (Mettler,
Deutschland) eingewogen und Methylisobutylxanthin und Indomethazin unter
Verwendung von 100% Ethanol in Lésung gebracht. Dexamethason konnte in PBS und
Insulin in Aqua dest. geldst werden.

Vor dem Aliquotieren wurden die Stammldsungen, Insulin ausgenommen, mit einem
0,22 um Filter steril filtriert, bei —20°C gelagert und zum Medienwechsel jeweils frisch
aufgetaut.

Die Endkonzentration im Medium (adipogenes Induktionsmedium) wurde durch eine
Verdiinnung der Stammldsungen im Verhaltnis von 1:100 erreicht. Dem in L&ésung
befindlichen Insulin wurde zuvor in PBS geldstes und steril filtriertes BSA, mit einer
Konzentration von 1mg / ml, in einer Verdinnung von 1:10 zugesetzt. Die Konzentration
der Stammlésungen und der adipogenen Induktionsmedien sind in Tabelle 3
zusammengefasst.

Es wird zwischen adipogenem Induktionsmedium (AIM), welches sich aus
Dexamethason, Methylisobutylxanthin, Indomethazin und Insulin zusammensetzt und
adipogenem Erhaltungsmedium (AMM), das nur aus Insulin besteht, unterschieden.
Aufeinander folgend wurden die Zellkulturen fur jeweils 2 bis 3 Tage mit AIM und AMM
inkubiert. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt.

Die entsprechenden Substanzen wurden dem DMEM mit AS bzw. FKS hinzugeflgt.
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Tabelle 3: Konzentration der adipogenen Stammldsungen und Endkonzentration der

Induktionssubstanzen im adipogenen Induktionsmedium

Induktionssubstanz Konzentration Endkonzentration
der Stammlésung im Medium

Dexamethason 100 uM 1uM

1-Methyl 3-Isobutylxanthin 50 mM 0,5 mM

Indomethazin 10 mM 100 uM

Insulin 10 mg/ml* 10 pg/mi

* Konzentration der Stamml6sung vor der Verdinnung in BSA

3.2.7.1. Adipogener Assay

Zum Nachweis intrazellularer Fettvakuolen wurde nach 2 Differenzierungsdurchlaufen
(AIM und AMM) der adipogene Assay durchgefihrt.

Die Farbung erfolgte nach Lillie (in: Béck, 1989) mit Fettrot—7B, welches in Isopropanol
99% geldst war. Zum Erhalt der benétigten Gebrauchslésung wurde die Stammlésung mit
Aqua dest. auf 60% verdinnt und steril filtriert (0,22 ym Filter).

Eingeschlossen in 2 Waschgange mit PBS wurden die Zellen mit 3,7% Formaldehyd,
welches mit PBS gepuffert war, flr 10 Min. fixiert.

Die Anfarbung der intrazellularen Fettvakuolen wurde durch eine Inkubation mit
Isopropanol 60% fir 5 Min. vorbereitet und erfolgte fur 10 Min. mit der frisch filtrierten
Gebrauchslésung, welche durch Verdinnung der Stammlésung von Fettrot-7B erhalten
wurde. Vor dem abschlieRenden Waschgang mit Aqua dest. wirkte Isopropanol 60% fir
1 Min. ein.

Die Kerngegenfarbung wurde mit gefiltertem (0,22 ym Filter) Hdmalaun vorgenommen,
das fir 5 Min. einwirkte und mit Aqua dest. ausgewaschen wurde.

Die Beurteilung erfolgte unter Zuhilfenahme einer mikroskopischen Skalierung. Fir die
mikroskopische Einschatzung wurden 12 sich nicht Gberlappende GF pro VT ausgewertet

und der daraus resultierende Median als Endwert ermittelt.

3.2.7.2. Adipogener Assay — Skala

Fur die Erstellung der Skala wurden digitale Aufnahmen (Coolpix 885, Nikon, Japan) der
adipogenen Assays verwendet und das Ausmald der Anfarbung der intrazellularen
Fettvakuolen als numerischer Wert ausgedrickt. Die Skala beinhaltet 11 Abstufungen, mit
der Stufe 0 (Kontrolle) beginnend. Sie ist im Anhang einsehbar (siehe Abb. 22).
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3.2.8. Zellkulturen in der Zellkulturflasche

Um in relativ kurzer Zeit eine groe Zahl an Zellen fur die Bestimmung von
Oberflachenmarkern zu generieren, wurden von Spender 7 und 9 zusatzlich Zellkulturen
in 25 cm?- und 75 cmFlaschen, deren Oberfliche fiir die Zellkultur vorbehandelt ist,
kultiviert. Fiir die PK wurde jeweils eine 25 cm?-Flasche benutzt. Die ausgesiedelte
Zellzahl lag bei 10 Mio. MNZ auf 5 ml Kulturmedium.

Die plastikadharenten MSZ wurden mit dem oben beschriebenen DMEM, welches bei
4°C gelagert wurde, unter Zugabe von 10% AS und 10% FKS expandiert. In der Regel
wurde das Medium wahrend der gesamten Kultivierungszeit (PK bis P2) alle 3 Tage

ausgetauscht. AS und FKS wurden jeweils frisch aufgetaut zugesetzt.

Am KT 9 der PK wurden die Zellkulturen mit PBS gewaschen, fir 2 Min. mit 0,25%
Trypsin - EDTA inkubiert und in Suspension gebracht. Die erhaltene Zellsuspension
wurde als P1 mit einer Zellzahl von ca. 800 MSZ / cm? in 25 cm?Kulturflaschen auf 5 ml
Kulturmedium neu ausgesiedelt. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte in der

Neubauerkammer.

An KT 7 der P1 wurde erneut trypsiniert und die erhaltene Zellsuspension als P2 mit einer
Zellzahl von ca. 800 MSZ /cm? in 75 cm*Kulturflaschen auf 12 ml Kulturmedium neu
ausgesiedelt. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte in der Neubauerkammer.

Ab KT 6 wurde mit 15 ml Medium pro 75 cm?Kulturflasche gearbeitet. Zu diesem
Zeitpunkt war ein Konfluenzgrad von ca. 50% erreicht.

An KT 9 der P2 wurden die Zellkulturen, die fiir die Bestimmung der Oberflachenmarker
angesetzt waren, trypsiniert und die Zellsuspension bis zur Messung am Flow-Zytometer
auf Eis gelagert, um eine Adhasion der MSZ an der Oberflache des Roéhrchens zu

verhindern.

3.2.9. Bestimmung von Oberflachenmarkern

Die Bestimmung der Oberflachenmarker erfolgte mittels Flow-Zytometrie an frisch
trypsinierten MSZ der 2. Passage, die in Medium mit dem Zusatz von 10% AS und 10%
FKS kultiviert worden waren.

Getestet wurden die Marker CD34, CD45, CD90, CD105, MHC—Klasse |, MHC—Klasse |l
und zur Positivkontrolle CD59. Die Analyse wurde mit dem Flow-Zytometer FACScan und
der Software Cellquest der Firma Becton Dickinson (Becton Dickinson GmbH -

Biosciences / Pharmingen, Heidelberg, Deutschland) durchgefihrt.
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3.2.10. Statistische Methoden

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Hilfe des Institutes fur medizinische Biometrie
und Epidemiologie des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf.

Um zu zeigen, dass MSZ nicht nur mit FKS, sondern auch mit AS gewonnen werden
kénnen, wurden von 9 Spendern AS und KM untersucht. Weiterhin sollte fir jeden
einzelnen Spender, bei dem die Gewinnung von MSZ gelang, Uberprift werden kdnnen,
ob die Anzahl der mit AS gewonnenen MSZ konzentrationsabhangig ist. Deshalb wurden
die Versuche mit 1% AS, 3% AS und 10% AS durchgeflhrt.

AulBRerdem sollte Uberprift werden, ob die Anzahl der mit 10% FKS gewonnenen MSZ
genauso hoch ist wie die bei den von AS, mit der die grofite Anzahl an MSZ gewonnen
werden konnte. Die Anzahl der unabhangigen Versuchswiederholungen (bzw. die Anzahl
der VT) wurde mit Hilfe des Vorzeichentestes abgeschatzt und auf 15 festgelegt.

Die Abbildungen der PK und P1 wurden so erstellt, dass zuerst fur jeden Spender der
Median Uber alle Gesichtsfelder einer Vertiefung bestimmt wurde. Bei Benutzung
derselben Konzentration desselben Mediums wurden dann die Mediane fur jede VT eines
Spenders als Realisationen unabhangiger Versuche unter identischen Bedingungen
betrachtet. Damit konnte ein verteilungsfreies Konfidenzintervall fir den Median berechnet
werden, der mit einer Wahrscheinlichkeit von 0,95 in mindestens der Halfte der VT
erwartet wird.

Die Abbildungen, welche die Ergebnisse von P2 veranschaulichen, zeigen mittlere Werte
und keine Konfidenzintervalle, da nur 4 VT mit und 2 VT ohne osteogenen Zusatz
verwendet wurden.

Da die Ergebnisse des von Kossa- Assays und des adipogenen Assays ein Score sind,

wurde fir jede VT der Median Uber die GF bestimmt und nicht der Mittelwert.

3.2.11. Elektronische Datenverarbeitung

Alle Daten wurden mit Hilfe des Textverarbeitungsprogrammes 'Microsoft Word, Version
XP’, den Tabellenverarbeitungsprogrammen ’Microsoft Exel, Version XP' und SPSS
kalkuliert und grafisch aufbereitet.

Die digitalen Aufnahmen wurden mit dem Grafikbearbeitungsprogramm ’'Adobe

Photoshop 6.0’ verwaltet und bearbeitet.
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4. Ergebnisse

4.1. Spenderdaten
Fur die vorliegende Arbeit wurden von insgesamt 9 gesunden Spendern im Alter von 23
bis 40 Jahren 5 ml Knochenmarkaspirat der ersten Spritze verwendet. Die nachfolgende

Tabelle zeigt die wichtigsten Spenderdaten.

Tabelle 4: Spenderdaten mit Geschlecht, Alter und Zahl mononuklearer Zellen

(MNZ) / ml KM

Spender Geschlecht Alter in Jahren MNZ / ml KM
1 3 25 10,2 Mio.
2 3 29 8,4 Mio.
3 3 35 8,8 Mio.
4 Q 40 8 Mio.
5 3 24 10 Mio.
6 J 23 10 Mio.
7 3 28 8,4 Mio.
8 3 28 8 Mio.
9 J 29 11 Mio.

Median 84;19 28 8,8 Mio.

4.2. Zellmorphe

4.2.1. Primarkultur, Passage 1 und Passage 2

Zellkultur mit 1% AS

Die MSZ waren im Vergleich zu den Zellen der anderen Serumzusatze deutlich kurzer

und etwas breiter und zeigten zum Groldteil kirzere und dickere Auslaufer (siehe Abb.
15a und 16a im Anhang).

In PK war bis zum KT 9 fast keine Bildung von Kolonien mit der GroRe von 20 bis 30
Zellen zu beobachten. Die Zahl der Monozyten variierte im Median zwischen 1 bis 5
Zellen pro GF, wobei das Maximum mit 5 Zellen / GF an KT 6 erreicht wurde. Danach war
ein Ruckgang der Monozytenzahl zu verzeichnen.

In P1 und P2 zeigte sich ab KT 3 die Entstehung vieler kleiner Kolonien in der Grélie von
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5 bis 10 Zellen, die nur langsam Kontakt zueinander bekamen. Das Wachstum von

Monozyten war in diesen Passagen nicht mehr zu beobachten.

Zellkultur mit 3% AS

Die MSZ waren schlanke Zellen mit kurzen Auslaufern. Sie unterschieden sich von den

Zellkulturen mit 1% AS durch ihre schlankere Form und von den Zellen mit 10% AS bzw.
10% FKS durch ihre kirzeren Auslaufer (siehe Abb. 15b und 16b im Anhang).

In PK und P1 bildeten sie innerhalb der ersten 6 KT viele kleine Kolonien mit der GroRRe
von 5 bis 10 Zellen, welche in weiteren 3 KT zu grof3en Kolonien mit der Grofde von 15 bis
25 Zellen auswuchsen und konfluent wurden. In P2 war die Entstehung dieser anfanglich
kleinen Kolonien nicht mehr zu beobachten.

Die Zahl der Monozyten in PK variierte im Median zwischen 1 bis 10 Zellen pro GF, wobei
das Maximum mit 10 Zellen / GF an KT 6 erreicht wurde. Die Zahl der Monozyten war
dann ricklaufig. In P1 war nur noch eine sehr geringe Anzahl an Monozyten zu

verzeichnen, P2 war nahezu monozytenfrei.

Zellkultur mit 10% AS

Unter dieser Bedingung waren die MSZ sehr lange und schlanke Zellen mit langen

Auslaufern, die von PK bis P2 eine sehr schnelle Koloniebildung zeigten (siehe Abb. 15¢
und 16¢ im Anhang).

An KT 6 waren viele Kolonien in der GroRRe von 10 bis 15 Zellen zu beobachten, die
innerhalb von weiteren 3 KT auf die Koloniegrofle von 20 bis 30 Zellen anwuchsen.
Morphologische Unterschiede zu den Zellkulturen mit 10% FKS lieBen sich nicht
feststellen.

Die Zahl der Monozyten in PK variierte im Median zwischen 1 bis 7 Zellen pro GF, wobei
das Maximum mit 7 Zellen / GF auch hier an KT 6 zu verzeichnen war. Die Zahl der
Monozyten nahm im weiteren Verlauf wieder ab. In P1 war nur noch eine sehr geringe

Anzahl an Monozyten zu verzeichnen und P2 war nahezu monozytenfrei.

Zellkultur mit 10% FKS

Die MSZ stellten sich wie in der Literatur beschrieben als lange, schlanke Zellen mit

schmalen Auslaufern dar (siehe Abb. 15d und 16d im Anhang).

Die Zahl der Monozyten war ahnlich niedrig wie bei den Zellkulturen mit 1% AS und
variierte in PK im Median zwischen 1 bis 5 Zellen / GF, wobei das Maximum mit 5 Zellen /
GF an KT 6 erreicht wurde und danach ein Ruckgang zu beobachten war. In P1 waren

nur noch vereinzelt Monozyten sichtbar und P2 war monozytenfrei.

In den Vertiefungen zeigten sich unterschiedlich gute Wachstumsbedingungen. So war
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vor allem im Zentrum einer jeden Vertiefung ein sehr gutes Wachstum mit hohem
Konfluenzgrad zu beobachten und in den direkten Randgebieten ein schlechteres

Wachstum mit meist geringerem Konfluenzgrad.

4.2.2. Trypsinieren der Zellkulturen

Beim Trypsinieren war bei allen Zellkulturen mit AS im Vergleich zu den Zellkulturen mit
FKS ein schnelleres Ablosen der adharenten MSZ von der Oberflache der 24-Loch-
Platten und den T25- bzw. T75-Kulturflaschen zu beobachten. Besonders deutlich zeigte
sich dies bei den Zellkulturen mit 10% AS, welche sich bereits 30 bis 50 Sec. nach
Trypsinzugabe vollstandig ablésten. Die Zellen der Kulturen mit 10% AS Idsten sich
schneller als die Zellen der Kulturen mit 3% AS und 1% AS. Das Ablésen der Zellen unter
10% FKS dauerte hingegen ca. 2 Min. und ein abschlieRendes Klopfen der
Platten bzw. Flaschen auf dem Handteller war erforderlich, um die zu diesem Zeitpunkt
noch an der Oberflache haftenden Zelllen zu l6sen.

