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Schlusselwdrter:  Mesenchymale  Stammzelle, Mesenchymale Stromazelle, MSC,

Nabelschnur, xeno- frei

Die Regeneration von beschadigtem oder erkranktem Gewebe stellt gegenwartig eine der
grofiten Herausforderungen der Medizin dar. In diesem Kontext sind Stammzellen und vor
allem mesenchymale Stamm- oder Stromazellen (MSCs) von groRem Interesse, da sie in
hohem Mal3e zur Selbsterneuerung féahig sind und kontrolliert zu unterschiedlichen Zelltypen
differenziert werden kénnen. In den letzten Jahren haben sich die menschliche Nabelschnur
und andere geburtsassoziierte Gewebe als wertvolle Quellen fir MSCs heraus gestellt.
Diese Gewebe fallen taglich in groRen Mengen an und ihre Verwendung ist frei von
ethischen Bedenken.

Fir einen klinischen Einsatz von MSCs wird Zellmaterial in gro3en Mengen und von hoher
Qualitat benétigt. Hierfir missen biotechnologische Protokolle etabliert werden, die eine
sichere und reproduzierbare Isolierung und Expansion der Zellen erlauben. Auf die
Verwendung von Seren nicht human Ursprungs sollte in diesem Zusammenhang verzichtet
werden, um ein Infektionsrisiko mit tierischen Pathogenen gering zu halten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Stromazellen aus dem Nabelschnurgewebe erfolgreich
mittels einer Explantatkultur isoliert. Durch die Verwendung von allogenem Humanserum
(HS) konnten xeno-freie Kulturbedingungen etabliert werden. Dabei wurde in einem
Vergleich mit vier kommerziell erhaltlichen Kalberseren gezeigt, dass die Zellen in
Langzeitkulturexperimenten unter dem Einfluss von HS das hdchste Proliferationspotential
aufwiesen und der MSC- typische Phanotyp Uber die gesamte Kulturdauer stabil blieb. Zur
weiteren Optimierung der Kulturbedingungen wurde in den folgenden Versuchen die
optimale Konzentration des Serums im Medium ermittelt. Als Kriterien hierfiir wurden das
Proliferationspotential, der Anteil apoptotischer und seneszenter Zellen, sowie die Anzahl
kolonienbildender Zellen in einer Kultur herangezogen.

Obwohl die isolierten Zellen innerhalb einer Kultur einen homogenen Immunphénotyp
aufwiesen, konnten morphologische Unterschiede bezlglich der ZellgroRe beobachtet
werden. Um der Frage nachzugehen, ob Zellen unterschiedlicher GrélRe sich in ihren
Charakteristika (wie z.B. Proliferations- und Differenzierungspotential) unterscheiden,
wurden die urspriinglichen Zellkulturen mittels ,Counterflow Centrifugal Elutriation (CCE) in
Zell- Subpopulationen unterschiedlicher Gréf3e aufgetrennt. Diese wurden anschlielend auf

ihr Differenzierungspotential hin miteinander verglichen. Es zeigte sich ein multilineares
Il
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Differenzierungspotential der untersuchten Subpopulationen, sowie der urspringlichen
Mischpopulation. Um die Protokolle zur in vitro Differenzierung der Zellen zu optimieren,
wurde auch der Einfluss der Sauerstoffkonzentrationen wahrend der Differenzierung
untersucht.

AbschlieBend konnte in Ko-Kulturversuchen mit allogenen peripheren mononuklearen
Blutzellen (PBMCs) gezeigt werden, dass die Zellen in vitro ein nur geringes immunogenes
Potential, sowie immunmodulatorische Eigenschaften aufwiesen. Diese Ergebnisse sind vor
allem mit Blick auf zellbasierte Therapien von groR3er Bedeutung und zeigen zusammen mit
den weiteren Ergebnissen der vorliegenden Arbeit ein groRes Potential von Stromazellen

aus dem Nabelschnurgewebe fiir klinische Anwendungen auf.
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The regeneration of damaged or diseased tissues or organs is one of the most ambitious and
challenging fields in modern medicine. In this context, stem cells and especially
mesenchymal stem or stromal cells (MSCs) have proven to offer great promise as these cells
are capable for extensive self-renewal and display a multilineage differentiation potential.
Over the last decade the human umbilical cord and other birth- associated tissues have been
found to be a rich and valuable source of MSCs. Since these tissues are discarded after
birth, the cells are easily accessible without ethical concerns.

The production of therapeutically significant cell numbers still remains to be one of the major
challenges in clinical applications. Therefore biotechnological protocols need to be
established to guarantee a reproducible and safe isolation and expansion of the cells. In this
context the use of sera of animal origin is inadvisable, since it involves the risk of a
transmission of infections from animals to man.

In the context of this work, mesenchymal stromal cells where isolated from whole
umbilical cord tissue and xeno- free culture conditions were established. Therefore four
different fetal calf sera (FCS) and allogeneic human serum (HS) were compared with regard
to cell proliferation and MSC marker stability in long-term expansion experiments and HS
was shown to support optimal growth conditions. Additionally, the optimal concentration of
HS during cultivation was determined with regard to cell proliferative potential, apoptosis,
colony-forming unit fibroblast (CFU-F) frequency and cell senescence.

Although isolated cell populations were homogeneous with regard to MSC marker
expression, differences in cell morphology (e.g. cell size and shape) could be observed in
primary UC cell cultures. To characterize the morphologically different cells, primary cell
cultures were separated into subpopulations according to cell size using “Counterflow
Centrifugal Elutriation” (CCE) and compared with regard to a multilineage differentiation
potential. To further optimize in vitro differentiation protocols, the influence of different
oxygen concentrations during cell cultivation was investigated.

In co-culture experiments with peripheral blood mononuclear cells (PBMC) it could finally
be demonstrated that isolated UC-MSCs also displayed in vitro immunoprivileged and

immunomodulatory properties. These findings are of great relevance especially for

v
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applications of the cells in the field of cell-based therapies and demonstrate, together
with the other results presented in this work, that umbilical cord- derived mesenchymal

stromal cells have a great potential for clinical applications.
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Einleitung

1 Einleitung

Die Entwicklung von zelltherapeutischen Verfahren fir die klinische Anwendung ist eine
spannende, herausfordernde und sich rasch entwickelnde Aufgabe der modernen Medizin.
Stammzellen und insbesondere embryonale Stamm (ES)- Zellen sind auf Grund ihrer
pluripotenten Differenzierungsmdglichkeiten in diesem Zusammenhang von grol3em
Interesse. Allerdings ist die Verwendung von ES- Zellen ethisch problematisch. Zudem birgt
die Therapie mit diesen Zellen stets die Gefahr der Tumorbildung. Die Verwendung von
adulten Stammzellen stellt daher eine wichtige Alternative dar. Adulte Stammzellen kommen
in nahezu jedem Gewebe des menschlichen Koérpers vor und bilden ein Reservoir zur
kontinuierlichen Regeneration. Sie besitzen die Fahigkeit in einem undifferenzierten und
unspezialisierten Zustand im Gewebe zu verweilen und bei Bedarf zu gewebetypischen,
spezialisierten Zellen zu differenzieren. Um den Pool an undifferenzierten Zellen im Gewebe
aufrecht zu erhalten, besitzen Stammzellen das Potential zur Selbsterneuerung durch
symmetrische oder asymmetrische Zellteilung *. Dies bedeutet, dass bei der Zellteilung stets
eine Tochterzelle entsteht, welche identisch zur Mutterzelle ist. Im Falle der zweiten
Tochterzelle kann es sich entweder ebenfalls um eine Stammzelle, oder aber um eine
Vorlauferzelle handeln, welche weiter zu einer spezialisierten Zelle differenziert. Die
Entscheidung Uber die jeweilige Teilung erfolgt nach Bedarf und wird durch Signale in der
Mikroumgebung der Zelle bestimmit.

Eine der ersten auf adulten Stammzellen beruhenden Therapien war 1968 die Behandlung
des Wiskott- Aldrich Syndroms mittels Knochenmarkstransplantation 2. Heutzutage werden
hamatopoetische Stammzelltransplantationen routineméaRig zur Behandlung verschiedener
Formen von Leukamie eingesetzt. Pionierarbeiten von Friedenstein und Mitarbeitern Ende
der sechziger Jahre des letzten Jahrhunderts zeigten, dass das Knochenmark neben
hamatopoetischen Stammzellen auch fibroblastenahnliche plastikadharent wachsende
Zellen beherbergt, welche ein osteogenes Differenzierungspotential aufweisen * *. Caplan et
al. pragten fir diese Zellen den Begriff der Mesenchymalen Stamm- oder Stromazelle
(MSC) °. Vor allem in den letzten Jahren hat sich das Feld der klinischen Anwendungen von
MSCs rasant entwickelt. Waren es im Jahr 2008 noch 36 registrierte Studien, welche den
Einsatz von MSCs zur Behandlung einer Vielzahl unterschiedlicher Krankheiten zum Inhalt
hatten °, so ist die Zahl im Jahr 2011 auf weltweit Giber 140 geplante, bzw. bereits begonnene

Studien gestiegen (http://clinicaltrials.gov/). Dabei kdnnen die Therapien grundsétzlich in die

Behandlung von Immun- und Entzindungserkrankungen und in Tissue Engineering
Anwendungen unterteilt werden. Diese zelltherapeutischen Strategien basieren dabei
1
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hauptsachlich auf den beiden wichtigsten Charakteristika von MSCs: |hr hohes
Differenzierungspotential (zusammengefasst in %) und ihre immunprivilegierten und
immunmodulatorischen Eigenschaften (zusammengefasst in ***4).

In den beschriebenen Studien werden fast ausschlie3lich MSCs aus dem Knochenmark
(BM) verwendet, was zeigt, dass BM-MSCs immer noch als ,gold standard” der klinischen
Forschung gelten. Allerdings birgt das Knochenmark als Quelle fiir MSCs einige Nachteile.
So ist fur die Isolierung der Zellen eine invasive und schmerzhafte Gewinnung von
Knochenmarksaspiraten nétig. Zudem ist die Anzahl an MSCs im Knochenmark nur sehr

gering (etwa 0.001- 0,01 %) und variiert stark mit dem Alter des Spenders *> *°. Da fiir den

klinischen Einsatz groRRe Zellzahlen (ca. 1x10° Zellen/ kg Korpermasse) benétigt werden,
beinhaltet die Verwendung von BM-MSCs haufig eine massive ex vivo Expansion der Zellen.
Hierdurch erhoht sich das Risiko von genetischen Schéden oder epigenetischen
Veranderungen des Zellmaterials sowie von bakteriellen und viralen Infektionen. Zudem
gestaltet sich die Etablierung von reproduzierbaren biotechnologischen Prozessen auf Grund
der spenderabhangigen Qualitatsschwankungen schwierig. Daher sollten fiir diese
Anwendungen auch andere Quellen fur autologe MSCs in Betracht gezogen werden.

In diesem Zusammenhang hat sich in den letzten Jahren sog. geburtsassoziiertes Gewebe
als interessante Alternative heraus gestellt. Hierzu zahlen die Plazenta, das Amnion, das
Fruchtwasser, die Nabelschnur und das Nabelschnurblut. Geburtsassoziiertes Gewebe wird
in der Regel nach der Geburt verworfen und steht somit jederzeit in grol3en Mengen zur
Verfigung. Zudem ist die Verwendung des Materials ethisch und moralisch unbedenklich. Es
hat sich gezeigt, dass aus allen Geweben, sowie aus Nabelschnurblut und Fruchtwasser
erfolgreich MSCs und andere stammzellahnliche Zellen isoliert werden kénnen, deren
Vertraglichkeit bei allogenen Zelltransplantationen aktuell Inhalt erster klinischen Studien ist.
Allerdings ist die Anzahl an MSCs in Letzteren so gering, dass diese Quellen ein eher
begrenztes technologisches Potential aufweisen.

Auch durch die jeweilige GroflRe bedingt, ist die Ausbeute an MSCs aus den Ubrigen
Geweben jedoch wesentlich grofRer und liegt deutlich Gber der des Knochenmarks.
AuBerdem konnte gezeigt werden, dass MSCs aus geburtsassoziiertem Gewebe
Eigenschaften aufweisen, welche teils denen von ES- Zellen &hneln. Daher wird vermutet,
dass neonatale MSCs einen primitiveren Charakter zeigen, als adulte MSCs und in der
Stammzellhierarchie zwischen diesen und ES- Zellen anzusiedeln sind *'.

Daher haben MSCs aus geburtsassoziiertem Gewebe groRes Potential fur klinische
Anwendungen. Eine der gr6f3ten Herausforderungen stellt dabei die Etablierung von
geeigneten biotechnologischen Protokollen dar, um Zellmaterial von héchster Qualitéat in

klinisch relevanten Mengen zu erhalten. Ziel der vorliegenden Arbeiten war es, eine Strategie
2
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zur Isolierung und Expansion von MSCs aus dem Nabelschnurgewebe (UC-MSCs) unter
xeno- freien Kulturbedingungen zu entwickeln und Protokolle mit Blick auf Ausbeute und
Qualitat der Zellen zu optimieren. Um das Potential fir klinische Anwendungen der Zellen zu
eruieren, wurde das Differenzierungspotential der Zellen untersucht. Zur Optimierung der
hierfir angewandten Protokolle wurde auch der Einfluss der Sauerstoffkonzentration
wahrend der Differenzierung analysiert.

Bei therapeutischen Ansatzen, welche eine Zelltransplantation beinhalten, sind vor allem die
immunprivilegierten und immunmodulatorischen Eigenschaften der MSCs von Bedeutung,

welche in dieser Arbeit in Ko- Kulturen mit allogenen Immunzellen nachgewiesen wurden.
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Multipotente mesenchymale Stromazellen (MSCs) aus geburts-

assoziierten Geweben

Die Bezeichnung MSC wird allgemein verwendet, um fibroblastenahnliche plastikadharente
Zellpopulationen mit einem hohen Differenzierungspotential zu beschreiben. Dabei wird das
Akronym in der Literatur weitlaufig sowohl fur ,Mesenchymal Stem Cell“, als auch fur
~Mesenchymal Stromal Cell“ gebraucht. Da es bis dato jedoch noch nicht vollstandig geklart
ist, inwieweit alle, oder auch nur einzelne der mittels Plastikadharenz isolierten Zellen
Stammezelleigenschaften im eigentlichen Sinne aufweisen, hat ein Komitee der ,/nternational
Scociety for Cellular Therapy” (ISCT) den Terminus ,Multipotent Mesenchymal Stromal Cell*
postuliert 2,

Da MSCs ein hohes Potential zur Selbsterneuerung aufweisen und gezielt in Zellen

19, 20 21, 22

mesodermalem , ectodermalem und endodermalem #* ?* Ursprungs differenziert
werden kdnnen, sind diese Zellen von groRRer Bedeutung fiir zellbasierte Therapien und
Anwendungen im Tissue Engineering. Eine Vielzahl von Arbeitsgruppen hat daher eigene
Protokolle entwickelt, um MSCs zu isolieren und zu expandieren. Ein Vergleich der Arbeiten
ergibt teils stark kontroverse Ergebnisse und wirft die Frage auf, ob die isolierten Zellen
ausreichend ahnlich sind, um miteinander verglichen werden zu kdnnen. Da bisher noch kein
einheitlicher MSC- Marker identifiziert werden konnten, hat die ISCT Minimalkriterien zur
Definition von MSCs vorgeschlagen ?°>. Diese beinhalten, dass MSCs plastikadharent
wachsen, eine fribroblastenéhnliche Morphologie aufweisen, ein spezifisches Set an
Oberflachenmarkern exprimieren (positiv fur ,Cluster of Differentiation” (CD)105, CD90,
CD73; negativ fir CD45, CD34, CD19, CD14, ,Human Leukocyte Antigen® (HLA)- DR) und
gezielt in die osteogene, adipogene und chondrogene Richtung differenziert werden kénnen.
Das Knochenmark (bone marrow (BM)) stellt heutzutage immer noch die ,Quelle Nr. 1 fur
MSCs dar. BM-MSCs wurden ausgiebig untersucht und in ersten vielversprechenden
klinischen Studien eingesetzt (zusammengefasst in %°). Dennoch weist das Knochenmark als
Quelle fir MSCs einige Nachteile auf, da die Isolierung der Zellen aus Aspiraten erfolgt, fur
deren Gewinnung ein schmerzvoller invasiver Eingriff notig ist, der zuséatzlich das Risiko von
Infektionen birgt. Hinzu kommt, dass die Anzahl von MSCs im Knochenmark nur sehr gering
ist (ca. 0,001- 0,01%), die Qualitat der Zellen stark mit dem Spender variiert und mit

zunehmendem Alter des Spenders und bei degenerativen Krankheiten abnimmt *> 16 27 28,
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Daher hat sich der Fokus zahlreicher Forschungsarbeiten auf die Suche nach alternativen
Quellen fur MSCs konzentriert und es konnte gezeigt werden, dass MSCs in nahezu allen
adulten und postnatalen Geweben zu finden sind %°.

Eine besonders interessante Alternative zu BM stellt geburtsassoziiertes Gewebe dar. Hierzu
zahlen die Plazenta, die fetalen Membranen (Amnion, Chorion), das Fruchtwasser, sowie die
Nabelschnur und das Nabelschnurblut. Da diese Materialien normalerweise nach der Geburt
verworfen werden, sind sie leicht zugénglich und ihre Verwendung ist ethisch unbedenklich.
Hinzu kommt, dass in ersten Studien gezeigt werden konnte, dass MSCs aus diesen
Materialien einige Gemeinsamkeiten mit embryonalen Stamm (ES)- Zellen aufweisen (wie
z.B. die Expression spezifischer Marker), was sie von adulten MSCs unterscheidet (siehe
Abschnitt 2.1.1). Da die Anzahl an MSCs sowohl im Fruchtwasser, als auch im
Nabelschnurblut nur sehr gering ist (0,9- 1,5% (AF) *°, bzw. 0,001- 0,000001% (UCB) *) und
die Methoden zur Isolierung der Zellen nur bedingt reproduzierbar sind %34, findet im
Rahmen dieser Arbeit keine ndhere Beschreibung dieser Quellen statt.

Die Plazenta hat im Durchschnitt eine Dicke von 2,5 cm, einen Durchmesser von 22 cm, und
ein Gewicht von 470g *. Sie stellt den Nahrstoff- und Gasaustausch mit dem Fétus, sowie
die Entsorgung von Exkretionsprodukten wahrend der Schwangerschaft sicher. Der
allgemeine Aufbau der Plazenta, sowie bisher beschriebene Quellen fir MSCs sind in Abb.

2.1 gezeigt.

CV-MSCs <—— Chorionzotten - Plazenta ——> PL-MSCs

Amnion ——> AM-MSCs

Nabelschnurvene
} Nabelschnurblut

. UCB-MSCs
Nabelschnurarterien

Nabelschnur ——> UC-MSCs
Chorion —> CM-MSCs

Abb. 2.1: Schematische Darstellun% geburtsassoziierter Gewebe, welche als Quelle fir MSCs
beschrieben wurden (adaptiert von *°). Die Quelle ,,Fruchtwasser* ist in dieser Abbildung nicht
aufgefuhrt.
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Da die Plazenta sowohl aus miutterlichem, als auch embryonalem Gewebe besteht, wird sie
auch als fetomaternales Organ bezeichnet. Dabei sind die beiden Membranen Amnion und
Chorion, sowie die Chorionzotten (chorionic villi (CV)) dem fetalen und die Decidua dem
maternalen Gewebe zuzuordnen.

Ein Querschnitt durch die fetalen Membranen ist in Abbildung 2.2 gezeigt. Es konnten

sowohl aus der Epithelzellschicht des Amnions 33

34, 37, 43-50

(amniotic epithelium (AE)), aus den

mesodermalen Schichten von Amnion 46, 47,

51-53

(amniotic mesoderm (AM)) und Chorion
(chorionic mesoderm (CM)), sowie aus der Trophoblastenzellschicht *° (trophoblastic cell
layer (TC)) Zellpopulationen mit stammzelldhnlichen Eigenschaften isoliert werden. Die
Gewinnung der Zellen erfolgte dabei in der Regel mittels eines enzymatischen Verdaus des
entsprechenden Gewebes.

JAE (Amnictic epitheliurm)
| } Amnion
AM (Amtiiotic mesoderm)

CM (Chorionic mesodermm)

Chaoriom
e i
’(,'i;wxmxc willi o’ T (Chorionic trophoblast)

]

o p

Abb. 2.2: Querschnitt der fetalen Membranen>. Das Amnion besteht aus einer
Epithelzellschicht und einer darunter liegenden mesodermalen Schicht. Das Chorion besteht
ebenfalls aus einer mesodermalen Schicht und angrenzenden Trophoblastenzellen.

Die Zellen aus AM und CM weisen MSC- ahnliche Eigenschaften auf und werden daher im
Folgenden als AM-MSCs und CM-MSCs bezeichnet. Zellen aus AE und TC zeigen nur
begrenzt Ahnlichkeiten zu MSCs und werden im Rahmen dieser Arbeit nicht naher

beschrieben (ein Uberblick der Arbeiten zur Charakterisierung diese Zellen ist in > gegeben).
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47, 51, 52, 56-61

Auch aus den Chorionzotten , sowie der Decidua 3* ** 4 2%¢ konnten erfolgreich

MSC isoliert werden, welche im Folgenden als CV-MSCs und D-MSCs bezeichnet werden.

67-73

Einige Arbeitsgruppen isolierten Zellen aus dem gesamten Plazentagewebe , welche im

Folgenden als PL-MSCs bezeichnet werden.

Ein weiteres geburtsassoziiertes Gewebe und potentielle Quelle fir MSCs stellt die
Nabelschnur dar, welche Fo6tus und Plazenta miteinander verbindet. Am Ende einer
Schwangerschaft betragt die Lange einer Nabelschnur ca. 60- 65 cm, das Gewicht ca. 40 g

74, 75

und der Durchmesser ca. 1,5cm . Die Nabelschnur besteht in der Regel aus zwei

Arterien und einer Vene, welche von einem, hauptsachlich aus Proteoglykanen und
Hyaluronsdure bestehenden Bindegewebe, dem sogenannten Wharton’s Jelly umgeben sind
(siehe Abb. 2.3 (A)). Nach auf3en hin wird die Nabelschnur durch eine amniotische
Epithelzellschicht begrenzt. Arbeiten der vergangenen Jahre haben gezeigt, dass

mindestens vier verschiedene Kompartimente der Nabelschnur MSCs enthalten (siehe Abb.

76-78
)

2.3 (B)). Es konnten Zellen erfolgreich aus dem Subendothel der Nabelschnurvene aus

79-89 90, 91

dem Wharton’s Jelly , aus den perivaskularen Regionen der Nabelschnurarterien

und dem Nabelschnurblut % %%9°

isoliert werden. Andere Arbeitsgruppen isolierten Zellen aus
dem gesamten Nabelschnurgewebe "%, Da die Benennung der Zellen durch die jeweiligen
Arbeitsgruppen sehr vielfaltig ist, werden MSCs im Folgenden unter dem Begriff ,umbilical

cord” (UC)- MSCs zusammengefasst.

(A) Wharton’s Jelly (B)

e § L Emm—
£ 2 =0
. SN
¢ \»
> g )
N \ o
e 4

(1) Nabelschnurblut

% (2) Nabelschnurvenen-

A
\
! Subendothel
Umbilikale Vene / v
. ./ Umbilikale Arterien (4) Perivaskulare Region (3) intervaskulare Region
Amnionepithel (Wharton's Jelly)

Abb. 2.3: Querschnitt einer Nabelschnur (adaptiert von ***). (A) Die Nabelschnur besteht aus

zwei Arterien und einer Vene, welche vom Wharton’s Jelly umgeben sind und nach auBen hin
durch eine amniotische Epithelzellschicht begrenzt werden. (B) Vier unterschiedliche
Kompartimente der Schnur stellen Quellen fir MSCs dar.
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2.1.1 Charakterisierung von MSCs aus Plazenta und fetalen Membranen

In Betracht der Gré3e des Organs und der Tatsache, dass Plazenta und fetale Membranen
taglich in grofen Mengen anfallen, ist es nicht verwunderlich, dass die Ausbeute an MSCs

pro Plazenta deutlich Gber der eines tblichen Knochenmarkaspirats liegt. So berichteten z.B.
Casey et al., dass pro 1g fetale Membran ca. 1x10° AM-MSCs gewonnen werden
konnten %> und Soncini et al. isolierten durchschnittich 24 + 10x10° AM-MSCs und
21+ 14 x 10° CM-MSCs aus den fetalen Membranen “°. Alviano et al. gehen davon aus,

dass aus dem Amnion nach der Geburt theoretisch bis zu 5x10® AM-MSCs isoliert werden
kénnten %,

Sowohl AM-MSCs, CM-MSCs und CV-MSCs, als auch D-MSCs und PL-MSCs wachsen
plastikadharent, zeigen eine fribroblastenahnliche Morphologie und ein multilineares
Differenzierungspotential.  Auf3erdem weisen sie eine Reihe MSC- typischer
Oberflachenmarker auf. So exprimieren alle Zellen CD73, CD90 und CD105, wohingegen
CD45, CD34, CD14 und HLA- DR nicht exprimiert werden. Somit erfullen die Zellen die
Minimalkriterien der ISCT. AuRerdem werden Antigene der Klasse HLA- | nur in geringem
Mafe exprimiert, was auf ein nur geringes immunogenes Potential der Zellen schlie3en
lasst. Tabelle 1 gibt einen Uberblick der bisher beschriebenen intra- und extrazellularen
Marker.

Sowohl fur fetale, als auch maternale MSCs konnten Pluripotenzmarker, wie Oct- 4, Rex- 1
oder SSEA- 4, nachgewiesen werden (siehe Tabelle 1), was darauf schlie3en lasst, dass
diese Zellen einen primitiveren Charakter aufweisen, als adulte MSCs. Vergleiche mit
adulten MSCs zeigten, dass sowohl maternale, als auch fetale Zellen ein hoheres
Proliferationspotential als BM-MSCs aufwiesen ** *" ", In einem Vergleich von neonatalen
MSCs untereinander konnten Macias et al. und In'T Anker et al zeigen, dass D-MSCs eine
hohere Lebenserwartung und ein gesteigertes Proliferationspotential als AM-
MSCs besaRen ** %2,

Generell ist eine Expansion der Zellen unter Aufrechterhaltung eines stabilen Karyotyps Uber

mehrere Passagen mdglich 33572,
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Tab. 1: Beschriebene intra- und extrazellulare Marker von MSCs aus Plazenta und fetalen
Membranen.

