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Zusammenfassung:

Die ex vivo Expansion himatopoietischer Zellen ist eine bedeutende Technologie mit einem
breiten Spektrum klinischer Applikationen. In dieser Arbeit wurde als Kultivierungskonzept
die ex vivo Simulation des menschlichen Knochenmarks gewihlt, die technisch durch die
Kokultur hé@matopoietischer und stromaler Zellen im Festbettreaktor realisiert wurde. Dabei
werden die Zellen auf pordsen Collagen-Trigern immobilisiert. Als Screeningsystem wurde
der Miniatur-Schlaufenreaktor etabliert. Fiir die Versorgung mit Prim#irmaterial war der
Aufbau einer Zellbank (CD34"-Zellen aus Nabelschnurblut) erforderlich. In vorbereitenden
Untersuchungen wurden zwei stromale Zelllinien charakterisiert und die Zellernte der
hématopoietischen Zellen durch enzymatische Lyse der Triiger etabliert. Die Optimierung
verschiedener, fiir die immobilisierte Kokultur relevanter Parameter erfolgte im Miniatur-
Schlaufenreaktor, wobei die mononuklediren Zellen (MNC) bis zu 454fach, die
koloniebildenden Zellen (CFC) bis zu 26fach und die Cobblestone-Area-Forming-Cells
(CAFC) bis zu 18fach expandiert wurden. Im immobilisierten System konnte selbst die
Population der SCID-Maus repopulierenden Zellen (SRC) erhalten werden, die im parallel
betriebenen Suspensionssystem nicht mehr nachgewiesen werden konnte. Das zeigt, dass die
Kokultur in Bezug auf Unterstiitzung und Vermehrung der frithen Vorliduferzellen der
Suspensionskultur iiberlegen ist. Auf Basis der Optimierung im Miniatur-Schlaufenreaktor
konnten die hdmatopoietischen Zellen auch im Festbettreaktor erfolgreich expandiert werden,
wobei die Kokultur mit der Stromazelllinie SI/SI und den Standardzytokinen (IL-3, TPO, SCF
und FL) zu den besten Resultaten fiihrte. So konnten die MNC maximal 103fach, die CFU-
GM 114fach und die CAFC 15fach expandiert werden. Diese Expansionsdaten entsprechen
einem medizinischen Maf3stab, wodurch die klinische Relevanz dieser Ergebnisse belegt ist.

Abstract:

The ex vivo expansion of hematopoietic cells is an important technique for many medical
applications. The cultivation concept in this study was the ex vivo simulation of the human
bone marrow by co-culture of hematopoietic and stromal cells in a fixed-bed bioreactor.
Thereby the cells are immobilized on macroporous collagen microcarriers. A miniaturized
loop-reactor was established for screening purposes. For the full supply with primary CD34"-
cells a cord blood bank was built up. In preliminary investigations two stromal cell lines were
characterized and the harvest of immobilized cells established by enzymatic lysis of the
carriers. The relevant parameters for the co-culture were optimized in the miniaturized loop-
reactor. In this system the mononuclear cells (MNC) were expanded up to 454 fold, the
colony-forming-cells (CFC) up to 26 fold and the cobblestone-area-forming cells (CAFC) up
to 18 fold. In this system the SCID-mouse repopulating cells (SRC) were maintained in
contrast to a parallel cultivation in a suspension system. This demonstrates the positive effect
of the stromal based, immobilized culture compared to the suspension culture of this cells.
Based on the optimization in the screening system the hematopoietic cells were successfully
expanded in the fixed-bed bioreactor. The co-culture with the stromal cell line SI/S1 and the
cytokines IL-3, TPO, SCF and FL led to the best results. In this system the MNC were
expanded maximal 103 fold, the CFU-GM 114 fold and the CAFC 15 fold. These data
correspond the medical yardstick demonstrating the clinical relevance of the results presented
in this study.
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1. Einleitung

,,Alles Leben ist an die Zelle gebunden, und die Zelle ist nicht blof das GefiB des Lebens, sie
ist selbst der lebende Teil.“ (Rudolf Virchow).