Ein Grof¥teil der zum Zeitpunkt des Trypsinierens vorhandenen adharenten Monozyten
haftete nach Beendigung des Vorganges noch an der Platten— oder Flaschenoberflache,

so dass nur wenige dieser Zellen in die folgende Passage ibernommen wurden.

4.3. Wachstum

Um Aussagen uUber das Wachstum unter den verschiedenen Serumzusatzen treffen zu
kénnen, wurde bei allen Spendern an den KT 3, 6 und 9 in PK, an den KT 4 und 7 in P1
und an den KT 3, 7, 11, 15, 18 und 21 der osteogen differenzierten Zellkulturen die
Zellzahl an 12 sich nicht Gberlappenden GF / VT bestimmt (siehe Methodenteil).

Zusatzlich wurden bei den Spendern 7, 8 und 9 tagliche Zellzédhlungen in PK und P1
durchgefiihrt. Im Folgenden werden die Ergebnisse der Zellzahlbestimmungen an den
verschiedenen Tagen der Primarkultur und der Passage 1 dargestellt. Sie geben
Aufschluf3 darlber, inwieweit eine Isolation und Expansion humaner MSZ unter dem

Zusatz von AS gelingt.

4.3.1. Isolation in der Primarkultur (24-Loch-Platte)

Bei der Primarkultur wird zwischen Isolation und Expansion unterschieden. Die Phase der

Zellisolation (siehe Abb. 3 und Tabelle 5) kann auf die Kulturtage 0 bis 3 begrenzt werden,
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da an KT 3 der erste Medienwechsel stattdand und somit alle bis dahin nicht adharenten

MSZ ausgewaschen wurden.

Abb. 3: Isolation der MSZ in der Primarkultur
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Grafische Darstellung der medianen Zellzahlen der MSZ an KT 3 in der Primarkultur fir alle Spender.

Den Spendern (x-Achse) wird die Zellzahl (y-Achse) gegenubergestellt. Die in unterschiedlichen Farben
positionierten Quadrate zeigen die Mediane der jeweiligen Spender, die aus 12 GF pro VT berechnet wurden.
Ein hoher Wert bedeutet, dass unter der getesteten Bedingung viele Zellen generiert wurden. Die Federbalken
zeigen die 95% Konfidenzintervalle, d.h. die Bereiche, innerhalb derer der Median mit einer

Wahrscheinlichkeit von 0,95 erwartet wird.

Am KT 3 in PK wurden unter dem Zusatz von 10% AS bei 7 von 9 Spendern im Median
mehr Zellen isoliert (bei 4 Spendern ohne ein Uberlappen der 95% KI) als unter dem
Zusatz von 10% FKS. Bei einem Spender (Spender 5) waren unter beiden Bedingungen
nahezu gleiche, mediane Zellzahlen zu verzeichnen. Lediglich bei einem Spender
(Spender 3) zeigte sich unter dem Zusatz von 10% FKS eine bessere Isolation als unter
dem Zusatz von AS (mit Uberlappen der 95% KI). Unter dem Zusatz von 10% FKS
wurden bei 4 von 9 Spendern (alle ohne ein Uberlappen der 95% Kl) mehr MSZ, bei 2
Spendern anndhernd gleich viele und bei 3 Spendern weniger MSZ (mit Uberlappen der
95% KI) isoliert als unter dem Zusatz von 3% AS.

Unter dem Zusatz von 3% AS wurden bei allen Spendern (bei 8 Spendern ohne ein
Uberlappen der 95% KI) niedrigere Zellzahlen erreicht als unter dem Zusatz von 10% AS.

Die wenigsten MSZ lielRen sich bei allen Spendern unter dem Zusatz von 1% AS isolieren.

Im Folgenden wird der Einfachheit halber die Bezeichnung ,ohne ein Uberlappen der 95%
KI“ synonym mit “signifikant‘ und die Bezeichnung ,mit Uberlappen der 95% KI* synonym

mit ,nicht signifikant® verwendet.
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4.3.2. Expansion in der Primarkultur (24-Loch-Platte)

Die Zeit zwischen KT 3 und 9 wird als Expansionsphase betrachtet (siehe Abb. 4 bis 7).
Es ist jedoch wahrscheinlich, dass bereits in der spaten Phase der Isolation (KT 2) vor
allem bei den Zellkulturen unter dem Zusatz von 10% AS und 10% FKS die ersten

Zellteilungen erfolgten.

Abb. 4: Isolation und Expansion der MSZ in der Primarkultur
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Grafische Darstellung der medianen Zellzahlen der MSZ in der Primarkultur fiir alle Spender an den KT 3, 6
und 9. Den Tagen der Primarkultur (x-Achse) wird die Zellzahl (y-Achse) gegenibergestellt. Die in
unterschiedlichen Farben positionierten Quadrate zeigen die Mediane der jeweiligen Spender, die aus 12 GF

pro VT berechnet wurden.

Abb. 5: Isolation und Expansion der MSZ in der Primarkultur
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Grafische Darstellung der medianen Zellzahlen der MSZ fir die Spender 7, 8 und 9 an allen KT in der
Primarkultur. Den Tagen der Primarkultur (x-Achse) wird die Zellzahl (y-Achse) gegenibergestellt. Die in

unterschiedlichen Farben positionierten Quadrate zeigen die Mediane der jeweiligen Spender, die aus 12 GF
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pro VT berechnet wurden.

Die MSZ bzw. die MSZ- ahnlichen Zellen zeigten ein exponentielles Wachstum. Eine
reine lag-Phase Uber mehrere Tage wurde nicht beobachtet.

An KT 3 zeigten die MSZ unter dem Zusatz von 10% AS und 10% FKS einen leichten
Lvorsprung“ gegentber den anderen getesteten Serumbedingungen. Dieser baute sich im
Laufe der Expansion in PK weiter aus und war an den KT 6 und 9 in den meisten Fallen
deutlich sichtbar (siehe Abb. 6 a und b). Zwischen den Zellkulturen unter 3% AS und 10%
FKS wurden bis an KT 6 ahnliche Zellzahlen erreicht, erst danach war ein deutlicheres
Auseinanderweichen zu beobachten. Diese Unterschiede bezlglich der Zellzahlen gibt

Tabelle 6 in Form von Faktoren wieder.

Abb. 6 a: Expansion der MSZ am Tag 6 der Primarkultur
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Grafische Darstellung der medianen Zellzahlen der MSZ fiir alle Spender in der Primarkultur: a) an KT 6 und
b) an KT 9. Den Spendern (x-Achse) wird die Zellzahl (y-Achse) gegenubergestellt. Die in unterschiedlichen
Farben positionierten Quadrate zeigen die Mediane der jeweiligen Spender, die aus 12 GF pro VT berechnet

wurden. Die Federbalken zeigen die 95% Konfidenzintervalle.

Am KT 6 in PK wurden unter dem Zusatz von 10% AS bei 7 von 9 Spendern im Median
mehr MSZ expandiert (alle signifikant) als unter dem Zusatz von 10% FKS. Bei den
anderen 2 Spendern (Spender 2 und 3) zeigte sich die gegensatzliche Situation, d.h., es
wurden unter dem Zusatz von 10% FKS im Median mehr MSZ expandiert (nicht
signifikant) als unter dem Zusatz von 10% AS.

Unter dem Zusatz von 10% FKS wurden im Median bei 5 von 9 Spendern (bei 2
Spendern signifikant) mehr MSZ, bei 1 Spender annahernd gleich viele und bei 3

Spendern weniger MSZ (bei 2 Spendern signifikant) expandiert als unter dem Zusatz von
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3% AS.

Unter dem Zusatz von 3% AS wurden bei 6 Spendern (alle signifikant) niedrigere
Zellzahlen erreicht als unter dem Zusatz von 10% AS. Bei den anderen Spendern zeigte
sich unter dem Zusatz von 3% AS ein besseres Wachstum (nicht signifikant).

Mit einer Ausnahme zeigte sich unter dem Zusatz von 1% AS die schlechteste Expansion.

Abb. 6 b: Expansion der MSZ am Tag 9 der Primarkultur
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Am KT 9 in PK wurden wie bereits an KT 6 unter dem Zusatz von 10% AS bei 7 von 9
Spendern im Median mehr MSZ expandiert (bei 6 Spendern signifikant) als unter dem
Zusatz von 10% FKS. Bei zwei Spendern waren unter beiden Bedingungen nahezu
gleiche Zellzahlen zu verzeichnen.
Unter dem Zusatz von 10% FKS wurden bei 6 von 9 Spendern (bei 5 Spendern
signifikant) mehr MSZ, und bei den anderen 2 Spendern weniger MSZ (bei Beiden
signifikant) expandiert als unter dem Zusatz von 3% AS.
Unter dem Zusatz von 3% AS wurden bei allen Spendern (bei 5 Spendern signifikant)
niedrigere Zellzahlen erreicht als unter dem Zusatz von 10% AS.

Unter dem Zusatz von 1% AS wurden mit Abstand die wenigsten MSZ expandiert.

Innerhalb der getesteten Bedingungen zeigte sich in PK sowohl bei jedem einzelnen
Spender (intraindividuelle Variabilitat) als auch zwischen den Spendern (interindividuelle
Variabilitat) eine deutliche Schwankung der Zellzahlen. Im Folgenden wird ndher auf

diese Unterschiede eingegangen (Tabelle 5 und 6).
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Tabelle 5: Mittlere Zahl der MSZ in der Priméarkultur

Serum-Zusatz | Spender | KT 1 KT2 | KT3 | KT4 |KT5| KT6 | KT7 | KT8 | KT9
1% AS 1 0,00 0,00 0,54
2 0,06 0,20 7,63

3 0,14 2,37 18,45

4 0,74 8,03 25,47

5 0,26 4,08 26,16

6 0,26 7,33 20,49

7 0,00 | 0,05 | 0,29 | 0,82 | 2,18 | 5,02 | 8,88 | 12,83 | 17,60

8 0,01 0,06 | 0,64 | 0,93 | 2,32 | 547 | 10,41 | 14,27 | 23,63

9 0,05 | 0,21 2,39 | 404 | 7,25 | 8,56 | 12,05 | 7,89 | 33,81

Insgesamt| 0,02 | 0,11 0,53 | 1,93 | 3,92 | 4,56 | 10,45 | 11,66 | 19,31

3% AS 1 0,19 1,51 55,17
2 0,96 7,81 76,41

3 0,42 5,37 47,56

4 0,79 8,82 129,85

5 0,55 8,58 62,00

6 0,43 12,00 66,00

7 0,03 | 0,07 | 046 | 1,28 | 5,87 | 9,43 | 19,29 | 29,56 | 46,11

8 0,02 | 0,07 | 0,88 | 1,60 | 455 | 10,86 | 17,66 | 31,44 | 58,00

9 0,11 0,35 | 4,42 | 6,73 | 9,53 | 18,42 | 30,10 | 41,52 | 87,44

Insgesamt| 0,05 | 0,16 | 1,01 3,20 | 6,65 | 9,20 | 22,35 | 34,17 | 69,84

10% AS 1 1,21 13,89 134,83
2 1,67 6,51 79,83

3 0,68 8,52 100,39

4 1,04 9,28 145,05

5 2,04 14,40 121,33

6 3,18 35,70 148,40

7 0,06 | 0,11 4,08 | 4,78 | 8,74 | 15,29 | 29,03 | 43,81 | 54,00

8 0,04 | 0,28 | 1,68 | 3,72 |10,35| 21,73 | 37,06 | 72,60 | 131,90

9 0,19 | 0,48 | 6,69 | 9,72 |16,23| 31,13 | 47,20 | 84,00 | 165,00

Insgesamt| 0,09 | 0,29 | 2,47 | 6,07 |11,77| 17,38 | 37,76 | 66,80 | 120,08

10% FKS 1 0,21 2,28 33,06
2 0,87 7,14 80,76

3 1,05 9,92 91,62

4 0,77 6,96 82,30

5 1,83 11,00 121,50

6 1,84 15,49 120,11

7 0,01 0,06 | 0,36 | 1,01 | 3,98 | 6,91 | 13,27 | 24,00 | 32,33

8 0,01 0,09 | 1,52 | 2,27 [10,12| 19,13 | 30,10 | 59,33 | 122,22

9 0,07 | 0,32 | 3,70 | 8,36 |11,14| 25,40 | 40,06 | 53,89 | 114,22

Insgesamt| 0,03 | 0,16 | 1,35 | 3,88 | 8,42 | 11,58 | 27,81 | 45,74 | 88,68

Die Tabelle zeigt den Zusammenhang zwischen dem Tag der Primarkultur und der mittleren Zellzahl pro GF,
aus den Mittelwerten von 12 GF pro VT jeder getesteten Serumkonzentration eines jeden Spenders
berechnet. Dabei ist n=3 an jedem KT und n=9 an den KT 3, 6 und 9. Die gemittelte Zellzahl aller Spender
einer jeden Serumkonzentration an jedem Tag der Primarkultur ist unter ,Insgesamt hinterlegt. Eine grolRe

Schwankung der Werte innerhalb einer Bedingung zeigt eine hohe interindividuelle Variabilitat.

Zwischen den Spendern zeigte sich unter allen getesteten Bedingungen eine grofe

Variabilitat bezuglich der Zellzahl. Ein Vergleich der Mittelwerte zwischen den einzelnen
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Spendern zeigte, dass an allen KT und bei fast allen Spendern unter dem Zusatz von 3%
AS hdhere mittlere Zellzahlen erreicht wurden als unter dem Zusatz von 1% AS und
niedrigere mittlere Zellzahlen als unter dem Zusatz von 10% AS. An KT 3 wurden bei 8
von 9 Spendern und an KT 6 bei 7 von 9 Spendern unter dem Zusatz von 10% AS mehr
MSZ gewonnen als unter dem Zusatz von 10% FKS. An KT 3, 6 und 9 wurden bei 6 von 9
Spendern mehr MSZ unter dem Zusatz von 10% FKS gewonnen als unter dem Zusatz
von 3% AS.

Tabelle 6: Faktoren, um die sich die Zellzahlen in der Primarkultur unterscheiden

PK 1% AS 3 % AS 10 % AS | 10 % FKS
KT 3 2,0 5,0 2,8
1% AS KT 6 2,0 3,8 2,5
KT 9 3,6 6,2 4,6
KT 3 2,5 1,4
3% AS KT 6 1,9 1,3
KT 9 1,7 1,3
KT 3 0,6
10 % AS KT 6 0,7
KT 9 0,7

Die Tabelle zeigt den Unterschied beziglich der mittleren Zellzahl pro GF (12 GF pro VT) zwischen den
verschiedenen Kulturbedingungen an den KT 3, 6 und 9 in der Primarkultur. Ein hoher Faktor bedeutet, dass

sich die mittleren Zellzahlen deutlich voneinander unterscheiden.

Als Trend zeigt sich, dass sich die Faktoren zwischen 1% AS und allen anderen
getesteten Bedingungen im Verlauf erst reduzieren und dann Uber den Ausgangswert
ansteigen, d.h. unter dem Zusatz von 1% AS ein langsameres Wachstum mit langerer
Verdopplungszeit zu verzeichnen ist. Ein Vergleich innerhalb der anderen getesteten
Serumzuséatze zeigt, dass sich die Faktoren im Verlauf stetig reduzieren, bzw. erst
reduzieren und dann stagnieren, d.h. die MSZ haben &hnliche Verdopplungszeiten. Ab
einem gewissen Konfluenzgrad konnte hier der sogenannte ,Deckeneffekt® zum Tragen

kommen.