Marker AM-MSCs CM-MSCs CV-MSCs D-MSCs PL-MSCs Referenz

CD9 + + 53, 63,72

CD14 -

46, 47, 58, 72, 103

CD31 - - - 34, 45, 46, 53, 56, 59, 104

CD40L -

63, 72

34, 45-47, 53, 56, 58, 59, 69, 70, 72, 103,

cD45 - - - - Tou

CD49%e + + + + + 34, 47

34, 45-47, 49, 53, 56, 58, 59, 69, 70, 72,

CD73 + + + + + 103

CD86 - 72

34, 45-47, 49, 56, 58, 59, 63, 69, 70, 72,

CD105 + 103, 104

+
+
+
+

CD123 - - 34

CD166 +

+
+
+
+

34, 46, 47, 49, 63, 69, 72, 103

AC133/2 - 72

Glycophorin A - 72

GATA-4 + 58

HLA-DR

45, 47, 53, 56, 59, 63, 72, 104

Nestin + 58

Rex-1 + 58

TRA-1-60 + + 63,72

Vimentin + 72

*Unstimmigkeiten in der Literatur
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Tab. 2: Beschriebene intra- und extrazellulare Marker von UC-MSCs (adaptiert von 101)

Marker Expression Referenzen

CD13 + 84, 89, 105-112

CD29 (integrin 1) + 88, 89, 107, 110, 111, 113-119

CD33 - 89, 120

CD38 - 80, 111, 119

CD45 - 80, 83, 84, 88-91, 100, 107, 108, 110-112, 114, 116, 117, 120

CD49c (integrin a4) + 89

CD49%e + 89, 90

CD54 (ICAM-1) o 80, 108, 117

CD71 -/+ 114,119

CD90 (Thy-1) + 80, 84, 89-91, 100, 107, 108, 110, 112, 114-116, 118, 120, 121

CD106 (VCAM-1) -+ * 91, 107, 108, 110, 122, 123

CD123 (IL-3 receptor) - 91

CD146 + 90, 122, 124

CD235a (glycophorin A) - 91

Bmi-1 + 119, 126

GD2 + 127

HLA-DR (MHC class II) - 84, 89, 91, 99, 107, 108, 110-112, 115, 116, 118, 119, 123

HLA-DQ (MHC class Il) - 84,91, 114

HLA-G (MHC class 1) -[+* 91, 129, 130

MSCA-1 n.d.

Nucleostemin + 119, 126, 131

Rex-1 + 121

SSEA-3 -[+* 121, 126

STRO-1 -[+* 90, 91, 128

TCL-1 - 126

Tra-1-81 -[+* 121,126

Zic-3 - 126

*Unstimmigkeiten in der Literatur
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2.1.2 Charakterisierung von UC-MSCs

Ahnlich der Plazenta, enthalt auch die Nabelschnur eine groRe Anzahl an MSCs. Weiss et all.
berichteten von einer Ausbeute von ca. 16x10° Zellen pro Zentimeter Schnur ®. Mittels

Isolation per Explantatkultur konnten sogar bis zu 2,8x10% Zellen aus einer Nabelschnur
gewonnen werden %,

UC-MSCs erfillen ebenfalls die Minimalkriterien der ISCT. Analog zu MSCs aus Plazenta
und fetalen Membranen, exprimieren auch UC-MSCs Pluripotenzmarker, wie Oct- 3/ 4,
Nanog, Sox- 2 oder SSEA- 4 (siehe Tab. 2 auf Seite 10). Dies lasst vermuten, dass auch
diese Zellen einen primitiveren Charakter aufweisen, als adulte MSCs. Dies zeigte sich auch

in direkten Vergleichen mit BM-MSCs bezlglich Proliferations- und Expansionspotential. UC-

115, 123, 134, 135 83, 86, 121

MSCs hatten kirzere Verdopplungszeiten , zeigten Telomeraseaktivitat

und konnten unter Aufrechterhaltung eines normalen Karyotyps bis zu 20-80

Populationsverdopplungen durchlaufen 8 & 8130,

2.1.3 In vitro Differenzierungspotential von MSCs aus Plazenta und fetalen

Membranen

Die adipogene, chondrogene und osteogene Differenzierung von adulten MSCs in vitro
wurde von zahlreichen Gruppen beschrieben und gilt als ein zentrales Merkmal dieser
Zellen. Auch MSCs aus Plazenta und fetalen Membranen konnten gezielt in diese drei
Richtungen differenziert werden (siehe Abb. 2.4 und Tab. 3). Pilz et al. berichteten allerdings,
dass PL-MSCs ein geringeres osteogenes Differenzierungspotential als BM-MSCs
aufwiesen "°. Barlow et al. berichteten, dass auch das adipogene Differenzierungspotential
von PL-MSCs geringer war, als das von BM-MSCs ®', wohingegen Sung et al. in einem
Vergleich weder bei adipogen noch osteogen differenzierten PL-MSCs oder BM-MSCs
Unterschiede feststellten %,

Alviano et al. konnten zeigen, dass AM-MSCs in Gegenwart von Dexamethason,
Ascorbinsaure-2- Phosphat, ,vascular endothelial growth factor® (VEGF), ,basic fibroblast
growth factor” (bFGF) und ,insulin-like growth factor 1“ (IGF-1) in Skelletmuskel- ahnliche

Zellen differenzierten %,

Dabei wurden sowohl die Expression spezifischer Marker, wie
MyoD und Myogenin, auf RNA- Ebene (Abb 2.5 (A), als auch das muskelzelltypische Protein
Vimentin (Abb. 2.5 (B)+(C)) nachgewiesen. AM-MSCs kénnten damit ideale Kandidaten zur

Therapie von Muskeldystrophien sein.

11
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Abb. 2.4: Multilineares Differenzierungspotential von MSCs aus Plazenta und fetalen
Membranen am Beispiel von D-MSCs (adaptiert aus ®). (a) Nachweis osteogener
Differenzierung mittels Alizarinrot (Messbalken = 200 pum). (c) Nachweise adipogener
Differenzierung mittels Oil Red O (Messbalken = 100um). (e) Nachweis chondrogener
Differenzierung mittels Safranin O/ Fast Green (Messbalken =200 um). (b)+(d)+(f) Kontrolle.

A AM-hMSC RD18 S

1 2 3 4 5 Lane

I VyoD :
RN \iyogenin ‘
T (-actin P

Abb. 2.5: Differenzierung von AM-MSCs in Skelletmuskel- &hnliche Zellen (adaptiert aus '%%). (A)
Mittels RT- PCR wurden die muskelzell- typischen Transkriptionsfaktoren MyoD und Myogenin
nachgewiesen. B- Actin diente als house-keeping Gen. Spur 1: AM-MSCs in Kontrollmedium;
Spur 2+3: AM-MSCs in Differenzierungsmedium 1 bzw. 2 Wochen nach Induktion; Spur 4:
Positivkontrolle (Zelllinie RD18); Spur 5: Reagenzkontrolle. (B) Nicht-induzierte und (C)
induzierte und Vimentin- positive AM-MSCs.

Ein myogenes Differenzierungspotential konnte auch von anderen Gruppen beobachtet
werden ** % D-MSCs und AM-MSCs konnten in Gegenwart von VEGF ebenfalls erfolgreich

12
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zu Endothelzellen differenziert werden ®* ®* 1%, Dariiber hinaus wurde eine Differenzierung
von AM-MSCs zu Kardiomyozyten- ahnlichen Zellen beschrieben. So konnten Zhao et al.
zeigen, dass AM-MSCs nach Induktion im Differenzierungsmedium kardiospezifische
Marker, wie GATA4, ,myosin light chain” (MLC)- 2a, MLC- 2v und kardiale Troponine (cTn)- |
und T exprimierten **". Auch Ventura et al. konnten eine gesteigerte Expression spezifischer
Marker beobachten **°,

Andere Arbeiten zeigen ein Potential zur Differenzierung in Zellen der endodermalen Linie
auf. So konnten Susman et al. PL-MSCs in Pankreas- ahnliche Zellen differenzieren. Unter
Verwendung eines vierstufigen Protokolls und dem sequentiellen Einsatz verschiedener
Wachstumsfaktoren, wie z.B. ,transforming growth factor“ (TGF)- B, bFGF und ,epidermal
growth factor” (EGF) konnten die MSCs zu Langerhans- ahnlichen Zellen differenziert
werden. Im Zuge der Kultivierung zeigten die Zellen deutliche morphologische
Veranderungen und lagen am Ende als zu Zellspharen akkumulierte Suspensionszellen vor.
Mittels Immunhistologie konnte gezeigt werden, dass diese Zellen Glukagon sezernierten
(Abb. 2.6 (A)) und mittels RT- PCR wurde gezeigt, dass das Glukagon- Gen exprimiert
wurde (Abb. 2.6 (B)). Ein Potential zur Differenzierung in Pankreas- ahnliche Zellen wurde

auch von anderen Gruppen beschrieben .

P2B, PF2B

insulin amilase pancreatic glucagon
lipase

(A)

Abb. 2.6: Differenzierung von PL-MSCs in Glukagon- sezernierende Zellen (adaptiert aus **).

Unter dem sequentiellen Einsatz verschiedener Wachstumsfaktoren akkumulierten PL-MSCs in
Folge der Differenzierung zu Zellsphéren, welche Glukagon sezernierten (Immunhistologischer
Nachweis (A) und Expression des Glukagon- Gens (B)).

Schliel3lich konnte auch ein Potential zur Differenzierung in Neuron-ahnliche Zellen gezeigt
werden 47 %0516 7L 72 "'yen et al. beobachteten z.B. 6- 14 Tage nach Induktion von PL-MSCs

im Differenzierungsmedium eine Neuron- dhnliche Morphologie und konnten mittels

13
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Immunhistologie die neuronalen Marker Mikrotubuli-assoziiertes Protein (MAP) 2 und

Neuron- spezifische Enolase nachweisen .

Tabelle 3 gibt eine Zusammenfassung des beschriebenen Differenzierungspotentials von

MSCs aus Plazenta und fetalen Membranen.

Tab. 3: Uberblick des Differenzierungspotentials von

MSCs aus Plazenta und fetalen

Membranen.
Linie Zellart AM-MSCs CM-MSCs  CV-MSCs P-MSCs PL-MSCs  Referenz
34, 45-47, 53, 56, 58,
Adipozyten + + + + + 60, 64-68, 71, 72, 103,
104
46, 47, 53, 56, 58-60,
Chondrozyten + + + + + 64.67, 103
34, 37, 45-47, 50, 53,
Osteoblasten + + + + + 56, 58, 60, 64-68, 71,
mesodermal 72,103, 104, 137
Skelletmuskel- + + 46, 103, 136
zellen
Endothelzellen + + 64, 65, 103
Kardiomyozyten + 137,138
endodermal Zelemires + + + + 61, 68, 139
Pankreas
ectodermal neuronale + + + + 47,50, 51, 56, 68, 71,
Zellen 72
2.1.4 In vitro Differenzierungspotential von UC-MSCs

Auch UC-MSCs zeigen ein breites Differenzierungspotential und kdénnen erfolgreich in die
adipogene, chondrogene und osteogene Richtung differenziert werden (sie Tab. 4). Dartber

hinaus konnten UC-MSCs in Gegenwart von VEGF und bFGF erfolgreich in Endothelzellen

118

differenziert werden % Andere Arbeiten konnten zeigen, dass zumindest

Subpopulationen von UC-MSCs auch zu Skelletmuskelzellen differenzierten ®°. Auch von
einer Differenzierung von UC-MSCs zu Kardiomyozyten wurde berichtet, wobei die
Aussagen teils widersprichlich sind. So zeigten Whang et al., dass MSCs aus dem
Wharton’s

Kardiomyozytenmedium eine entsprechende Morphologie zeigten und kardiospezifische

Jelly in Gegenwart  von 5- Azacytidin oder  konditioniertem

exprimierten 8. Auch Kadivar et al. konnten eine
UC-MSCs

Marker (N- Cadherin und Troponin)

Expression  kardiospezifischer  Gene in nach  Kultivierung im

14



Theoretische Grundlagen

Differenzierungsmedium nachweisen '*’. Im Gegensatz hierzu konnten Martin Rendon et al.
keine Expression kardiospezifischer Marker bei MSCs aus dem Wharton’s Jelly und den
perivaskularen Regionen der Arterien beobachten 2. Auch gibt es bisher nur sehr wenig
Berichte (ber eine erfolgreiche Differenzierungen von UC-MSCs zu funktionellen
schlagenden Kardiomyozyten. Nach derzeitigem Kenntnisstand berichtete einzig eine
Gruppe von sporadisch schlagenden Zellen nach 21 Tagen Kultur im

Differenzierungsmedium **°

. Quantitative Daten wurden jedoch nicht gezeigt.

Andere Arbeiten zeigten, dass UC-MSCs auch erfolgreich in Zellen der endodermalen Linie
differenzieren. So konnten Campard et al. zeigen, dass UC-MSCs hepatospezifische Marker,
wie z.B. Albumin, a- Fetoprotein, Cytokeratin- 19, Connexin- 32 und Dipeptidylpeptidase 4,
konstitutiv exprimierten und nach Induktion im Differenzierungsmedium eine Hepatozyten-
ahnliche Morphologie, sowie eine gesteigerte Expression spezifischer Marker aufwiesen und
Harnstoff produzierten ***. Allerdings konnten weitere spezifische Charakteristika von
funktionellen Hepatozyten nicht beobachtet werden.

Chao et al. konnten mittels eines vierstufigen Protokolls UC-MSCs zu Inselzell- &hnlichen
Zellclustern differenzieren, welche Pankreas- spezifische Gene exprimierten und in
Abhangigkeit von Glucose Insulin sezernierten **. In einem Vergleich mit BM-MSCs konnten
Wu et al. zeigen, dass UC-MSCs ein hoheres Potential zur Differenzierung in Pankreas-
ahnliche Zellen besaRen **°.

AbschlieBend konnten zahlreiche Gruppen zeigen, dass UC-MSCs nach Induktion in
neuronalem Differenzierungsmedium eine entsprechende Morphologie annahmen und
neurospezifische Marker, wie z.B. 8- llI- Tubulin, Neuron- spezifische Enolase, Neurofilament
M und Tyrosinhydroxylase exprimierten 883 8 86,107,120, 143, 144 - gaigpie|hafte Ergebnisse der
Arbeitsgruppe Karahuseyinoglu et al. sind in Abbildung 2.7 gezeigt.

Eine Zusammenfassung beschriebener Differenzierungen von UC-MSCs ist in Tabelle 4

gegeben.
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101

Abb. 2.7: Neuronale Differenzierung von UC-MSCs (adaptiert aus ). A: Expression von - Ill-
Tubulin; B: Expression von Nestin (hauptsachlich im perinukledren Berech (B‘)); C: Expression
von Neurofilament- 160 (NF- M); D: Expression des neurospezifischen nukleédren Proteins (Neu-
N); E: Expression der Neuron- spezifischen Enolase (NSE); F. Expression des mikrotubuli-
assoziierten Proteins 2 (MAP2); G: MAP2- Verteilung bei Zell- Zell Kontakt. Messbalken: 10 um
(B), 20 um (B, C), 50 um (E), 100 um (A,D).

. . . . . . 101
Tab. 4: Uberblick des Differenzierungspotentials von UC-MSCs (adaptiert aus ).
Linie Zellart Referenzen
Adipozyten 76, 77, 80, 83, 88, 90, 107, 110, 113, 114, 117-124, 128, 130, 134, 145-148
Chondrozyten 77,79, 83, 88, 90, 113, 114, 118, 120-122, 124, 128, 134, 145-147
Osteoblasten * 76-78, 80, 83, 88, 90, 91, 100, 107, 110, 113, 114, 116-124, 128, 130, 134, 145-150
mesodermal
Kardiomyozyten * 88, 117, 122, 140
Skelletmuskelzellen 80
Endothelzellen 110, 118, 134
ectodermal neuronale Zellen 81-83, 85, 86, 107, 120, 143, 144
Zellen des Pankreas 135, 142
endodermal
unreife Hepatozyten 141

*Unstimmigkeiten in der Literatur

Die hier vorgestellten Daten zeigen, dass es sich bei Zellen aus geburtsassoziierten

Geweben um multipotente Stromazellen handelt, die sowohl in die mesodermale, als auch in
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nicht- mesodermale Linien differenziert werden konnen. Da es sich bei MSC- Kulturen
hdchstwahrscheinlich um Mischpopulationen handelt bleibt zu klaren, ob sich Zellen
innerhalb dieser Kulturen in ihrem Differenzierungspotential unterscheiden. So konnten in
UC-MSC Kulturen Subpopulationen identifiziert werden, welche sich anhand der Expression
von Vimentin und Cytokeratin unterschieden. Interessanterweise konnten Zellen, welche
Cytokeratin exprimierten in vitro nicht zu neuronalen Zellen differenziert werden ***. Auch in
AM-MSC und CM-MSC Kulturen wurden Subpopulationen entdeckt, welche den
Oberflachenmarker CD271 exprimierten. Diese Zellen zeigten ein deutlich groéReres
osteogenes Potential als Zellen, die diesen Marker nicht aufwiesen 4 Auch in BM-MSCs
Kulturen wurden CD271 positive Subpopulationen entdeckt, so dass CD271 als universeller
Marker fiir MSCs mit hohem Proliferations- und Differenzierungspotential diskutiert wird ***
%8 Nach unserem Kenntnisstand wurde von einer Expression von CD271 in UC-MSCs
bisher nicht berichtet.

Weitere Arbeiten sind nétig um zu untersuchen, inwieweit MSCs aus verschiedenen Quellen
und MSCs innerhalb einer Kultur sich in ihrem Differenzierungspotential unterscheiden und
wie diese Zellen identifiziert werden kénnen. Mit diesen Informationen kénnten Protokolle zur

klinischen Anwendung der Zellen entscheidend optimiert werden.

2.1.5 Invivo Anwendung von MSCs aus geburtsassoziierten Geweben

Neben einem multilinearen Differenzierungspotential zeichnen adulte MSCs vor allem auch

ein nur geringes immunogenes Potential und immunmodulatorische Eigenschaften aus **

14,134 7ahlreiche Studien der letzten Jahre konnten zeigen, dass sowohl UC-MSCs 2% 15% 136

44, 69, 73 37, 43, 44

als auch MSCs aus Plazenta und fetalen Membranen in vitro &ahnliche
immunprivilegierte Eigenschaften aufweisen und keine Proliferation von allogenen
Immunzellen stimulieren. Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Zellen in
Abhangigkeit der Dosis ebenfalls die Proliferation von zuvor stimulierten Immunzellen
inhibieren 3" %3 4155 Roelen et al. verglichen die immunmodulatorischen Eigenschaften von
AM-MSCs und D-MSCs und beobachteten, dass fetale MSCs einen starkeren inhibitorischen
Effekt auf die Proliferation von Lymphozyten auswirkten, als maternale MSCs **. Vergleiche
von neonatalen und adulten MSCs filthrten zu widerspriichlichen Ergebnissen. Im Vergleich
zu BM-MSCs beobachteten Fazekasova et al. eine geringere Immunmodulation durch PL-
MSCs ®, wohingegen Brooke et al. keine Unterschiede zwischen BM-MSCs und PL-MSCs

beobachten konnten 3.
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Die ausgewohnlichen nicht- immunogenen und immunmodulatorischen Eigenschaften von
neonatalen MSCs legen die Vermutung nahe, dass diese Zellen geeignete Kandidaten fir
Anwendungen in zellbasierten Therapien sind. Erste vielversprechende in vivo Studien
bekraftigen dies. So injizierten Barlow et al. Mausen PL-MSCs intravends, welche von den
Tieren sehr gut toleriert wurden und keine toxischen Reaktionen auslésten ¢’. Auch Bailo et
al. setzten AM-MSCs und CM-MSCs in vivo ein und injizierten diese neonatalen Schweinen
und Ratten. AnschlieBend konnten humane Chimaren in Hirn, Lunge, Knochenmark,
Thymus, Milz, Leber und Niere der Tiere identifiziert werden, was auf eine Migration und ein
engraftment der Zellen schlieRen lasst **’.

Auch konnte an mehreren Beispielen gezeigt werden, dass MSC zur Heilung von
beschadigtem Gewebe beitragen. Dabei scheint der Beitrag der Zellen eher auf parakrinen
Effekten, z.B. durch Stimulierung und Modulation von gewebespezifischen Zellen, als auf
einer Differenzierung der MSCs zu beruhen. So beobachteten Yang et al. eine positive
Beeinflussung von Mikroglia und reaktiven Astrozyten durch UC-MSCs nach Durchtrennung
des Riickenmarks in Ratten '*®. Hierbei zeigte sich eine gesteigerte Produktion zahlreicher
Zytokine in der Néhe der Wunde. Liao et al. injizierten UC-MSCs in das Hirn von Nagern
nach Schlaganfall und konnten bis zu funf Wochen danach vitale MSCs nachweisen.
Zusatzlich wurde eine Minderung der Symptome nach einem Schlaganfall beobachtet, was
die Autoren eine Produktion von Angiogenese- unterstiitzenden Zytokinen vermuten lieR **°.
Im Gegensatz hierzu zeigten Zhao et al., dass AM-MSCs nach Transplantation in das Herz
von Ratten nach Infarkt bis zu zwei Monate Uberlebten und zu Kardiomyzyten-ahnlichen
Zellen differenzierten **’. Lund et al. wiederum zeigten, dass UC-MSCs nach Transplantation
in Nager zur Rettung von Fotorezeptoren beitrugen, dabei aber nicht zu Neuronen
differenzierten, sondern neurotrophe Faktoren sezernierten 8 Es bleibt daher in weiteren
Studien zu klaren, in wieweit der Beitrag von MSCs zur Reparatur von geschadigtem
Gewebe auf parakrinen Effekten oder auf einer Differenzierung der Zellen beruht, oder ob
beide Effekte synergistisch stattfinden.

Eine der groften Herausforderungen der regenerativen Medizin stellt das Tissue
Engineering dar. Bisher gibt es nur wenige Berichte Uber einen Einsatz von neonatalen
MSCs auf diesem Gebiet, dennoch sind die bisherigen Ergebnisse vielversprechend. So wird
UC-MSCs ein grof3es Potential fir den Bereich des kardiovaskularen Tissue Engineerings
zugesprochen . Sie wachsen gut auf bio- degradierbaren Polymeren  und wurden bereits

! von biologisch aktiven Herzklappen &

zur Herstellung von humanen PulmonalgefaRen
und von lebenden ,patches” im Bereich der padiatrischen Herzchirurgie verwendet **%. PL-
MSCs wurden in ersten Versuchen auf dem Gebiet des Knorpel- Tissue Engineerings
eingesetzt und zeigten hier vielversprechende Ergebnisse bei der Herstellung von
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funktionellen Knorpelkonstrukten °. SchlieRlich konnten Lindenmair et al. zeigen, dass auch
das Amnion ein groRRes Potential flir das osteogene Tissue Engineering aufwiesen. In einem
innovativen Ansatz wurde gezeigt, dass die Zellen des Amnions ohne vorherige Isolation
direkt in der Membran osteogen differenziert werden konnten 3. Mit Hilfe dieser Methode
kénnten somit zeitaufwendige Isolations- und Expansionsschritte und die damit verbundenen
Risiken von Kontaminationen und genetischen Veranderungen des Zellmaterials vermieden
werden.

Die hier gezeigten Ergebnisse veranschaulichen, dass MSCs aus geburtsassoziiertem
Gewebe ein grol3es Potential fir zellbasierte Therapien und Tissue Engineering Anwendung
besitzen. Auf Grund der groRen Verfligbarkeit und der ethisch unbedenklichen Herkunft des
Materials, stellt geburtsassoziiertes Gewebe eine hochinteressante Alternative zum
Knochenmark als Quelle fir MSCs dar.

19



Experimenteller Teil

3 Experimenteller Teil

Quellen fur MSCs sind zahlreich und neben dem Knochenmark (heutzutage immer noch die
am haufigsten verwendete Quelle) hat sich wahrend der letzten 10 Jahre vor allem die
Nabelschnur als vielversprechende Alternative heraus kristallisiert. Nachdem erste Arbeiten
zeigen konnten, dass MSCs aus dem Nabelschnurgewebe (UC-MSCs) biodquivalent zu
MSCs aus dem Knochenmark (BM-MSCs) sind °, stellt die Herstellung von Zellmaterial von
klinischer Qualitdt eine neue Herausforderung dar. Hierfiir ist jedoch die Etablierung von
Protokollen zur standardisierbaren Isolierung, Expansion und Differenzierung der Zellen
unabdingbar.

Bisher beschriebene Protokolle beinhalten fast ausschlieBlich die Verwendung von Serum,
welches nicht humanen Ursprungs ist, wodurch Fragen zur allgemeinen biologischen
Sicherheit des Zellmaterials aufgeworfen werden. Da eine Ubertragung von z.B. Viren,
Prionen und anderen Pathogenen vom Tier auf den Menschen nicht restlos ausgeschlossen
werden kann, ist die Verwendung von xenogenen Seren fir klinische Zwecke nicht zu
favorisieren. Eine Alternative hierzu stellt die Verwendung von Humanserum (HS) dar,
wodurch sich die Mdglichkeit zur Durchfiihrung aller relevanten Schritte der Zellkultur unter
allogenen Bedingungen ergibt.

Ein Ziel dieser Arbeit war die Etablierung von xeno- freien Kulturbedingungen fir UC-MSCs.
Im Detail wurde zunachst ein Protokoll entwickelt, um UC-MSCs reproduzierbar aus dem
Nabelschnurgewebe mittels einer Explantatkultur zu isolieren und zu expandieren. In einem
Vergleich mit vier kommerziell erhéltlichen Kalberseren wurde allogenes HS anschlieRend
auf seine wachstumsférdernden Eigenschaften hin analysiert.