Seit 1907 das erste Mal gezeigt wurde, dass Gewebe von Tieren ex vivo, also auBerhalb des
Korpers, am Leben erhalten werden konnen (Harrison, 1907), ist die Entwicklung der
Zellkultur eng mit medizinischen Fragestellungen verbunden.

Die erste kommerzielle Anwendung von tierischen Zellkulturen war die Produktion von
Viren, die heute noch im groen MaBstab als Impfstoffe eingesetzt werden. Weiterhin stehen
Proteine mit potentiellem therapeutischem Nutzen im Vordergrund, die von tierischen Zellen
sekretiert werden, wie z.B. der Blutgerinnungsfaktor VIIL. Nicht zuletzt ist in der Produktion
von monoklonalen Antikérpern, die in der Diagnostik und Therapie eingesetzt werden, durch
Hybridomzellen ein weites Anwendungsgebiet der Zellkultur zu sehen (Primrose, 1990).

Alle diese Produkte sind von Zellen sekretierte Proteine, die in 1dslicher Form klinische
Anwendung finden. Eine neue Kategorie von Medikamenten stellen in vielfdltigen
medizinischen Gebieten die Zellen selbst dar, wie z.B. in einer Gentherapie, bei
Transplantationen nach einer Hochdosis-Chemotherapie oder bei einer adoptiven
Immuntherapie (Nordon und Schindhelm, 1996). Dabei sind héufig blutbildende Zellen, also
die Zellen des hiimatopoietischen Systems (aus dem Griechischen haima = Blut und poiesis =
Produktion), die Ansatzpunkte der Therapien, was vor allem durch die Bedeutung der
Blutzellen fiir die immunologische Abwehr des menschlichen Organismus begriindet ist.

Ein neuer, schnell wachsender Teil der Biotechnologie ist der Versuch, funktionelle lebende
humane Gewebe ex vivo aufzubauen. Diese Bemiihungen konnen als logische
Weiterentwicklung der Verwendung reiner Kulturen einzelner Zelltypen gesehen werden, die
zur Produktion der sekretierten Proteine eingesetzt werden (Palsson et al., 1993). Das
Nachahmen von verschiedenen Geweben erfordert komplexe Systeme, die die Entwicklung
und Kultivierung gemischter Zellpopulationen unterstiitzen. In diesem als ,tissue
engineering” bezeichneten Bereich stellt der Aufbau eines kiinstlichen hdmatopoietischen
Systems sowohl aufgrund der hohen Komplexitiit der Hdmatopoiese als auch in Bezug auf die

signifikanten klinischen Indikationen eine besondere Herausforderung dar.
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Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, ein Kultursystem aufzubauen, das den hohen
Anforderungen der Erhaltung und Expansion himatopoietischer Stamm- und Vorlduferzellen
entspricht. Dabei wurde der Ansatz einer Kokultivierung himatopoietischer Zellen mit
stromalen Zellen (stroma: griechisch fiir Bett) gewihlt, um das natiitliche Umfeld der
Himatopoiese, das Knochenmark, zu simulieren. Als Kultursystem diente u.a. ein
Festbettreaktor, der am Institut fiir Biotechnolgie der Forschungszentrum Jiilich GmbH
konstruiert und weiterentwickelt wurde (Schréder, 1997; Schmidt, 2000). Die Zellen werden
in diesem System durch Immobilisierung auf makropordosen Mikrotrigern im Reaktor
zuriickgehalten und kSnnen so in hohen Zelldichten, dem natiirlichen Kompartiment
entsprechend, kultiviert werden.

Das Konzept der vorliegenden Arbeit ist in Abbildung 1-1 vorgestellt. Aufgrund der
Komplexitiit der Himatopoiese wurden zuerst die Grundlagen der biologischen Komponenten
und des Kultivierungsprinzips untersucht, wobei ein neuartiges Screeningsystem, der
Miniatur-Schlaufenreaktor, etabliert worden ist. In diesem miniaturisierten System erfolgte
anschliefend die Optimierung von biologischen und prozesstechnischen Parametern. Im

abschlieBenden Schritt wurden diese FErgebnisse auf das Produktionssystem, den
Festbettreaktor, iibertragen.