In der Gesamtheit wird dabei deutlich, dass in der Primarkultur unter dem Zusatz von
10% AS sowohl in der Phase der Isolation als auch wahrend der Expansion bei der
Mehrzahl der Spender (bei 7 von 9 Spendern) die hdchste Zahl an MSZ zu generieren
war. Es lasst sich keine klare Aussage darlber treffen, welchen Platz 10% FKS und 3%
AS in der weiteren Rangfolge einnehmen, jedoch zeichnet sich tendenziell 10% FKS > 3%
AS ab. Der Zusatz von 1% AS scheint sowohl flr die Isolation als auch fir die Expansion

innerhalb des gleichen Zeitraumes am wenigsten geeignet zu sein.
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4.3.3. Expansion in Passage 1 (24-Loch-Platte)

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Zellzahlbestimmungen an den verschiedenen
Tagen in P 1 dargestellt (Abb. 7 bis 9). Sie geben Aufschluss dariber, inwieweit eine
Expansion Uber PK hinaus unter dem Zusatz von AS bei niedriger Aussiedlungsdichte

gelingt.

Abb. 7: Isolation und Expansion der MSZ in Passage 1
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Grafische Darstellung der medianen Zellzahlen der MSZ in Passage 1 fir alle Spender.
Den Tagen der Passage 1 (x-Achse) wird die Zellzahl (y-Achse) gegenilibergestellt. Die in unterschiedlichen
Farben positionierten Quadrate zeigen die Mediane der 9 Spender an, die aus 12 GF pro VT berechnet

wurden.

Abb. 8: Isolation und Expansion der MSZ in Passage 1
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Grafische Darstellung der medianen Zellzahlen der MSZ fiir die Spender 7, 8 und 9 an allen KT in Passage 1.

Den Tagen der Passage 1 (x-Achse) wird Zellzahl (y-Achse) gegentiibergestellt. Die in unterschiedlichen
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Farben positionierten Quadrate zeigen die Mediane der 3 Spender an, die aus 12 GF pro VT berechnet

wurden.

Auch in P1 war bei allen Zellkulturen ein exponentieller Wachstumsverlauf ohne deutliche
lag-Pase zu beobachten. Bei gleicher ausgesiedelter Zellzahl (ca. 20 Zellen / cm?) zeigten
sich innerhalb von 7 Tagen deutliche Unterschiede bezliglich der mittleren Zellzahlen
(siehe Tabelle 7 und 8). Ein deutlicheres Auseinanderweichen war ab KT 4 zu

beobachten.

Abb. 9 a: Expansion der MSZ am Tag 4 in Passage 1
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Grafische Darstellung der medianen Zellzahlen der MSZ fir alle Spender in Passage 1: a) an KT 4 und b) an
KT 7. Den Spendern (x-Achse) wird die Zellzahl (y-Achse) gegeniibergestellt. Die in unterschiedlichen Farben
positionierten Quadrate zeigen die Mediane der jeweiligen Spender, die aus 12 GF pro VT berechnet wurden.

Die Federbalken zeigen die 95% Konfidenzintervalle.

Am KT 4 in P1 wurden unter dem Zusatz von 10% AS bei 8 von 9 Spendern im Median
mehr Zellen expandiert (bei 6 Spendern signifikant) als unter dem Zusatz von 10% FKS.
Lediglich bei einem Spender (Spender 1) zeigte sich eine ahnlich gute Expansion.

Unter dem Zusatz von 10% FKS wurden bei 6 von 9 Spendern (bei 4 Spendern
signifikant) mehr MSZ, bei 2 Spendern anndhernd gleich viele und bei 1 Spender im
Median weniger MSZ (nicht signifikant) isoliert als unter dem Zusatz von 3% AS. Die
Zellzahlen der Kulturen unter 3% AS lagen bei allen Spendern (bei 7 Spendern
signifikant) unter denen mit dem Zusatz von 10% AS.

Die wenigsten MSZ lieRen sich mit Ausnahme von Spender 3 unter dem Zusatz von

1% AS gewinnen.
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Abb. 9 b; Expansion der MSZ am KT 7 in Passage 1
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Am KT 7 in P1 wurden unter dem Zusatz von 10% AS bei allen 9 Spendern im Median
mehr Zellen expandiert (bei 6 Spendern signifikant) als unter dem Zusatz von 10% FKS.
Unter dem Zusatz von 10% FKS wurden im Median bei 7 von 9 Spendern (alle signifikant)
mehr MSZ, und bei 1 Spender annahernd gleiche viele MSZ (nicht signifikant) und bei 1
Spender weniger MSZ (nicht signifikant) expandiert als unter dem Zusatz von 3% AS.

Die Zellzahlen der Kulturen unter 3% AS lagen bei allen Spendern (bei 8 Spendern
signifikant) unter denen mit dem Zusatz von 10% AS.

Es lieBen sich bei allen Spendern unter dem Zusatz von 1% AS die wenigsten Zellen
expandieren.

Das bedeutet fur die Expansion in Passage 1, dass unter dem Zusatz von 10% AS bei
fast allen Spendern (an KT 7 bei allen Spendern) die héchste Zellzahl generiert werden
konnte.

Weiterhin zeichnete sich hier der Trend von PK ab, dass innerhalb der gleichen
Kultivierungszeit unter dem Zusatz von 10% FKS bei der Mehrzahl der Spender mehr
MSZ expandiert wurden als unter dem Zusatz von 3% AS.

Auch in P1 wurde deutlich, dass der Zusatz von 1% AS innerhalb desselben Zeitraumes

fur die Expansion von MSZ am wenigsten geeignet zu sein scheint.
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Tabelle 7: Mittlere Zahl der MSZ in Passage 1

Serum- | gonder | KT1 | KT2 | KT3 | KT4 | KT5 | KT6 | KT7
Zusatz
1% AS 1* 0,66 1,64
2 1,76 41,88
3 9,93 23,22
4 6,43 31,28
5 11,19 26,64
6 3,76 34,41
7 054 | 1,07 | 1,94 | 346 | 10,76 | 15,88 | 25,85
8 072 | 1,12 | 2,06 | 419 | 893 | 16,39 | 33,96
9 077 | 125 | 1,93 | 3,62 | 10,35 | 13,93 | 26,71
Insgesamt| 0,68 | 1,15 | 1,97 | 554 | 10,01 | 15,40 | 30,49
3% AS 1 13,18 108,22
2 5,56 56,25
3 10,34 35,78
4 9,38 64,00
5 17,64 83,22
6 4,96 78,98
7 071 | 1,33 | 2,20 | 542 | 14,28 | 28,61 | 58,56
8 0,85 | 1,58 | 2,52 | 854 | 14,56 | 36,94 | 73,56
9 091 | 182 | 2,77 | 7,85 | 17,13 | 26,67 | 65,11
Insgesamt| 0,82 1,58 2,49 9,21 15,32 | 30,74 | 69,30
10% AS 1 15,43 125,42
2 14,68 117,87
3 18,98 80,17
4 22,28 122,58
5 35,61 152,10
6 8,48 154,70
7 0,88 | 2,33 | 510 | 13,15 | 39,90 | 67,30 | 106,80
8 0,84 | 4,03 | 11,74 | 29,10 | 49,10 | 92,30 | 138,72
9 1,00 | 2,64 | 6,43 | 12,79 | 27,85 | 63,20 | 104,90
Insgesamt| 0,91 | 3,00 | 7,76 | 18,94 | 38,95 | 74,27 | 122,58
10% FKS 1 15,68 97,22
2 5,17 110,56
3 9,02 69,98
4 9,84 111,15
5 19,31 83,00
6 6,17 118,56
7 0,81 | 1,56 | 2,48 | 6,65 | 32,13 | 54,56 | 89,00
8 0,84 | 329 | 864 | 14,78 | 47,67 | 81,00 | 112,22
9 0,82 | 1,88 | 3,33 | 10,93 | 23,11 | 58,56 | 102,67
Insgesamt| 0,82 | 2,25 | 4,82 | 10,84 | 34,30 | 64,70 | 99,37

Die Tabelle zeigt den Zusammenhang zwischen dem Tag in P1 und der mittleren Zellzahl pro GF, aus den
Mittelwerten Gber 12 GF pro VT jeder getesteten Serumkonzentration eines jeden Spenders berechnet. Dabei
ist n=3 an den KT 1, 2, 3, 5 und 6 und n=9 an den KT 4 und 7. Die gemittelte Zellzahl aller Spender einer
jeden Serumkonzentration an jedem Tag der PK ist unter ,Insgesamt® hinterlegt. Eine gro3e Schwankung der

Werte innerhalb einer Bedingung zeigt eine hohe interindividuelle Variabilitat.
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* Auf Grund der geringen Zellzahl wurde in P1 bei 1% AS mit 100% neu ausgesiedelt.

Ahnlich wie in PK zeigte sich auch in P1 zwischen den Spendern unter allen getesteten
Bedingungen eine deutliche Variabilitat bezlglich der Zellzahl. So schwankten die Werte
an KT 4 bei 10% AS zwischen 8,5 und 35,6 und lagen im Mittel bei 18,9. Bei 3% AS lagen
sie zwischen 5,4 und 17,6 und im Mittel bei 9,2. Bei 1% AS lagen sie zwischen 1,7 und
11,2 und im Mittel bei 5,5 und bei 10% FKS zwischen 5,2 und 19,3 und im Mittel bei 10,8.
Ein Vergleich der Mittelwerte zwischen den einzelnen Spendern zeigt wie bereits in PK,
dass an allen KT und bei allen Spendern unter dem Zusatz von 3% AS héhere mittlere
Zellzahlen erreicht wurden als unter dem Zusatz von 1% AS und niedrigere mittlere
Zellzahlen als unter dem Zusatz von 10% AS. An KT 4 wurden bei 8 von 9 und an KT 7
bei allen Spendern unter dem Zusatz von 10% AS mehr MSZ gewonnen als unter dem
Zusatz von 10% FKS. An KT 4 und 7 wurden bei 7 von 9 Spendern mehr MSZ unter dem

Zusatz von 10% FKS gewonnen als unter dem Zusatz von 3% AS.

Tabelle 8: Faktoren, um die sich die Zellzahlen in Passage 1 unterscheiden

P1 1% AS 3 % AS 10 % AS | 10 % FKS
%8S |y 27 a0 | as
RS | —rr R
0% AS |7 05

Die Tabelle zeigt den Unterschied bezlglich der mittleren Zellzahl pro GF (12GF pro VT) zwischen den
verschiedenen Kulturbedingungen an den KT 4 und 7 in P1. Ein hoher Faktor bedeutet, dass sich die mittleren

Zellzahlen deutlich voneinander unterscheiden.

Als Trend zeigt sich, dass die Faktoren zwischen 1% AS und allen anderen getesteten
Bedingungen im Verlauf deutlich Uber den Ausgangswert ansteigen. Ein Vergleich
innerhalb der anderen getesteten Serumzusatze zeigt, dal® sich die Faktoren im Verlauf
reduzieren. Das spricht einerseits flr unterschiedliche Verdopplungszeiten, wobei die
Zellen unter dem Zusatz von 1% AS ein langsameres Wachstum zeigen als alle anderen

getesteten Bedingungen. Andererseits kann auch hier der Deckeneffekt dazu beitragen

In der Gesamtheit wird deutlich, dass unter dem Zusatz von 10% AS an allen Tagen von
P1 die hdchsten mittleren Zellzahlen erreicht wurden. Mit dem Zusatz von 10% FKS
lielRen sich bei einigen Spendern nahezu genauso viele Zellen generieren wie unter dem
Zusatz von 10% AS. Unter dem Zusatz von 3% AS liel3en sich deutlich weniger Zellen
gewinnen als unter 10% AS bzw. 10% FKS. Die Kulturen unter dem Zusatz von 1% AS

zeigten an allen Tagen in P1 die niedrigste mittlere Zellzahl.
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Die Beobachtungen bezuglich der Qualitat der Serumzusatze im Hinblick auf die Isolation
und Expansion von MSZ lassen sich in P2 fortsetzen. Auch in dieser Passage wurde bis
auf wenige Ausnahmen unter dem Zusatz von 10% AS die hdchste Zellzahl generiert
(siehe Abb. 14 a bis d im Anhang).

Weiterhin zeigte sich in Passage 2, dass der Zusatz von Dexamethason und
Ascorbinsaure bei einigen Spendern initial einen positiven Effekt auf die Proliferation der
MSZ hatte.

4.3.4. Isolation und Expansion in der Zellkulturflasche (PK bis P2)

Fur die Bestimmung der Oberflachenmarker war es notig, eine hohe Zellzahl zu
generieren. Daflr wurden 10 Mio. MNZ von den Spendern 7 und 9 unter dem Zusatz von
10% AS und 10% FKS (nur Spender 7) in 25 cm?Kulturflaschen ausgesiedelt und unter
sonst gleichen Bedingungen kultiviert.

Unter dem Zusatz von 10% AS wurden in P2 an KT 9 bei Spender 7 11,2 Mio. MSZ und
bei Spender 9 11,7 Mio. MSZ in der Naubauer-Kammer ausgezahlt. Unter dem Zusatz
von 10% FKS lag in P2 an KT 9 bei Spender 7 die Zellzahl bei 6,7 Mio. MSZ.

Mit nur 1 ml KM war es so unter dem Zusatz von 10% AS, gewonnen aus 65 ml venésem
Vollblut, mdglich, 11,5 Mio. MSZ innerhalb von 25 Tagen (Uber 2 Passagen) zu gewinnen.
Unter dem Zusatz von 10% FKS und sonst gleichen Bedingungen (siehe Methoden)

wurden in der gleichen Zeit hingegen nur 6,7 Mio. MSZ gewonnen.

4.4. Osteogene Differenzierung

4.4 1. Zellmorphe

Unter der Zugabe der osteogenen Induktionsmedien lieRen sich in P2 morphologische
Veranderungen der MSZ beobachten. Die Zellen wurden ab KT 6, d.h. nach der 2. Gabe
von Dexamethason und Ascorbinsaure, flachiger und die Auslaufer kiirzer. Dies gab dem
Groliteil der Zellen ein kuboides Aussehen. Dieser Gestaltwandel zeigte sich bei den MSZ
unter Zusatz von 10% AS und 10% FKS deutlicher als bei den MSZ unter Zusatz von 1%
und 3% AS (siehe Abb. 17 a-d im Anhang).

Ab dem KT 11, d.h. 2 Tage nach der 1. Gabe von B-Glycerophosphat, konnte bei den
MSZ, die unter dem Zusatz von 10% AS und 10% FKS kultiviert wurden, die Bildung von

extrazellularen Matrixvesikeln beobachtet werden (siehe Abb. 18 a-d im Anhang), die bei
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10% AS an Zahl und Grofe deutlich starker ausgebildet waren. Diese Matrixmolekule
zeigten sich in sehr geringem Ausmald auch bei 3% AS und waren bei 1% AS nicht
beobachtbar.

Die Zellen, die in P2 ohne den Zusatz von osteogenen Induktionssubstanzen kultiviert
wurden (Kontrollen), zeigten die gleiche Morphe wie in der entsprechenden PK und P1.
Sie waren im Vergleich zu den osteogen stimulierten Zellen deutlich schlanker und

zeigten langere Auslaufer.