Zur weiteren Optimierung der Kulturbedingungen wurde in den folgenden Versuchen die
optimale Konzentration des Serums im Medium ermittelt. Als Kriterium hierfir wurden das
Proliferationspotential der Zellen, der Anteil apoptotischer und seneszenter Zellen in einer
Kultur, sowie das Potential zur Bildung von Kolonien herangezogen.

In bereits vorangegangenen Arbeiten von Dr. Ingrida Majore und Dr. Pierre Moretti wurden
Subpopulationen innerhalb der UC-MSC Primarkultur isoliert und einer ersten tiefergehenden
Charakterisierung unterzogen *®. In der vorliegenden Arbeit wurden die Subpopulationen auf
ihr osteogenes, adipogenes und chondrogenes Differenzierungspotential hin miteinander
verglichen. Dabei wurde ebenfalls der Einfluss der Sauerstoffkonzentrationen auf das

Differenzierungspotential untersucht.
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AbschlieBend wurden die UC-MSCs auf immunomodulatorische Eiegenschaften hin
untersucht. Hierfur wurden Ko-Kulturversuche mit allogenen peripheren mononukleéren

Blutzellen (peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)) durchgefuhrt.

3.1 Isolierung von mesenchymalen Stromazellen aus dem Nabelschnur-

gewebe

UC-MSCs kénnen aus verschiedenen Regionen der Nabelschnur isoliert werden. Hierflr
sind zahlreiche Methoden beschrieben worden, wobei die meisten Protokolle einen
enzymatischen Verdau des Gewebes vorsehen. Da eine enzymatische Gewebedissoziation
sich negativ auf die Zellvitalitat auswirken kann, wurde in der vorliegenden Arbeit ein
Protokoll zur schonenderen Zellisolierung per Explantatkultur etabliert. Mittels der im
Folgenden beschriebenen Methode konnten so in jedem Préparationsansatz Zellen
erfolgreich isoliert werden. Insgesamt wurden im Zuge dieser Arbeit Zellen aus acht
Nabelschniren isoliert.

Die verwendeten Nabelschnire stammten aus Kaiserschnittgeburten nach voll
ausgetragenen Schwangerschaften (38- 40 Wochen). Sie wurden unmittelbar nach der
Geburt zunéchst in ca. 10- 15 cm lange Segmente zerteilt (Abb. 3.1 (B)) und anschlie3end in
Puffer (PBS mit 5 g/ | Glucose, 50 pg/ ml Gentamycin, 2,5 ug/ ml Amphotericin B, 100 U/ mli
Penicillin und 100 pug/ ml Streptomycin) fiir den Transport aufbewahrt. Alle weiteren Schritte
zur Isolierung erfolgten innerhalb der nachsten 48 Stunden unter sterilen
Arbeitsbedingungen. Zunachst wurden Arterien und Vene unter Verwendung einer Spritze
mit stumpfer Nadel mit PBS gespllt, um letzte Blutreste zu entfernen. AnschlieRend wurden
die Nabelschnursegmente in ca. 0,5 cm? groRe Gewebestiicke zerteilt (Abb. 3.1 (C)+(D)) und
in Zellkulturflaschen Gberfahrt (Abb. 3.1 (E)). Durch das Zerteilen wurde einerseits eine
maoglichst groRe Oberflache geschaffen, Uber die die Zellen herauswachsen konnten,
andererseits wurde so gewahrleistet, dass Zellen aus allen Kompartimenten der Nabelschnur

in Kultur genommen wurden.

21



Experimenteller Teil

Nabelschnurvene

Abb. 3.1: Isolierung von plastikadharenten Zellen aus Nabelschnurgewebe. (A) Querschnitt
einer Nabelschnur. (B) Nabelschnursegment. (C+D) Zerkleinerung der Nabelschnursegmente in
ca. 0,5 cm? grolie Gewebesticke. (E) Gewebestiicke in Kulturmedium. (F) Zellen wachsen aus
einem Gewebestlick heraus (lichtmikroskopische Aufnahme 40x vergroZert).

Die Kultivierung der Gewebestiickchen erfolgte in aMEM mit 15% HS und 50 pg/ ml
Gentamycin in einem Inkubator bei 37°C und 5% CO,. Ein Wechsel des Kulturmediums
erfolgte jeden zweiten Tag. Nach ca. 10 Tagen konnte ein erstes Herauswachsen von Zellen
aus den Gewebestiicken beobachtet werden (Abb. 3.1 (F)). Nach ca. 14 Tagen wurden die
Stucke entfernt und der Zellrasen mehrmals mit PBS gespult. Nach etwa 21 Tagen lag dann
eine Zellkultur mit groRtenteils fribroblastenahnlicher Morphologie vor, die jedoch vereinzelt
auch Kolonien von Zellen mit einem endothelialen Phéanotyp enthielt (siehe Abb. 3.1).

Eine Identifizierung von Endothelzellen auf Einzelzellbasis erfolgte  mittel
Durchflusszytometrie. Hierbei diente das Oberflachenmolekil CD31 als spezifischer Marker.

184 7 entnehmen.

Details zu den Untersuchungen sind der Arbeit von Dr. Pierre Moretti
Da die Formulierung des verwendeten Kulturmediums nicht den Ansprichen von
Endothelzellen geniigte, starben diese im Laufe der Kultivierung ab, so dass spatestens

nach dem ersten Passagieren der Zellen keine Kontamination der Kultur mehr vorlag.
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Gleiches zeigte sich nach dem Kryokonservieren und anschlieBenden Revitalisieren der

Priméarzellen.

Mit der etablierten Methode konnten pro Nabelschnur ca. 2x10" Zellen isoliert und fiir

weitere Versuche, sowie das Anlegen von Zellbanken verwendet werden.

¥ S00ium! E

Abb. 3.2: Zellen mit unterschiedlichem Phanotyp innerhalb einer MSC-Primérkultur. Neben
Zellen mit fibroblastenahnlicher Morphologie (A) sind in der Primarkultur vereinzelt auch
Kolonien von Zellen mit endothelzellahnlicher Morphologie (B) zu finden (jeweils 40x
vergroRert).

3.2 Charakterisierung von mesenchymalen Stromazellen aus dem

Nabelschnurgewebe

Da bis dato kein universeller Marker zur Identifizierung von MSCs bekannt ist, hat die
sIntenational Society for Cellular Therapy” (ISCT) Minimalkriterien zur Definition von
multipotenten mesenchymalen Stromazellen postuliert ?°. Diese beinhalten, dass MSCs
unter Standardkulturbedingungen adharent auf Plastikoberflachen wachsen und dabei eine
fibroblastendhnliche Morphologie aufweisen, ein typisches Set an Oberflaichenmarker
exprimieren und gezielt sowohl in die osteogene, als auch in die adipo- und chondrogene
Richtung differenziert werden kénnen.

Als typische Oberflachenmarker, welche von MSCs exprimiert werden, konnen CD73 (Ecto-
5 'Nucleotidase (SH3)), CD90 (Thy- 1) und CD105 (SH2) herangezogen werden. Allerdings
werden diese Marker ebenfalls von hdmatopoetischen sowie Endothelzellen exprimiert, so
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dass eine weitere Eingrenzung des Markerprofils notwendig ist. Daher muss eine Expression
von CD31 (ein typisches Antigen auf Endothelzellen), CD34 (ebenfalls ein typisches Antigen
auf Endothelzellen, sowie auf hamatopoetischen Vorlauferzellen) und CD45 (ein typisches
Antigen auf Leukozyten) ausgeschlossen werden kdonnen. Da die extrazellulare Matrix der
Nabelschnur einen groRen Anteil an Hyaluronsaure (HA) aufweist *°°, kann die Expression
des HA- Rezeptors CD44 als weiterer Marker fiir UC-MSCs betrachtet werden.

Die in dieser Arbeit isolierten Zellen wachsen plastikadhdarent und zeigen eine typische
fribroblastenahnliche Morphologie (sie Abb. 3.2 (A)). Aus Abbildung 3.3 wird ersichtlich, dass
die Zellen das oben beschriebene Set an Oberflichenmarkern aufweisen. Eine
tiefergehende Beschreibung der Oberflachenmarkeranalysen sind der Arbeit von Dr. Pierre

Moretti *** zu entnehmen.

CD44 CD73 CD90 CD105

=== Testantikbrper

IR . % | — Isotypkontrolle
=) i y‘)‘ I‘L:' —

Abb. 3.3: Expression typischer Oberflachenmarker zur Charakterisierung von MSCs.
Dargestellt sind die Histogramme durchflusszytometrischer Messungen der aus der
Nabelschnur isolierten Stromazellen.

AuRerdem weisen die Zellen ein hohes Differenzierungspotential auf, was in Abschnitt 3.4.3
weiterfihrend diskutiert wird. Da hiermit die Minimalkriterien der ISCT als erflllt angesehen
werden kénnen, werden die Zellen im Folgenden als umbilikale mesenchymale Stromazellen
(UC-MSCs) bezeichnet.
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3.3 Formulierung der optimalen Kulturbedingungen fur UC-MSCs

Damit Zellen fur klinische Anwendungen eingesetzt werden kdnnen, missen diese im
Allgemeinen zunéchst ex vivo expandiert werden, um ausreichende Mengen an Zellmaterial
zu erhalten. Dabei sollten die Kulturbedingungen so gewahlt werden, dass am Ende der
Expansion Zellen von héchster Qualitat vorliegen. Als MaR hierfir kénnen die Zellviabilitat,
der Anteil seneszenter und apoptotischer Zellen in den Kulturen, die Stabilitéat von Geno- und
Phanotyp, sowie die Aufrechterhaltung des Differenzierungspotentials und der
immunmodulatorischen Eigenschaften herangezogen werden. Um dies zu gewahrleisten, ist
es unabdingbar, dass die Zellen unter optimalen und reproduzierbaren Bedingungen
kultiviert werden. Hierbei hat eine Vielzahl unterschiedlicher Faktoren Einfluss auf die
Qualitat der Zellen. Vor allem die Zusammensetzung des Kulturmediums und insbesondere
die Wahl des Serums spielen eine entscheidende Rolle. Dabei liefern Seren unter anderem
Hormone, Bindungsproteine, Anheftungsfaktoren, Aminoséuren, anorganische Salze und
Spurenelemente und beeinflussen damit stark das Wachstum der Zellen *°°. Da Seren aber
Naturprodukte mit wechselnder und teils unbekannter Zusammensetzung sind, ist eine
sorgfaltige Auswahl des Serums unabdingbar.

Neben optimalen wachstumsfordernden Eigenschaften ist vor allem auch die Herkunft des
Serums wichtig. RoutineméaRig angewandte Protokolle beinhalten fast ausschliel3lich die
Verwendung von Seren tierischen Ursprungs, wie z.B. fetales Kalberserum (FCS). Zwar
werden diese Seren sehr sorgfaltig auf Viruskontaminationen tberprift und ihre Herkunft ist
gut zuriick verfolgbar, jedoch ist eine Ubertragung von Krankheiten auf den Empfanger nicht
vollstdndig ausgeschlossen. So weist z.B. die Firma PAN Biotech GmbH, ein weltweit
agierender Anbieter von Seren, ausdricklich darauf hin, dass durch das Serum
Kontaminationen der Zellkulturen mit TSE (Transmissible Spongioform Encephalopathy)-
Agenzien nicht vollstandig ausgeschlossen werden kénnen **’. Hinzu kommt, dass sich im
FCS enthaltene Proteine im Zytoplasma der Zellen ablagern koénnen und bei einer

Transplantation zu einer immunologischen Reaktion des Empfangers fiihren kénnen. So

konnten in 1x10% MSCs 7- 30 mg Proteine nachgewiesen werden, die urspringlich aus dem
FCS stammten '®®, Die Etablierung von xeno-freien Kulturbedingungen ist dementsprechend
stark zu favorisieren.

Neben der wissenschaftlichen Fragestellungen zur Verwendung von tierischen Seren bei
klinischen Anwendungen, sei hier ebenfalls auf die ethisch fragwirdige Gewinnung von
fetalen Kalberseren hingewiesen, bei der laut der European Biomedical Research

Association (EBRA) jahrlich bis zu zwei Millionen Feten getotet werden **°. Die Gewinnung
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des Serums erfolgt aus dem Blut von ungeborenen Kalbern, welche zuvor aus dem Uterus
des Muttertiers entfernt wurden. AnschlieRend wird das Herz der Kalber fiir gewdhnlich ohne
eine vorangegangene Anasthesie punktiert, um das Blut zu gewinnen. Dabei ist davon
auszugehen, dass die Tiere bereits am Leben sind und eine normale Hirnfunktion
aufweisen '’°. Eine tiefergehende Diskussion dieses Themas soll im Rahmen dieser Arbeit
jedoch nicht stattfinden. Der interessierte Leser sei an dieser Stelle auf die Homepage der

EBRA und der dort angebotenen Information hingewiesen .

3.3.1 Etablierung von xeno- freien Kultivierungsbedingungen fir UC-MSCs

Wie bereits erwéhnt, ist die Kultivierung von MSCs unter xeno-freien Bedingungen mit
Hinblick auf den Einsatz in klinischen Anwendungen zu bevorzugen. Der in diesen
Versuchen verfolgte Ansatz beruht dabei auf der Verwendung von allogenem HS. Dieses
wurde mit Hinblick auf proliferationsférdernde Eigenschaften, die Homogenitat der
Zellpopulation sowie die Stabilitit der Expression typischer Oberflachenmarker in
Langzeitkulturexperimenten (n=3) mit vier verschiedenen FCS verglichen. Hierfir wurden
MSCs in einer Dichte von 4000 Zellen/ cmz? in 25 cm2 Zellkulturflaschen ausplattiert und in
aMEM mit 50 pug/ ml Gentamycin und 10% eines der folgenden Seren kultiviert: Allogenes
HS, FCS ,Standard Qualitat® (FCS STD), FCS ,Gold Standard“ (FCS GOLD), FCS
Lvorgetestet fir Amnionzellen® (FCS AZ) und FCS ,hitzeinaktiviert” (FCS HI). Die Zellen
wurden Uber einen Zeitraum von sieben Passagen (P2- P8) kultiviert. Wurde in der am
schnellsten proliferierenden Kultur eine Konfluenz von ca. 80% erreicht, so wurden die Zellen
aller funf Kulturen enzymatisch abgelést, mittels Trypanblau Farbung und einer
Neubauerkammer gezéhlt und in der Ausgangszelldichte von 4000 Zellen/ cm2 erneut
ausplattiert. Mit den erhaltenen Zellzahlen und der Dauer der jeweiligen Passage wurden fir
die Dauer des Experiments kumulative Zellverdopplungen und kumulative Zellzahlen
berechnet. In allen Langzeitkulturexperimenten wurden fiir jedes getestete Serum zwei
Versuchsansétze parallel durchgefuhrt. Auf Grund spenderbedingter Variationen werden im
Folgenden die Ergebnisse eines reprasentativen Experiments gezeigt, welche die
Ergebnisse aller Experimente wiederspiegeln.

Es konnte gezeigt werden, dass UC-MSCs unter allen getesteten Mediumformulierungen
erfolgreich expandiert werden konnten. Allerdings zeigten sich teils deutliche Unterschiede
im Bezug auf das Proliferationspotential der Zellen (siehe Abb. 3.4). So durchliefen Zellen

bei einer Kultivierungsdauer von 28 Tagen in Gegenwart von HS 23+0.31
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Zellverdopplungen und zeigten somit das hochste Proliferationspotential. Zellen, welche in
Medium mit FCS AZ bzw. FCS HI kultiviert wurden zeigten mit 21 + 0.51 bzw. 19 + 0.06
durchlaufenen Zellverdopplungen ein geringeres Proliferationspotential. Deutlich
vermindert war die Proliferation von Zellen, welche in Medium mit FCS STD (13 £ 0.09
Verdopplungen) und FCS GOLD (12 £ 0.02 Verdopplungen) kultiviert wurden.
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Abb. 3.4: Einfluss des Serums auf das proliferative Potential von UC-MSCs. Dargestellt sind die
kumulativen Verdopplungen der Zellen Uber einen Zeitraum von sieben Passagen (P2- P8) in
Gegenwart eines der vier getesteten FCS bzw. von HS.

Ein entsprechendes Bild zeigt sich auch, wenn man die am Ende von Passage acht
errechneten kumulativen Zellzahlen betrachtet (siehe Abb. 3.5). So konnten durch die

Verwendung von HS theoretisch durchschnittlich 13,5><1011 UC-MSCs, durch die

Verwendung der verschiedenen FCS hingegen nur deutlich weniger Zellen erhalten werden
(2,05%x10"" Zellen (FCS HI); 0,45x10"" Zellen (FCS AZ); 0,0074x10"" Zellen (FCS STD);
0,0071x10"" Zellen (FCS GOLD)). Hinzu kommt, dass es im Laufe der Langzeitkultivierung
der Zellen unter der Verwendung von FCS STD und FCS GOLD zu einer starken
Inhomogenitat der Grol3enverteilung innerhalb der Kulturen kam. Abbildung 3.6
veranschaulicht dies am Beispiel von Zellen, welche in Gegenwart von FCS STD
kultiviert wurden. In HS-haltigem Medium kultivierte Zellen dienten als Vergleich. Es ist
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zu erkennen, dass sich die Morphologie der Zellen in dem FCS-haltigen Medium in P9
deutlich von der der Vergleichszellen unterscheidet. Die Zellen erscheinen grofer,
breiter und langgestreckter. Zellen, welche unter dem Einfluss von FCS HI und FCS AZ
kultiviert wurden, zeigten im Laufe der Langzeitkultivierung nur geringfligige morphologische

Veranaderungen (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3.5: Einfluss des Serums im Kulturmedium auf das proliferative Potential von UC-MSCs.
Dargestellt sind die kumulativen Zellzahlen, welche theoretisch Uber einen Zeitraum von sieben
Passagen (P2- P8) in Gegenwart eines der vier getesteten FCS bzw. von HS erhalten werden
konnten.

Abb. 3.6: Einfluss des Serums im Kulturmedium auf die Zellmorphologie am Beispiel von
FCS STD und HS. Dargestellt sind lichtmikroskopische Aufnahmen (100 fach vergrof3ert) von
Zellen wahrend eines Langzeitexperiments in P3 und P9.
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Um einen besseren Eindruck der GréRenverteilung der Zellen innerhalb der jeweiligen Kultur
zu gewinnen, wurden mittels des ,CASY®1 DT Cell Counter” die GréRenverteilung von Zellen
unter dem Einfluss des jeweiligen Serums erstellt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.7
dargestellt und zeigen die Verteilungen innerhalb der jeweiligen Kultur am Beispiel von
FCS STD, FCS AZ und HS in den Passagen P3, P5 und P8.
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Abb. 3.7: Uberblick der GréRenverteilung in UC-MSC Langzeitkulturen unter dem Einfluss von
FCS bzw. HS. Dargestellt sind die Gr6Renverteilungen in Kulturen in P3, P5 und P8 in
Gegenwart von FCS STD, FCS AZ und HS. Die Aufnahme der Verteilungen erfolgte mittels
,CASY®1 DT Cell Counter*.

Es ist zu erkennen, dass die GroRRenverteilungen der Zellpopulationen, welche in HS und
FCS AZ kultiviert wurden, Uber den gesamten Zeitraum der Kultivierung weitestgehend stabil
geblieben sind. Ausgehend von der urspriinglichen Grof3enverteilung der Zellen in P2 (rote
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Kurve in jedem Graph) mit einem Maximum bei 16 um Zelldurchmesser, verschob sich das
Maximum in beiden Kulturen im Laufe des Experiments nur um ca. 1 um in Richtung Zellen
groReren Durchmessers. Im Falle der Kultur mit HS kam es in P5 zu einer voriibergehenden
Verschiebung des Maximums um ca. 1 um in Richtung kleinerer Zellen. Beide Kulturen
zeigten Uber die gesamte Versuchsdauer eine homogene Zellverteilung, wobei die Kultur in
Gegenwart von FCS AZ bereits in P3 einen geringen Anteil grof3erer Zellen enthielt. Bei der
Verwendung von FCS STD zeigte sich jedoch bereits fur Zellen in P3 eine deutliche
Verschiebung der Verteilung in Richtung grof3erer Zellen. Des Weiteren weist die Verteilung
auf eine sehr heterogene Zellpopulation mit einem héheren Anteil gro3erer Zellen hin, was
die Ergebnisse der lichtmikroskopischen Aufnahmen in Abbildung 3.6 bestatigt.

Die GroRenzunahme und die damit verbundene Heterogenitat der Zellpopulation in
Gegenwart von FCS GOLD und FCS STD gingen einher mit einer verminderten Expression
stammzelltypischer Oberflachenmarkerproteine. Abbildung 3.8 zeigt die Ergebnisse
durchflusszytometrischer Messungen zur Bestimmung des Immunophanotyps der Zellen
unter dem Einfluss des jeweiligen Serums in P3 und P8 bzw. P9. Analysiert wurde die
Expression der Marker CD73, CD90 und CD105. Es ist zu erkennen, dass die Expression
der Marker unter der Verwendung von FCS HI, FCS AZ und HS Uber den gesamten
Zeitraum des Experiments groldtenteils stabil geblieben ist. Einzig Zellen unter dem Einfluss
von FCS HI zeigten eine geringflugig verminderte Expression von CD105 in P9. Die
Verwendung von FCS GOLD fiihrte zu einer leichten (CD73, CD105) bis deutlicher
verminderten (CD90) Expression der Marker. Die Verwendung von FCS STD fuhrte sogar zu

einer deutlich verminderten Expression aller drei analysierten Marker.
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Abb. 3.8: Stabilitdét des Immunophanotyps von UC-MSCs unter dem Einfluss verschiedener
Seren. Die Expression der Oberflachenmarker wurde mittels Durchflusszytometrie fir Zellen in

P3 und P8 bzw. P9 bestimmt.
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Die durchgefiihrten Experimente zeigen, dass die Wahl des Serums ein entscheidender
Faktor fur die Gewinnung von UC-MSCs von hoher Qualitat darstellt. Es konnte gezeigt
werden, dass eine effiziente Expansion von UC-MSCs unter xeno-freien Kulturbedingungen
nicht nur generell mdoglich ist, sondern dass die Zellen in Gegenwart von HS unter
Aufrechterhaltung ihres ursprunglichen Immunophanotyps das hochste proliferative Potential
aufwiesen, was bei Verwendung von zwei der vier getesteten FCS nicht zutraf.

Andere Arbeitsgruppen erzielten auf dem Gebiet der xeno- freien Kultivierung von MSCs teils
widersprichliche Ergebnissen. Shahdadfar etal. zeigten ein  gesteigertes
Proliferationspotential von BM-MSCs unter der Verwendung von autologem HS gegenuber
FCS, wohingegen die Verwendung von allogenem HS zu einer Hemmung des
Zellwachstums bis hin zum Zelltod fiihrte *™*. Tateishi et al. und Le Blanc et al. zeigten
hingegen ein gesteigertes Proliferationspotential von MSCs aus der Synovia > bzw. dem

k'™ in Gegenwart von autologem HS, wobei letztere zusétzlich jedoch eine

Knochenmar
voribergehend gesteigerte Expression von HLA- Klasse- Il Molekilen beobachteten.
Bieback et al. konnten im Gegensatz hierzu keine Unterschiede beim Proliferationspotential
von BM-MSCs unter dem Einfluss von allogenem HS und FCS beobachten *’*. Gleiches
konnten Pérez-llzarbe et al. zeigen. Die Verwendung von autologem HS fiihrte im Vergleich
zu FCS zu keinen Unterschieden bezlglich Proliferation, sowie Stabilitdt des Phé&notyps und
Morphologie von BM-MSCs. Allerdings zeigten die Zellen unter dem Einfluss von HS in vitro
ein gesteigertes Potential zur Immunmodulation *”°. Einen &hnlichen Effekt konnten auch
Hartmann et al. beobachten. So zeigten auch UC-MSCs in Medium mit HS eine effizientere
Suppression der Proliferation von T- Zellen in vitro *°.

Die hier gezeigten Beispiele lassen sich jedoch nur eingeschrankt miteinander vergleichen,
da sich die Quellen fir MSCs, sowie die Methoden zur Isolierung und die verwendeten Seren
unterscheiden. Dieser Umstand zeigt den Bedarf der Etablierung eines, zumindest fir aus
den gleichen Quellen stammende Zellen, einheitlichen Protokolls zur Kultivierung von MSCs
fur klinische Anwendungen.

Das in dieser Arbeit etablierte Protokoll zeigt, dass durch die Verwendung von allogenem HS
xeno-freie Kulturbedingungen moglich sind und stellt somit eine interessante Alternative zur
konventionellen Kultur mit Seren tierischem Ursprung dar. Zwar kdnnen auch hier
spenderspezifische Qualitatsunterschiede des Serums nicht ganzlich ausgeschlossen
werden, jedoch kénnen diese grofitenteils durch ein ,poolen” der Seren mehrere Spender
ausgeglichen werden. Dies gewahrleistete ebenfalls, dass stets ausreichend gro3e Mengen

an Serum zur Verfigung stehen.
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Neben der Wahl des Serums, stellt auch dessen Konzentration im Kulturmedium einen
wichtigen Teil der Kultivierungsbedingungen fir Zellen dar. Dessen Optimierung war das Ziel

folgender Arbeiten.

3.3.2 Optimierung der Serumkonzentration fur die Kultivierung von UC-MSCs

Wie bereits erwahnt, liefert das Serum neben einer Vielzahl anderer Stoffe auch Faktoren
(wie z.B. Hormone), welche grofRen Einfluss auf die Vitalitdét und Proliferation der Zellen
haben und diese im Idealfall positiv beeinflussen kdnnen. Hierbei gilt es jedoch, die optimale
Konzentration zu finden, wobei eine mdglichst geringe Konzentration in den meisten Fallen
erstrebenswert ist. Von besonderer Relevanz ist dieser Umstand, wenn Zellen fur klinische
Anwendungen in autologem, also mit patienteneigenem Serum expandiert werden sollen, da
dieses meist in nur geringen Volumina zur Verfligung steht. Des Weiteren ist zu beachten,
dass Seren allgemein, und vor allem Humanserum, zu einem erheblichen Teil der Kosten
von Zellkulturexperimenten beitragen. Daher ist es auch aus kommerzieller Sicht
erstrebenswert, den Anteil des Serums im Medium moglichst gering zu halten. Fur alle
Anwendungen gilt jedoch, dass die Konzentration nur so niedrig gewahlt werden darf, dass
eine optimale Kultur der Zellen immer noch gewabhrleistet ist.