Kokultur hiimatopoetischer Zellen
Ubertragung der Ergebnisse aus dem Screeningsystem
Biologische Aspekte Prozessfithrung
Stromalq Zellen Zelldichte
Medw}m Zellverhiltnis
Zytokine Kulturdauer
Fiitterungsstrategie
Hiimatopoetische Zellen Stromale Zellen Kultivierung
Zellbank Charakterisierung  Etablierun i .
b g des Screeningsystems [
KryAt}J{frelnlgl}ng Kokultur Auswahl der Mikrotréger
12 onservierung Immobilisierung
ultivierung Zellernte
Zytokinstabilitzit

Abbildung 1-1: Konzept der vorliegenden Arbeit
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2. Theoretischer Hintergrund

2.1. Die Hiimatopoiese

Die Himatopoiese beruht auf einer Hierarchie von Zellen, an deren Anfang eine Population
pluripotenter (= viele Méglichkeiten in sich tragend), hdmatopoietischer Stammzellen steht
(Abbildung 2-1). Von dieser Stammzelle ausgehend entwickeln sich iiber verschiedenste
Zwischenstufen alle reifen Blutzellen, die die vielfdltigen Aufgaben des Blutgewebes erfiillen.
Dieses System zeichnet sich durch eine extreme Komplexitdt aus. Die Faktoren, die die
Entwicklung des Blutes beeinflussen, reichen von verschiedenartigsten Zelltypen iiber
16sliche Substanzen bis hin zu Reaktionen, die nur iiber direkten Zell-Zellkontakt entstehen.
Auch wenn viele Details der Himatopoiese mittlerweile entschliisselt sind, ist das

Gesamtsystem immer noch unverstanden.

2.1.1. Die himatopoietische Stammzelle

Das Konzept der pluripotenten, himatopoietischen Stammzelle wurde 1924 von Maximow
eingefiihrt. Er postulierte, dass alle reifen Blutzellen von einer einzigen Klasse
Vorlduferzellen abstammen. Bis heute gibt es allerdings keine Methode, die
hdmatopoietischen Stammzellen direkt nachzuweisen, da die Haupteigenschaften dieser
Zellen Fihigkeiten sind, die sie in der Zukunft entwickeln konnen. Um diese analysieren zu
konnen, muss die Zelle aus ihrer natiirlichen Umgebung genommen werden, wodurch sie
unvermeidlich verindert wird. Daraus resultiert ein eingeschrinktes Spektrum ihrer
moglichen Reaktionen (Potten und Loeffler, 1990).

Nach einer Definition von Potten und Loeffler (1990) konnen die Eigenschaften einer
Stammzelle wie folgt zusammengefasst werden: A) Fihigkeit zur Proliferation, B) Féhigkeit
der Selbsterhaltung, C) Produktion groBer Zahl weiter differenzierter und funktionaler
Vorliduferzellen, D) Regenerierung des Gewebes nach Verletzung und E) Flexibilitdt in der
Verwendung dieser Optionen. Ubertragen auf die Himatopoiese bedeutet das, dass
pluripotente, héimatopoietische Stammzellen eine Population darstellen, die neben der
Selbsterneuerung die Moglichkeit hat, in alle Blutzelllinien zu differenzieren (Miiller-Sieburg
und Deryugina, 1995). Dadurch ist die konstante Produktion von reifen Blutzellen
gewihrleistet (Lemischka, 1997). Mehr als 90% der hdmatopoietischen Stammzellen befinden
sich allerdings im Go-Stadium, das heiBit, sie sind nicht im Zellzyklus (Strauss et al., 1991).
Diese Strategie dient dazu, die genetische Stabilitéit dieser Zell-Population zu erhalten. Bei
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jeder Teilung besteht die Gefahr von Mutationen, die im Verlauf von vielen Teilungen
akkumulieren wiirden und somit zu Defekten fiihren konnten (Lajtha, 1979).