4.4.2. von Kossa Assay

Zur Quantifizierung der osteogenen Differenzierung wurde der Nachweis extrazellularer
Knochenmatrix mittels des von Kossa Assays nach 21 Tagen der osteogenen Stimulation,
modifiziert nach Jaiswal, genutzt.

Die Auswertung erfolgte makroskopisch und mikroskopisch (siehe Abb. 10 und 11) an
semiquantitativen Skalen (siehe Abb. 19 und 20 im Anhang).

Im Folgenden werden die Ergebnisse der osteogenen Differenzierung an den Zellkulturen
der Passage 2 dargestellt. Sie geben Aufschluss darlber, inwieweit eine osteogene

Differenzierung unter dem Zusatz von AS gelingt.

Abb. 10: Grad der ostenogenen Differenzierung (makroskopisch)

| 1% AS 03%AS  =10% AS -1D%FI—<S|

osteagener Score
(o)
n
n
a

Spender

Grafische Darstellung des makroskopischen Grades der osteogenen Differenzierung in Passage 2.

Den Spendern (x-Achse) wird der osteogene Score (y-Achse) gegenubergestellt. Ein hoher Score bedeutet
eine starke makroskopische von Kossa Farbung und damit eine gute osteogene Differenzierung. Die

in unterschiedlichen Farben positionierten Quadrate zeigen die medianen Scores auf der makroskopischen

von Kossa Skala der jeweiligen Spender, die aus 12 GF pro VT (bei 4 VT) berechnet wurden.
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Bei allen Spendern war unter dem Zusatz von 10% AS die starkste makroskopische
Farbung zu sehen. Bei den 9 Spendern nahm der Median Uber den Vertiefungen und
Gesichtsfeldern Werte zwischen 2,5 und 5 an.

Unter dem Zusatz von 10% FKS =zeigt sich bei 7 von 9 Spendern eine starkere
makroskopische Anfarbung, bei 1 Spender eine gleich starke und bei 1 Spender eine
geringere makroskopische von Kossa Farbung als unter dem Zusatz von 3% AS. Der
mediane Skalenwert Uber den Vertiefungen und Gesichtsfeldern lag bei den 9 Spendern
zwischen 1 und 2.

Unter dem Zusatz von 3% AS war nur bei 7 von 9 Spendern die von Kossa Farbung auch
makroskopisch sichtbar. Der Median Uber den Vertiefungen und Gesichtsfeldern nahm
Werte zwischen 0,5 und 3 an.

Unter dem Zusatz von 1% AS war der Assay makroskopisch bei keinem der 9 Spender
positiv. Der mediane Skalenwert Uiber den Vertiefungen und Gesichtsfeldern lag bei allen

Spendern bei Null.

Abb. 11: Grad der osteogenen Differenzierung {mikroskopisch)

il \ 1% AS 03%AS w10% AS -1D%FI<S|

osteogener Score

Spender

Grafische Darstellung des mikroskopischen Grades der osteogenen Differenzierung in Passage 2.

Den Spendern (x-Achse) wird der osteogene Score (y-Achse) gegeniibergestellt. Ein hoher Score bedeutet
eine starke mikroskopische von Kossa Farbung und damit eine gute osteogene Differenzierung. Die in
unterschiedlichen Farben positionierten Quadrate zeigen die medianen Scores auf der mikroskopischen von
Kossa Skala der jeweiligen Spender, die aus 12 GF pro VT (bei 4 VT) berechnet wurden. Die Federbalken

zeigen die Streuungen an. Sind keine Federbalken angezeigt, wurde immer der gleiche Score erreicht.

Ersichtlich ist, dass bei allen Spendern unter dem Zusatz von 10% AS die starkste
mikroskopische Farbung zu sehen war (bei allen signifikant). Bei den 9 Spendern nimmt
der Median Uber den Vertiefungen und Gesichtsfeldern Werte zwischen 3,3 und 8,8 an.

Unter dem Zusatz von 10% FKS zeigt sich bei 6 von 9 Spendern (bei 3 Spendern
signifikant) eine starkere mikroskopische Anfarbung, bei 2 von 9 Spendern eine gleich

starke und bei 1 von 9 Spendern (nicht signifikant) eine geringere mikroskopische von
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Kossa Farbung als unter dem Zusatz von 3% AS. Der mediane Skalenwert (ber den
Vertiefungen und Gesichtsfeldern lag bei den verschiedenen Spendern zwischen 1 und 2.
Unter dem Zusatz von 3% AS war nur bei 6 von 9 Spendern die von Kossa Farbung
mikroskopisch sichtbar. Der Median Uber den Vertiefungen und Gesichtsfeldern lag hier
zwischen 0 und 2.

Unter dem Zusatz von 1% AS war nur bei 3 der 9 Spender ein mikroskopischer Nachweis
des von Kossa Assays beobachtbar. Der mediane Skalenwert Gber den Vertiefungen und

Gesichtsfeldern lag bei den Spendern zwischen 0 und 1.

Das bedeutet zusammengefasst, dass Zellkulturen unter dem Zusatz von 1% AS sowohl
makroskopisch als auch mikroskopisch keine osteogene Differenzierung zeigten, d.h. sie
waren von Kossa negativ. Zellkulturen unter 3% AS und 10% FKS waren in den meisten
Fallen makroskopisch ebenfalls von Kossa negativ und zeigten mikroskopisch
suboptimale Ergebnisse, d.h. sie waren schwach von Kossa positiv. Zellkulturen unter
10% AS zeigten sowohl makroskopisch als auch mikroskopisch eine gute bis sehr gute
osteogene Differenzierung, sie waren eindeutig von Kossa positiv.

Eine osteogene Differenzierung war an den Zellkulturen, die als Kontrolle dienten, weder

makroskopisch noch mikroskopisch nachweisbar.

4.5. Adipogene Differenzierung

4.5.1. Zellmorphe

Die Bildung von intrazellularen, fetthaltigen Vakuolen war bei allen Zellkulturen sichtbar.
Bereits einen Tag nach der ersten Zugabe der adipogenen Induktionsmedien an KT 8 in
P2 war bei den Zellkulturen mit 3% AS und 10% AS sowie bei 10% FKS die Entstehung
von Vakuolen beobachtbar, deren Zahl und GroRe sehr verschieden war. Bei 3% AS
bildeten sich zu dieser Zeit zunachst nur sehr wenige kleine Vakuolen. Bei 10% AS waren
flachendeckend in ca. 80% — 90% der Zellen sehr kleine Vakuolen entstanden. Vereinzelt
waren kleine Ansammlungen groRerer Vakuolen beobachtbar. Unter der Zugabe von 10%
FKS waren hingegen zu diesem frihen Zeitpunkt bereits viele grol’e, zu Gruppen
formierte Vakuolen erkennbar. Im Gegensatz zu 10% AS erfolgte die Vakuolenbildung
aber nur in ca. 60% der Zellen. Die Zellkulturen mit 1% AS zeigten nach der ersten
adipogenen Stimulation keine Vakuolenbildung.

Unter der weiteren Stimulation nahm bei den Kulturen mit 3% AS, 10% AS und 10% FKS

die Zahl und auch die GréRRe der Vakuolen zu. Mit der zweiten adipogenen Stimulation
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war auch bei den Kulturen mit 1% AS vereinzelt die Bildung von sehr kleinen, einzeln
liegenden Vakuolen beobachtbar.

Mit der Entstehung der Vakuolen zeigte sich bei allen Zellkulturen, insbesondere bei
denen mit dem Zusatz von 3%, 10% AS und 10% FKS, eine morphologische
Veranderung der MSZ. Die Zellen wurden breiter und kirzer und zeigten teilweise eine
nahezu kubische Gestalt, ahnlich den Zellen, die osteogen differenziert wurden (siehe
Abb. 21 a-h im Anhang). Unter der adipogenen Stimulation wirkte die

Intrazellularsubstanz deutlich aufgelockert.

4.5.2. Adipogener Assay

Zur Quantifizierung der adipogenen Differenzierung wurde der Nachweis intrazellularer
Fettvakuolen nach 2 Zyklen der adipogenen Differenzierung nach Pittenger mittels des
adipogenen Assays mit einer Farbung nach Lillie (in: Bock, 1989) genutzt.

Die Auswertung der adipogenen Differenzierung erfolgte mikroskopisch (siehe Abb. 12)
an einer semiquantitativen Skala (siehe Abb. 22 im Anhang).

Im Folgenden werden die Ergebnisse der adipogenen Differenzierung an den Zellkulturen
der Passage 2 dargestellt. Sie geben Aufschluss darlber, inwieweit eine adipogene

Differenzierung unter dem Zusatz von AS gelingt.

Abb. 12: Grad der adipogenen Differenzierung (mikroskopisch)
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Grafische Darstellung des mikroskopischen Grades der adipogenen Differenzierung in Passage 2.

Den Spendern (x-Achse) wird der adipogene Score (y-Achse) gegenubergestellt. Ein hoher Score bedeutet
eine starke mikroskopische Anfarbung im adipogenen Assay und damit eine gute adipogene Differenzierung.
Die in unterschiedlichen Farben positionierten Quadrate zeigen die medianen Scores auf der mikroskopischen
Skala des adipogenen Assays der jeweiligen Spender, die aus 12 GF pro VT (bei 4VT) berechnet wurden. Die

Federbalken zeigen die Streuungen an. Sind keine Federbalken angezeigt, wurde immer der gleiche Score
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erreicht. Das Sternchen bedeutet, dass fir die Zellkultur unter dem Zusatz von 1% AS keine adipogene

Differenzierung durchgefihrt wurde.

Ersichtlich ist, dass bei allen Spendern (bei 8 Spendern signifikant) unter dem Zusatz von
10% FKS die starkste mikroskopische Farbung zu sehen war. Der Median Uber den
Vertiefungen und Gesichtsfeldern lag bei den verschiedenen Spendern zwischen 5 und
9,8.

Unter dem Zusatz von 10% AS zeigt sich bei allen Spendern im Vergleich zu 10% FKS
eine geringere und im Vergleich zu 3% AS eine deutlich starkere mikroskopische
Anfarbung (alle signifikant). Der mediane Skalenwert Uber den Vertiefungen und
Gesichtsfeldern lag bei den 9 Spendern bei 10% AS zwischen 3 und 5,5.

Unter dem Zusatz von 3% AS war bei allen Spendern eine mikroskopische Anfarbung der
fetthaltigen Vakuolen zu beobachten. Der Median uber den Vertiefungen und
Gesichtsfeldern lag hier bei den verschiedenen Spendern zwischen 1 und 2.

Unter dem Zusatz von 1% AS war bei keinem der Spender ein deutlicher,
mikroskopischer Nachweis der extrazelluldren Fettvakuolen beobachtbar. Der mediane

Skalenwert Uber den Vertiefungen und Gesichtsfeldern war bei allen Spendern Null.

4 .6. Oberflachenmarker

Die Bestimmung der Oberflachenmarker CD34, CD45, CD59, CD90, CD105, MHC-
Klasse | und MHC- Klasse Il erfolgte in P2. Verwendet wurden Zellkulturen mit dem
Zusatz von 10% AS der Spender 7 und 9 und die Zellkultur mit dem Zusatz von 10% FKS
des Spenders 7. Die mittels Flow-Zytometrie erhaltenen Ereignisse der Proben wurden in
zwei Gates (R1 und R2) aufgetrennt. Das Gate R2 beinhaltet dabei den groften Teil der
Ereignisse. Unter dem Zusatz von 10% AS lagen bei Spender 7 89 % der Ereignisse und
bei Spender 9 93 % der Ereignisse in R2. Unter dem Zusatz von 10% FKS lagen bei
Spender 7 94% der Ereignisse in R2. Eine weitergehende Analyse ergab keine
Unterschiede in der Antigen-Expression zwischen R1 und R2, so dass alle
aufgezeichneten Ereignisse die Grundlage fir die Auswertung bildeten. Die getesteten
MSZ der verschiedenen Serumbedingungen (AS versus FKS) hatten eine identische,
mittlere ZellgréRe.

Im Folgenden (siehe Abb. 13 a-c) werden die Ergebnisse der Bestimmung der
Oberflachenmarker an den Zellkulturen (Kultivierung in der Kulturflasche) der Passage 2
dargestellt. Sie geben Aufschluf® dartber, inwieweit das Spektrum der exprimierten

Oberflachenmarker unter dem Zusatz von AS und FKS Ubereinstimmt.
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Abb. 13 a: Bestimmung von Oberflachenmarkern fur 10% FKS (Spender 7)
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Abb. 13 b: Bestimmung von Oberflachenmarkern fir 10% AS (Spender 7)
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Abb. 13 c: Bestimmung von Oberflachenmarkern fir 10% AS (Spender 9)
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Grafische Darstellung der Expression von Oberflachenmarkern auf Zellkulturen der Passage 2 der Spender 7
und 9 unter dem Zusatz von 10% AS bzw. 10% FKS.
Die Verteilung der aufgezeichneten Ereignisse (Gate R1 und R2) ist jeweils in der rechten oberen Grafik

dargestellt.
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Bei allen anderen Grafiken wird die Expression der getesteten Antigene (mit Hilfe FITC- bzw. PE- markierter
Antikorper) (x-Achse) der Zahl der gemessenen Ereignisse (y-Achse) gegenibergestellt. Dabei wird die
unspezifische Isotyp-Kontrolle griin und die Abfrage des CD-Antigens rot abgebildet. Die mit einer
waagerechten Linie versehenen Markierungen geben den Anteil (in Prozent) der Zellen an, die den getesteten

Oberflachenmarker exprimieren.

Alle getesteten Zellkulturen reagierten mit graduellen Unterschieden positiv auf CD59,
CD 90, CD105 und MHC- Klasse | und zeigten eine negative Reaktion auf CD34, CD45
und MHC- Klasse Il. Bei Spender 7 zeigten sich zwischen dem Zusatz von AS und dem
Zusatz von FKS nur geringfligige, quantitative Unterschiede. Auch unter den
Bestimmungen der Spender 7 und 9 zeigte sich unter dem Zusatz von 10% AS kein

deutlicher Unterschied im Spektrum der Exprimierung.
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5. Diskussion

Die relative ,Leichtigkeit, mit der MSZ aus dem Knochenmark in vitro kultiviert und
expandiert werden konnen, und die Plastizitat fihrten bei vielen Forschergruppen zu der
Uberlegung, diese Zellen auch in der Klinik zu verwenden. Diese Anwendungen umfassen
unter anderem die Unterstlitzung der Transplantation von hamatopoetischen Stammzellen
(Koc et al., 2000), die Immunmodulation zur Verhinderung einer Spender-gegen-Wirt-
Reaktion (Devine und Hoffman, 2000; Frassoni et al., 2002), die Reparatur geschadigter
Organe (Bruder et al., 1998; Award et al., 1999; Strauer et al., 2002) und die Gentherapie
(Chuah et al., 2000).

Die Expansion und Differenzierung von MSZ in Medium, dem 10% oder 20% fotales
Kalberserum zugesetzt sind, ist heute eine etablierte Methode, um Zellen fur das Tissue
Engineering zu gewinnen (Haynesworth et al., 1992a; Prockop, 1997).

In Deutschland ist der klinische Einsatz mittels FKS gewonnener Zellen im Allgemeinen
verboten. Nur in sehr speziellen Fallen kann eine Ausnahmegenehmigung beim Paul-
Ehrlich-Institut eingeholt werden.