Um eine optimale Proliferation der Zellen auch bei geringen Serumkonzentrationen zu
erreichen, kann das Kulturmedium zusatzlich mit Wachstumsfaktoren angereichert werden.
Einer der am haufigsten hierflir verwendeten Faktoren ist der Fibroblast Growth Factor
(FGF)- 2. FGF- 2 gehort zur FGF Superfamilie, welche aus aktuell 23 Mitgliedern besteht.
Diese haben alle eine konservierte zentrale Doméne gemein, welche aus 120 Aminosauren
besteht *’’. Neben der namensgebenden Funktion, hat FGF-2 auch auf eine Vielzahl
anderer Zielzellen unterschiedlichste Auswirkungen. So induziert FGF- 2 unter anderem die
Proliferation von Endothelzellen, Melanozyten und Chondrozyten, induziert die Produktion
von Interleukin- 6 in Makrophagen und Fibroblasten und verlangert die Uberlebensdauer von
Neuronen /& 17°,

Um die optimale Konzentration von HS fir die Kultivierung von UC-MSCs zu bestimmen,
wurden Zellen in Medium mit unterschiedlichen Konzentrationen an HS (10%, 5%, 2% HS)
kultiviert. Um einen durch die Reduktion des Serums mdglicherweise auftretenden Mangel
an essentiellen Serumbestandteilen entgegen zu wirken, wurden Medien, welche nur 2% HS

enthielten, zusatzlich mit Insulin, Transferrin und Selen (ITS) versetzt.
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In einem weiteren Ansatz wurde das Kulturmedium zusatzlich mit FGF-2 (tebu- bio,
Offenbach) versetzt, um den Einfluss des Wachstumsfaktors auf die Proliferation der Zellen
zu untersuchen. Um zwischen dem Effekt des Faktors und dem des Serums differenzieren
zu kénnen, wurde das FGF- 2 haltige Medium mit einer nur geringen Konzentration an HS
(2%) versetzt. Tabelle 5 gibt einen detaillierten Uberblick der verwendeten Medien und
Zusatze.

Tab. 5: Uberblick der verwendeten Medien und Zuséatze zur Bestimmung der optimalen
Serumkonzentration

Name des Mediums Zusammensetzung
HS 10 alphaMEM + 10% HS
HS5 alphaMEM + 5% HS
HS 2 alphaMEM + 2% HS; 0,5% ITS"; 0,5% HSA™
HS FGF alphaMEM + 2% HS; 0,5% ITS"; 0,5% HSA™; 0,5 ng/ ml FGF-2

alle Medien enthielten zusétzlich 50ug/ ml Gentamycin
“Insulin-Transferrin-Selenium (ITS) Zusatz

“ Humanes Serumalbumin

Als Kriterien zur Bestimmung der optimalen Serumkonzentration wurden das proliferative
Potential der Zellen, die Apoptoserate (anhand der Caspase-3/ 7 Aktivitat), die Anzahl der
zur Kolonienbildung fahigen Zellen und die Anzahl seneszenter Zellen innerhalb einer Kultur
unter Einfluss der jeweiligen Serumkonzentration Uber einen Zeitraum von drei Passagen
(P2- P4) bestimmt. Die im Folgenden gezeigten Daten sind die Ergebnisse eines

reprasentativen Experiments und spiegeln die Ergebnisse aller Experimente (n=3) wieder.

3.3.2.1 Bestimmung des Proliferationspotentials und von Apoptose

Zur Bestimmung des proliferativen Potentials der Zellen und der Caspase-3/ 7 Aktivitat
wurden UC-MSCs in einer Zelldichte von 4000 Zellen/ cm? in acht Wells einer 24-Well Platte
in dem entsprechenden Medium ausplattiert. Nachdem in der am schnellsten
proliferierenden Kultur eine Konfluenz von ca. 80% erreicht wurde, wurden die Zellen aus

jeweils vier Wells aller vier Versuchsansétze mittels Accutase™ enzymatisch abgeldst und in
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einer Neubauerkammer unter Verwendung von Trypanblau gezahlt. Die Zellen aus den
verbliebenen vier Wells der jeweiligen Kultur wurden anschlieRend mittels des Apo-ONE®
Homogeneous Caspase3-/ 7 Assays auf Apoptose hin untersucht.

Die Zellen konnten unter allen getesteten Serumkonzentrationen erfolgreich expandiert
werden. Es zeigten sich allerdings deutliche Unterschiede im proliferativen Potential der
Zellen, welches durch die Berechnung der kumulativen Zellverdopplungen bestimmt wurde.
So zeigten Zellen, welche in HS FGF kultiviert wurden, das hochste Proliferationspotential
und durchliefen 8,1 £ 0,29 Verdopplungen. Dahingegen durchliefen Zellen in HS 10 nur
7,9+£0,02,inHS5 7,6 £0,01 und in HS 2 nur 5,2 + 0,21 Verdopplungen. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 3.9 dargestellt.
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Abb. 3.9: Das proliferative Potential von UC-MSCs in Abhangigkeit der HS Konzentration.
Dargestellt sind die kumulativen Zellverdopplungen von UC-MSCs unter dem Einfluss der
jeweiligen Serumkonzentration fur eine Kultivierungsdauer von drei Passagen.

Der Prozess der Apoptose kann durch eine Vielzahl unterschiedlichster Stimuli eingeleitet
werden. Hierzu gehéren unter anderem Schadigungen durch ein zu hohes Mal} an
Strahlung, die Aktivierung Uber den Fas/ Apo- 1 Rezeptor (z.B. durch Immunzellen) oder
aber auch ein Mangel an Wachstumsfaktoren. Zu den wichtigsten Effektorenzymen der
Signaltransduktionskette in apoptotischen Zellen zahlen die Mitglieder der Cystein-

Asparaginsaure- spezifischen Proteasen (cysteine aspartic acid-specific protease
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(Caspase)) und hierbei vor allem die Caspasen 3 und 7. Zu den biologischen Substraten
dieser Caspasen zahlen unter anderem die poly- (ADP Ribose) Polymerase (PARP), die
DNA-abhangige Protein Kinase (DNA-PK), Topoisomerasen und die Protein Kinase C
(PKC). Dabei spalten die Caspasen spezifisch am C-terminalen Ende eines
Asparaginsaurerests der Sequenz DEVD (Asp-Glu-Val-Asp) %87,

Die Bestimmung der Caspase 3-/ 7 Aktivitat kann daher als Maf der Apoptoserate in Zellen
dienen. In den hier beschriebenen Versuchen wurde zur Bestimmung der Caspaseaktivitat
der Apo-ONE® Homogeneous Caspase3-/ 7 Assay verwendet. Das Prinzip des Assays ist in
Abbildung 3.10 dargestellt. Die Zellen werden zunachst permabilisiert und dann mit dem
Substrat der Caspasen 3 und 7, dem Rhodamin 110, bis-(N-CBZ-L- aspartyl-L-glutamyl-L-
valyl-L-aspartic acid amide; Z-DEVD-R110) inkubiert. Nach Abspaltung des DEVD- Rests
wird Rhodamin 110 freigesetzt, welches stark fluoresziert und entsprechend vermessen
werden kann. Die Intensitat des gemessenen Signals ist proportional zur Aktivitat der

Caspasen 3 und 7 in der analysierten Probe.

Z-DEVD-NH NH-DVED-Z HoN

Caspase-3/7

Non-fluorescent

Abb. 3.10: Prinzip des Apo-ONE® Homogeneous Caspase3-/7 Assays '®. Das nicht
fluoreszierende Substrat Z-DEVD-R110 wird durch die Caspasen 3 und 7 gespalten. Es wird
fluoreszierendes Rhodamin 110 frei, welches detektiert werden kann.

Die Ergebnisse des Assays sind in Abbildung 3.11 als relative Fluoreszenzeinheit (relative
fluorescence unit (RFU)) und auf die Zellzahl normiert dargestellt. Es ist zu erkennen, dass
die Aktivitat der Caspasen wahrend der Kultivierung in allen untersuchten Anséatzen anstieg.
Allerdings wurden in Kulturen mit reduzierter Serumkonzentration hohere Aktivitaten
gemessen. So lagen die Werte bei Zellen in HS 5 bei 1,7 £ 0,13 RFU (P2), 3,2 + 0,35 RFU
(P3) und 2,7 £ 0,08 RFU (P4). Fur Zellen in HS 2 lagen die Werte bei 1,6 + 0,3 RFU (P2),
4,5+ 0,4 RFU (P3) und 3,7 + 0,35 RFU (P4).
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Verglichen mit Kulturen mit HS FGF, war die Aktivitdt der Caspasen in Kulturen mit HS 10
geringfiigig héher in P3 (2,2 £ 0,32 RFU (HS 10); 1,7 £ 0,38 RFU (HS FGF)), blieben jedoch
in P4 auf einem &hnlichen Niveau, wohingegen die Aktivitat in Gegenwart von HS FGF in P4
deutlich anstieg (3,3 + 0,39 RFU) und Uber der in Zellen in HS 10 lag.
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Abb. 3.11: Entwicklung der Apoptose in UC-MSC Kulturen unter Einfluss verschiedener
Serumkonzentrationen. Dargestellt ist die Aktivitat der Caspasen 3 und 7 als ,relative
fluorescence units“ (RFU) und normiert auf die Zellzahl.

3.3.2.2 Bestimmung der colony forming unit- fibroblast (CFU- F) Frequenz

Die Anzahl der zur Koloniebildung fahigen Zellen innerhalb einer Kultur ist ein Maf3 fur die
Anzahl an Stamm- und Progenitorzellen und damit auch ein Maf} fur die Qualitat der
Kulturbedingungen. Sie lasst sich mittels des colony forming unit- fibroblast (CFU- F) Assays
bestimmen und wir im Folgenden als CFU- F Frequenz bezeichnet. Hierfur werden Zellen in
einer so geringen Zelldichte ausplattiert, dass davon ausgegangen werden kann, dass
wachsende Kolonien ihren Ursprung in einer einzelnen Zelle haben und nicht aus mehreren
dicht beieinander liegenden Zellen entstanden sind. Die Methode des CFU- F Assays geht

urspringlich auf die Pionierarbeiten von Friedenstein und Kollegen zurtick, die dartber
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erstmals mesenchymale Stromazellen aus dem Knochenmark isolierten und ihr osteogenes
Differenzierungspotential nachwiesen .

Fur die vorliegenden Arbeiten wurden UC-MSCs in einem der vier zu testenden Medien in
einer Zelldichte von 50 Zellen/ cm2 in einer T-75 cm? Flasche ausplattiert und dber einen
Zeitraum von acht Tagen ohne Wechsel des Mediums kultiviert. Hierbei wurde auf eine
Sichtkontrolle der Zellen wéhrend der Inkubation verzichtet, um Erschitterungen und eine
Neuverteilung der Zellen zu verhindern. Am Ende der Kultivierung wurde das Medium
entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen und anschlieBend fur 15 Minuten mit einer Losung
aus Kristallviolette in Methanol (0,5 %) fixiert und gefarbt. Die Zellen wurden abschlieRend
erneut mit PBS gewaschen und tUber Nacht getrocknet. Die Zellkulturflaschen wurden unter
dem Mikroskop ausgewertet und Kolonien, welche aus nicht weniger als 30 Zellen
bestanden, gezahlt. Eine entsprechende Zellkulturflasche nach der Zellfarbung ist in
Abbildung 3.12 gezeigt.
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Abb. 3.12: Beispielhaftes Ergebnis eines CFU-F Assays mit UC-MSCs, welche in HS FGF
kultiviert wurden. (A) Mit Kristallviolette angeférbte Kolonien in T-75 Zellkulturflasche. (B)
Lichtmikroskopische Aufnahme einer gefarbten Kolonie (40x VergrdRert).

Die Zellen konnten unter allen gegebenen Bedingungen Kolonien bilden, allerdings zeigten
sich deutliche Unterschiede in Abhangigkeit der verwendeten Serumkonzentration. Die

Ergebnisse sind in Abbildung 3.13 als Anzahl gebildeter Kolonien in 3750 ausplattierten
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Zellen dargestellt. Zellen, welche in HS FGF kultiviert wurden, zeigten in allen untersuchten
Passagen stets das hoéchste Potential zur Bildung von Kolonien. So wurden in P2 101
Kolonien gebildet, 163 Kolonien in P3 und 118 Kolonien in P4. Damit zeigten die Zellen in
Gegenwart von FGF-2, im Gegensatz zu Zellen in den restlichen getesteten Medien,
zunachst sogar ein gesteigertes Potential zur Bildung von Kolonien in P3. Unter den anderen
Versuchsbedingungen konnte ein konstanter Rickgang der CFU- F Frequenz im Zuge der
Subkultivierung beobachtet werden. Kulturen, welche in HS 2 kultiviert wurden, zeigten die
geringste Anzahl an Kolonien (81 P2; 27 P3; 14 P4), gefolgt von Zellen in HS 5 (83 P2; 34
P3; 25 P4) und Zellen in HS 10 (84 P2; 47 P3; 38 P4).
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Abb. 3.13: Einfluss der Serumkonzentration auf das Potential zur Kolonienbildung von UC-
MSCs. Dargestellt ist die Anzahl von gebildeten Kolonien bei einer Ausgangszelldichte von
3750 Zellen nach einer Kulturdauer von acht Tagen in einem der vier getesteten Medien.

3.3.2.3 Bestimmung von Seneszenz-assoziierter B-Galactosidase

Als weiteres Merkmal fur die Qualitat einer Zellkultur kann der Anteil seneszenter Zellen
innerhalb der Kultur herangezogen werden. Eukaryotische, nicht immortalisierte Zellen
weisen in vitro in der Regel ein limitiertes Potential zur Zellteilung auf. Mit zunehmendem

Alter stellen sie die Teilung ein, verbleiben aber als vitale Zellen in der Kultur **°. Dabei
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werden sie auch nicht mehr durch z.B. Wachstumsfaktoren des Serums zur Teilung
stimuliert und weisen ein seneszenztypisches Zellzyklusprofil auf, das sich von dem von
Zellen, welche wegen Zellschdden oder Kontaktinhibition die Teilung eingestellt haben,
unterscheidet. Seneszente Zellen sind meist deutlich gro3er als noch proliferierende Zellen
und zeigen ein verandertes Genexpressionsmuster °>*%2. Des Weiteren exprimieren sie -
Galactosidasen, welche ausschlieBlich bei einem pH-Wert von 6 Aktivitat zeigen
(Seneszenz-assoziierte B-Galactosidase (SA-p-Gal)) und als Nachweis der Seneszenz
herangezogen werden kénnen %,

Der Nachweis der SA-B-Gal Aktivitdt erfolgte in den vorliegenden Arbeiten mittels des
~Senescence B-Galactosidase Staining Kits“ (Cell Signaling Technology) und basiert auf der
Umsetzung von 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid (X-Gal) durch die SA-B-Gal,
was zu einer grinlich blauen Farbung der seneszenten Zellen fihrt.

Fur die Experimente wurden UC-MSCs in einem der vier zu testenden Medien in einer
Zelldichte von 4000 Zellen/ cm2 in 6-Well Platten ausplattiert und fur 48 Stunden kultiviert.
Die Zellen wurden anschlieend gemalRl dem Herstellerprotokoll gefarbt. Zusatzlich wurde
eine Gegenfarbung der Zellkerne mit DAPI durchgefuhrt. Zur Bestimmung des Anteils
seneszenter Zellen in der Kultur, wurden pro Versuchsansatz vier reprasentative
Bildausschnitte der Kultur gewahlt und durch je eine lichtmikroskopische Aufnahme, sowie
der zugehorigen fluoreszenzmikroskopischen Aufnahme der mit DAPI gefarbten Zellkerne
dokumentiert. Durch Auszahlen der gefarbten Zellkerne wurde die Gesamtzellzahl im
vorliegenden Bild bestimmt. Die Bestimmung der Anzahl seneszenter Zellen erfolgte durch
Auszahlung der von einer grinlich blauen Farbung umgebenen Zellkerne.

Beispielaufnahmen sind in Abbildung 3.14 gezeigt.
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Abb. 3.14: Bestimmung SA-B-Gal positiver Zellen. Mittels Senescence B-Galactosidase Staining
Kits gefarbte UC-MSCs, welche zuvor in HS 10 (A) bzw HS 2 (B) kultiviert. (C) Exemplarische
Aufnahme von mittels DAPI gefarbter UC-MSC Zellkerne (alle Aufnahmen 100x vergrofZert).
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Die Entwicklung des prozentualen Anteils an seneszenten Zellen in Abhangigkeit der
Serumkonzentration bzw. unter Einfluss von FGF- 2 ist in Abbildung 3.15 dargestellt. Es ist
zu erkennen, dass im Laufe der Kultivierung der Anteil seneszenter Zellen unter jeder
getesteten Bedingung zugenommen hat. Dabei kam es in Kulturen in Gegenwart von nur
2 % HS zu der starksten Zunahme. So lag der Anteil in P2 mit 0,41 + 0,04 % seneszenter
Zellen noch auf einem ahnlichen Niveau, wie in den Gbrigen drei Kulturen (0,45 = 0,10 %
(HS 5); 0,28 + 0,10 % (HS 10); 0,15 + 0.08 % (HS FGF)), stieg im Laufe der Kultivierung
aber deutlich an und lag mit 2,31 £ 0,17 % in P3 und 24,85 + 9.41 % in P4 jeweils deutlich
uber den fur die restlichen Kulturen bestimmten Werten. So wurden in Kulturen in HS 5
in P3 1,45+ 0,60 % und in P4 5,02 £ 0,92 % seneszente Zellen bestimmt, Kulturen in
HS 10 wiesen 0,88 + 0,16 % in P3 und 4,21 + 1,41 % in P4 auf. Der prozentuale Anteil
seneszenter Zellen in Kulturen in HS FGF war in P2 und P3 stets geringer als in anderen
Kulturen, stieg aber in P4 deutlich an und lag mit 13.85 + 5.72 % sogar Uber dem der
Kulturen in HS 5 und HS 10.
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Abb. 3.15: Entwicklung des prozentualen Anteils seneszenter Zellen in UC-MSC Kulturen in
Abhéangigkeit der Serumkonzentration. Dargestellt ist der Anteil der SA-B-Gal positiven Zellen
in Gegenwart eines der vier getesteten Medien.
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Die vorliegenden Arbeiten zeigen, dass die Konzentration des Serums im Medium einen
erheblichen Einfluss auf die Physiologie von UC-MSCs hat. So veranschaulichen die
gezeigten Daten, dass ein verminderter Serumgehalt eine Verringerung des
Proliferationspotentials zur Folge hat. Hinzu kommt, dass mit sinkendem Serumgehalt
die CFU- F Frequenz in den Kulturen deutlich abnimmt, insgesamt also weniger Stamm-
und Progenitorzellen in den Kulturen enthalten sind. Begleitet wird dies durch eine
Zunahme von apoptotischen und seneszenten Zellen in der Kultur. Zwar war insgesamt
ein Anstieg unter jeder gewahlten Serumkonzentration zu beobachten, jedoch fiel er bei
niedrigeren Konzentrationen deutlich starker aus. Interessant ist die Beobachtung, dass
in allen Kulturen nach einem ersten Anstieg der Apoptoserate von P2 nach P3 ein
leichter Riickgang der Caspase- 3/ 7 Aktivitat von P3 nach P4 nachgewiesen werden
konnte. Dies ist unerwartet, kann aber auf eine Selektion von verschiedenen
Subpopulationen innerhalb der urspriinglichen Priméarkultur, welche durch die stringenten
Kulturbedingungen bedingt ist, hindeuten. Um in einem mdglichst kurzen Zeitraum eine
Vielzahl von UC-MSCs von hochster Qualitat zu erhalten, ist daher eine Reduktion des
Serumgehalts nicht zu empfehlen.

Der Einsatz von FGF- 2 zur Steigerung der Proliferationsrate und zur Aufrechterhaltung des

Differenzierungspotentials von MSCs wurde hinlanglich beschrieben 179 19419

und bestatigt
die in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse. Eine weitergehende Analyse kritischer
Parameter, wie Seneszenz und Apoptose, sind dabei nur selten beschrieben. Zwar zeigten
UC-MSCs in Gegenwart von FGF- 2 ein deutlich gesteigertes Potential zur Proliferation
und eine erhdhte CFU- F Frequenz, allerdings wiesen die Kulturen auch deutlich mehr
apoptotische und seneszente Zellen auf. Es ist zu vermuten, dass die durch FGF- 2 stark
erhohte Proliferation der Zellen zu einem frihzeitigen Altern der Zellen (z.B. durch
Schadigung der DNA) und letztendlich zu einem erhohten Anteil an seneszenten und
apoptotischen Zellen gefiihrt haben kénnte. So kénnen durch den Einsatz von FGF- 2
zwar in kurzerer Zeit mehr Zellen erhalten werden, jedoch sind diese Zellen von
minderer Qualitat. Auch Panagiota et al. konnten eine deutliche Veradnderungen der
Eigenschaften von MSCs unter dem Einfluss von FGF- 2 beobachten **’. So zeigten Zellen
in Gegenwart von FGF eine gesteigerte Expression von HLA- DR und HLA- Klasse- |
Molekilen, sowie eine verminderte Expression von CD44. Da CD44 unter anderem bei Zell-
Zell und Zell- Matrix Kontakten eine zentrale Rolle spielt, kdnnte eine verminderte
Expression ein verschlechtertes ,engraftment” der Zellen bei Transplantationen zur Folge

haben.
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Ebenfalls bleibt zu klaren, welche Folgen es hat, wenn zuvor in vitro unter dem Einfluss von
FGF- 2 kultivierte Zellen transplantiert werden und das Milieu in vivo keine oder nur deutlich
geringere FGF- 2 Konzentrationen aufweist. UC-MSCs, welche zunachst tber drei Passagen
in FGF- 2 haltigem Medium kultiviert wurden und anschlie3end flir eine weitere Passage in
Medium ohne zusétzliches FGF- 2 expandiert wurden, wiesen einen stark erhéhten Anteil an
apoptotischen (Abb, 3.16 (A) und seneszenten (Abb. 3.16 (B)) Zellen auf. Im Vergleich zu
Zellen, welche Uber die gesamte Kulturdauer in Medium ohne FGF- 2 kultiviert wurden,
zeigten Kulturen nach der Umstellung von FGF- 2 auf Medium mit 10% HS ca. 3,5-mal mehr
apoptotische und 3- mal mehr seneszente Zellen. Auch die CFU- F Frequenz war nach der
Umstellung geringer (Abbildung 3.16 (C)).
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Abb. 3.16: Einfluss der Reduktion von FGF-2 im Kulturmedium auf UC-MSC Kulturen.
Dargestellt ist der Anteil apoptotischer (A) seneszenter (B) Zellen, sowie die CFU- F Frequenz
(C) in UC-MSC Kulturen, welche fur 4 Passagen in HS 10, bzw. fir zunachst 3 Passagen in
HS FGF und anschliel3end fiir eine weitere Passage in HS 10 expandiert wurden.

Aufgrund der vorliegenden Daten ist daher eine Kultivierung der Zellen in aMEM mit 10% HS
zu empfehlen. Neben der Wahl des Serums und dessen Konzentration, spielen jedoch noch
weitere Parameter wahrend der Kultivierung von UC-MSCs eine wichtige Rolle, um optimale
und standardisierbare Kultivierungsbedingungen zu schaffen. So konnten Majore et al.
zeigen, dass auch die Aussaatdichte der Zellen einen entscheidenden Einfluss auf die
Qualitat des Zellmaterials hat ***. Um ausreichende Zellmenge fiir klinische Anwendungen zu

erreichen, ist eine starke Expansion der Zellen notwendig. Fur die Subkultivierung der Zellen
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ist dabei ein enzymatisches Ablosen der Zellen von der Kulturgefal3oberflache und ein
Auflésen der Zell- Zell Kontakte notwendig. Um die Anzahl der Passagen moglichst gering zu
halten, sollte untersucht werden, ob die Zellen durch das Aussahen in einer Dichte von nur
500 Zellen/ cm? ebenfalls effektiv expandiert werden kdnnen. Dabei zeigte sich, dass eine
Expansion der Zellen mit dieser Ausgangsdichte nicht langer als Uber zwei Passagen
erfolgen sollte, da danach eine starke Abnahme der Zellviabilitat beobachtet wurde.

Auch die Sauerstoffkonzentration wéahrend der Kultivierung der Zellen ist ein weiterer
wichtiger Parameter. Konventionell werden Zellen bei einer atmosphéarischen
Sauerstoffkonzentration von ca. 21% kultiviert. Diese wird allgemein als normoxisch
bezeichnet, wohingegen eine stark verminderte Sauerstoffkonzentration als hypoxisch
bezeichnet wird. Tatsachlich entspricht aber nur in den seltensten Fallen die Konzentration,
welche in der jeweiligen Nische der Zellen in vivo vorliegt, den Ublicherweise gewdahlten 21%.
So betragt der Sauerstoffgehalt z.B. im Knochenmark nur 1%- 7% *°® ' Da die
Nabelschnur neben den drei BlutgefalBen keine weiteren Kapillaren aufweist ist
anzunehmen, dass auch das Nabelschnurgewebe eine hypoxische Mikroumgebung darstellt.
Somit stellt die Expansion von Zellen bei reduzierten Sauerstoffkonzentrationen
physiologischere Kulturbedingungen dar und eine wachsende Zahl an Arbeitsgruppen hat
den Einfluss von Hypoxie auf verschiedene Aspekte der Stammzellkultur untersucht

(zusammengefasst in 2®

). Auch Lavrentieva et al. haben den Einfluss von Hypoxie auf den
Metabolismus und das Proliferationspotential der UC-MSCs untersucht und konnten zeigen,
dass eine Reduktion der Sauerstoffkonzentration auf Werte zwischen 1,5% und 5% O, zu
einer gesteigerten Proliferation der Zellen fiihrte, wobei gleichzeitig weniger Zellschéaden
auftraten. Im Vergleich zu Kulturen unter normoxischen Bedingungen, konnte keine
gesteigerte Apoptoserate in den UC-MSC Kulturen festgestellt werden 2.