Bei einer Verletzung des Gewebes, z.B. durch Blutverlust, ist eine erhéhte Produktion von
Zellen erforderlich. Dabei muss das Gleichgewicht zwischen Differenzierung und
Selbsterneuerung der Stammzellen erhalten bleiben. Unabhéngig vom Zellbedarf
differenzieren nur maximal 40% der Stammzellen aus, damit diese Population ebenfalls
wieder regeneriert werden kann (Lajtha, 1979). Die replikative Lebensspanne einer

Stammzelle ist proportional zu der Lebensdauer des Herkunftsorganismus (Lansdorp, 1997).

2.1.2. Das himatopoietische System

Der Stammbaum des hidmatopoietischen Systems, basierend auf der pluripotenten
Stammzelle, ist vereinfacht in Abbildung 2-1 dargestellt. Der erste entscheidende
Differenzierungsschritt  filhrt von der Stammzelle zu den myeloiden (=
knochenmarkéhnlichen) bzw. lymphoiden (= lymphozytenidhnlichen) Stammzellen.

Aus den linienspezifischen Stammzellen entstehen weiterspezialisierte Vorliuferzellen, die
auch Progenitoren genannt werden. Aus diesen gehen schlieBlich die reifen Blutzellen hervor.
In der lymphoiden Linie stehen die T- und B-Lymphozyten und die Natiirlichen Killerzellen
(NK-Zellen) am Ende der Entwicklung. Die myeloide Reihe verzweigt sich vielfiltiger und
bringt tiber diverse Zwischenstadien alle iibrigen Blutzellen hervor: Erythrozyten,
Thrombozyten, Granulozyten und Monozyten/Makrophagen.

Im Verlauf der Blutbildung nimmt demnach von der Stammzelle ausgehend die Pluripotenz
ab, die Fahigkeit zur Selbsterneuerung sinkt, und die Zellen werden zunehmend aktiviert
(Lemischka, 1997). Diese Entwicklung ist ein flieBender Prozess, der durch die
Differenzierungsstufen in Abbildung 2-1 nur angedeutet ist. Die verschiedenen
Vorlduferzelltypen entsprechen Zellen, die durch spezielle biologische Assays nachgewiesen
werden konnen (Kapitel 2.1.3.).

Die wesentlichen zelluldren Vorginge bei der Hématopoiese sind Proliferation und
Differenzierung. Die Proliferation dient auf der Ebene der Stammzellen der Selbsterneuerung,
wobei sich diese Teilungen sehr langsam vollziehen. Die festgelegten Vorlduferzellen

dagegen teilen sich zwar schnell, dafiir aber nicht unbegrenzt hiufig (Reems und Torok-Storb,

1995; Reddy et al., 1997). Als Differenzierung wird der Vorgang bezeichnet, bei dem sich

eine Zelle zu einer offensichtlich spezialisierteren Zelle umwandelt (Alberts et al., 1997)
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Pluripotente Stammzellen

Pluripotente myeloide / v\ Pluripotente lymphoide

Progenitorzellen Progenitorzellen

BFU-E CFU-Meg

@
' v ' NK- |
Mega- Pre- Pre- Progenitor-
CFU-E karyozyten CFU-M CFU-G CFU-Eo CFU-Ba B Zellen TZellen zellen
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Abbildung 2-1: Das hiimatopoietische System (CFU = colony forming unit, BFU = burst forming
unit, E = Erythrozyten, Meg = Megakaryozyten, G = Granulozyten, M = Monozyten/Makrophagen,
Eo = Eosinophil, Ba = Basophil, NK = Natlirliche Killerzellen)