Deshalb ist die Entwicklung von Kulturmedien ohne tierische Proteine von erheblichem

wissenschaftlichen, klinischen und wirtschaftlichen Interesse.

Diskussion der Ergebnisse zur Gewinnung und Expansion von MSZ

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob es gelingt, aus dem Knochenmark isolierte humane
MSZ kalberserumfrei, unter dem Zusatz von autologem Serum zu gewinnen und in
ausreichender Menge zu expandieren. Verwendet wurde dafiir das Knochenmarkaspirat
der ersten Spritze und nicht hitzeinaktiviertes, autologes Serum, gewonnen aus
peripherem Blut. Das Serum wurde bis zur Verwendung bei -20°C gelagert, um einen
kontinuierlichen und kritischen Abfall der Konzentration an Nahrstoffen und
Wachstumsfaktoren zu verhindern. Es wurde dem Kulturmedium DMEM, stets frisch
aufgetaut, fir 3 bis 4 Tage zugesetzt, um moglichst konstante Bedingungen Uber den
gesamten Kultivierungszeitraum zu gewahrleisten. Um eine Vergleichbarkeit zu
Zellkulturen mit etablierten Bedingungen (nach Caplan et al.) sicherzustellen, wurden
gleichzeitig Zellen unter dem Zusatz von 10% FKS kultiviert. Das FKS wurde ebenfalls
portioniert, bei -20°C gelagert und frisch aufgetaut hinzugefugt.

Um eine mdoglichst hohe Expansionsrate in P1 zu erzielen, wurden die MSZ mit einer sehr

geringen Dichte ausgesiedelt.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass unter dem Zusatz von 10% AS sowohl in der Phase der

Isolation in der Primarkultur als auch in der Phase der Expansion in der Primarkultur und
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in den Passagen 1 und 2 im Allgemeinen die meisten Zellen gewonnen und expandiert
wurden.

Unter dem Zusatz von 3% AS lieRen sich innerhalb desselben Zeitraumes sowohl in PK
als auch in P1 deutlich weniger Zellen isolieren und expandieren als unter dem Zusatz
von 10% AS. Ein Mehr an Wachstumsfaktoren und Nahrstoffen beglnstigt
mdglicherweise das gute und schnelle Wachstum unter dem Zusatz von 10% AS.
Wahrend der Kultivierung war sowohl in PK als auch in P1 zwischen den getesteten
Bedingungen ein sogenannter ,Deckeneffekt® (relativer Platzmangel) mit Annahern der
Zellzahlen zum Ende der jeweiligen Passage zu beobachten (siehe Tabelle 6 und 8,
Kapitel 4). D.h., die Zellen unter dem Zusatz von 10% AS erreichen bereits ab KT 7 in PK
einen Konfluenzgrad von 30 — 40%, sodass die Zellen zueinander Kontakt erhalten, und
auf Grund des relativen Platzmangels eventuell ihre Teilungsrate reduzieren. Die Zellen
unter dem Zusatz von 3% AS und 10% FKS hingegen teilen sich weiterhin mit einer
hohen Teilungsrate, da hier zu diesem Zeitpunkt ein geringerer Konfluenzgrad besteht.
Mit dem mdoglichen Auftreten dieses Effektes sind deutliche Unterschiede beziiglich der
Zellzahlen nur bis zu einem gewissen Konfluenzgrad sichtbar. So wurden am Ende einer
Passage nicht mehr so deutlich voneinander abweichende Zellzahlen ermittelt,
insbesondere bei den Zellkulturen unter dem Zusatz von 3% AS, 10% AS und 10% FKS.
Innerhalb derselben Kultivierungszeit lagen die Zahlen der generierten Zellen unter dem
Zusatz von 1% AS sowohl in PK als auch in P1 und P2 unter den Werten der anderen
getesteten Bedingungen. Diese Beobachtungen bei 1% AS konnten auf niedrigere
Konzentrationen an wichtigen Inhaltsstoffen des Serums, wie beispielsweise den
Wachstumsfaktoren zurtickzufiihren sein. So zeigten die Zellen als Zeichen des relativen
Mangels eine etwas schlechtere Proliferation, verbunden mit einer nur langsam
zunehmenden Zellzahl und einem innerhalb dieser Zeit in den meisten Fallen nur

teilweise konfluenten Monolayer.

Die MSZ wurden sowohl auf 24-Loch-Platten als auch in T25- und T75-Kulturflaschen,
deren Oberflache fir die Zellkultur vorbehandelt war, kultiviert. Ein Unterschied bezlglich
des Wachstumsverhaltens und der Zellmorphe war dabei nicht zu beobachten. Es fiel
lediglich auf, dass sich die adharenten MSZ unter der Gabe von Trypsin beim Zusatz von
AS schneller von der Oberflache ablosten als beim Zusatz von FKS. Mdglicherweise
bilden MSZ unter dem Zusatz von AS andere, fir die Adharenz verantwortliche
Oberflachenproteine aus als unter dem Zusatz von FKS. Vielleicht fihrt aber auch das
Einwirken von AS auf die Oberflachenbeschichtung des Plastikmaterials zu dem
abweichenden Verhalten beim Trypsinieren. Das schnellere Ablésen der MSZ hatte keine

Auswirkungen auf das weitere Wachstum.
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Ziel dieser Arbeit war es, das Wachstumsverhalten der Zellen unter den verschiedenen
Bedingungen genauer zu verfolgen. Weil die Gesamtzahl der MSZ pro Serumbedingung
trotz Poolens aller VT einer Bedingung klein war und die Bestimmung der Zellzahl in der
Neubauerkammer ungenau ausgefallen ware, wurde die Zellzahl in der Regel alle drei
Tage manuell am Mikroskop ausgezahlt. Dies ist aber nur bis zu einem gewissen
Konfluenzgrad moglich, sodass die Zellzahl bei hdherer Dichte geschatzt wurde. Die
Ubereinstimmung der geschatzten Zellzahl (an Hand des Konfluenzgrades) mit der
tatsachlich vorliegenden Zellzahl (Bestimmung durch die Neubauerkammer, Auszahlen
am Mikroskop) wurde in Pilotversuchen und wahrend der Versuche dieser Arbeit
wiederholt Uberprift. Dennoch zeigte sich, dass in 15 VT mit einer Gesamtflache von
25,5 cm? trotz gleichen Wachstumsverhaltens und gleicher Morphe weniger Zellen zu
generieren waren als in einer 25 cm®Kulturflasche. Die verschiedenen Plastikmaterialien
von Kulturplatte und Kulturflasche (verschiedene Hersteller) konnten zu unterschiedlicher
Adharenz und differierendem Wachstum gefiihrt haben. In den Vertiefungen zeigten sich
zudem unterschiedlich gute Wachstumsbedingungen. So war vor allem im Zentrum einer
jeden Vertiefung ein gutes Wachstum mit hohem Konfluenzgrad zu beobachten und in
den Randgebieten ein schlechteres Wachstum mit meist geringerem Konfluenzgrad. Auf
Grund dieser Verteilung a3t sich am ehesten erklaren, warum bei insgesamt gleicher

Kulturflache voneinander abweichende Zellzahlen erreicht wurden.

Bei allen Spendern zeigte sich fur alle getesteten Serumbedingungen eine unterschiedlich
stark ausgepragte, intraindividuelle Variabilitat. Bezlglich der zu generierenden Zellzahl
waren zwischen den Spendern mitunter deutliche Schwankungen (interindividuelle
Variabilitdt) zu beobachten. Diese Variabilitdten kdnnen sowohl zellspezifischer als auch
serumspezifischer Natur sein. Fir das Vorliegen zellspezifischer Faktoren spricht die
interindividuelle Variabilitat bei dem Zusatz von FKS, da bei allen Spendern das gleiche
FKS zugesetzt wurde. Um die Ursache der Variabilitdten zu klaren, missten humane
MSZ unter der Zugabe von verschiedenen allogenen Seren expandiert werden, um so
geeignete Seren herauszufiltern. Mit Hilfe standardisierter, humaner Serumzusatze lielRen

sich dann eventuell auch besonders gut geeignete MSZ-Spender screenen.

Diskussion der Ergebnisse zur osteogenen Differenzierung

Unter dem Zusatz der osteogenen Induktionsubstanzen zum Kulturmedium der
Zellkulturen der 2. Passage wurde eine Veranderung der Zellmorphe beobachtet. Aus den
vormals langgestreckten, schlanken Zellen wurden binnen weniger Tage deutlich kirzere,
flachigere Zellen, die teilweise eine kuboide Gestalt annahmen. Diese morphologische

Transformation beobachteten auch Cheng et al. an Stromazellen des menschlichen
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Knochenmarkes, die sie unter dem EinfluR von Dexamethason untersuchten (Cheng et
al., 1994). Neben dem Gestaltwandel zeigte sich ab dem KT 11, also 2 Tage nach der
ersten Gabe von B-Glycerophosphat, die Bildung erster extrazellularer Matrixmolekiile,
welche im weiteren Verlauf zunahm. Die andifferenzierten Zellen scheinen erst mit der
Zugabe von B-Glycerophosphat fahig zu sein, mineralisierte Matrix zu formen. Diese
scheinbare Abhangigkeit wurde auch in anderen Studien an humanen BMSC beobachtet
(Cheng et al., 1994; Rickard et al., 1996).

Das Ausmal der osteogenen Differenzierung wurde gemessen an der Starke der
Anfarbung extrazellularer Matrixmolekile beim von Kossa Assay, der im Allgemeinen ein
akzeptierter Surrogatmarker fur in vitro- Kulturen ist.

Mit der niedrigen Aussiedlungsdichte (Konfluenzgrad von ca. 1%) sollte verhindert
werden, dass sich die Zellen bei zu hoher Zelldichte von der Oberflache der VT I6sen und
zu Zellhaufen zusammenlagern (Beobachtungen in den Pilotversuchen). So war innerhalb
der 21 Tage der Differenzierung initial ein gutes Wachstum maoglich.

Bis auf die Zellkulturen mit 1% AS wiesen alle ein homogenes, anndhernd konfluentes
Monolayer auf. Die Konfluenz der Zellkultur scheint dabei aber keine Vorraussetzung fur
die Bildung extrazellularer Matrixvesikel zu sein, denn die Zellen unter 3% AS und 10%
FKS zeigten trotz konfluenter Monolayer schlechtere Ergebnisse bei der osteogenen
Differenzierung, als es unter 10% AS zu beobachten war. Sowohl makroskopisch als auch
mikroskopisch waren alle Zellkulturen, die mit 10% AS kultiviert wurden, starker von
Kossa positiv als unter den anderen Serumbedingungen (siehe Abb. 10 und 11, Kapitel
4). Das bedeutet, in diesen Zellkulturen war der gréfite Anteil osteogen differenzierter
Zellen vorhanden, der zur Bildung von extrazelluldrer Knochenmatrix befahigt ist. Die
Zellkulturen unter dem Zusatz von 10% AS zeigten sowohl das beste Wachstum als auch
die starkste Anfarbung im von Kossa Assay, als Zeichen der Bildung extrazellularer
Matrixvesikel. Autologes Serum enthalt demnach sowohl mitogene Wachstumsfaktoren
als auch Differenzierungfaktoren, deren Wirkung vermutlich dosisabhangig ist. Dies wiirde
das unterschiedlich gute Zellwachstum und die unterschiedlich gute Differenzierbarkeit
erklaren. Das Wachstum, gemessen an der Zellzahl und die Differenzierbarkeit, wiederum
gemessen an der Anfarbung extrazellularer Matrixvesikel, zeigen im Allgemeinen beim
Zusatz von AS folgende Rangfolge: 1% AS < 3% AS < 10% AS. Die Zellkulturen unter
dem Zusatz von 10% FKS und 10% AS zeigen ein ahnliches Wachstum, die osteogene
Differenzierung jedoch ist bei 10% AS besser.

Unerwartet war die Beobachtung, dass die Zellkulturen unter dem Zusatz von 10% FKS,
welches zuvor auch hinsichtlich einer guten osteogenen Differenzierbarkeit selektioniert
wurde, makroskopisch und mikroskopisch relativ schwach von Kossa positiv waren.

Moglicherweise sind veranderte Kulturbedingungen zum Zeitpunkt der Selektionierung
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und wahrend der Versuchsreihe dieser Arbeit ursachlich. Im Rahmen der Versuche wurde
mit einer niedrigen Zelldichte ausgesiedelt und so Wachstum ermdglicht und das B-
Glycerophosphat in deutlich niedrigerer Konzentration (3 mM versus 10 mM) und erst ab
KT 9 zugesetzt, im Unterschied zur Selektionierung vom FKS, wo es bereits ab KT 1

zugegeben wurde.

Diskussion der Ergebnisse zur adipogenen Differenzierung

Die adipogene Differenzierung ist eine Moglichkeit, das Vorhandensein der Multipotenz
bei MSZ zu belegen (DiGirolamo et al., 1999)

Mit Ausnahme der Zellkulturen unter 1% AS war bei den anderen getesteten
Serumbedingungen die adipogene Differenzierung nachweisbar, jedoch in
unterschiedlichem Ausmal (siehe Abb. 12 im Anhang).

Unter dem Zusatz von 10% FKS war eine inhomogene Bildung (in 60% der Zellen) vieler,
sehr grolier Vakuolen zu beobachten. Im Vergleich dazu waren die Vakuolen unter dem
Zusatz von 10% AS deutlich kleiner, jedoch homogener (in 80% - 90% der Zellen) verteilt.
Das bedeutet mdglicherweise, dass unter dem Zusatz von 10% AS, prozentual gesehen
mehr Zellen Uber PK und P1 bis in P2 ihre Unreife behielten als unter dem Zusatz von
FKS und damit gut adipogen differenzierbar waren. Moglicherweise enthalt das
selektionierte FKS mehr Lipide und adipogene Faktoren als autologes Serum, was die
Bildung grof3er Vakuolen begunstigt.

Die schlechten Ergebnisse der unter 1% AS und 3% AS kultivierten Zellen bei der
osteogenen und adipogenen Differenzierung lassen darauf schlieen, dass ein Mangel an
wichtigen Substanzen moglicherweise verbunden ist mit dem Verlust an Unreife und

Differenzierbarkeit.

Diskussion der Ergebnisse zur Bestimmung der Oberflachenmarker

An Zellen der homogenen, konfluenten Monolayer der 2. Passage, kultiviert unter dem
Zusatz von 10% FKS und 10% AS, wurden mittels Flow-Zytometrie verschiedene
Oberflachenmarker  bestimmt. Ausgewahlt wurden Markerproteine, die den
immunologischen Phanotyp von MSZ des Knochenmarkes (MSZ nach Caplan et al.)
widerspiegeln, die unter dem Zusatz von 10% FKS kultiviert wurden (Haynesworth et al.,
1992a; Barry et al.,, 1999; Pittenger et al., 1999; Wexler et al., 2003). Bislang fehlten
Ergebnisse zur Bestimmung dieser oder anderer Markerproteine an Zellkulturen, die unter
AS expandiert wurden.

Die Flow-Zytometrie zeigte, dass die Zellkulturen unter dem Zusatz von AS und FKS
CD90, CD105 (Endoglin, SH-2) und MHC-I (HLA Klasse-l) in sehr ahnlichem Umfang
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exprimierten, und dass CD34, CD45 und MHC-II (HLA Klasse-Il) nicht nachgewiesen
wurden (siehe Abb. 13 — 15, Kapitel 4).