So ist abschlieRend festzuhalten, dass fur die Optimierung der Kultivierungsbedingungen
von UC-MSCs eine Vielzahl unterschiedlicher Parameter in Betracht gezogen werden
missen und weitere Untersuchungen notwendig sind, um die bereits etablierten Protokolle

weiter zu optimieren.
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3.4 lIdentifizierung und Charakterisierung von UC-MSC Subpopulationen

Obwohl die isolierten UC-MSCs unter xeno-freien Kulturbedingungen einen stabilen und
homogenen Immunphanotyp aufweisen (siehe Abschnitt 3.3), lassen sich innerhalb dieser
Kulturen morphologische Unterschiede der Zellen ausmachen. Abbildung 3.17 zeigt eine
Aufnahme einer typischen UC-MSC Kultur. Es ist klar zu erkennen, dass die Kultur
heterogen erscheint und sowohl kleine gestreckte Zellen (Abb. 3.17 (1)), als auch groRe und
flach ausgebreitete Zellen (Abb. 3.17 (lll) enthalt. Dabei scheint es einen flieRenden
Ubergang von klein nach groR zu geben (vergleiche Abb. 3.17 (I)<(I)<(lll)). Ein mdglicher
Grund hierfur kdnnte sein, dass sich die Zellen in unterschiedlichen Phasen des Zellzyklus
befinden. Da Zellen kurz vor der Teilung Ublicherweise einen erhéhten Proteingehalt

aufweisen, erscheinen diese grol3er, als Zellen unmittelbar nach der Teilung.
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Abb. 3.17: Morphologische Unterschiede innerhalb einer UC-MSC Kultur. Dargestellt ist eine
lichtmikroskopische Aufnahme bei 100x VergroRerung. Die Pfeile weisen auf Zellen
unterschiedlicher Gro3e und Morphologie hin.

Es besteht jedoch auch die Moglichkeit, dass die Kultur distinkte Subpopulationen enthalt,
die sich durch GroRe und Morphologie voneinander unterscheiden und evtl. weitere
unterschiedliche Charakteristika aufweisen. Dieser Fragestellung sind Majore et al.

nachgegangen '®°. Mittels ,Counterflow Centrifugal Elutriation® (CCE) wurden UC-MSC
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Kulturen in Zellfraktionen unterschiedlicher GroR3e aufgetrennt und einer ersten

tiefergehenden Charakterisierung unterzogen.

3.4.1 Counterflow Centrifugal Elutriation (CCE)

Bei der CCE handelt es sich um ein physikalisches Trennprinzip, bei dem Zellen
unterschiedlicher Grol3e entsprechend ihrer Sedimentationsgeschwindigkeit voneinander

getrennt werden. Der allgemeine Aufbau der Apparatur ist in Abbildung 3.18 (A) dargestellt.
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Abb. 3.18: Prinzip der CCE. (A) Schematischer Aufbau der Elutriationsapparatur *®. (B)
Unterschiedliche Stadien wahrend des Elutriationsprozesses **.

Wahrend der CCE befinden sich die Zellen in einem Medium (z.B. PBS) und werden mit
einer definierten FlieBgeschwindigkeit in eine Rotationskammer in Richtung der
Rotationsachse gepumpt (Abb. 3.18 (B1)). Die Sedimentation der Zellen in die radiale
Richtung wird dabei durch die entgegenwirkende Flie3geschwindigkeit des Mediums
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ausbalanciert. Da Zellen als nahezu runde Partikel angesehen werden kénnen und die
Sedimentationsgeschwindigkeit von Partikeln (bei &hnlicher Dichte) in einem Medium
groltenteils vom Durchmesser abhangt, weisen verschieden gro3e Zellen unterschiedliche
Sedimentationsgeschwindigkeiten auf. Stehen Zentrifugalkraft und Flie3geschwindigkeit im
Gleichgewicht, ordnen sich die Zellen entsprechend ihrer Sedimentationsgeschwindigkeiten
in distinkten Zonen der Rotationskammer an (Abb. 3.18 (B2)). Durch Erhéhung der
FlieRgeschwindigkeit kénnen dann die Zellen aus der Kammer eluiert werden und in
einzelnen Fraktionen aufsteigender GroRe gesammelt werden (Abb. 3.18 (B3)) 2°2%, Bei der
Elutriation handelt es sich um ein zellschonendes Verfahren, bei dem die Zellen sich in
einem physiologischen Medium befinden, so dass die urspringliche Zellviabilitat und

Funktion erhalten bleiben.

3.4.2 Charakterisierung von UC-MSC Subpopulationen

Die Elutriation der Ausgangspopulation (Mischpopulation (MP)) ergab sechs Zellfraktionen
mit kontinuierlich ansteigender Zellgrof3e. Hiervon wurden die erste Zellfraktion (kleine
Zellen) und die letzte Zellfraktion (grof3e Zellen) weitergehend charakterisiert und mit der MP

verglichen.
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Abb. 3.19: Charakterisierung von UC-MSC Subpopulationen (aus 164). (A) Proliferatives

Potential der Subpopulationen bzw. der Primarkultur. (B) Ubersicht des Anteils seneszenter
Zellen in den untersuchten Zellfraktionen.
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Es zeigte sich, dass die Zellen der ersten Fraktion ein deutlich gesteigertes
Proliferationspotential aufwiesen, wohingegen Zellen der letzten Fraktion deutlich weniger
proliferierten (siehe Abb. 3.19 (A)). Desweiteren konnte gezeigt werden, dass Kulturen der
letzten Fraktion, verglichen mit der MP, einen stark erhthten Anteil an seneszenten Zellen
enthielten, wohingegen Kulturen von Zellen der ersten Fraktion deutlich weniger seneszente
Zellen aufwiesen (Abb. 3.19 (B)). AbschlieBend wurde gezeigt, dass Zellen der letzten

Fraktion eine verminderte Expression typischer Oberflachenmarker aufwiesen *®.

3.4.3 Untersuchungen zum Differenzierungspotential von UC-MSC Subpopulationen

Die von Majore et al. gezeigten Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass es sich bei den
aufgetrennten Zellfraktionen um Subpopulation handelt. Die CCE stellt somit eine Methode
dar, mit der hochproliferative UC-MSC Subpopulationen aus Primarkulturen erhalten werden
kdnnen. Eine tiefergehende Charakterisierung der Subpopulationen ist jedoch notwendig.

In der vorliegenden Arbeit sollten daher die UC-MSC Subpopulationen und die primare
Mischpopulation auf ihr Differenzierungspotential hin miteinander verglichen werden.

Da fur Aspekte der regenerativen Medizin eine standige Verfugbarkeit von Zellmaterial von
grol3er Bedeutung ist und dies durch das Anlegen von (Stamm)- Zellbanken erreicht werden
kann, wurde untersucht, ob eine Differenzierung von zuvor kryokonservierten Zellen moglich
ist. Daher wurden fur die Experimente UC-MSCs zunéachst isoliert und expandiert, elutriiert
und anschlieBend kryokonserviert. Die Experimente zum Differenzierungspotential erfolgten
dann mit revitalisierten Zellen. Ein Vergleich des Differenzierungspotentials von ,frischen®
nicht kryokonservierten Subpopulationen war Thema der Diplomarbeit von Ramona
Winkler 2%°,

Wie bereits erwéahnt, konnte ein grol3er Einfluss der Sauerstoffkonzentration auf den
Metabolismus und die Proliferation der UC-MSCs gezeigt werden (siehe Diskussion
Abschnitt 3.3.2). Daher sollte im Zuge dieser Arbeit ebenfalls untersucht werden, ob eine
reduzierte Sauerstoffkonzentration wahrend der Kultur einen Einfluss auf das
Differenzierungspotential der Zellen hat. Neben einer Kultivierung bei konventionellen 21%
O, (im Inkubator bei 37 °C und 5% CO,) wurden deshalb alle Experimente auch bei 5% O,
(bei sonst gleichen Kulturbedingungen) durchgefihrt.

Die UC-MSCs wurden mittels des unter 3.1 beschriebenen Protokolls isoliert. Die so
erhaltene adharente Zellkultur wurde anschlie3end fiir eine weitere Passage in Vorbereitung

auf die CCE in einer ,cellfactory” expandiert. Die CCE erfolgte in Zusammenarbeit mit Prof.
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Hass (Klinik fur Frauenheilkunde und Geburtshilfe der Medizinischen Hochschule Hannover).

Es wurden ca. 4x10%® Zellen eingesetzt, woraus sechs Fraktionen ansteigender
Zelldurchmesser erhalten wurden. Fir die weitergehenden Experimente wurden Zellen der
Elutriationsfraktion 1 (E1) sowie Elutriationsfraktion 6 (E6) verwendet. Sowohl die Zellen der
Fraktionen E1 und E6, als auch Zellen der urspringlichen Mischpopulation (MP) wurden
anschliel3end fiur eine weitere Passage expandiert und abschlieRend kryokonserviert. Nach
dem Reuvitalisieren der Zellen erfolgte die Kultivierung in 12-Well Platten. Da es in
vorangegangenen Differenzierungsersuchen stets zu einem Ablosen des Zellrasens von der
KulturgefalBoberflachekam, wurden die Wells vor dem Ausplattieren der Zellen mit
Fibronectin beschichtet. Die UC-MSCs wurden in einer Dichte von 2000 Zellen/ cmz2 in einem
Volumen von 600 ul Kontrollmedium ausplattiert und im Inkubator bei 37°C und 21% bzw.
5% O, bis zum Erreichen der Konfluenz kultiviert. Anschliel3end folgte die Umstellung auf
das jeweilige Differenzierungsmedium. Es wurden ausschlie3lich kommerziell erhéltliche
Medien verwendet. Da diese auf DMEM basieren, wurde als Kontrollmedium ebenfalls
DMEM verwendet. Tabelle 6 gibt eine Zusammenfassung der verwendeten Kulturmedien.
Ein Mediumwechsel von 600 pl/ Well erfolgte alle drei bis vier Tage. Die Kulturiberstande
wurden gesammelt und bis zur spateren Analyse bei -20°C gelagert. Die Kultivierung im
jeweiligen Differenzierungsmedium erfolgte Uber einen Zeitraum von 21 Tagen. Fur
histologische Nachweise einer Differenzierung wurden die Zellen im Anschluss mit
Paraformaldehyd fixiert. Da bei biologischem Material spenderbedingte Unterschiede im
Differenzierungspotential generell nicht zu vermeiden sind, lassen sich die Ergebnisse
mehrerer Experimente nur bedingt miteinander vergleichen. Im Folgenden werden die

Ergebnisse eines Experiments vorgestellt.

Tab. 6: Uberblick der verwendeten Kultivierungsmedien

Name des Mediums Art des Mediums
Expansionsmedium | alphaMEM (+10% HS, 50ug/ml Gentamycin)
Kontrollmedium DMEM high glucose (+5% HS, 50ug/ml Gentamycin)
OsteoDiff osteogenes Differenzierungsmedium (+50pg/ml Gentamycin)
AdipoDiff adipogenes Differenzierungsmedium (+50pg/ml Gentamycin)
ChondroDiff chondrogenes Differenzierungsmedium (+50pg/ml Gentamycin)

49



Experimenteller Teil

3.4.3.1 Adipogenes Differenzierungspotential von UC-MSCs

In Laufe der Differenzierung konnte in allen adipogen induzierten Zellkulturen eine
Veranderung der Morphologie der Zellen von einer flachen spindelartigen Form hin zu einer
ovalen Form beobachtet werden. Begleitet wurde dies durch eine kontinuierliche Anhaufung
von kleinen Lipidvesikeln. Diese sind charakteristisch fir eine beginnende adipogene
Differenzierung der Zellen und kénnen mit dem Farbstoff Oil Red O spezifisch angefarbt
werden.

Die Ergebnisse der Differenzierungsexperimente unter dem Einfluss von 21% Sauerstoff
nach 21 Tagen Kulturdauer sind in Abbildung 3.20 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass alle
untersuchten Zellpopulationen ein adipogenes Differenzierungspotential aufweisen, welches
sich anhand der rot gefarbten Lipidvesikel erkennen lasst. Zellen, welche im Kontrolimedium
kultiviert wurden, zeigen hingegen nur sehr wenige gefarbte Vesikel. Auch die bei 5%
Sauerstoff kultiviert Zellen konnten erfolgreich differenziert werden (siehe Abb. 3.21). Ein
erhdhtes Differenzierungspotential von Zellen einer Subpopulation gegentber Zellen der

Mischpopulation l&sst sich bei keiner der gegebenen Sauerstoffkonzentration erkennen.

21% Sauerstoff
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Abb. 3.20: Nachweis des adipogenen Differenzierungspotentials der UC-MSC Subpopulationen
(E1, E6) und der Mischpopulation (MP) unter dem Einfluss von 21% Sauerstoff. Dargestellt sind
lichtmikroskopische Aufnahmen (200x vergréfRert) der mit Oil Red O geféarbten UC-MSCs nach
21 Tagen Kultur im Differenzierungsmedium (AdipoDiff) bzw. im Kontrollmedium (Kontrolle).
Gezeigt ist jeweils eine reprasentative von vier Aufnahmen jedes Versuchsansatzes.
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Abb. 3.21: Nachweis des adipogenen Differenzierungspotentials der UC-MSC Subpopulationen
(E1, E6) und der Mischpopulation (MP) unter dem Einfluss von 5% Sauerstoff. Dargestellt sind
lichtmikroskopische Aufnahmen (200x vergréfert) der mit Oil Red O gefarbten UC-MSCs nach
21 Tagen Kultur im Differenzierungsmedium (AdipoDiff) bzw. im Kontrollmedium (Kontrolle).
Gezeigt ist jeweils eine reprasentative von vier Aufnahmen jedes Versuchsansatzes.

Abb. 3.22: Gegenlberstellung des adipogenen Differenzierungspotentials der UC-MSC
Subpopulationen, bzw der Mischpopulation unter dem Einfluss von 21% und 5% Sauerstoff.
Dargestellt sind lichtmikroskopische Aufnahmen (200x vergrofRert) der mittels Oil Red O
gefarbten UC-MSCs nach 21 Tagen Kultur im Differenzierungsmedium (AdipoDiff). Gezeigt ist
jeweils eine reprasentative von vier Aufnahmen jedes Versuchsansatzes.
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In Abbildung 3.22 sind die Ergebnisse der Differenzierungsexperimente bei 21% und 5%
gegeniber gestellt. Im direkten Vergleich lassen sich bei UC-MSCs, welche bei 5%
Sauerstoff kultiviert wurden, mehr gefarbte Lipidvesikel erkennen. Quantitative Aussagen
sind anhand der Aufnahmen jedoch nicht mdglich.

Unter dem Einfluss beider Sauerstoffkonzentrationen lassen sich jedoch nur kleine Vesikel
erkennen, die noch nicht zu groReren Lipidvakuolen verschmolzen sind. Dies
veranschaulicht auch Abbildung 3.23, welche Aufnahmen von adipogen differenzierten
humanen MSCs aus Fettgewebe zeigt, welche ebenfalls flir einen Zeitraum von 21 Tagen
bei 21% Sauerstoff im AdipoDiff- Medium kultiviert wurden. Hier sind deutlich mehr und
grolere Lipidvesikel zu erkennen.

Der direkte Vergleich lasst vermuten, dass die UC-MSCs entweder ein generell
vermindertes  adipogenes Differenzierungspotential aufweisen, oder aber der

Differenzierungsprozess zum Zeitpunkt der Analyse noch nicht weit vorangeschritten war.

Abb. 3.23: Adipogenes Differenzierungspotential von humanen MSCs aus Fettgewebe.
Dargestellt sind lichtmikroskopische Aufnahmen ((A)+(B) 200x vergroRRert; (C) 100x vergrofRert)
der mittels Oil Red O gefarbten MSCs nach 21 Tagen Kultur im Differenzierungsmedium
(AdipoDiff) (A)+(B), bzw. im Kontrolimedium (C) bei 21% Sauerstoff.

Als weiterer Nachweis der adipogenen Differenzierung wurde die Expression des
,Peroxisome proliferator-activated receptor gamma“ (PPARYy)- Gens analysiert. PPARy wird
hauptsachlich im Fettgewebe gebildet und spielt eine wichtige Rolle bei der Regulierung der
Reifung von Adipozyten sowie im Glucose- und Fettsduremetabolismus 2% 2. Die

Ergebnisse sind in Abbildung 3.24 dargestelit.
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Abb. 3.24: Ergebnisse der Expressionsanalyse des PPARy- Gens mittels RT- PCR in Zellen der
Subpopulationen E1 und E6, sowie Zellen der Mischpopulation. Dargestellt sind die Ergebnisse
nach 21 Tagen Kultur im Differenzierungsmedium (AdipoDiff) bzw. im Kontrollmedium
(Kontrolle) bei 21% und 5% Sauerstoff. Als house-keeping Gen diente das Hypoxanthin-
Phosphoribosyl-Transferase (HPRT) Gen.

Es ist zu erkennen, dass das Gen bei Zellen, welche im Differenzierungsmedium kultiviert
wurden, starker exprimiert wurde, als bei Zellen der Kontrolle. Bei 21% Sauerstoff lassen
sich keine Unterschiede erkennen, wohingegen bei 5% die Banden bei den Fraktionen E1
und E6 eine starkere Intensitat aufweisen, als die Bande der Mischpopulation.

Als letzter Nachweis der adipogenen Differenzierung wurde die Expression von Adiponectin,

einem Hormon, das von reifen Adipozyten sezerniert wird 2% 2%

, mittels ,Enzyme Linked
Immunosorbent Assay“ (ELISA) im Zellkulturiiberstand nachgewiesen. Analysiert wurden
Proben an Tag 8 und Tag 21 der Differenzierung. Der Abstand zwischen dem zuletzt
erfolgten Mediumwechsel und der Probennahme betrug jeweils 4 Tage. Die Ergebnisse sind

in Abbildung 3.25. dargestellt.
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Abb. 3.25: Quantitativer Nachweis von Adiponectin im Zellkulturiberstand der Fraktionen E1,
E6 und MP nach 8 bzw. 21 Tagen Kultur im Differenzierungsmedium unter dem Einfluss von
21% und 5% Sauerstoff.

Es ist zu erkennen, dass es im Laufe der Differenzierung zu einem Anstieg der Adiponectin-
Konzentration in allen untersuchten Ansatzen kam, was auf eine eingeleitete Differenzierung
der UC-MSCs schliel3en lasst. Auch ist zu erkennen, dass nach 21 Tagen die Adiponectin-
Konzentration im Falle der Mischpopulation und der Subpopulation E1 bei einer Kultivierung
bei 5% Sauerstoff signifikant héher war, als bei 21% Sauerstoff. Die gezeigten Ergebnisse
konnten jedoch nicht auf die jeweilige Zellzahl normiert werden, da es durch ein
enzymatisches Ablésen der fragilen differenzierten Zellen zur Lyse kam. Daher kann nicht
ganzlich ausgeschlossen werden, dass die unterschiedlich hohen Konzentrationen an
Adiponectin nicht nur auf einem fortgeschrittenen Differenzierungsgrad der Zellen beruhen,
sondern Folge unterschiedlicher Zellzahlen seien kdnnten. Andere Arbeiten zeigen aber,
dass eine beginnende adipogene Differenzierung von UC-MSCs mit einem
Proliferationsstopp der Zellen einhergeht *** ?'°. Daher ist anzunehmen, dass es auch in den
vorliegenden Arbeiten zu einer deutlich verminderten Proliferation der Zellen nach Einleitung
der Differenzierung gekommen ist. Die Aufnahmen der Abbildung 3.22 unterstitzen diese
Vermutung, da die gezeigten Fotos keine unterschiedlich dicht gewachsenen Zellrasen

zeigen. So ist zu vermuten, dass der starke Anstieg der an Tag 21 gemessenen Adiponectin-
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Konzentration in einer fortgeschrittenen adipogenen Differenzierung begriindet ist. Die
gezeigten Daten korrelieren ebenfalls mit den Beobachtungen von Karahuseyinoglu et al.,
welche eine stark gesteigerte Expression des Adiponektin- Gens ab Tag 21 der

Differenzierung von UC-MSCs auf mRNA- Ebene zeigen konnten ™.

Ein adipogenes
Differenzierungspotential fur Zellen aus anderen Kompartimenten der Nabelschnur wurde
auch von anderen Arbeitsgruppen nachgewiesen ’" 8 % 211 yntersuchungen zum Einfluss
von Hypoxie auf das Differenzierungspotential von MSCs sind hingegen selten und teils

widerspriichlich 1% 213,

3.4.3.2 Chondrogenes Differentierungspotential von UC-MSCs

Der Nachweis der chondrogenen Differenzierung erfolgte mittels Farbung mit Alcianblau,
einem Kupferfarbstoff, welcher mit knorpeltypischen Proteoglycanen (z.B. Aggrecan)
interagiert und diese turkisfarben anfarbt. Ein haufig auftretendes Problem wahrend der
chondrogenen Differenzierung der UC-MSCs bei 21% Sauerstoff war das Ablésen und
Zusammenziehen des Zellerasens vom KulturgefaBboden, was dazu fuhrte, dass eine
Analyse der Zellen nicht mehr moglich war. Die Griinde hierfur sind nicht geklart. Auch eine
Beschichtung der Wells mit Kollagen| oder Fibronektin, um eine mdglichst
Extrazellularmatrix-ahnliche Oberflache zu schaffen, zeigte nur bedingt Verbesserungen.
Daher konnte nur bei 5% Sauerstoff ein Vergleich des chondrogenen
Differenzierungspotetials der Fraktionen durchgefiihrt werden. Die Ergebnisse nach 21
Tagen Kulturdauer sind in Abbildung 3.26 dargestellt.

Die Fotografien zeigen bei allen untersuchten Zellpopulationen tirkisfarbenen Einfarbungen
der knorpeltypischen Proteoglycane, was auf ein chondrogenes Differenzierungspotential der
UC-MSCs schlieBen lasst. Zellen, welche im Kontrollmedium kultiviert wurden, zeigen
hingegen keine angefarbten Einlagerungen. Die leicht intensivere Farbung im Falle der
Subpopulation E1 legt die Vermutung nahe, dass bei Zellen dieser Fraktion ein leicht
erhohtes Differenzierungspotential bei 5% Sauerstoff vorhanden ist. Quantitative Aussagen

anhand der Fotografien sind jedoch nicht méglich.
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Abb. 3.26: Vergleich des chondrogenen Differenzierungspotentials der untersuchten
Fraktionen unter dem Einfluss von 5% Sauerstoff. Dargestellt sind lichtmikroskopische
Aufnahmen (40x vergroRert) der mit Alcianblau gefarbten UC-MSCs nach 21 Tagen Kultur im
Differenzierungsmedium (ChondroDiff) bzw. im Kontrollmedium (Kontrolle) bei 5% Sauerstoff.

Ein chondrogenes Differenzierungspotential der UC-MSCs, auch bei einer
Sauerstoffkonzentration von 21%, wurde ebenfalls im Rahmen der Bachelorarbeit von
Caroline Jerrentrup ?** und der Diplomarbeit von Anne Neumann ?*°, sowie von Majore et
al. *®* nachgewiesen. Mittels RT- PCR wurde hier zusatzlich die Expression der
knorpelspezifischen Gene SOX9, COMP und Kollagen X in chondrogen induzierten UC-
MSCs gezeigt. Ein é&hnliches Potential wurde ebenfalls fur Zellen aus anderen
Kompartimenten der Nabelschnur nachgewiesen ’7 8% 90211,

Die hier vorliegenden Ergebnisse lassen keine Aussagen zum Einfluss der
Sauerstoffkonzentration auf das chondrogene Differenzierungspotential der Zellen zu.
Andere Arbeitsgruppen konnten in ersten vergleichenden Analysen mit BM-MSCs und MSCs
aus dem Fettgewebe zeigen, dass eine Differenzierung der Zellen unter hypoxischen

Bedingungen zu einer gesteigerten Chondrogenese filhrte #1¢2!8,
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3.4.3.3 Osteogenes Differenzierungspotential von UC-MSCs

In den vorangegangenen Arbeiten von Dr. Pierre Moretti und Dr. Ingrida Majore konnte kein
eindeutiges Potential der UC-MSCs zur osteogenen Differenzierung nachgewiesen
werden 3 Zwar konnten osteospezifische Marker, wie die Expression des ,Runt-related
Transcription Factor 2“ (RUNX2)- Gens mittels RT- PCR nachgewiesen werden, jedoch
wurde eine voranschreitende Mineralisierung der extrazellularen Matrix, welches als
verlasslicher Nachweis einer beginnenden Bildung von Knochengewebe gilt, unter den
gewahlten Kulturbedingungen nicht beobachtet. Selbst die Zugabe von BMP- 2/ 7 und 1,25-
Dihydroxyvitamin D3 zum Medium, beides potente osteoinduktive Substanzen, konnte keine
vollstandige osteogene Differenzierung der  Zellen induzieren. Um die
Differenzierungsbedingungen daher weiter zu variieren und zu optimieren, sollte durch eine
Verringerung der Sauerstoffkonzentration wahrend der Kultivierung der Zellen eine
Umgebung geschaffen werden, welche der in vivo Umgebung im Knochen ahnelt und einer
osteogenen Differenzierung der Zellen férderlich sein kénnte.

Eine mit der Differenzierung von MSCs einhergehende Einlagerung von Calcium in die
extrazellulare Matrix lasst sich unter anderem mittels der von Kossa (Silber) und der
Alizarinrot Farbung nachweisen. Die Ergebnisse der nach 21 Tagen Kulturdauer bei 21%
Sauerstoff mittels von Kossa gefarbten Zellen sind in Abbildung 3.27 dargestellt. Es ist zu
erkennen, dass alle untersuchten Zellpopulationen eine nur schwache Mineralisierung
aufweisen. Dennoch lasst die, im Vergleich zur Kontrolle, intensivere gelbe Farbung auf eine
begonnene Mineralisierung schlieen. Fur die untersuchten Zellfraktionen lassen sich jedoch
keine Unterschiede erkennen.