Das Blut hat im menschlichen Organismus viele Funktionen, die unmittelbar mit seinen
Bestandteilen im Zusammenhang stehen. Die Funktionen der Blutzellen lassen sich in die
Kategorien Immunabwehr, Transport und Blutgerinnung einteilen. Die weiflen Blutzellen der
myeloiden und lymphoiden Reihe werden als Leukozyten zusammengefasst und sind die
wesentlichen zelluliren Komponenten der Immunabwehr. Die Granulozyten, Monozyten und
Makrophagen sind Zelltypen, die die unspezifische, angeborene Immunitit vermitteln. Die
spezifische, antigenvermittelte Immunitéit basiert dagegen auf den B- und T-Lymphozyten.
Die Erythrozyten iibernehmen den Transport von Atemgasen zwischen der Lunge und den

Geweben. Die Blutgerinnung wird durch die Thrombozyten eingeleitet (Faller, 1995; Janeway
et al., 1999).
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2.1.3. Detektion hiimatopoietischer Zellen

Detektion iiber Oberflichenmolekiile

Die himatopoietischen Zellen differenzieren in verschiedenen Stufen, die sich durch das
Auftauchen oder den Verlust von spezifischen phénotypischen Eigenschaften auszeichnen.
Dabei werden fiir das jeweilige Entwicklungsstadium charakteristische Oberflédchenmolekiile
exprimiert. Solche Strukturen auf der Zelloberfliche werden nach der CD-Nomenklatur
(clusters of differentiation) benannt. Diese Klassifizierung beruht auf der Unterscheidung von
Oberflichenmolekiilen iiber spezifische monoklonale Antikorper (Singer et al., 1994; Shaw,
1994). Reife Blutzellen kénnen zusitzlich auch iiber ihre Morphologie unterschieden werden.
Das wichtigste Oberflichenmolekiil, das im hidmatopoietischen System die pluripotenten
Stammzellen bis hin zu Vorlduferzellen exprimieren, ist CD34. Der erste monoklonale
Antikdrper gegen CD34 wurde von einer Hybridomzelle produziert, die aus einer mit der
himatopoietischen Zelllinie KG-1a immunisierten Maus isoliert wurde (Civin et al., 1984).
AuBer auf hdmatopoietischen Zellen ist dieses Molekiil auch auf Endothelzellen und
embryonalen Fibroblasten gefunden worden (Krause et al., 1996). CD34 ist ein
hochglykosyliertes Transmembranprotein mit einem Gewicht von 90-120 kDa, das der
Sialomucin-Familie angehdrt (Krause et al, 1996). Im Knochenmark, dem Ort der
Hamatopoiese (Kapitel 2.2.2.), sind 1,7% der Zellen CD34 positiv (McAdams et al., 1996 c).
In der Population der CD34"-Zellen sind sowohl koloniebildende Zellen, LTC-IC (Long-
Term Culture-Initiating Cells) als auch Maus-repopulierende Zellen angereichert (Krause et
al., 1996; Hogan et al., 1997), was die Bedeutung dieses Markers fiir die Detektion der
Stamm- und Vorlduferzellen verdeutlicht. Auf das Konzept der erwihnten Assays wird spiter
in diesem Kapitel eingegangen. Die Funktion von CD34 wihrend der Hématopoiese ist nicht
vollstindig geklédrt. Liganden fiir CD34 sind E- und L-Selektin, die auf Endothelzellen
exprimiert werden (Barclay et al., 1997), was neben anderen Untersuchungen auf eine
Funktion als Adhisionsmolekiil schlieBen lisst (Rafii et al., 1994). Durch die Induktion der
Differenzierung wird die mRNA fiir CD34 herunter reguliert (Krause et al., 1996), was eine
grundlegende Bedeutung von CD34 fiir die Entwicklung der himatopoietischen Zellen

beweist.