MSZ exprimieren demzufolge kaum HLA-Antigene der Klasse II, welche sich auf
Immunzellen befinden und dort der Kommunikation untereinander dienen. Wegen ihrer
zentralen Bedeutung bei der Immunantwort werden sie auch als la-Antigen
(Immunantwort-assoziiertes Antigen) bezeichnet. Das bedeutet, dass der Kontakt mit
MSZ keine Proliferation von Lymphozyten und keine zellvermittelte Lympholyse
cytotoxischer Lymphozyten hervorruft (Di Nicola et al., 2002). MSZ sind somit nicht
immunogen und zeigen sogar immunsuppressive Eigenschaften (Bartholomew et al.,
2002; Krampera et al., 2003; Le Blanc et al., 2003, 2004).

Diese Arbeit zeigt erstmals, dass es unter FKS-freien Kulturbedingungen unter dem
Zusatz von AS gelingt, MSZ zu isolieren und zu expandieren, welche ahnliche
Proliferationsraten, die gleichen morphologischen Eigenschaften und die gleiche
Expression von Oberflachenmarkern zeigen wie MSZ, die unter standardisierten

Bedingungen mit 10% FKS kultiviert werden.

Diskussion der Ergebnisse vor dem Hintergrund der internationalen wissenschaftlichen

Literatur

Die Kultivierung adulter, humaner Stammzellen ist etabliert und standardisiert. Sowohl
MSZ nach Caplan et al. als auch MSZ nach Prockop et al. zeigen unter dem Zusatz von
10% bzw. 20% FKS ein gutes Wachstum und eine gute Differenzierbarkeit. Der Zusatz
von fétalem Kalberserum zum Kulturmedium ist jedoch flir den klinischen Einsatz dieser
Zellen in vielen Landern verboten, so auch in Deutschland. Aus diesen Griinden gibt es
das Bestreben, alternative Serumzuséatze zu testen und zu etablieren.

Untersuchungen der letzten Jahre zeigen, dass es unter dem Zusatz von humanem
Serum oder Plasma gelingt, verschiedene Zellen des Knochenmarkstromas zu

expandieren und zu differenzieren.

Im Folgenden werden Arbeiten diskutiert, die das Verhalten von adulten Stammzellen des
Knochenmarkes und des Knochens unter alternativem Serumzusatz im Vergleich zum

fotalen Kalberserum untersuchten.

Shigeno und Ashton demonstrierten, dass Zellen, gewonnen aus trabekuldarem Knochen
und kultiviert unter dem Zusatz von AS eine signifikant groRere Proliferationsrate zeigen
als Zellkulturen, denen FKS zugesetzt wurde (Shigeno und Ashton, 1995). Um welchen

Faktor sich die Proliferationsraten unterscheiden, kann der Studie allerdings nicht
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entnommen werden. Des Weiteren ist unklar, welche Qualitdt das FKS hatte. Untersucht
wurde Material von 20 Patienten im Alter von 5 bis 70 Jahren.

Diese Untersuchung wurde durchgefuhrt an Knochenzellen aus mehrfach gewaschenen
(frei von hamatopoetischen Zellen des Knochenmarkes) Stlcken des trabekuldren
Knochens, welche in a-MEM unter Zusatz von 10% AS bzw. 10% FKS expandiert wurden.
Die Auswertung dieser Studie erfolgte an KT 14 in PK.

Die vorliegende Arbeit untersuchte im Unterschied zu Shigeno und Ashton die Gewinnung
und Expansion humaner, adulter MSZ aus dem Knochenmark des Beckenkammes
gesunder Spender im Alter von 23 bis 40 Jahren. Sie zeigt, dass auch humane, adulte

MSZ bis in P2 eine sehr gute Proliferation unter der Kultivierung mit 10% AS aufweisen.

Oreffo et al. untersuchten an humanen Fibroblasten des Knochenmarkes die Rolle von
1,25(0H),D; (biologisch aktive Form des Vitamin D3) und Dexamethason in Hinblick auf
die adipogene und osteogene Differenzierbarkeit unter der Kultivierung mit humanem AB-
Serum (Oreffo et al.,, 1997). Gewonnen wurden die Fibroblasten aus trabekularen
Knochen von 21 Spendern im Alter von 14 bis 88 Jahren und kultiviert in a-MEM, dem
10% FKS bzw. 10% humanes AB -Serum sowie 1,25(OH),D; und Dexamethason allein
oder in Kombination zugesetzt wurden. Das von 12 verschiedenen Spendern stammende
humane AB-Serum wurde vor der Verwendung gepoolt.

Wenn neben der Gabe von Dexamethason der Serumzusatz kontinuierlich (ohne den
Wechsel der Serumart) erfolgte, zeigte sich unter humanem AB-Serum eine bessere
adipogene Differenzierung als unter FKS. Wurde unter der Gabe von Dexamethason
wahrend der Kultivierung von FKS auf humanes AB-Serum gewechselt, zeigte sich eine
bessere adipogene Differenzierung, gegentiber einem Wechsel von humanem AB-Serum
auf FKS. Die Aktivitdt der Alkalischen Phosphatase, die als Mald der osteogenen
Differenzierbarkeit bestimmt wurde, war signifikant héher bei allen Zellkulturen, die unter
dem Zusatz von humanem AB-Serum Kkultiviert wurden, als bei den Zellkulturen unter
FKS. Die Anwesenheit der osteogen wirkenden Substanzen 1,25(0OH),D; und
Dexamethason spielte im Vergleich nur eine geringe Rolle, da sie unabhangig vom
zugegebenen Serum aktivitatssteigernd wirkten.

Oreffo et al. schlussfolgerten aus ihrer Arbeit, dass in humanen Serum Faktoren enthalten
sind, die besonders in Anwesenheit von 1,25(0H),D; und Dexamethason synergistisch
bezlglich der adipogenen und osteogenen Differenzierbarkeit wirken und die im fotalen
Kalberserum nicht vorhanden sind.

Die vorliegende Arbeit zeigt ahnliche Ergebnisse bei humanen, adulten MSZ. Auch ohne
den kontinuierlichen Zusatz von 1,25(0OH),D; war unter dem Zusatz von 3% und 10% AS
eine osteogene Differenzierung (P2) moglich. Dabei zeigten die Zellkulturen unter dem

Zusatz von 10% AS eine deutlich bessere osteogene Differenzierbarkeit als die
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Zellkulturen unter Zusatz von 10% FKS. Unter Zusatz von FKS zeigte sich jedoch eine
bessere adipogene Differenzierung als unter dem Zusatz von AS. Moglicherweise enthalt
humanes Serum mehr osteogene Wachstumsfaktoren und weniger Lipide und adipogene
Faktoren als FKS.

Koller et al. untersuchten die Expansion hamatopoetischer Stammzellen des
Knochenmarkes unter Zusatz von humanem autologem und allogenem Serum bzw.
Plasma und unter Serumfreiheit, im Vergleich zum Zusatz tierischer Seren (Koller et al.,
1998). Dem Kulturmedium Isocove’s Modified Dulbeccos’'s Medium (IMDM) wurden
20% humanes Serum oder Plasma, 20% FKS oder 20% Pferdeserum bzw. 10% FKS und
10% Pferdeserum zugesetzt. Das Medium enthielt weiterhin Hydrokortison und diverse
humane, rekombinante Wachstumsfaktoren, unter anderem Interleukin-3, Erythropoetin
und GM-CSF (Granulocyte-Macrophage-Colony Stimulating Factor). Die mittels Ficoll
separierten Zellen des Knochenmarkaspirates wurden in CD34-positive und CD34-
negative Zellen separiert. Die CD34-negativen Zellen dienten als akzessorische Zellen
(Futterzellen) und wurden in einem festgelegten Verhaltnis mit CD34-positiven Zellen und
anderen MNZ Uber 12 Tage kultiviert. Das Medium wurde jeweils nur zu 50% gewechselt.
Die Untersuchungen erfolgten an Zellen der Primarkultur.

Koller et al. beobachteten, dass unter dem Zusatz von humanem Serum bzw. Plasma
(autolog bzw. allogen) und unter Serumfreiheit bei den akzessorischen Zellen des
Stromas eine geringere CFU-F Bildung stattfand und eine geringere Zelldichte
ausgebildet wurde als unter dem Zusatz tierischer Seren.

Die vorliegende Arbeit untersuchte ebenfalls das Wachstumsverhalten CD34-negativer
Zellen des Knochenmarkes unter der Kultivierung mit autologem Serum. Im Gegensatz zu
den Ergebnissen von Koller et al. zeigen die Daten der vorliegenden Arbeit, dass es unter
dem Zusatz von autologem Serum, insbesondere bei einer Konzentration von 10%
maoglich ist, CD34-negative Zellen zu expandieren, welche die gleiche Morphe und den
gleichen immunologischen Phanotyp aufweisen, wie MSZ, die unter 10% FKS kultiviert
wurden. Die vorliegende Arbeit vergleicht aulerdem den Zusatz verschiedener
Konzentrationen an autologem Serum. Sie zeigt, dass MSZ in autologem Serum isolierbar
und expandierbar sind und bei 10% AS in der Mehrzahl sogar einen Wachstumsvorteil
gegenuber den Zellen zeigen, die mit 10% FKS kultiviert wurden. Jedes FKS
unterscheidet sich in seiner Zusammensetzung, so dass die unterschiedlichen Ergebnisse
beziglich des Wachstumsverhaltens der Zellen in der entsprechenden
Zusammensetzung des verwendeten FKS begrindet sein kdnnen. Mdéglicherweise
enthielt das selektionierte FKS, welches bei den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit
verwendet wurde, weniger Wachstumsfaktoren als das von Koller et al.. Aus ihrer Arbeit

ist nicht ersichtlich, wie das FKS vorbehandelt und verwendet wurde.
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Des Weiteren wurden in der vorliegenden Arbeit reine Kulturen von MSZ untersucht und
keine Co-Kulturen. Aus der Arbeit von Koller et al. geht nicht hervor, ob es sich bei den
adharenten Zellen, die aus CD34- negativen Zellen hervorgegangen sind, um MSZ oder
MSZ-ahnliche Zellen handelt. Bei der Uberwiegenden Mehrzahl der CD34-negativen
Zellen handelt es sich um hamatopoetische Zellen bzw. MNZ. Es kann davon
ausgegangen werden, dass die MSZ in Anwesenheit von CD34-positiven Zellen unter
Zusatz von humanem Serum ihr Wachstums- und Differenzierungsverhalten andern.

Méglicherweise liegen die gegensatzlichen Ergebnisse beider Arbeiten darin begriindet,
dass verschiedene Zellen unter verschiedenen Kulturbedingungen (Vorbehandlung der
Zellen, unterschiedliche Serumqualitaten und Kulturmedien) untersucht wurden, was
wiederum deutlich macht, wie sinnvoll es ist, MSZ méglichst eindeutig zu charakterisieren

und zu definieren.

Kuznetsov et al. untersuchten an humanen Stromazellen des Knochenmarkes den Effekt
von humanem Serum auf die Proliferation in vitro und die Knochenbildung in vivo (nach
Transplantation in Verbindung mit porosen Keramikmatrices) (Kuznetsov et al., 2000).
Untersucht wurden Knochenmarkzellen aus trabekuldrem Knochen von 6 Spendern im
Alter von 0,5 bis 15 Jahren.

Die BMSC wurden aus Knochenfragmenten isoliert und in a-MEM Uber 5 Passagen
kultiviert. Getestet wurde der Zusatz von 20% FKS, 20% humanem AB-Serum
(kommerziell erworben) und 20% Kaninchenserum, sowie die Serumfreiheit. Dem Medium
wurden weiterhin noch Dexamethason, L—-Ascorbinsdure-magnesiumphoshat zugesetzt.
Das serumfreie Medium war zusatzlich angereichert mit Insulin, Transferrin und Selen
(ITS).

Kuznetsov et al. zeigten mit ihrer Studie, dass die Koloniebildende Effizienz (Colony-
Forming Efficiency = CFE) bzw. die Proliferation bis P2 unter dem Zusatz von humanem
AB-Serum bei allen Spendern geringer war als unter Zusatz von FKS. D.h., unter Zusatz
von FKS konnten wesentlich mehr BMSC gewonnen werden als unter Zusatz von
humanem AB-Serum. Die beste Knochenbildung in vivo zeigte sich aber, wenn die BMSC
unter FKS mit Wechsel auf Serumfreiheit kultiviert wurden. Die Untersucher
schlussfolgerten daraus, dass humane MSZ, kultiviert in FKS und vor der Transplantation
inkubiert mit serumfreien Medium, signifikant mehr Knochen bilden als MSZ, die konstant
in serumhaltigem Medium kultiviert werden. Des Weiteren kommen sie zu dem Schluf,
dass sowohl in FKS als auch in humanem Serum Faktoren enthalten sind, welche die
osteogene Differenzierung inhibieren.

Im Unterschied zu dieser Studie kann die vorliegende Arbeit zeigen, dass es unter dem
Zusatz von 10% AS gelingt, MSZ zu gewinnen und in ausreichender Menge zu

expandieren und das im Allgemeinen sogar besser als unter dem Zusatz von FKS. In der
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vorliegenden Arbeit wurde nicht hitzeinaktiviertes, autologes Serum verwendet, das frisch
aufgetaut zugesetzt wurde. Es ist mdglich, dass allein die Seren (kommerziell
erworbenes, humanes AB-Serum und autologes Serum) so verschieden behandelt
wurden, dass es zu Unterschieden hinsichtlich der Isolation und Expansion der Zellen
kommen kann. Genaue Angaben zum verwendeten Serum sind der Arbeit von Kuznetsov
et al. nicht zu entnehmen. Die untersuchten BMSC wurden von den Autoren nicht naher
charakterisiert.

AulBerdem zeigt die vorliegende Arbeit, dass die unter 10% AS kultivierten Zellen in vitro
sehr gut osteogen differenzierbar sind. Die MSZ wurden in der 2. Passage mit den
osteogenen Induktionssubstanzen stimuliert. Der von Kossa Assay war bei allen
untersuchten Spendern unter dem Zusatz von 10% AS sowohl makroskopisch als auch
mikroskopisch von Kossa positiv. In der vorliegenden Arbeit wurde die osteogene
Differenzierung an Hand der Anfarbung extrazellularer Matrixvesikel beim von Kossa
Assay in vitro bemessen, in der Studie von Kuznetsov hingegen an der Knochenbildung in
vivo. Die vorliegende Arbeit kann keine Aussage darlber treffen, wie sich die osteogen
differenzierten Zellen spater in vivo verhalten, d.h. ob eine Knochenbildung beobachtbar
ware oder nicht. Die Arbeit von Kuznetzov macht keine Aussagen Uber die osteogene

Differenzierung in vitro.

Yamaguchi et al. zeigten in einer Studie, die sich mit der Expansion hamatopoetischer
Stammzellen befasst, dass sich Stromazellen des Knochenmarkes (BMSC) unter der
Zugabe von 10% humanem AB-Serum und bFGF in einer Konzentration von 1,0 ng / ml
zwei- bis dreimal besser expandieren lassen als unter der Zugabe von 12,5 % FKS bzw.
Pferdeserum und Hydrocortison (Yamaguchi et al., 2002).