Bei 5% O, weisen die Subpopulationen E1 und E6 etwas mehr Calciumeinlagerungen auf,
was sich anhand der schwarzen Verfarbung in den Randbereichen erkennen lasst (siehe
Abb. 3.28). Dies konnte auf ein erhOhtes Differenzierungspotential der Subpopulation im
Vergleich zur Mischpopulation hindeuten, aber auch im Vergleich zu Zellen derselben
Fraktionen, welche bei 21% Sauerstoff kultiviert wurden. Abbildung 3.29 veranschaulicht dies

in einem direkten Vergleich.
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Abb. 3.27: Nachweis des osteogenen Differenzierungspotentials der UC-MSC Subpopulationen
(E1, E6) und der Mischpopulation (MP) unter dem Einfluss von 21% Sauerstoff. Dargestellt sind
Aufnahmen der mittels von Kossa gefarbten UC-MSCs nach 21 Tagen Kultur im
Differenzierungsmedium (OsteoDiff) bzw. im Kontrollmedium (Kontrolle).

5% Sauerstoff

OsteoDiff

Kontrolle

Abb. 3.28: Nachweis des osteogenen Differenzierungspotentials der UC-MSC Subpopulationen
(E1, E6) und der Mischpopulation (MP) unter dem Einfluss von 5% Sauerstoff. Dargestellt sind
Aufnahmen der mittels von Kossa gefarbten UC-MSCs nach 21 Tagen Kultur im
Differenzierungsmedium (OsteoDiff) bzw. im Kontrollmedium (Kontrolle).
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Abb. 3.29: Gegenlberstellung des osteogenen Differenzierungspotentials der UC-MSC
Subpopulationen, bzw der Mischpopulation unter dem Einfluss von 21% und 5% Sauerstoff.
Dargestellt sind Aufnahmen der mittels von Kossa geférbten UC-MSCs nach 21 Tagen Kultur
im Differenzierungsmedium (OsteoDiff).

Die Ergebnisse der mittels Alizarinrot gefarbten Zellen sind in Abbildung 3.20 und 3.31
dargestellt. Auch hier zeigt sich anhand der roten Farbung, dass alle untersuchten
Zellpopulationen eine beginnende Einlagerung von Calcium aufweisen, jedoch ist die
Intensitat der Farbung auch hier nur schwach. Zellen der Kontrollansatze sind dennoch
deutlich schwacher gefarbt. Zellen, die bei 5% Sauerstoff differenziert wurden, zeigen eine
minimal intensivere Farbung, was tendenziell den Ergebnissen der von Kossa Farbung
entspricht. Allerdings sind hier die Unterschiede vor allem im Falle der Fraktionen E1 und E6

deutlich geringer. Abbildung 3.32 verdeutlicht dies.
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Abb. 3.30: Nachweis des osteogenen Differenzierungspotentials der UC-MSC Subpopulationen
(E1, E6) und der Mischpopulation (MP) unter dem Einfluss von 21% Sauerstoff. Dargestellt sind
Aufnahmen der mittels Alizarinrot gefarbten UC-MSCs nach 21 Tagen Kultur im
Differenzierungsmedium (OsteoDiff) bzw. im Kontrollmedium (Kontrolle).

5% Sauerstoff

OsteoDiff

Kontrolle

Abb. 3.31: Nachweis des osteogenen Differenzierungspotentials der UC-MSC Subpopulationen
(E1, E6) und der Mischpopulation (MP) unter dem Einfluss von 5% Sauerstoff. Dargestellt sind
Aufnahmen der mittels Alizarinrot gefarbten UC-MSCs nach 21 Tagen Kultur im
Differenzierungsmedium (OsteoDiff) bzw. im Kontrollmedium (Kontrolle).
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Abb. 3.32: Gegeniberstellung des osteogenen Differenzierungspotentials der UC-MSC
Subpopulationen, bzw der Mischpopulation unter dem Einfluss von 21% und 5% Sauerstoff.
Dargestellt sind Aufnahmen der mittels Alizarinrot gefarbten UC-MSCs nach 21 Tagen Kultur
im Differenzierungsmedium (OsteoDiff).

Als weiterer Nachweis der osteogenen Differenzierung erfolgte die Expressionsanalyse des
RUNX2- Gens mittels RT- PCR. RUNX2 (auch CBFAl genannt) ist ein zentraler
Transkiptionsfaktor wéhrend der osteogenen Differenzierung und kann als Marker einer
Differenzierung der Zellen herangezogen werden #%2%,

Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.33 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass bei beiden
untersuchten O,- Konzentrationen bei Zellen, welche im Differenzierungsmedium kultiviert
wurden, eine nur schwache Expression von RUNX2 auftrat. Die Intensitat der Banden lasst
sich nicht von der der Zellen im Kontrollmedium unterscheiden, so dass anhand der
Expressionsdaten des Gens nicht auf eine osteogene Differenzierung geschlossen werden

kann.
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Abb. 3.33: Ergebnisse der Expressionsanalyse des RUNX2-Gens mittels RT-PCR in Zellen der
Subpopulationen E1 und E6, sowie Zellen der Mischpopulation. Dargestellt sind die Ergebnisse
nach 21 Tagen Kultur im Differenzierungsmedium (OsteoDiff) bzw. im Kontrollmedium
(Kontrolle) bei 21% und 5% Sauerstoff. Als house-keeping Gen diente das Hypoxanthin-
Phosphoribosyl-Transferase (HPRT) Gen.

Die hier gezeigten Ergebnisse lassen keine eindeutigen Aussagen zum osteogenen
Differenzierungspotential der UC-MSCs zu. Auch Aussagen zu moéglichen Unterschieden
zwischen den Subpopulationen sind nur bedingt mdglich. Zwar kdnnte die Kulturdauer im
Differenzierungsmedium zur kurz und die Differenzierung der Zellen zum Zeitpunkt der
Analytik noch nicht abgeschlossen gewesen sein, jedoch kann ein generell nur geringes
Potential zur osteogenen Differenzierung der UC-MSCs, wie bereits zuvor vermutet, unter
den gewahlten Kulturbedingungen weiterhin nicht ausgeschlossen werden.

Die Aussagen anderer Gruppen zum osteogenen Differenzierungspotential von MSCs aus
Nabelschnur sind teils kontrovers. So berichten viele Arbeitsgruppen von einem Potential,
welches dem von BM-MSCs gleich ist /7 8 114.145.222 Andere Gruppen konnten hingegen nur

ein stark vermindertes osteogenes Potential erkennen %% 47 223

. Mdgliche Ursache der
Diskrepanzen konnte in den unterschiedlichen Kultivierungsbedingungen der jeweiligen
Labore und die hiermit verbundenen epigenetischen Veranderungen der Zellen liegen.
Kulturbedingte Veranderungen von Zellen wurden schon fir BM-MSCs und MSCs aus dem
Fettgewebe beschrieben ?* 224226 Mgglich ist aber auch, dass das Differenzierungspotential
der Zellen von ihrer jeweiligen Position innerhalb der Nabelschnur abhéngt. So konnten
Baksh et al. zeigen, dass Zellen aus der perivaskularen Region der Nabelschnur ein sehr

hohes Differenzierungspotential ausweisen, welches sogar das von BM-MSCs iibersteigt %,
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wohingegen Suzdal’tseva et al., GirdIstone et al., sowie Ishige et al. nur ein sehr geringes
osteogenes Potential fir Zellen aus dem vaskularen Gewebe und dem Wharton’s Jelly
nachweisen konnten **" %23 227 Hinzu kommt, dass die Zellen je nach Position innerhalb der
Schnur einen unterschiedlichen Alterungsgrad aufzuweisen scheinen, wobei noch primitive
und hochproliferative Zellen im intervaskularen Raum und Zellen, welche in der
Differenzierung bereits fortgeschrittene bzw. festgelegt sind, in unmittelbarer N&he der
BlutgefaRe zu finden sind **% %%,

Durch die hier gewéhlte Methodik zur Isolation werden nicht gezielt Zellen einer bestimmten
Region isoliert, so dass es als mdglich erscheint, dass Kulturen zum Zeitpunkt der
osteogenen Induktion nur wenige reifere Zellen enthalten und der eingesetzte Stimulus unter
konventionellen Kulturbedingungen nicht ausreicht, um eine osteogene Differenzieung der
primitiven Zellen zu induzieren.

Auch eine Reduktion der Sauerstoffkonzentration wahrend der Differenzierung als weiterer
Stimulus reicht nicht aus. Arbeiten anderer Gruppen zeigen sogar, dass Hypoxie das
Potential zur osteogenen Differenzierung vermindert. So beschreiben D'Ippolito et al., dass
humane adulte und multipotente Zellen aus dem Knochenmark unter hypoxischen
Kultivierungsbedingungen (3% O,) zu einer deutlich verringerten bzw. fehlenden Expression
typischer osteogener Marker, wie Osteocalcin, Bone Sialoprotein und RUNX2, sowie eine
deutlich verringerte Aktivitdt der alkalischen Phosphatase neigten. Eine Mineralisierung in
Langzeitkulturen konnte ebenfalls nicht beobachtet werden ?*°. Gleiches konnten Malladi et

al. fir MSCs aus dem Fettgewebe zeigen #*°.

Hinzu kommt, dass fiur BM-MSCs unter
hypoxischen Bedingungen eine gesteigerte Expression embryonaler Stammzellmarker, wie
OCT 4, beobachtet wurde, was auf einen Erhalt der primitiven Eigenschaften der Zellen
schlieBen lasst 2, Dennoch zeigten Lennon et al. im Gegensatz hierzu fiir hypoxisch
kultivierte (5% O,) primadre MSCs aus dem Knochenmark der Ratte, dass diese bei einer
gezielten Differenzierung erhohte typische osteogene Marker, wie alkalische Phosphatase
Aktivitat und Calciumgehalt in der extrazellularen Matrix, aufwiesen 2%,

Zusammenfassend ist zu sagen, dass UC-MSCs auch nach dem Kryokonservieren ein
adipogenes und chondrogenes Differenzierungspotential aufweisen. Dabei scheint eine
Reduktion der Sauerstoffkonzentration eine gesteigerte Differenzierung der Zellen zu
bewirken, wobei die hier gezeigten Unterschiede nur gering sind. Die teils widerspriichlichen
Ergebnisse anderer Gruppen lassen darauf schlieen, dass der Grat zwischen dem Finden
der optimalen Sauerstoffkonzentration zur Stimulation der Differenzierung und dem Erhalt
der primitiven Eigenschaften der Zellen sehr schmal ist und fir jede Zellart und

Differenzierungsrichtung individuell angepasst werden muss.
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Mit Blick auf Unterschiede im Differenzierungspotential der mittels CCE erhaltenen
Subpopulationen konnten keine eindeutigen Unterschiede gefunden werden. Auch ein erster
Vergleich von frischen, nicht kryokonservierten Subpopulationen zeigte keine eindeutigen
Unterschiede, bestatigte aber nochmals das allgemeine Differenzierungspotential der UC-
MSCs.

Unter den gewahlten Kultivierungsbedingungen konnte eine fortgeschrittene osteogene
Differenzierung der Zellen nicht erreicht werden. Vielversprechende Ergebnisse von
Versuchen zur dreidimensionalen Kultivierung von UC-MSCs auf Tragermaterialien zeigen
aber, dass sowohl in einer statischen als auch in einer dynamischen Kultur im Bioreaktor ein
deutlich gesteigertes osteogenes Differenzierungspotential der Zellen nachweisbar ist. Die
Arbeiten hierzu sind Thema der laufenden Dissertation von Sonja Kress #*°. Daher scheint es
sinnvoll, auch mit Blick auf Tissue Engineering Anwendungen, auf eine konventionelle 2D-
Kultivierung zu verzichten und diese durch eine Expansion und Differenzierung der Zellen in

Bioreaktoren zu ersetzen.

3.5 Untersuchungen zum Immunprivileg und zu immunmodulatorischen

Eigenschaften von UC-MSCs

Neben einem multilinearen Differenzierungspotential weisen MSCs auch ein nur geringes
immunogenes Potential und immunmodulatorische Eigenschaften auf. So konnte fur BM-
MSCs gezeigt werden, dass diese weder in vitro die Proliferation von allogenen
Lymphozyten stimulieren, noch in vivo eine Immunantwort auslésen, wenn sie in allogenen

Tiermodellen eingesetzt werden 23¢2%®

. Des Weiteren wurde fur BM-MSCs gezeigt, dass
diese auch auf eine Vielzahl anderer Zellen des Immunsystems einen
immuomodulatorischen Einfluss austiben. Dazu gehéren unter anderem T- und B- Zellen,
Dendritische Zellen (DZ) und Natiirliche Killer (NK)-Zellen % * 29243 BM-MSCs konnen
zudem zu einem verlangerten Uberleben von Hauttransplantaten beitragen 2** und wurden in
ersten klinischen Studien zur Abschwachung von Transplantat-Wirt-Reaktion (Graft-versus-
Host-Disease (GvHD)) eingesetzt #> 2% GvHD-Reaktionen treten haufig bei
Knochenmarktransplantationen auf und sind bedingt durch im Transplantat enthaltene
spendereigene Immunzellen (vornehmlich  T- Lymphozyten), welche gegen den

Empfangerorganismus agieren.
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Aktuell werden mit steigendem Interesse auch MSCs aus der Nabelschnur auf
immunmodulatorische Eigenschaften hin untersucht. Dabei konnte in unterschiedlichen
Ansatzen gezeigt werden, dass auch die Nabelschnur als Quelle fir Zellen mit
immunmodulatorischen Eigenschaften dienen kann 129 195 196, 138, 247,

In der vorliegenden Arbeit sollten die isolierten UC-MSC Mischpopulationen unter dem
Aspekt der xeno-freien Kultur auf diese Eigenschaften hin weitergehend charakterisiert
werden. Hierfur wurde in Ko-Kulturversuchen untersucht, ob einerseits eine Stimulation der
Proliferation von allogenen ruhenden peripheren mononukledren Blutzellen (peripheral blood
mononuclear cell (PBMC)) durch UC-MSCs ausbleibt und andererseits die Proliferation von
zuvor stimulierten PBMCs inhibiert wird.

Der Begriff PBMC umfasst einkernige Blutzellen, die einen runden Nukleus enthalten. Hierzu
zahlen Lymphozyten (T- Zellen (CD4" und CD8"), B- Zellen und NK- Zellen), Monozyten und
Makrophagen *8. Auf Grund der Vielzahl von unterschiedlichen Immunzellen, stellen PBMCs
eine ideale Zellpopulation zur Modellierung von immunologischen Vorgangen dar.

Eine Proliferation der PBMCs in den Ko- Kulturversuchen wurde mittels des

Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester (CFSE)- Assays analysiert.

3.5.1 Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester Assay

Die Proliferation von Zellen lasst sich mittels des CFSE- Assays nachverfolgen. Dabei
diffundiert Carboxyfluorescein-Diacetat-Succinimidyl-Ester (CFDA-SE) passiv in das
Zytoplasma der Zellen. Intrazellulare Esterasen spalten dort die Acetatgruppen ab und es
entsteht der fluoreszierende Carboxyfluorescein-Succinimidyl-Ester (CFSE) (siehe Abbildung
3.34 (A)). Uber die Succinimidyl- Gruppe bindet CFSE kovalent an intrazellulare Molekiile,
verbleibt somit stabil im Zytoplasma der Zelle und wird nicht auf benachbarte Zellen
ubertragen **°. Bei der Zellteilung wird der Farbstoff zu gleichen Teilen auf die Tochterzellen
vererbt. Da dabei die Intensitat des Farbstoffs pro Zelle abnimmt und die Zellzahl insgesamt
zunimmt, ergibt sich bei durchflusszytometrischen Analysen der Zellpopulation ein fir die
Proliferation charakteristisches Histogramm (Abbildung 3.34 (B)). Die Proliferation von Zellen
l&sst sich so fir bis zu acht sukzessive Zellteilungen nachverfolgen, bevor die Konzentration
des Farbstoffes im Zytoplasma nicht mehr von der Autofluoreszenz der Zellen zu
unterscheiden ist. In nicht-proliferierenden Zellen bleibt der Farbstoff auch fir mehrere

Wochen stabil %°,
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Abb. 3.34: Prinzip des CFSE-Assays. (A) Carboxyfluorescein-Diacetat-Succinimidyl-Ester
(CFDA-SE) diffundiert passiv in das Zytoplasma der Zellen. Dort werden die Acetatgruppen von
intrazellularen Esterasen abgespalten und es entsteht der fluoreszierende Carboxyfluorescein-
Succinimidyl-Ester (CFSE). (B) Nachweis der Proliferation von CFSE gefarbten PBMCs mittels
Durchflusszytometrie *°. Die Zellen wurden mit Phytohamagglutinin (PHA) zur Proliferation
stimuliert (grau), ein Teil der Zellen wurde mittels Mitomycin C arretiert (schwarz).

3.5.2 Ko- Kultivierungen von UC-MSCs und allogenen Immunzellen

Werden allogene Zellen transplantiert, so werden sie in der Regel vom Immunsystem des
Empfangers als fremd erkannt und attackiert. Die Immunreaktion geht dabei mit einer
starken Proliferation von T- Zellen einher. Das Aufeinandertreffen von Immunzellen und
allogenen Zellen lasst sich in vitro in Ko-Kulturexperimenten simulieren. In den vorliegenden
Arbeiten sollte so untersucht werden, ob die UC-MSCs immunologisch privilegiert sind und
eine Stimulation der Proliferation von PBMCs ausbleibt. Durch eine Ko- Kultur mit zuvor zur
Proliferation stimulierten PBMCs sollte untersucht werden, ob die UC-MSCs
immunmodulatorische Eigenschaften aufweisen und die Proliferation der PBMCs inhibieren.
Der allgemeine Versuchsaufbau ist in Abbildung 3.35 dargestellt. In allen Versuchen wurden
zuvor frisch isolierte und mit CFSE-markierte PBMCs eingesetzt. Da die Stimulation der
Proliferation sowie deren Modulation prinzipiell Uber l6sliche Mediatoren, als auch durch
einen direkten Zell- Zell Kontakt vermittelt werden koénnen, wurden beide Mdglichkeiten
simuliert. Um eine mediatorvermittelte Reaktion zu Uberprifen, wurden Transwell Einsatze
fur die Kultur verwendet (siehe Abb. 3.35 (A)). Uber eine permeable Membran wurden die

Zellen rdumlich voneinander getrennt, wobei ein Stoffaustausch gewébhrleistet blieb.
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Abb. 3.35: Schematische Darstellung der Ko- Kultursysteme. Die Zellpopulationen werden
entweder mittels eines Transwell Einsatzes durch eine permeable Membran voneinander
getrennt (A) oder mit direktem Zell-Zell kontakt kultiviert (B).

Fur eine Kultur mit direktem Zell- Zell Kontakt wurden zunéchst die UC-MSCs ausplattiert.
Nachdem diese an die KulturgefaRoberfliche adhariert waren, wurden die PBMCs hinzu
gegeben (Abb. 3.35 (B)). In allen Versuchen wurden die Zellen in einem Verhaltnis von 1:10
(UC-MSCs : PBMCs) kultiviert.

Fur die Untersuchung des Einfluss der UC-MSCs auf die Proliferation der PBMCs, wurden
diese einen Tag vor Start der Ko- Kultur mit Phytohamagglutinin (PHA) stimuliert. In allen
Versuchsansatzen wurden an Tag drei und funf der Ko- Kultur die PBMCs geerntet und am
Durchflusszytometer analysiert. Die im Folgenden gezeigten Daten sind die Ergebnisse
eines reprasentativen Experiments und spiegeln die Ergebnisse aller Experimente (n=3)

wieder.

3.5.2.1 Untersuchungen zum Immunprivileg von UC-MSCs

Die Ergebnisse zur Untersuchung eines moglichen immunogenen Potentials von UC-MSCs
in vitro sind in Abbildung 3.36 gezeigt. Dargestellt ist ein overlay der aufgenommenen
Histogramme an Tag 3 und Tag 5 der Ko- Kulturen. Ruhende und mit CFSE gefarbte
PBMCs, die nicht aus einer Ko-Kultur stammten, dienten jeweils als Kontrolle (dunkelgrau
geflllt). Es ist zu erkennen, dass weder ein direkter Zell-Zell Kontakt mit UC-MSCs (blaue
Linie), noch eine raumliche Trennung der Zellpopulationen durch Transwell Einsatze

(lilafarbene Linie) eine Proliferation von ruhenden allogenen PBMCs ausloste.
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Abb. 3.36: Ergebnisse der Ko- Kulturexperimente von UC-MSCs mit nicht-stimulierten PBMCs.
Dargestellt sind die Histogramme der Proliferationsanalysen CFSE- gefarbter PBMCs aus Ko-
Kulturen mit UC-MSCs mit direktem Zell-Zell Kontakt (blau) und durch Transwell Einsatze
getrennt (lila) an Tag 3 und 5 der Kultur. Ruhende mit CFSE gefarbte PBMCs, die nicht aus
einer Ko- Kultur stammten, dienten als Kontrolle (dunkelgrau gefillt). Ungefarbte PBMCs
dienten zur Uberprufung der CFSE- Farbung (hellgrau).

Ahnliche Ergebnisse wurden von anderen Arbeitsgruppen sowohl fir MSCs aus der
Nabelschnur *?® **° als auch aus dem Knochenmark 2** 2°* 22 ynd anderen Geweben (wie
z.B. Fettgewebe %3, Zahnpulpa *** und dem Amnion *) gezeigt. Dabei sind die genauen
Mechanismen, durch welche das Immunprivileg der MSCs bedingt ist, noch nicht vollstandig
aufgedeckt, es wird aber davon ausgegangen, dass der Status auf dem Zusammenspiel
einer Vielzahl von Faktoren beruht.

Transplantierte  Zellen werden in der Regel auf Grund ihrer spezifischen
Oberflachenmolekile, dem Haupthistokompatibilitatskomplex (Major Histocompatibility
Complex (MHC)), durch alloreaktive T-Zellen erkannt, was eine Immunreaktion zur Folge
hat. MHC- Molekile sind polymorphe Glycoproteine und werden grundsatzlich in zwei
Klassen, die MHC- Klasse-1 und MHC- Klasse- Il Komplexe unterteilt. Im Falle des
Menschen werden diese entsprechend der Produkte des Humanen Leukozyten Antigens
(HLA) weiter unterteilt. So gehoéren die Antigene HLA- A, - B und - C zu Molekilen der MHC-
Klasse- | und die Antigene HLA-DL,-DQ und-DR zu den Molekilen der MHC-
Klasse- 2 ?°. MHC-1 Molekille werden von nahezu allen Zellen (mit Aushahme von
Trophoblasten und Erythrozyten) exprimiert und hauptséchlich von zytotoxischen T- Zellen

erkannt, wohingegen MHC- Il Molekile vornehmlich von antigenprasentierenden Zellen
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(hauptsachlich Monozyten, Makrophagen und Dendritische Zellen) exprimiert werden und
von T- Helfer Zellen erkannt werden.

MSCs exprimieren Ublicherweise keine MHC- Il und in nur sehr geringem Malle MHC- |
Molekiile auf der Zelloberflache, so dass es moglich ist, dass sie auf diesem Wege der
Erkennung durch alloreaktive T-Zellen entgehen. Hinzu kommt, dass sie keine ko-
stimulatorischen Molekile, wie CD40, CD80 und CD86 exprimieren, welche zu einer
Verstarkung des Aktivierungssignals in T- Zellen beitragen ** %2,

Der Arbeit von Dr. Pierre Moretti ist zu entnehmen, dass die isolierten UC-MSCs keine HLA-
A,-B und - C (MHC- 1) Molekiile exprimieren **. Jacobs et al. haben die Zellen auf die
Expression von HLA- DR (MHC- II) untersucht, welche nicht festgestellt wurde (Daten bisher
unveroffentlicht). Der vorliegende Immunphénotyp der UC-MSCs unterstitzt daher die
Theorie des geringen immunogenen Potentials der Zellen auf Grund nicht exprimierter
spezifischer Oberflachenmarker. Dennoch stellt eine fehlende Expression von MHC-
Molekulen keinen generellen Schutz vor der Erkennung durch Immunzellen dar. So erhéht
z.B. das Fehlen von MHC- | Molekilen auf der Zelloberflache die Wahrscheinlichkeit, dass
Zellen durch NK-Zellen lysiert werden. Die Aktivitdt von NK-Zellen wird durch ein
Zusammenspiel von aktivierenden und inhibierenden Rezeptoren reguliert. So binden z.B.
die ,killer cell immunoglobulin-like receptors“ (KIRs) an MHC- | Moleklle auf der Zielzelle,
wodurch eine Aktivierung der NK- Zelle inhibiert wird. Fehlen die MHC-1 Molekile, so
verschiebt sich das Gleichgewicht in Richtung Aktivierung der NK- Zelle und es kommt zur
Lyse der Zielzelle #°.

Erste Untersuchungen, die sich mit dieser Fragestellung befassen, brachten bisher keine
eindeutigen Erkenntnisse. So wurde in einigen Arbeiten gezeigt, dass MSCs von NK- Zellen

erkannt und lysiert werden ** %’

, allerdings konnten Jacobs et al. zeigen, dass es in Ko-
Kulturen aus UC-MSCs und isolierten NK- Zellen zu keiner gezielten Lyse der MSCs kam.
Vielmehr konnte eine gezielte Immunmodulation durch die UC-MSCs beobachtet werden
(Daten bisher unverdéffentlicht). Dies lasst darauf schlieRen, dass noch weitere Mechanismen
zum nicht-immunogenen Status der Zellen beitragen.