Als Kulturmedium fand IMDM Verwendung und die Untersuchung wurde an Zellen der
1. Passage durchgefuhrt. Die Expansionsrate unter 10% AS war dabei abhangig von der
zugesetzten Dosis an bFGF. Ohne den Zusatz des Wachstumsfaktors war die Expansion
der Zellen unter dem Zusatz von FKS besser als unter dem Zusatz von AS.

Im Unterschied zu dieser Studie wurde in der vorliegenden Arbeit dem Kulturmedium
DMEM autologes Serum zugesetzt. Auf die Gabe von Wachstumsfaktoren wurde bewulf3t
verzichtet. Mit dieser Arbeit wird gezeigt, dass sowohl die Isolation als auch die Expansion
von MSZ unter dem Zusatz von 10% autologem Serum ohne den Zusatz von
Wachstumsfaktoren, insbesondere von bFGF sowohl in PK als auch in P1 und P2 mdglich
und in der Mehrzahl der Falle besser ist als die Expansion unter Zusatz von 10% FKS.
Aus der Arbeit von Yamaguchi et al. geht nicht hervor, um welche Zellen des

Knochenmarkstromas es sich genau handelt.

Anselme et al. untersuchten an humanen CFU-F (MSZ-dhnlichen Zellen) des
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Knochenmarkes die Abhangigkeit des Wachstums und der Differenzierung von den
Kulturbedingungen und der Qualitat des zugesetzten Serums (Anselme et al., 2002).

Die Untersuchung erfolgte an Zellkulturen der PK von 31 Spendern im Alter von 27 bis 53
Jahren. Dem Kulturmedium o-MEM wurden dafir 15% humanes AB-Serum,
15% autologes Plasma, 15% FKS, 1% Ultroser G, bestehend aus verschiedenen
tierischen Proteinen und Prolifix S3 / S6, basierend auf pflanzlichen Proteinen,
zugegeben. Neben dem alleinigen EinfluR der verschiedenen Seren wurde der
zusatzliche Effekt von Dexamethason getestet.

Unter dem Zusatz von 15% humanem AB-Serum zeigte sich eine gleich gute bis bessere
CFU-F Bildung im Vergleich zur Kontrolle, die aus a-MEM mit dem Zusatz von Ultroser G
(Kombination tierische Seren) bestand. Die Zahl und die Flache der CFU-F’s unter 15%
humanem AB-Serum konnten durch den Zusatz von Prolifix S6 weiter erhdht werden.
Gleiche Beobachtungen wurden auch bei 15% autologem Plasma und Prolifix S6
gemacht. FKS zeigte ebenfalls eine gute CFU-F Bildung, doch verglichen mit allen
anderen getesteten Zusatzen, also auch verglichen mit humanem AB-Serum bzw.
autologem Plasma allein und unter dem Zusatz von Prolifix S6, waren die Kolonien im
Durchmesser kleiner. Die Zahl der CFU-F’s war bei den Kulturen mit humanem AB-Serum
hdher als bei denen mit FKS.

Des Weiteren zeigte sich unter dem Zusatz von humanem AB-Serum eine starkere
Expression von Osteonectin als unter dem Zusatz von FKS. Der Grad der osteogenen
und adipogenen Differenzierung, gemessen am von Kossa Assay und der Anfarbung mit
Olrot O wurde nur fir Zellkulturen unter dem Zusatz von Ultroser G bestimmt. Die
Expression der Alkalischen Phosphatase zeigt fir Ultoser G, humanes AB-Serum mit
Zusatz von 15% Prolifix S6 und autologes Plasma mit dem Zusatz von 1% Prolifix S6
annahernd gleiche Ergebnisse.

Wurden Zellen mit FKS oder autologem Plasma mit der Gabe von Dexamethason
kultiviert, zeigte sich ein positiver Effekt hinsichtlich der Zahl und des Durchmessers der
CFU-F’s.

Anselme et al. demonstrierten, dass es gelingt, humane CFU-F auf der Basis von
humanem AB-Serum (15%) und autologem Plasma (15%) zu kultivieren. Die zusatzliche
Gabe von Prolifix S6 wirkt sich dabei wachstumsférdernd aus.

Die Autoren sprechen in ihrer Arbeit parallel von MSZ und CFU-F, sodass unklar bleibt,
welche Zellen untersucht wurden.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass humane, adulte MSZ des Knochenmarkes unter der
Kultivierung mit autologem Serum ebenfalls ein besseres Wachstum zeigen als unter dem
Zusatz von FKS. Im Gegensatz zu Anselme wurde das Serum in einer Konzentration von
nur 10% zugesetzt und auf die zusatzliche Gabe jeglicher Wachstumsfaktoren verzichtet.

Das gute Wachstum unter dieser Bedingung wurde nicht nur an Zellkulturen der PK,
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sondern auch an Kulturen der ersten und zweiten Passage gezeigt. Des Weiteren sind die
unter dieser Bedingung gewonnenen und expandierten MSZ sehr gut osteogen

differenzierbar (von Kossa stark positiv).

Yamamoto et al. haben gezeigt, dass die Expansion und osteogene Differenzierung von
humanen Stromazellen des Knochenmarkes (BMSC) unter dem Zusatz von 10% AS zu
gleich guten Ergebnissen flhrt wie unter dem Zusatz von 10% FKS (Yamamoto et al.,
2003).

Sie siedelten die Zellen des gesamten Knochenmarkes nach Zentrifugation ohne einen
Dichtegradienten in a-MEM aus. Dem Kulturmedium wurde 10% hitzeinaktiviertes,
autologes Serum zugesetzt, das bei 4°C gelagert wurde. Untersucht wurden Zellen der
Primarkultur von 10 Patienten im Alter von 10 bis 33 Jahren.

Es zeigte sich eine deutliche interindividuelle Variabilitat in Bezug auf die untersuchten
Parameter. Die Zahl und Flache der CFU-F’s und AP-positiven Kolonien war unter dem
Zusatz von 10% AS und FKS &hnlich. Eine hohe Expression der mRNA von Osteopontin,
Osteocalcin und BSP wurde bei Dexamethason substituierten Zellkulturen beider
Serumzusétze beobachtet. Der Nachweis mineralisierter Matrixmoleklle wurde jedoch nur
an einer Probe (in PK), an Zellen, die unter dem Zusatz von 10% AS und 10% FKS
kultiviert wurden, erbracht. Die osteogenen Induktionssubstanzen wurden ab KT 3
zugesetzt. Unter beiden Bedingungen zeigte sich eine annahernd gleiche Mineralisierung.
Im Unterschied zu dieser Studie zeigt die vorliegende Arbeit, dass es unter der
Kultivierung mit 10% AS in Passage 2 gelingt, bei allen getesteten Spendern
mineralisierte Matrixmolekile nachzuweisen und zwar in groRerem Umfang als bei den
Zellen, die mit 10% FKS kultiviert wurden. Die MSZ dieser Arbeit wurden aus einem
Dichtegradienten gewonnen und in DMEM kultiviert. Die besseren Ergebnisse dieser
Arbeit bezlglich der osteogenen Differenzierung sind méglicherweise dadurch zu
erklaren, dass kein hitzeinaktiviertes Serum verwendet wurde, sondern autologes Serum,
das nach der Gewinnung bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert und jedes Mal frisch
aufgetaut zugesetzt wurde. Dies sollte ein Absinken der Konzentration wichtiger
Nahrstoffe und Wachstumsfaktoren verhindern, die mdglicherweise ausschlaggebend
sind fur die Zellteilung und den Erhalt der Unreife und Multipotenz. Die MSZ, die in
autologem Serum Kkultiviert wurden, zeigten dabei eine deutlich bessere osteogene
Differenzierung als die Zellkulturen unter 10% FKS, was eventuell durch eine hohere

Konzentration osteogen wirkender Wachstumsfaktoren im autologen Serum erklarbar ist.

Spees et al. untersuchten die Moglichkeit, die Kontamination mit FKS-haltigen Proteinen
bei der Kultivierung von Stammzellen des Knochenmarkstromas zu reduzieren (Spees et

al.,, 2004). Zur Quantifizierung der Kontamination wurde das verwendete FKS mit
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Fluoreszin-lsothyocyanat (FITC) markiert und die Fluoreszenz der damit kultivierten
Zellen gemessen. Die Zellen, die in a-MEM unter dem Zusatz von 20% FITC markierten
FKS kultiviert wurden, zeigten auch nach intensivem Waschen einen hohen Grad an FKS-
Kontamination.

Die mit FKS kontaminierten MSZ wurden anschlielend im Hinblick auf ihr Wachstum
(Lebensfahigkeit, Teilungsfahigkeit und Morphe) und die Elimination kontaminierender
Proteine in serumfreiem Medium und Medium mit dem Zusatz von 20% FKS, 20%
autologem Serum bzw. 10% autologem Serum plus EGF und bFGF kultiviert.

Dabei wurde unter dem Zusatz von 10% AS plus EGF und bFGF sowohl bei niedriger als
auch bei hoher Aussiedlungsdichte (50 versus 500 Zellen / cm?) eine hohere Zellzahl
erzielt als unter dem Zusatz von 20% FKS, das als Positivkontrolle diente. Weiterhin war
bei den Zellen, die unter dem Zusatz von 20% humanem Serum und 10% autologem
Serum kultiviert wurden, eine drastische Reduktion der Fluoreszenz bzw. FKS-
Kontamination zu verzeichnen. Im Hinblick auf die Morphe zeigte sich, insbesondere bei
hoher Aussiedlungsdichte, dass die Zellen unter dem Zusatz von 10% autologem Serum
schmaler und homogener waren als unter 20% FKS. Aul3erdem waren sie reich an sich
schnell teilenden Zellen, die sich durch eine hohe Klonogenitat und multipotente
Differenzierbarkeit auszeichnen (RS-Zellen).

Aus ihren Beobachtungen schlussfolgerten Spees et al., dass die Inkubation der mit FKS
kontaminierten MSZ mit autologem Serum zur drastischen Elimination der Kontamination
und zum prozentualen Anstieg der RS-Zellen fuhrt.

Diese Arbeit ist weiterfiihrend in der Erforschung Kalberserum-freier Kulturmedien, die
den klinischen Einsatz von MSZ ermdglichen und verbessern.

Die vorliegende Arbeit bestatigt die Beobachtungen hinsichtlich der guten Expansion von
MSZ des Knochenmarkes unter dem Zusatz von AS. Sie zeigt auRerdem, dass nicht nur
die Expansion, sondern auch die Isolation Kalberserum-frei unter dem Zusatz von AS,
insbesondere in einer Konzentration von 10% und ohne den weiteren Zusatz von
Wachstumsfaktoren, gelingt. Die so isolierten und expandierten Zellen behalten die
Fahigkeit der osteogenen und adipogenen Differenzierbarkeit (Uber 2 Passagen). Im
Unterschied zu Spees et al. haben die MSZ der vorliegenden Arbeit unter dem Zusatz von

AS und FKS keine Unterschiede bezliglich der Zellmorphe und ZellgroRe.

Diese Arbeit zeigt, dass MSZ, die morphologisch den MSZ nach Caplan et al.
entsprechen, auch unter dem Zusatz von autologem Serum in ausreichender Menge
isoliert und expandiert werden kénnen. Dabei spielen die geringe Aussiedlungsdichte und
der Zusatz von frisch aufgetautem AS bei der Expansion in P1 und P2 moglicherweise

eine besondere Rolle. Von den getesteten Konzentrationen 1% AS, 3% AS und 10% AS
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ist der Zusatz von 10% AS sowohl fur die Isolation als auch fiir die Expansion optimal.

Der Zusatz von 3% AS erscheint sowohl flir die Isolation als auch flir die Expansion
innerhalb desselben Kultivierungszeitraumes als weniger geeignet. Der Zusatz von 1%
AS ist fur die Isolation der MSZ ungeeignet und erscheint fir die Expansion innerhalb
desselben Kultivierungszeitraumes als begrenzt geeignet.

Des Weiteren zeigen die MSZ als Zeichen der Multipotenz unter dem Zusatz von 10% AS
in P2 eine sehr gute osteogene und adipogene Differenzierbarkeit, was fur den Erhalt der
Unreife Uber PK hinaus spricht. Der Zusatz von 3% AS ist auch hierbei weniger gut
geeignet. Der Zusatz von 1% ist fur die Differenzierung ungeeignet.

Es wird erstmals gezeigt, dass die unter autologem Serum Kkultivierten Zellen ein
annahernd identisches Spektrum an Oberflachenmarkern exprimieren wie MSZ, die unter
FKS kultiviert werden. Neben der gleichen Zellmorphe und Zellgrofie bestatigt dies die
Vermutung, dass es sich bei den hier isolierten und expandierten Zellen um MSZ handelt.
Weitere Untersuchungen beziiglich der chondrogenen Differenzierbarkeit, der Gleichheit
der Gene und der Proteinexpression sind aber nétig, um diese Vermutung zu

untermauern.

Im Unterschied zur vorliegenden Arbeit, in der von MSZ, modifiziert nach Caplan et al.,
gesprochen wird, ist bei vielen der hier diskutierten Studien von CFU-F (Progenitoren der
MSZ) die Rede. Der Begriff CFU-F wurde von Friedenstein und Owen gepragt
(Friedenstein et al., 1966; Friedenstein, 1976; Owen et al., 1987) und beschreibt eine
Gruppe von Zellen des Knochenmarkes, die in der Lage sind, knochen- und knorpelartige
Zellformationen zu bilden. MSZ nach Caplan et al., Prockop et al. und Simmons et al.
zeigen ebenfalls diese Eigenschaft. Trotz dhnlichen Verhaltens in der Zellkultur gibt es
keinen einheitlichen Konsens dartber, ob es sich um die gleiche Zellpopulation oder um
verschiedene Vorlauferzellen handelt. Wahrscheinlich werden auf Grund der
unterschiedlichen Gewinnungs- und Kaultivierungsmethoden verschiedene Zelllinien mit
ahnlichen Eigenschaften verglichen. Eine Zelle verandert sich bereits mit dem
Herausnehmen aus dem naturlichen Milieu und erst recht unter den verschiedenen
Kulturbedingungen. So zeigen beispielsweise MSZ nach Caplan et al. und MSZ nach
Prockop et al. unter verschiedenen Kulturbedingungen zwar ahnliche Eigenschaften und
Morphe, nicht jedoch das gleiche Gene Array.

Standardisierte Bedingungen bezlglich Gewinnung und Kultivierung sowie eine
eindeutige  Charakterisierung dieser multipotenten Stammzellen wurden die
Vergleichbarkeit deutlich verbessern bzw. erst ermdglichen. Bei den diskutierten Arbeiten
sprechen Spees et al. und bedingt Anselme et al. direkt von der Kultivierung humaner

MSZ, die anderen Autoren reden von BMSC, Fibroblasten des Knochenmarkes und
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Knochenzellen. So bleibt allein durch die verschiedenen Namen, die teilweise sogar
synonym verwendet werden, offen, ob von der gleichen Zellpopulation gesprochen wurde.
Obwohl durch Shigeno und Ashton bereits 1995 gezeigt wurde, dass sich Zellen, die aus
trabekularem Knochen gewonnen wurden, unter dem Zusatz von humanem AB-Serum
gut und sogar besser expandieren lassen als unter dem Zusatz von FKS, gibt es zur
Kalberserum-freien Kultivierung von MSZ bis zum derzeitigen Zeitpunkt keine Studie,
infolge derer ein Wechsel von tierischem Serum zu humanem Serum oder sogar

Serumfreiheit stattgefunden hat.

Diskussion der Ergebnisse hinsichtlich des klinischen Einsatzes

Fur den klinischen Einsatz von in vitro kultivierten MSZ ist es zwingend erforderlich, das
Risiko der Ubertragung von Krankheitserregern und Prionen und die Gefahr einer
Uberschieltenden Immunreaktion durch den Kontakt mit tierischem Fremdeiweild ganz
auszuschlieen oder deutlich zu minimieren. Diese Risikominimierung wird z.B. bei der
Eigenblutspende bedacht. Die Verwendung von autologem Serum, gewonnen aus
vendsem Vollblut, schlieBt eine Infektion der Zellkulturen mit Krankheitserregern und
Prionen des Rindes aus.

Fir die Klinik werden normalerweise 1 bis 3 Mio. vitale MSZ pro kg Koérpergewicht
bendtigt.

Fir diese Arbeit war es im Rahmen der Bestimmung von Oberflachenmarkern nétig, eine
groBe Zellzahl zu generieren. Es gelang in 25 Tagen (innerhalb von 2 Passagen)
11,5 Mio. MSZ unter dem Zusatz von 10% AS zu gewinnen (n=2). Daflr wurden ca. 65 ml
venoses Vollblut und 1 ml KM bendtigt. Das bedeutet fur die Klinik verallgemeinert, dass
einem durchschnittich 70 kg schweren Menschen, mit nur 5 bis 10 ml
Knochenmarkaspirat und ca. 400 ml vendsem Blut (bei Zusatz von 10% AS) innerhalb
von 25 Tagen ca. 70 Mio. MSZ zurlickgegeben werden kénnen. Muss die Menge des
bendtigten Serums und damit des benétigten Blutes reduziert werden, weil z. B. bei einem
Patienten schwierige Herz-Kreislauf-Verhaltnisse vorliegen, ist es auch madglich, wahrend
der Expansion auf 3% AS bzw. 1% AS zu wechseln. Die vorliegende Arbeit zeigt jedoch,
dass die Zellgewinnung und Expansion innerhalb desselben Zeitraumes unter 10% AS
optimaler ist als unter dem Zusatz von 3% AS. Die Daten belegen, dass die Zellzahlen
nahezu gleich ansteigen, sich also um ahnliche Faktoren verandern, jedoch zeitlich
verzogert (siehe Tabelle 5 und 7, Kapitel 4). Demnach besteht die Mdglichkeit, dass
Zellkulturen unter dem Zusatz von 3% AS anndhernd gleiche Zellzahlen aufweisen, wenn
sie 1 bis 2 Tage langer in der jeweiligen Passage gehalten werden. Somit konnte der
nétige Serumbedarf deutlich (um ca. 50%) gesenkt werden. Ahnliches gilt fiir den Zusatz

von 1% AS. Ist eine verlangerte Kultivierungszeit tolerabel und eine drastische Reduktion
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des Serumbedarfes erforderlich (um ca. 80%), besteht vielleicht auch die Mdglichkeit, mit
dem Zusatz von nur 1% AS ausreichend viele Zellen zu expandieren. Bei der
Verwendung von 3% und 1% AS muss jedoch bedacht werden, dass die Isolation der
MSZ unter dem Zusatz von 10% AS eindeutig von Vorteil ist. So kdnnte die Isolation unter
dem Zusatz von 10% AS erfolgen und fur die Expansion der Serumzusatz reduziert
werden. Ob unter diesen Bedingungen ein gleich gutes Ergebnis hinsichtlich der
osteogenen und adipogenen Differenzierung erreicht werden kann wie bei der
ausschlieB3lichen Kultivierung mit 10% AS, ist mit dieser Arbeit nicht zu beantworten. MSZ
unter dem Zusatz von 3% AS sind weniger gut und MSZ unter dem Zusatz von 1% AS
weder osteogen noch adipogen differenzierbar (siehe Abb. 12 und 13, Kapitel 4).
Moglicherweise kann die Differenzierbarkeit mit einer abschlieRenden Kultivierung in 10%
AS verbessert werden. Vielleicht ist der Mangel an Nahrstoffen und Wachstumsfaktoren
aber auch mit dem Verlust der Unreife und der Differenzierbarkeit verbunden. Sollten den
so expandierten MSZ jedoch immunmodulatorische bzw. immunsuppressive
Eigenschaften (Le Blanc et al, 2003, 2004) nachgewiesen werden, kdnnten sie in vielen
Bereichen der Medizin eingesetzt werden.

DarlUber hinaus wére eine Reduktion des bendtigten Serums auch durch die Zugabe einer
am Verbrauch orientierten Menge an Medium wahrend der Expansion mdéglich. D.h., bei
einer geringen Aussiedlungsdichte (niedrige Zellzahl) in P1 und P2 ist es mdglich, die
Menge des zugegebenen Mediums um 20% zu reduzieren und erst dann zu erhdhen,
wenn ein bestimmter Konfluenzgrad erreicht wurde. Es ist durchaus denkbar, in P1 bzw.
P2 bis zum KT 4 mit nur 4ml (T25-Flasche) bzw. 12 ml (T75-Flasche) Medium zu arbeiten
Weiterhin ist wahrscheinlich, dass das Passagieren verbessert werden kann, indem der
Zeitpunkt des Trypsinierens noch weiter optimiert wird. Die Wachstumskurven dieser
Arbeit zeigen, dass ab einem gewissen Konfluenzgrad eine langsamere Zunahme der
Zellzahl zu beobachten ist. Méglicherweise sollte die Zellkultur bereits zu diesem friihen
Zeitpunkt, bei einem Konfluenzgrad um 30%, trypsiniert und passagiert werden, um so ein

Zuruckfahren oder Abschalten des ,Zellteilungs-Genes® zu verhindern.

Ausblick

Fur die klinische Anwendung ist weiterhin zu prifen, ob mit der Verwendung von
,Bioreaktoren“ und geschlossenen Einmal-Systemen die Kultivierung von humanen MSZ
unter dem Zusatz von AS genauso gut gelingt oder z.B. durch eine kontinuierliche
Serumzufuhr noch weiter optimiert werden kann.

Weil es nicht bei jedem Patienten mdglich sein wird, ausreichend autologes Serum zu
gewinnen, wird es auch in Zukunft notig sein, weitere Alternativen zum Einsatz von FKS

zu finden, z.B. in Form von serumfreien Medien mit dem Zusatz von Wachstumsfaktoren.
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Vielleicht ist es sogar mdglich, ein allogenes Serum, das den hohen Anforderungen der
Kultivierung von MSZ entspricht, industriell herzustellen.
Neben der Verwendung autologer MSZ sollte auch der Einsatz allogener MSZ (z.B.

haploident — z.B. von einem Elternteil) in der Zukunft nicht ausgeschlossen werden (Le
Blanc et al., 2004).
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6. Zusammenfassung

Seit dem Bekanntwerden der grofRen Plastizitat adulter Stammzellen und der Moéglichkeit
guter Expansion unter dem Zusatz tierischer Seren, nimmt das Bestreben zu, diese Zellen
in vielen Anwendungsgebieten der Medizin zu nutzen. Die Kontamination mit tierischen
Proteinen wahrend der Kultivierung verbietet nicht nur in Deutschland die nachfolgende
Transplantation am Menschen. Diese Limitierung der Einsetzbarkeit in der Klinik kann mit

dem Verzicht auf tierisches Eiweil} vermindert werden.

In der vorliegenden, experimentellen Arbeit wurde die Qualitdt verschiedener Serum-
Konzentrationen (1%, 3%, 10% AS) bezuglich der Gewinnung, der Expansion und der
osteogenen und adipogenen Differenzierbarkeit von adulten mesenchymalen
Stammzellen des Knochenmarkes vergleichend untersucht. Als Kontrolle diente der
Zusatz von 10% FKS, welches als standardisierter Serumzusatz etabliert ist.

Bei gleich ausgesiedelter, niedriger Zellzahl und gleicher Kultivierungszeit ist der Zusatz
von 10% AS sowohl fur die Isolation als auch fir die Expansion optimal. Der Zusatz von
3% AS ist sowohl fir die Isolation als auch fur die Expansion weniger geeignet. Der
Zusatz von 1% AS ist sowohl fur die Isolation als auch fur die Expansion nur begrenzt
geeignet. Im Vergleich zum Zusatz von 10% FKS sind unter dem Zusatz von 10% AS
gleich hohe bis hdhere Zellzahlen und unter dem Zusatz von 3% AS und 1% AS im
Allgemeinen niedrigere Zellzahlen zu generieren.

Des Weiteren sind MSZ, die unter dem Zusatz von 10% AS kultiviert werden, sehr gut
osteogen und gut adipogen differenzierbar. Die Zellkulturen unter dem Zusatz von 3% AS
sind sowohl weniger osteogen als auch weniger adipogen differenzierbar. MSZ, die unter
dem Zusatz von 1% AS Kkultiviert werden, sind nicht differenzierbar. Im Vergleich zum
Zusatz von 10% FKS sind MSZ unter dem Zusatz von 10% AS deutlich besser osteogen
und unter dem Zusatz von 3% AS ahnlich gut osteogen und generell weniger adipogen

differenzierbar.

Es wird erstmals gezeigt, dass die unter 10% AS kultivierten MSZ, die sowohl die gleiche
Zellmorphe als auch die gleiche Zellgrélke aufweisen wie MSZ, die unter 10% FKS
kultiviert werden, ein annahernd identisches Spektrum an Oberflachenmarkern

exprimieren, wie MSZ, die unter 10% FKS kultiviert werden.

Fir einen raschen klinischen Einsatz muss die Kultivierung von adulten mesenchymalen
Stammzellen mit humanem Serum, autolog oder allogen, weiterentwickelt und

standardisiert werden. Die vorliegende Arbeit leistet hierzu einen wichtigen Beitrag.
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7. Anhang

Abb. 1 a: Plattendesign fur die Zellkulturen der Primarkultur und Passage 1
(Zur Verwendung kamen in PK und P1 jeweils 3 Platten pro Spender.)

vT VT VT VT VT Aqua
1/6/11 2/7112 3/8/13 4/9/14 5/10/15 dest.

- | 000000
- |O00000C
v | O0000C
v | O000 00

Abb. 1 b: Plattendesign fur die Zellkulturen der osteogenen (OD) und adipogenen (AD)
Differenzierung in Passage 2

VT 1 VT 2 VT3 VT 4 VT 1 VT 2
OD/AD OD/AD OD/AD OD/AD Kontrolle Kontrolle

- O0000C
-~ | O0000OC
v | OOO00O0C
v | OO0 OOC
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Abb. 2: Position der 12 GF in einer VT; Male eines GF bei 100 facher VergréRerung
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Abb. 14. a-d: Wachstum in P2

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Zellzahlbestimmungen an den verschiedenen
Tagen der Passage 2 an Zellkulturen, die bei der osteogenen Differenzierung als
Kontrollen dienten (2 VT), dargestellt.

Abb. 14 a: Expansion der MSZ am Tag 3 in Passage 2
9 -
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Spender

Grafische Darstellung der mittleren Zellzahlen der MSZ in Passage 2 fiir alle Spender: a) an KT 3, b) an KT 7,
¢) an KT 11, d) an KT 15. Den jeweiligen Spendern (x-Achse) wird die Anzahl der gezéhlten bzw. geschatzten
Zellzahlen (y-Achse) gegenlbergestellt. Die in unterschiedlichen Farben positionierten Quadrate zeigen die
Mittelwerte der 9 Spender, die aus 12 GF pro VT berechnet wurden. Ein hoher Wert bedeutet, dal} unter der
getesteten Bedingung viele Zellen generiert wurden.

Abb. 14 b: Expansion der MSZ am Tag 7 in Passage 2
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Abb. 14 ¢: Expansion der MSZ am Tag 11 in Passage 2

120

| 1% AS 03% AS m10% AS = 10% FKS|
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Abb. 14 d: Expansion der MSZ am Tag 15 in Passage 2
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Abb. 15 a - d: Zellmorphe in PK
Zellkulturen an KT 9 in PK (Spender 4) — 100 fache Vergrofierung

a) 1% AS * . b) 3 % AS

c) 10 % AS *

* Die Zahl der Rundzellen und Monozyten ist nicht reprasentativ.
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Abb. 16 a — d: Zellmorphe in P1

Zellkulturen an KT 7 in P1 (Spender 6) — 100 fache VergréfRerung

a) 1% AS b) 3% AS

c) 10% AS d) 10% FKS
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Abb.17 a - h: Osteogene Differenzierung - Zellmorphe
Zellkulturen mit und ohne (Kontrolle) osteogener Differenzierung an KT 11 in P2

(Spender 7) — 100 fache VergroRerung

a) Osteogene Differenzierung: 1 % AS b) Kontrolle: 1 % AS

c) Osteogene Differenzierung: 3 % AS d) Kontrolle: 3 % AS

e) Osteogene Differenzierung: 10 % AS f) Kontrolle: 10 % AS

- - » o B z R -
g) Osteogene Differenzierung: 10 % FKS h) Kontrolle: 10 % FKS
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Abb. 18 a- d: Osteogene Differenzierung — Bildung von Matrixvesikeln
Zellkulturen in P2 unter dem Zusatz von 10 % AS mit Bildung extrazellularer Matrixvesikel

(Spender 9) — 100 fache VergroRerung

a) KT 11in P2 b) KT 15 in P2

c) KT 18 in P2 d) KT 21 in P2
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Abb. 19: von Kossa Assay — makroskopische Skala
Aufsteigend nach Anfarbung extrazellularer Matrixvesikel mit einer numerischen Skala
von 0 bis 5 sortiert.

Stufe 0 Stufe 3

Stufe 1 Stufe 4

Stufe 2 Stufe 5
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Abb. 20: von Kossa Assay — mikroskopische Skala

Aufsteigend nach Anfarbung extrazellularer Matrixvesikel mit einer numerischen Skala

von 0 bis 10 sortiert -100 fache VergréRerung

Stufe 0 Stufe 3
Stufe 1
Stufe 2 Stufe 5
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Abb. 20: von Kossa Assay — mikroskopische Skala (Fortsetzung)

Stufe 7 Sufe 10
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Abb. 21 a - h.: Adipogene Differenzierung - Zellmorphe
Zellkulturen mit und ohne (Kontrolle) adipogener Differenzierung an KT 11 in P2 (nach 1.

Differenzierungszyklus) (Spender 7) — 100 fache Vergroéf3erung

a) Adipogene Differenzierung: 1% AS b) Kontrolle: 1% AS

c¢) Adipogene Differenzierung: 3% AS d) Kontrolle: 3% AS

e) Adipogene Differenzierung: 10 % AS* f) Kontrolle: 10 % AS

* viele winzige Vakuolen (auf Abb. kaum sichtbar)

g) Adipogene Differenzierung: 10 % FKS h) Kontrolle: 10 % FKS
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Abb. 22: Adipogener Assay - Skala
Aufsteigend nach Anfarbung intrazellularer Fettvakuolen mit einer numerischen Skala
von 0 bis 10 sortiert. (100 fache VergréRerung)

Stufe 0 Stufe 3

Stufe 1 Stufe 4

Stufe 2 Stufe 5
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Abb. 22: Adipogener Assay - Skala (Fortsetzung)

Stufe 6 Stufe 9

Stufe 7 Stufe 10

Stufe 8
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