Eine mogliche Erklarung hierfiir kdnnte im umbilikalen Ursprung der Zellen liegen. Der Fetus
kann wahrend der Schwangerschaft als semi-allogenes Gewebe angesehen werden und
muss vor AbstoRungsreaktionen des miitterlichen Immunsystems geschitzt werden. Teil
dieses Schutzes bildet die Zellbarriere des Trophoblasten. Dessen Zellen weisen MHC- |
Moleklle nur in sehr geringem MalRe auf ihrer Oberflache auf (kein HLA- A und- B,
geringfigig HLA- C) und entgehen so der Erkennung durch alloreaktive zytotoxische T-

Zellen. Hinzu kommt, dass diese Zellen das Oberflichenantigen HLA- G, ein nicht-
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klassisches Molekiile der HLA- | Klasse, exprimieren und hochstwahrscheinlich somit der
Lyse durch maternale NK- Zellen entgehen %% 2*°,

Da die Nabelschnur die Verbindung zwischen fetalem und maternalem Gewebe darstellt, ist
es moglich, dass zumindest Teile der Nabelschnur ebenfalls immunologische Eigenschaften
aufweisen, die denen der Zellen aus dem Trophoblasten ahneln. In der Tat konnte fir
umbilikale MSCs bereits gezeigt werden, dass diese Zellen sowohl auf mRNA- Ebene ', als
auch auf Protein- Ebene HLA- G **° exprimieren. Somit kénnte auch die Expression von
HLA- G zum Immunprivileg von UC-MSCs beitragen. Ebenfalls wird vermutet, dass MSCs
vom Immunsystem gut toleriert werden, weil sie die Funktionen verschiedener Immunzellen
durch Zell- Zell Kontakte und durch die Produktion von Mediatoren inhibieren.
Untersuchungen zum Einfluss der UC-MSCs auf die Proliferation von PBMCs war Teil der

folgenden Arbeiten.

3.5.2.2 Untersuchungen zu den immunmodulatorischen Eigenschaften von UC-MSCs

In Ko- Kulturversuchen mit zuvor zur Proliferation stimulierten PBMCs sollte untersucht
werden, ob die isolierten UC-MSCs in vitro ein Potential zur Immunmodulation aufweisen
und die Proliferation der PBMCs inhibieren. Da als Wirkmechanismen hierfur prinzipiell
sezernierte Faktoren, als auch ein direkter Zell- Zell Kontakt in Frage kommen, wurden die
Ko- Kulturen mit und ohne raumlicher Trennung der Zellpopulationen durchgefuihrt (siehe
Abb. 3.35).

Die beispielhaften Ergebnisse einer Ko- Kultivierung von UC-MSCs und mit PHA stimulierten
PBMCs mit direktem Zell- Zell Kontakt sind in Abbildung 3.37 gezeigt. Dargestellt sind die
Histogramme der durchflusszytometrischen Messungen der Proliferation der CFSE-
gefarbten PBMCs an Tag 3 und Tag 5 der Ko- Kultur. Gefarbte und stimulierte PBMCs,
welche nicht unter dem Einfluss von UC-MSCs standen, dienten als Kontrolle. Die
Messungen mit diesen Zellen ergaben ein typisches Histogramm flr proliferierende PBMCs
(vergleiche mit Abb. 3.34 (B)). An Tag 3 konnten 28,6 % der gemessenen Ereignisse
proliferierenden Zellen zugeordnet werden, an Tag 5 proliferierten 94,6 % der analysierten
Zellen. Verglichen hiermit, proliferierten in den Ko- Kulturen an Tag 3 27,5 % der Zellen und

an Tag 5 lediglich 68,8 % der analysierten PBMCs.
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Abb. 3.37: Ergebnisse der Ko- Kulturexperimente von UC-MSCs mit zuvor stimulierten PBMCs.
Dargestellt sind die Histogramme der Proliferationsanalysen CFSE- geféarbter PBMCs aus Ko-
Kulturen mit UC-MSCs mit direktem Zell-Zell Kontakt an Tag 3 und 5 der Kultur (blau gefillt).
Stimulierte (dunkelgrau gefillt), sowie ruhende (schwarz) und mit CFSE gefarbte PBMCs, die
nicht aus einer Ko- Kultur stammten, dienten als Kontrolle. Ungefarbte PBMCs dienten zur
Uberpriifung der CFSE- Farbung (hellgrau). Marker ,,M3“ gibt den prozentualen Anteil
proliferierender PBMCs im Vergleich zu nicht stimulierten ruhenden PBMCs an.

Die Ergebnisse eines Ko- Kulturexperiments mit raumlicher Trennung der Zellpopulationen
durch Transwellmembranen sind in Abbildung 3.38 gezeigt. Auch hier ist ein Einfluss der
UC-MSCs auf die Proliferation der PBMCs zu erkennen. So wurden an Tag 3 28,7 % und an
Tag 5 81,9 % proliferierende Zellen nachgewiesen. Der Einfluss von l6éslichen Faktoren auf
die Proliferation von PBMCs scheint jedoch geringer zu sein, als ein direkter Zell- Zell
Kontakt mit UC-MSCs.
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Abb. 3.38: Ergebnisse der Ko- Kulturexperimente von UC-MSCs mit zuvor stimulierten PBMCs.
Dargestellt sind die Histogramme der Proliferationsanalysen CFSE- gefarbter PBMCs aus Ko-
Kulturen mit UC-MSCs ohne direktem Zell-Zell Kontakt an Tag 3 und 5 der Kultur (lila gefullt).
Stimulierte (dunkelgrau gefllt), sowie ruhende (schwarz) und mit CFSE gefarbte PBMCs, die
nicht aus einer Ko- Kultur stammten, dienten als Kontrolle. Ungefarbte PBMCs dienten zur
Uberprifung der CFSE- Farbung (hellgrau). Marker ,,M3“ gibt den prozentualen Anteil
proliferierender PBMCs im Vergleich zu nicht stimulierten ruhenden PBMCs an.

Dies wird in Abbildung 3.39 noch einmal verdeutlicht. Die Graphik zeigt ein overlay der
Histogramme aus den jeweiligen Ko- Kulturversuchen und der Kontrolle. Es ist zunéachst zu
erkennen, dass sich an Tag 3 die Anzahl der proliferierenden PBMCs in den Ko- Kulturen
nicht wesentlich von der in den Kontrollkulturen unterscheidet. An Tag 5 proliferierten in Ko-
Kulturen mit direktem Zell- Zell 68,8 % der PBMCs, wohingegen in

Transwellkulturen noch 81,9 % der Zellen proliferierten. Tabelle 7 fasst die gewonnenen
Daten noch einmal zusammen.

Kontakt nur
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Tab. 7: Ubersicht des Anteils proliferierender PBMCs in den Ko- Kulturen und in der Kontrolle

Tag Direkt Transwell Kontrolle
3 27,5 % 28,7 % 28,6 %
5 68,8 % 81,9 % 94,6 %

Die Ergebnisse sind teils kontrovers zu den in der Literatur gefundenen Beobachtungen.
Sowohl fiir Zellen aus dem Nabelschnurgewebe, als auch aus anderen Quellen wurden von
anderen Arbeitsgruppen keine Unterschiede in der Starke der Modulation durch MSCs in

direkten oder indirekten Ko- Kulturen beobachtet. Der Einfluss der Zellen war lediglich

dOSisabhéngig 129, 155, 260-262
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Abb. 3.39: Zusammenfassung der Ko- Kulturexperimente mit UC-MSCs und stimulierten
PBMCs. Dargestellt ist ein overlay der Histogramme der Proliferationsanalysen CFSE-
gefarbter PBMCs aus Ko-Kulturen mit UC-MSCs mit (blau) und ohne (lila) direktem Zell-Zell
Kontakt an Tag 3 und 5 der Kultur. Stimulierte (dunkelgrau gefullt), sowie ruhende (schwarz)
und mit CFSE gefarbte PBMCs, die nicht aus einer Ko- Kultur stammten, dienten als Kontrolle.
Ungefarbte PBMCs dienten zur Uberpriifung der CFSE- Farbung (hellgrau).

Als weiterer Indikator einer Immunmodulation durch UC-MSCs diente der Nachweis von
Interleukin (IL)- 2 im Zellkulturiiberstand der Ko- Kulturen. IL- 2 stellt eines der wichtigsten

Schlusselmolekile einer beginnenden Immunreaktion dar. Es wird hauptséchlich von
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aktivierten T- Zellen produziert und stimuliert unteranderem die Proliferation von weiteren T-
und anderen Immunzellen und tréagt somit stark zur Ausweitung der Immunreaktion bei.

Der Nachweis von IL- 2 erfolgte mittels ELISA in Zellkulturiiberstdnden aus Ko- Kulturen von
UC-MSCs mit stimulierten und nicht stimulierten PBMCs mit direktem Zell- Zell Kontakt an
Tag 1, 3 und 5 der Kultivierung. Des Weiteren erfolgten Messungen mit Uberstanden aus
Kulturen von UC-MSCs, sowie stimulierten und nicht stimulierten PBMCs. Die Ergebnisse
der Messungen sind in Abbildung 3.40 gezeigt.

UC-MSC Kulturen und Kulturen mit nicht stimulierten PBMCs zeigten tber den gesamten
Zeitraum der Kultivierung eine geringe, aber konstante Expression von IL- 2 (ca. 20 pg/ ml),
wohingegen PHA- stimulierte PBMCs signifikant mehr IL- 2 produzierten (387 + 3,9 pg/ ml an
Tag 1, 669 +5,5pg/ ml an Tag 3 und 628 £ 11,2 pg/ ml an Tag 5). Im Gegensatz hierzu
wurden in Ko- Kulturen mit stimulierten PBMCs und UC-MSCs deutlich weniger IL-2
nachgewiesen (267 + 3,6 pg/ ml an Tag 1, 116 £ 5,4 pg/ ml an Tag 3 und 58 + 0,8 pg/ ml an
Tag 5). In Ko- Kulturen aus UC-MSCs und nicht stimulierten PBMCs wurden IL-2
Konzentrationen auf dem Niveau von ruhenden PBMCs gemessen, was den privilegierten
Status der UC-MSCs unterstreicht.
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Abb. 3.40: Einfluss der UC-MSCs auf die Sekretion von IL- 2. Dargestellt sind die gemessenen
IL- 2 Konzentrationen in den Zellkulturiiberstanden von UC-MSCs, ruhenden bzw. stimulierten
PBMCs, sowie von Ko- Kulturen aus UC-MSCs und ruhenden bzw. stimulierten PBMCs mit
direktem Zell- Zell Kontakt an Tag 1, 3 und 5.
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Die Abnahme der IL- 2 Konzentration in Ko- Kulturen mit stimulierten PBMCs korreliert mit
den Ergebnissen der Proliferationsanalysen und lasst einen Einfluss der UC-MSCs auf die
IL-2 vermittelte Aktivierungskaskade von Immunzellen vermuten. Wie bereits erwahnt, tragt
IL- 2 maf3geblich zur Ausbreitung einer Immunreaktion bei, da es die Proliferation von T-
Zellen nach Bindung an den IL-2 Rezeptor stimuliert. Dieser setzt sich aus drei
Untereinheiten zusammen, wobei die a- Untereinheit (CD25) erst nach Aktivierung der Zelle
exprimiert wird. Erst wenn alle drei Untereinheiten vorhanden sind, ist eine ausreichend hohe
Affinitat fur IL- 2 vorhanden *** ?** und es kommt zur Aktivierung der T- Zelle. Diese
produziert wiederum ebenfalls IL-2 und stimuliert hierdurch weitere T- Zellen. Eine
Inhibierung der Expression von CD25 kodnnte somit mafgeblich zur Einddmmung der
Proliferation von T- Zellen beitragen und Teil der Immunmodulation von MSCs sein. Arbeiten
in denen die Expression von CD25/ IL- 2R auf der Oberflache von T-Zellen wahrend der Ko-
Kultivierung mit BM-MSCs analysiert wurde zeigten in der Tat, dass in Anwesenheit von
MSCs die Expression von CD25 und CD38 (ein weiterer Aktivierungsmarker auf T- Zellen)
signifikant vermindert war 2% 2%,

Ergebnisse andere Arbeitsgruppen weisen auf noch weitere mdgliche Mechanismen zur
Regulation der Proliferation von T-Zellen hin. So wurde gezeigt, dass MSCs unter
inflammatorischen Bedingungen Indolamin- 2,3- Dioxygenase (IDO) exprimieren, ein Enzym,
das die Umsetzung von Tryptophan zu N-Formylkynurenin katalysiert. Die fortschreitende
Depletion von Tryptophan hat letztendlich einen Arrest der T- Zell Proliferation zur Folge 2.
IDO wird ebenfalls von Zellen des Trophoblasten exprimiert und wird als weiterer Teil der
immunsuppressiven Wirkmechanismen zum Schutz des Fetus angesehen *’. Ein weiteres
Indiz fur die funktionelle Ahnlichkeit von MSCs und Zellen des Trophoblasten.

Als weiterer Regulator von T- Zellen konnte Prostaglandin 2 (PGE2) nachgewiesen werden.
Es wurde gezeigt, dass PEG2 ebenfalls von MSCs exprimiert wird und eine Tyl- T- Zell
vermittelte  pro- inflammatorische Reaktion in eine Ty2-T-Zell vermittelte anti-
inflammatorische Reaktion umkehren kann 2.

Die Immunmodulation durch MSCs beschrankt sich jedoch nicht ausschlie3lich auf T- Zellen,
sondern umfasst eine Vielzahl weiterer Immunzellen und Wirkmechanismen ** 2 29 5o
wurde gezeigt, dass auch die Proliferation von B- Zellen, sowie deren Differenzierung zu
antikorperproduzierenden Zellen durch die Anwesenheit von MSCs inhibiert wird 2°. Wie
bereits zuvor erwahnt, unterliegen auch NK- Zellen der Immunmodulation durch MSCs. In
Ko- Kulturversuchen wurde gezeigt, dass die Proliferation von zuvor mit IL- 2 oder IL- 15
stimulierten NK- Zellen inhibiert wurde #*°. Dies wurde von Jakobs et al. fur die in dieser

Arbeit isolierten UC-MSCs bestatigt. Interessanterweise konnte hier eine Inhibierung der
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Proliferation nur im Falle eines direkten Zell- Zell Kontakts nachgewiesen werden (Daten
bisher unveroéffentlicht).

Eine Zusammenfassung der Zellen des Immunsystems, die in vitro einer Immunmodulation
durch MSCs unterliegen, sowie die bisher vermuteten Wirkmechanismen sind in Abbildung

269

3.41 gezeigt Auch wenn bisher erst wenig Uber die genauen Mechanismen der

Immunmodulation durch MSCs bekannt ist, so lassen die aktuellen Ergebnisse doch auf ein

hohes Potential der Zellen fur den Einsatz in zellbasierten Therapien schliel3en.
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Abb. 3.41: Zusammenfassung der der Immunmodulation durch MSCs unterliegenden
Immunzellen sowie die vermuteten Wirkmechanismen 2*°.

In den vorliegenden Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die unter xeno- freien
Bedingungen isolierten und expandierten UC-MSCs in vitro keine Proliferation von ruhenden
PBMCs stimulieren. Vielmehr konnte eine Inhibierung der Proliferation von stimulierten
PBMCs gezeigt werden, wobei ein direkter Zell- Zell Kontakt zu einem starkeren Effekt
fuhrte. Die Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass die Zellen ebenfalls ein nur geringes
immunogenes Potential und immunmodulatorische Eigenschaften aufweisen, wie es auch
schon von anderen Arbeitsgruppen fir Zellen aus dem Nabelschnurgewebe und anderen

Quellen gezeigt wurde. Eine weiterflihrende Charakterisierung dieser interessanten
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Eigenschaften von UC-MSCs ist mit Blick auf klinische Anwendungen jedoch zu empfehlen.
Dabei konnte der Einfluss der Zellen auf weitere Immunzellen, sowie eine Analyse der
Expression von HLA- G und ko- stimulatorischen Faktoren (z.B. CD40, CD80 und CD86) von
groBem Interesse sein. Aulerdem sollten auch die mittels CCE erhaltenen UC-MSC
Subpopulationen (siehe Abschnitt 3.4) auf ihre immunmodulatorischen Eigenschaften hin

miteinander verglichen werden.

3.6 Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde erfolgreich ein Protokoll etabliert, um humane MSCs aus
dem Nabelschnurgewebe unter xeno- freien Kulturbedingungen effektiv und reproduzierbar

zu isolieren und zu expandieren. Mittels einer Explantatkultur konnten so pro Nabelschnur

durchschnittlich 2x10” Priméarzellen mit einem einheitlichen MSC- typischen Immunphénotyp
erhalten werden. Dabei zeigten die Zellen ein plastikadharentes Wachstum mit einer
fribroblasten- @hnlichen Morphologie. Durch den Verzicht auf einen enzymatischen Verdau
des Nabelschnurgewebes, ist diese Methode zellschonend und einfach durchzufihren.
Dabei sind alle Arbeitsschritte der Isolierung sehr gut kontrollier- und standardisierbar, so
dass eine Durchfihrung auch unter GMP- konformen Bedingungen denkbar ist. Die Dauer,
welche zur Gewinnung der Zellen bendtigt wird, betragt durchschnittlich 21 Tage. Um die
Zeitspanne zu verkirzen, ware der Einsatz von Chemokinen denkbar, um die Migration der
Zellen aus den Gewebestuckchen heraus zu beschleunigen. So konnte fir BM-MSCs und
MSCs aus dem Nabelschnurblut gezeigt werden, dass deren Migration durch die Chemokine
,hepatocyte growth factor (HGF) und ,stromal-derived factor* (SDF)- 1 stimuliert wurde **
2 Die gewonnenen Zellen kénnen anschlieBend ohne hohe Verluste kryokonserviert
werden, so dass das Anlegen von Zellbanken méglich ist.
Unter den durch die Verwendung von allogenem HS gegebenen xeno- freien
Kulturbedingungen zeigten die Zellen ein hohes Proliferationspotential, welches im Vergleich
zu konventionellen Kulturbedingungen mit tierischen Seren deutlich erhdéht war. Hinzu
kommt, dass Zellkulturen in Gegenwart von FCS teils stark heterogen waren und eine
verminderte Expression typischer MSC- Oberflachenmarker zeigten. Somit ist eine xeno-
freie Kultur von UC-MSCs nicht nur prinzipiell mdglich, sondern zu empfehlen. Hierdurch
wird nicht nur die potentielle Gefahr einer Ubertragung von Pathogenen minimiert, sondern
konnen deutlich schneller Zellzahlen von klinischer Relevanz erreicht werden. Durch eine
verkirzte Expansion der Zellen in vitro wird so auch die Gefahr einer Entartung der Zellen
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durch chromosomale Anomalien reduziert. Au3erdem ist anzunehmen, dass eine Kultur der
Zellen in autologen Serum ebenfalls méglich ist. Dies konnte erheblich zum Erfolg von
zellbasierten Therapien beitragen.

Obwohl die isolierten UC-MSCs einen homogenen Immunph&notyp aufweisen, lassen sich
mittels CCE distinkte Subpopulationen erhalten. Diese unterscheiden sich deutlich beztiglich
ihres Proliferationspotentials und des Anteils seneszenter Zellen. Eindeutige Unterschiede im
Differenzierungspotential der Subpopulationen lieBen sich in einer ersten n&heren
Charakterisierung jedoch nicht zeigen. Der Nachweis von Subpopulationen wirft ebenfalls die
Frage auf, inwiefern die postulierten Minimalkriterien der ISCT noch ausreichend sind, um
MSCs zu definieren. Ebenso erfullen alle Zellen, welche aus unterschiedlichen
Kompartimenten der Nabelschnur isoliert wurden, die Kriterien, unterscheiden sich aber teils
erheblich, z.B. beziglich ihres Differenzierungspotentials, von einander. Allgemein sind
Vergleiche von Ergebnissen verschiedener Arbeitsgruppen jedoch schwierig, da allein durch
unterschiedliche Kultivierungsmethoden schon epigenetische Veranderungen der Zellen
auftreten koénnen. Dabei hat eine Vielzahl unterschiedlichster Faktoren Einfluss auf die
Eigenschaften der Zellen. Dies konnte in den hier vorgestellten Arbeiten am Beispiel der
Herkunft und Konzentration des Serums und dartber hinaus am Beispiel der gewéahlten
Aussaatdichte der Zellen, sowie der gewahlten Sauerstoffkonzentration belegt werden. Eine
Anpassung dieser Parameter stellt aber auch eine Mdglichkeit zur weiteren Optimierung der
Kultivierungsbedingungen dar.

Erste Anzeichen deuten darauf hin, dass eine Reduktion der Sauerstoffkonzentration zu
einem gesteigerten adipogenen und chondrogenen Differenzierungspotential von UC-MSCs
fuhrt. Dabei ist es jedoch notwendig, die jeweils optimale Konzentration zu finden. Ein
generelles osteogenes Differenzierungspotential konnte in einer konventionellen
zweidimensionalen Kultur auch unter hypoxischen Bedingungen nicht eindeutig
nachgewiesen werden. Allerdings zeigten erste vielversprechende Arbeiten, dass sich UC-
MSCs in dynamischen 3D Kulturen zu einer osteogenen Differenzierung stimulieren lassen.
Durch die Verwendung von geeigneten Tragermaterialien und Bioreaktoren lassen sich
Bedingungen schaffen, welche ein Wachstum der Zellen unter physiologischeren
Bedingungen im dreidimensionalen Zellverbund erméglichen und vor allem mit Blick auf
Tissue Engineering Anwendungen von gré3tem Interesse sind. Auch das Immunprivileg der
Zellen und ihre immunmodulatorischen Eigenschaften kénnen fir den Erfolg solcher
Therapien forderlich sein. Es bleibt jedoch zu Uberpriifen, inwiefern diese Eigenschaften

auch nach einer gezielten Differenzierung der Zellen noch vorhanden sind.
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5 Anhang

5.1 Material

5.1.1 Verbrauchsmaterialien

Artikel Hersteller

BD Falcon Cell Strainers, 70um BD Biosciences, Heidelberg
Kryordhrchen Sarstedt AG & Co, Niimbrecht
Millicell culture plate inserts Millipore, Schwalbach
ReagiergefalRe (1,5ml und 2ml) Sarstedt AG & Co, Numbrecht
Petrischalen (60mm) Greiner Bio One, Frickenhausen
Pipettenspitzen Sarstedt AG & Co, Niimbrecht
Schutzhandschuhe Semperguard Semperit AG Holding, Vienna

Serologische Pipetten (1, 2, 5, 10, 25, 50ml)  Sarstedt AG & Co, Nimbrecht

Sterilfilter, Minisart (0,2um) Sartorius-Stedim Biotech GmbH, Gottingen
T-Flaschen (25, 75 und 175 cm?) Sarstedt AG & Co, Nimbrecht
Well-Platten (6-, 12- und 96-Wells) Sarstedt AG & Co, Nimbrecht
Zellschaber Sarstedt AG & Co, Nimbrecht
Zentrifugenréhrchen (15ml und 50ml) Sarstedt AG & Co, Nimbrecht
5.1.2 Primer

Produkt- Annealing
Name 5’ forward 3’ reverse

grof3e [bp] Temp. [°C]
PPARy 257 gaccactcccactcctttga cgacattcaattgccatgag 60,1
RUNX2 280 tctggccttccactctcagt tatggagtgctgctggtctg 60,0
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5.1.3 Antikorper

Die Liste der Antikdrper wurde adaptiert aus .

Company Antigen Fluorophore Reactivity Isotype Product#
[Hg/ml]
Labeled antibodies
Invitrogen HLA | FITC human Mouse IgG2a MHBCO1 0.800
BD Oct3/4 PE mouse/human Mouse IgG1, k 560186 0.013
BD SSEA-1 FITC mouse/human Mouse IgM, k 560127 0.013
Miltenyi Biotec CD31 FITC human Mouse IgG1 130-092-654  0.077
BD CD34 FITC human Mouse 1gG1, k 555821 0.006
BD CD34 PE-Cy5 human 555823 0.006
BD CD 45 PE-Cy5 human 555484 0.002
BD CD 45 FITC human Mouse IgG1, k 555482 0.006
BD CD 44 PE human Mouse 1gG1, k 550989 0.013
BD CD73 PE human Mouse IgG1, k 550257 0.006
BD CD 90 FITC human Mouse 1gG1, k 555595 0.500
Invitrogen CD105 R-PE human Mouse IgG1 MHCD10504  0.100
Miltenyi Biotec CD271 PE human Mouse IgG1 130-091-885 /
Primary antibodies
BD GD2 / human Mouse IgG2a 554272 0.500
Santa cruz biotec Runx2 / human mouse 1gG2b sc-101145 0.100
Santa cruz biotec His6 / / Mouse 1gG2b sc-57598 0.100
Secondery antibody
mouse
BD G PE mouse Goat Ig 550589 0.200
Isotype controls
BD FITC Mouse IgM, k 553474 0.500
BD PE Mouse IgM, k 555584 0.050
BD FITC Mouse 1gG2a, k 553456 0.500
BD FITC Mouse IgG1, k 555748 0.050
BD PE Mouse 1gG1, k 555749 0.050
Invitrogen FITC Mouse IgG2a MG2a01 0.100
Invitrogen R-PE Mouse IgG1 MG104 0.100
BD PE-Cy5 Mouse IgG1, k 555750 0.006
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5.1.4 Kits

Produkt Anbieter

Apo-ONE®  Homogeneous Caspase3-/7 ]
Promega, Mannheim

Assay

B-Galactosidase Staining Kit
CellTrace™ CFSE Cell Proliferation Kit

Cell Signaling Technology, Danvers, USA

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

RNeasy Plus Mini Kit QIAGEN, Hilden
5.1.5 Chemikalien
Reagenzien Hersteller

a MEM (Pulver)

B-Glycerolphosphat
Accutase

Agarose ABgene
Alcianblau 8GX
Alizarin Rot S
Amphotericin B
CaCl,

Calcein

CFSE
CellTiterBlue
DAPI

DEPC
Dexamethason-21-di-Natrium-Phosphat
DMEM (Pulver)
DMSO

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Fluka Chemie AG, Buchs

PAA  Laboratories GmbH,

Osterreich

Thermo Fisher Scientific Inc., Epsom, UK
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Fluka Chemie AG, Buchs

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Promega Cooperation, Madison

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck KGaA, Darmstadt

Pasching,
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EDTA
Essigsaure
Ethanol

Ethidiumbromid

FCS “standard quality”

FCS “gold quality”

FCS “heat inactivated”

FCS “pre-tested for amnion cells”

FGF- 2
Fibronektin
Gelatine

GeneRuler™ DNA Ladder Mix
Gentamycin (10 mg/mL)
Humanes Serumalbumin
Humanserum

Hyaluronidase (vom Rind)

Insulin-Transferrin- Sodiumselenit (ITS)

Isopropanol

KCI

KH,PO,
Kollagenase Typ Il
Kollagenase Typ |

L-Ascorbat-2-phosphat
L-Glutamin

Methanol

AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
PAA Laboratories GmbH, Pasching,

Osterreich
PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich
PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich
PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

tebu-bio, Offenbach

Roche GmbH, Penzberg

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Fermentas, St. Leon-Rot

PAA  Laboratories GmbH, Pasching,

Osterreich
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Institut far Transfusionsmedizin,

Medizinische Hochschule Hannover

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck KGaA, Darmstadt

Fluka Chemie AG, Buchs

Fluka Chemie AG, Buchs

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Worthington, Lakewood, NJ

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
PAA  Laboratories  GmbH, Pasching,

Osterreich

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe
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MgCl,

Na,COs3

Na,HPO,

NaCl

NaHCO;

NH AdipoDiff Medium
NH ChondroDiff Medium
NH OsteoDiff Medium
dNTP

Oil Red O

oligo(dT) Primer

para-Formaldehyd
Penicillin/Streptomycin

Phytoh&amagglutinin (PHA)- M
Propidiumiodid

reverse Transkriptase
Sibernitratldsung
tag-Polymerase

Trypanblau

Merck KGaA, Darmstadt

Fluka Chemie AG, Buchs

Fluka Chemie AG, Buchs

Merck KGaA, Darmstadt

Fluka Chemie AG, Buchs

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach
Fermentas, St. Leon- Rot

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Promega Cooperation, Madison

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
PAA Laboratories GmbH, Pasching,

Osterreich

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Promega Cooperation, Madison

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe
OLS Omni Life Science, Bremen

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

5.1.6 Gerate und Laboraustattung

Gerat

Hersteller

Analysenwaage Analytik AC 210S
Autoklav

CASY®1 DT Cell Counter

Cell® Imaging Software

Sartorius AG, Gottingen

Integra Bioscience Tecnomeric
Deutschland GmbH

Roche Innovatis AG, Penzberg

Olympus Corporation, Puchheim
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Digitalkamera Olympus Camedia C-4040
Zoom

Durchflusszytometer Epics XL/MCL
Filter: FL1: BP 505-545nm, FL2: BP 560-590nm,
FL3: 660-690nm

Elutriationskammer 5 ml, Standart
Elutriationsrotor JE-5,0
Elutriationszentrifuge J6-MC
Fluorskan Ascent
Fluoreszenzmikroskop 1X50
Gelstation ClassicTM

Gel Dokumentation Gel IX Imager
Glasflaschen

Inkubator Hera Cell 240
Kryocontainer Nalgene® Cryo 1°C
Microplate Reader Benchmark 680
Orbitalshaker Zellkultur DOS-10M Elmi Skyline

PCR-Thermocycler Px2 Thermal Cycler

pH-Elektrode Checker®
Phasenkontrastmikroskop BX41
Photospektrometer ,ND1000“
Pipetten Research®

Pipettierhilfe Pipetus®

Pumpe Ismatec ip-4

Riihrer Ikamag® REO

Schdttler Thermomixer comfort
Sterilbank Technoflow 2F150-11 GS
Ultra Turrax T10 basic
Ultraschallbad Bandelin Sonorex Super RK
510 H

UV-Lampe

Vi-Cell 1,01 Counter

Wasseraufbereitungsanlage Arium

Olympus Corporation, Puchheim

Beckman Coulter GmbH, Krefeld

Beckman Coulter GmbH, Krefeld
Beckman Coulter GmbH, Krefeld
Beckman Coulter GmbH, Krefeld

Thermo Fisher Science, Inc., Waltham
Olympus Corporation, Tokio

Thermo Fisher Science, Inc., Waltham
Intas Science Imaging Instruments GmbH
Schott Duran, Prag

Heraeus Holding GmbH, Hanau
Krackeler Scientific, Inc. NY, USA
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Elmi Ltd., Riga, Lettland
Thermo Electron Corporation,
USA

Hanna Instruments Ltd, Leighton Buzzard

Waltham,

Olympus Corporation, Tokio

Nano Drop Technologies, Wilmington
Eppendorf AG, Wesseling-Berzdorf
Hirschmann Laborgerédte GmbH & Co KG
Ismatec Engineering, Aachen

IKA Labortechnik, Staufen

Eppendorf AG, Wesseling-Berzdorf
Integra Bioscience AG, Zirich

IKA Labortechnik, Staufen
BANDELIN electronic GmbH & Co. KG

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Beckman Coulter GmbH, Krefeld
Satorius AG, Goéttingen
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Wasserbad Memmert GmbH, Biichenbach

YSI 2300 STAT PLUS Kreienbaum, Langenfeld
Zéhlkammer Brand GmbH & Co KG, Wertheim
Zentrifuge centrifuge 5702 Eppendorf AG, Wesseling-Berzdorf
Zentrifuge centrifuge 5415 R Eppendorf AG, Wesseling-Berzdorf

5.1.7 Primarzellen

Periphare mononukleare Blutzellen (PBMCSs)

Die PBMCs wurden freundlicherweise von Prof. Dr. Britta Eiz-Vesper (Institut fir
Transfusionsmedizin, Medizinische Hochschule Hannover) zur Verfiigung gestellt. Die Zellen
wurden aus dem peripheren Blut mittels Lymphosep (c.c.pro, Oberdorla)

Dichtegradientzentrifugation isoliert.

MSCs aus Nabelschnurgewebe

Die Verwendung des biologischen Materials wurde von der Ethikkommission unter der
Projektnummer 3037 in einer verlangerten Genehmigung am 17. Juni 2006 zugelassen. Die
im Rahmen dieser Arbeit isolierten UC-MSCs sind in untenstehender Tabelle

zusammengefasst

Name Tag der Islolation

MK2407 24.07.2007
NS010408 01.04.2008
HD140509 14.05.2009
NS051009 05.10.2009
AK270410 27.04.2010
RK270410 27.04.2010
NS300810 30.08.2010
NS2070910 07.09.2010
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MSCs aus humanem Fettgewebe

Die MSCs (huF53 (N127)) wurden freundlicherweise von Prof. Dr. Martijn van Griensven
(Ludwig Boltzmann Institut fir experimentelle und klinische Traumatologie, Wien, Osterreich)

zur Verfligung gestellt.

5.1.8 Zellkulturmedien

UC-MSC Expansionsmedium

Die routinemafige Kultivierung der UC-MSCs erfolgte in aMEM, welches mit Gentamycin
(50 pg/ ml) und 10% HS versetzt wurde. Das HS wurde vom Institut fr Transfusionsmedizin
der Medizinischen Hochschule Hannover bezogen. Es wurden stets Seren mehrerer
Spender gepoolt, ohne Beachtung der Blutgruppe oder des Rhesusfaktors.

UC-MSC Kontrollmedium Differenzierung

Fur Kontrollansatze bei Differenzierungsexperimenten wurden UC-MSCs in DMEM high

glucose, welches mit Gentamycin (50 pg/ ml) und 5% HS versetzt wurde, kultiviert.

UC-MSC Differenzierungsmedium

Die Differenzierung von UC-MSCs erfolgte in den Medien NHAdipoDiff, NH ChondroDiff,
bzw. NH OsteoDiff (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach), welche zusatzlich mit Gentamycin
(50ug/ ml) versetzt wurden.

5.1.9 Puffer und Losungen

Agarose Gelelektrophorese

Name Zusammensetzung

Ladepuffer 95% Formamide, 0,05 mM EDTA, je 0,025 % SDS,
Bromphenolblau, Xylencyanol FF, Ethidiumbromid

TAE Laufpuffer 40 mM Tris Base, 1 mM EDTA, pH 8
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CFSE Farbung
Name

CFSE Stammlésung
CFSE Arbeitslésung

Histologische Farbungen
Name

Alcianblau Lésung
Alizarin Rot S Reagenz
Blockierlésung

DAPI Losung

DAPI Farbepuffer

FITC LOsung
Kristallviolett
Oil Red O

para-Formaldehyd

Propidiumiodid Lésung
Von Kossa AgNO; Ldsung

Von Kossa Formaldehyd Lésung

Nabelschnurtransport
Name

Transportpuffer

Phosphate Buffered Saline (PBS)

Zusammensetzung
5 mM CFSE in DMSO
2 UM CFSE Stammlésung in PBS (mit 2% FCS)

Zusammensetzung

1 % Alcianblau w/v in 3% Essigsaure (pH 2,5)

1% Alizarin Rot S in 2% EtOH

2% FCS in PBS

Verdinnung der Stammldsung (500 pg/ ml) 1:1000 in
DAPI Farbepuffer

100 mM TRIS pH 7, 150 mM NacCl, 1 mM CacCl,, 0,5
mM MgCl,, 1 % Nonidet-P 400

12 mg FITC in 20 mL 50% EtOH

0,5% Kristallviolett in Methanol

0,5 % Oil Red O in 70% Ethanol bei 56°C uber Nacht
im Wasserbad losen

4 % Paraformaldehyd in PBS bei 90E°C im
Wasserbad ca. 1 h lang l6sen

50 pg/ mlin 0,9 % NacCl

5 % AgNOj; in ddH,O

5% NA,COs und 0,2% Formaldehyde in ddH,O

Zusammensetzung

5 g/L Glucose, 50 pg/mL Gentamycin, 2,5 pg/mL
Amphotericin B, 100 U/mL Penicillin und 100 pg/mL
Streptomycim in PBS

140 mM NaCl, 27 mM KCI, 7,2 mM Na;HPOQOy,, 14,7 mM KH,PO, in ddH,O; pH =7,4
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Zellkultur

Name Zusammensetzung

Trypanblau 04 % Trypanblau w/v in  physiologischer
Kochsalzldsung

Trypsin 0,2 % Trypsin, pH 7,5 in PBS, 0,02 % EDTA

5.2 Methoden

5.2.1 Zellkultur

Allgemeiner Absatz zu Arbeiten in der Zellkultur

Sterile Arbeiten wurden unter einer Sterilwerkbank der Klasse Il (laminare Luftstromung)
durchgefuhrt. Losungen und Flaschen wurden fur 30 min bei 120 °C autoklaviert, bzw.
sterilfiltriert. Es wurde Isopropanol (70 %) zur Sterilisation verwendet. Verwendete Lésungen

wurden, wenn nicht anders angegeben, vor Gebrauch im Wasserbad bei 37 °C vorgewarmt

Isolierung von UC-MSCs aus Nabelschnurgewebe

Eine detaillierte Beschreibung der Methodik zur Isolierung von UC-MSCs aus

Nabelschnurgewebe ist in Abschnitt 3.1 zu finden.

Subkultivierung von UC-MSCs

UC-MSCs wurde routinemaBig in 25, 75 und 175cm? Zellkulturflaschen in
Expansionsmedium kultiviert. Die Zellen wurden in einer Dichte von 4000 Zellen/ cm?
ausplattiert und bis zum Erreichen einer Konfluenz von ca. 80%- 90% kultiviert. Wurde diese
erreicht, wurden die Zellen passagiert. Hierfir wurde der Zellrasen zundchst mit PBS
gewaschen und anschlieBend mit Akkutase inkubiert (5 min bei 37 °C). Die Reaktion wurde
durch Zugabe von Medium gestoppt und die Zellsuspension in ein Zentrifugenréhrchen
uberfuhrt. Nach der Zentrifugation (5 min bei 200g und RT) wurde das Zellpellet erneut im

Expansionsmedium resuspendiert.
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Kryokonservierung von UC-MSCs

UC-MSCs wurden in 1 ml Aliquoten in einer Dichte von ca. 1,5x 10° Zellen/ ml in
Kryomedium eingefroren, welches aus 80% HS, 10% aMEM und 10% DMSO bestand. Die
Zellen wurden Uber Nacht graduell mit einer Rate von 1 °C/ min in einem Kryocontainer bei

-80 °C eingefroren und anschlieend in die Gasphase von flissigem Stickstoff Uberfihrt.

Revitalisieren von UC-MSCs

Das Revitalisieren von UC-MSCs wurde nach folgendem Protokoll durchgefuhrt:

v Das Kryorohrchen Wasserbad bei 37°C schwenken, bis sich das Eis aufgelost
hat, die Zellsuspension aber noch kalt ist.

v Die Zellsuspension mit 1 ml kaltem aMEM auffillen und 2 min stehen lassen

v Die Zellsuspension in ein Zentrifugenrohrchen uberfihren, mit 2 ml aMEM
beschichten und 2 min stehen lassen

v Die Zellsuspension auf 10 ml mit aMEM auffullen und 1 min stehen lassen

v Die Zellen zentrifugieren (5 min, 200 g), in vorgewarmten Expansionsmedium

aufnehmen

5.2.2 Differenzierungen

Fibronektinbeschichtung

Zur gezielten Differenzierung von UC-MSCs wurden die ZellkulturgeféaRoberflachen zuvor mit
4,2 ug/ cm2 Fibronektin beschichtet. Die Herstellung der Fibronektinlésung erfolgte nach

Herstellerangaben.

Gezielte Differenzierung

Die Differenzierung von UC-MSCs erfolgte in 12-Well Platten, welche zuvor mit Fibronektin
beschichtet wurden. Die Zellen wurden in einer Dichte von 2000 Zellen/ cm? in einem
Volumen von 600 ul Kontrollmedium ausplattiert und im Inkubator bei 37°C und 21% bzw.
5% O, bis zum Erreichen der Konfluenz kultiviert. AnschlieRend folgte die Umstellung auf
das jeweilige Differenzierungsmedium (NH AdipoDiff, NH ChondroDiff, NH OsteoDiff, alle
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Miltenyi Biotec, Deutschland). Ein Mediumwechsel von 600 pl/ Well erfolgte alle drei bis vier
Tage. Die Kulturiiberstande wurden gesammelt und bis zur spateren Analyse bei -20°C

gelagert. Die Dauer der Kultur im Differenzierungsmedium betrug 21 Tage.

5.2.3 Ko- Kulturen
Eine detaillierte Beschreibung der Ko- Kulturexperimente befindet sich in Abschnitt 3.5.2.

CFSE-Farbung

PBMCs wurden mittels des CellTrace™ CFSE Cell Proliferation Kit (Invitrogen GmbH,
Karlsruhe) gefarbt. Hierfir wurden 1 x 107 Zellen mit 2 uM Carboxyfluorescein Succinimidyl
Ester (CFSE) in 1 ml PBS (mit 2% FCS) fur 3 min bei RT im Dunkeln unter Schitteln
inkubiert. Die Farbung wurde anschlieBend durch die Zugabe von 2 ml Kulturmedium
gestoppt. Die PBMCs wurden zweimal mit PBS gewaschen, in 2 ml Kulturmedium

resuspendiert und mittels Trypanblau Farbung und Neubauerkammer gezahilt.

5.2.4 Analytik

Bestimmung von Zellzahl und Viabilitat

Die Bestimmung von Zellzahl und Viabilitat erfolgte mittels Trypanblau-Ausschluss und

Neubauer Hemazytometer.

Bestimmung von spezifischen Wachstumsraten und Verdopplungszeiten

Die Bestimmung erfolgte nach folgender Formel:

T, =Verdopplungszeit(h)
In2 _In(X,)—=In(X,) . u=Wachstumsrate
T, =— und = mit:
T.-T, X, = Zellzahl(t =0)

X, = Zellzahl (t =1)
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Bestimmung von L-Lactat und D-Glucose

Die Bestimmung erfolgte in Zellkulturiiberstdnden mittels des YSI 2700 Select analyzer (YSI

Incorporated Life Sciences, Yellow Springs, US).

Bestimmung der Caspase-3/ 7 Aktivitat

Zur Bestimmung der Apoptoserate in UC-MSC Kulturen wurde die Caspase-3/ 7 Aktivitat
bestimmt. Dies erfolgte mittels des Apo-ONE® Homogeneous Caspase3-/7 Assay (Promega,
Mannheim). Der Zellrasen wurde zunachst mit PBS gewaschen und anschlieBend mit 100 pl
Apo-One® Reagenz/ cm? Kulturoberflache fiir 1 Std. bei RT im Dunkeln inkubiert. Die
Fluoreszenz wurde bei einer Wellenlange von 485/538 nm gemessen. Die Messwerte

wurden auf die Zellzahl normiert.

Nachweis seneszenter Zellen

Die Anzahl seneszenter Zellen in UC-MSC Kulturen wurde mittels des Senescence-
associated (-Galactosidase (SA-B-gal) Staining Kit (Cell Signaling Technology, Danvers,
USA) bestimmt. Zuséatzlich wurden die Zellkerne mittels DAPI (4',6-Diamidin- 2'-
phenylindoldihydrochlorid) visualisiert. Hierfir wurden Zellen in einer Dichte von
4000 Zellen/ cm2 in 6- Well Platten ausplattiert und fir 48 Std. im jeweiligen Medium
inkubiert. Die DAPI, sowie SA-B-gal Farbungen erfolgten nach Herstellerangaben. Im
Anschluss wurden je Well vier reprasentative Aufnahmen mittels Phasenkontrastmikroskopie
und Fluoreszenzmikroskopie, sowie der CellFlmaging Software (Olympus GmbH,
Hamburg) aufgenommen. Zur Bestimmung der Anzahl seneszenter Zellen wurden
pro Bild die Anzahl aller Zellkerne, sowie die der von blaugrinem Farbstoff

umgebenen Zellkerne bestimmit.

CFU-F Assay

Fir die die Bestimmung der zur Bildung von Kolonien fahigen Zellen in UC-MSC Kulturen
(CFU- F Frequenz) wurden die Zellen in einer Dichte von 50 Zellen/ cm2 in T- 75 Flaschen im
entsprechenden Kulturmedium ausplattiert und Uber einen Zeitraum von acht Tagen
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit einer Losung aus

0,5% Kristallviolett in Methanol fixiert und gefarbt. Die Zellen wurden erneut mit PBS
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gewaschen und Uber Nacht an der Luft getrocknet. Kolonien, welche aus 30 oder mehr

Zellen bestanden wurden unter dem Phasenkontrastmikroskop gezahit.

5.2.5 Histologische Nachweismethoden

Fixierung

Die Fixierung der Zellen mit para- Formaldehyd wurde nach folgendem Protokoll

durchgeflhrt:

v Medium abnehmen

v 2 xmit 500 pl PBS waschen

v 30 min mit 500 pl 4 % para-Formaldehydlésung inkubieren
v 1 x mit 500 ul PBS waschen

v (bei von Kossa den letzten Schritt mehrfach wiederholen)

Alcianblau Farbung

Die Farbung wurde nach folgendem Protokoll durchgefihrt:

v 3 min mit 500 pl Essigsaure (3 %) waschen

v 30 min mit 500 pl Alcianblau Farbeltsung inkubieren
v 3 x mit 500 ul Essigsaure (3 %) waschen

v 2 X mit 500 ul 44H,O waschen

v Dokumentation

Alizarin Rot Farbung

Die Farbung wurde nach folgendem Protokoll durchgefihrt:
v 2 X mit 500 ul 44H,O waschen
v 15 min mit 250 pl Alizarin Rot S Losung inkubieren

v 5x mit 500 ul 44H,O waschen

v Dokumentation
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Oilred O Féarbung

Die Farbung wurde nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

v 2 X2 min mit 500 ul Ethanol (50 %) waschen

v 20 min mit 500 pl Oil Red O L&ésung inkubieren
v 2 X 3 min mit 500 ul Ethanol (50 %) waschen

v 1 x5 min mit 500 yl PBS waschen

v Dokumentation

von Kossa Farbung

Die Farbung wurde nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

v 1 xmit 500 pl 44H,O waschen

v 30 min mit 500 pl AgNOs-L6sung im Dunkeln bei RT inkubieren

v 3 xmit 500 ul 44H,O waschen

v mit 500 ul Entwicklerlésung inkubieren und die Reaktion je nach Starke der
Farbung durch Abnehmen der L6sung stoppen

v 3 x mit 500 ul 44H,O waschen

v Dokumentation

5.2.6 Monoparametrische Analyse des Immunphanotyps von UC-MSCs

Die beschriebenen Arbeiten wurden von Dr. Pierre Moretti durchgefiihrt %3,

Primare UC-MSCs wurden zunéchst mittels Accutase geerntet, zweimal mit kaltem
Blockierpuffer (PBS mit 2% FCS) gewaschen und in einer Konzentration von 1 x 10°
Zellen/ ml resuspendiert. Die Farbung erfolgte durch Zugabe von 20 ul einer vorverdiinnten
Antikdrperlosung zu 100 pl der Zellsuspension. Fir die Farbung der Negativkontrolle wurde
der entsprechende Isotypenkontroll- Antikdrper verwendet. Die optimale Konzentration der
Detektionsantikérper wurde fiir jedes Experiment mittels Titration bestimmt. Eine Ubersicht

der eingesetzten Konzentrationen ist der folgenden Tabelle gegeben.
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Antibody Volume Blocking pg antibody/

Antibody [uL] buffer [uL] test
Test antibody anti CD34-PE-Cy5 15 185 0.01
Test antibody anti CD45PE-Cy5 6 14 0.01
Isotype control BD mouse IgG1, k PE-Cy5 15 185 0.01
Test antibody anti CD44-PE 2 18 0.03
Test antibody anti CD73-PE 4 16 0.03
Isotype control BD mouse IgG1, k PE 0.5 195 0.03
Test antibody anti CD105-PE 0.5 195 0.05
Isotype control Invitrogen mouse IgG1, (R-PE) 0.5 195 0.05
Test antibody anti HLA-I-FITC 1 19 0.80
Test antibody anti CD90-FITC 1 99 0.10
Test antibody anti CD31-FITC 1.3 18.7 0.10
Isotype control BD mouse IgG1, k FITC 2 18 0.10

Nach einer Inkubationszeit von 20 min bei RT im Dunkeln wurden 400 pl Blockierpuffer hinzu
gegeben und die Zellen mit dem EPICS XL/MCL Durchflusszytometer analysiert. Mindestens
10.000 Ereignisse im entsprechenden gate wurden auf einer LOG Fluoreszenz Skala erfasst.
Lebende Zellen wurden in einem dot plot aus forward gegen side scatter Signalen

gegatet %,

5.2.7 Counterflow Centrifugal Elutriation (CCE)

Die CCE wurde mit dem Elutriator Beckmann J6- MC, dem Rotor JE- 5.0 und der 5 ml
Elutriationskammer (Beckman Coulter GmbH, Krefeld) durchgefihrt. Die zuvor geernteten
Zellen wurden in PBS aufgenommen und in die Kammer mittels eines , digital flow controlers*
(Cole-Palmer Instruments Inc., Chicago, IL, USA) injiziert (Rotation: 1600 rpm bei RT).
Fraktionen von je 50 ml der elutriierten Zellen wurden durch sukzessives Erhthen der
Pumprate gesammelt.

Beispielhafte Ergebnisse eines Elutriationsexperiments sind in untenstehender Tabelle

gezeigt.
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Fraktion FIussr{;\te durchschn. Zellviabilitat

(ml/ min) Duschmesser (um) (%)

1 12 10,43 61,21

2 15 13,27 73,5

3 2,0 14,43 73,2

4 2,8 16,68 77,7

5 4,0 18,88 66,1

6 6,0 19,96 58,0
Mischpopulation (Kontrolle) 14,67 76,2

5.2.8 Reverse Transkriptase (RT)- PCR

Isolierung von RNA

RNA wurde mit Hilfe des ,RNeasy Plus Mini Kit“ isoliert. Die zu analysierenden Zellen
wurden zunéchst geerntet und das Zellpellet in 0,5 ml RLT-Puffer (Lysispuffer mit 1 % B-
Mercaptoethanol) resuspendiert und fur 1 min inkubiert. Die Lésung wurde anschlieRend mit
einer Pipette homogenisiert, fir 10 min auf Eis inkubiert und dabei mehrmals gevortext.

Alle weiteren Schritte erfolgten nach Herstellerangaben. Die Konzentration, sowie Reinheit

der RNA wurde mittels des Spektralphotometers NanoDrop 1000 Gberpruft.

Reverse Transkriptase Reaktion

Die Reverse Transkriptase Reaktion erfolgte nach folgendem Protokoll:

v Uberfiihre 2 pg der isolierten RNA in ein Reagiergefal

v Fuge 3 ul der oligo-dT- Primer Losung hinzu

v Stelle das finale Volumen auf 21 pl mit RNAse freiem Wasser ein
v Denaturiere fir 5 min bei 65 °C

v Platziere die Losung fur 1min auf Eis

v Flge 8 pl 5x M- MLV Puffer hinzu

v Fuge 4 pl dNTPs hinzu

v Fuge 6 pl RNAse freies Wasser hinzu

v Flige 1 pl Reverse Transkriptase (MLV RT) hinzu

v Inkubiere die Losung fur 1 Std. bei 37 °C
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Polymerase- Kettenreaktion (PCR)

Die PCR wurde nach folgendem Protokoll durchgefihrt:

Zusammensetzung des PCR- Mix :

v 10 uL 5x Puffer (HotOls)

v 4 uyL dNTPs

v 1 UL forward Primer

v 1 UL reverse Primer

v 1 uL cDNA

v 0.25 uL HotOls DNA-Polymerase
v 32.75 uL PCR Wasser

v Denaturiere fir 5 min bei 95 °C

Folgendes Protokoll wurde fur die Reaktion im Thermocycler verwendet:

Schritt Dauer Temperatur
Denaturieren 30 sec 95 °C
Hybridisierung der Primer 30 sec Siehe Primer
Synthese 30 sec 72 °C

Anzahl der Zyklen: 30

Agarosegelelektrophorese

Die Analyse der PCR erfolgte mittels Elektrophorese (2% Agarose, 100 Volt).
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