Neuere Untersuchungen stellen CD34 als Stammzellmarker in Frage. So konnte 1998

mehrfach gezeigt werden, dass CD34'Zellen, die keine Marker reiferer Stadien aufweisen,

ebenfalls bestrahlte, immundefiziente Mzuse repopulieren konnen (Bathia et al., 1998;

Zanjani et al., 1998). Andere Arbeiten konnten dieses Verhalten nicht belegen (Fujisaki et al.,
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1999; Kim et al., 1999). Basierend auf den Untersuchungen von Sato und Mitarbeitern (1999)
stellte Goodell (1999) die Theorie auf, dass es eine kleine Population ruhender Stammzellen
gibt, die CD34" sind und durch Aktivierung CD34 exprimieren (Abbildung 2-2). Es konnte
gezeigt werden, dass dieser Prozess reversibel ist (Sato et al., 1999; Nakamura et al., 1999).

CD34 CD34" CD34°

Ruhende Aktivierte Differenzierende
Stammezelle Stammzelle Vorlduferzelle

Abbildung 2-2: Modell der CD34 Expression der himatopoietischen Stammzellen im Knochenmark
(nach Goodell, 1999)

Die durchflusszytometrische Charakterisierung der hidmatopoietischen Zellen erfolgt noch
iiber weitere Oberflichenmarker, die unter Angabe ihrer Funktion in Tabelle 2-1
zusammengefasst sind. Neben diesen Markern wird auch noch HLA-DR (human leukocyte
antigen) gemessen, das auch als Haupthistokompatibilitdtskomplex II bezeichnet wird. Dieses
Molekiil ist an der Antigenerkennung von CD4*-T-Lymphozyten beteiligt.

Tabelle 2-1: Oberfliichenmarker, die der Charakterisierung himatopoietischer Zellen dienen (Barclay
et al., 1997; nur die wichtigsten Funktionen und Bezeichnungen genannt)

CD-Nomenklatur Andere Bezeichnungen Funktion

CD33 — Bindung an Sialoglycokonjugate,
vermittelt Zell-Zell Adhidsion

CD38 T10 NAD Glykohydrolase

CDA45 L-CA Signalvermittlung iiber Antigen-

(leucocyte common antigen) rezeptoren, Phosphatase

CD90 Thy-1 Unbekannt, vermutlich zelluldre
Erkennung und Adhésion

CD117 c-kit Rezeptor fiir das Zytokin SCF (stem cell
factor)

CD135 FLT3 Rezeptor fiir das Zytokin FLT3 Ligand,

(fetal liver tyrosinkinase 3)  Rezeptortyrosinkinase

Die Expression der verschiedenen Oberflichenmolekiile auf Stamm- und Vorlduferzellen ist
stark vereinfacht in Abbildung 2-3 dargestellt. Es ist deutlich zu erkennen, dass die Anzahl
der exprimierten Oberflichenmarker mit zunehmender Reife der Zellen ansteigt. Die ruhende
Stammzelle zeichnet sich demnach dadurch aus, dass sie sehr wenig Oberflichenmolekiile
triigt. Dabei ist zu beriicksichtigen, dass nicht nur die Anwesenheit eines Molekiils, sondern

auch die Hiufigkeit der Expression eine wesentliche Rolle spielt. So ist c-kit auf ruhenden
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Stammzellen nur sehr schwach exprimiert, wohingegen bei aktivierten Stammzellen die
Expression dieses Markers sehr hoch ist (Lyman und Jacobsen, 1998). Im Gegensatz dazu
wiesen Sakabe und Mitarbeiter nach (1998), dass in CD34", c-kit™ Zellen vor allem LTC-IC
angereichert waren, die zwischen der aktivierten Stammzelle und der CFU-GEMM

einzuordnen ist.

CDh34
Thy-1(CD%)
c-kit (CD117)

Ruhende Stammzelle Aktivierte Stammzelle Vorliuferzelle (CFU-GEMM)

Abbildung 2-3: Vergleich der Expression verschiedener Oberflichenmolekiile auf Stamm- und
Vorlduferzellen

Die Expression von Thy-1 auf Zellen, die den héimatopoietischen Stammzellen nahekommen,
ist vielfach beschrieben (Baum et al., 1992; Craig et al., 1993; Murray et al., 1995). CD38
wird zwar nicht von Stammzellen exprimiert, spielt aber fiir die Myelopoiese eine
entscheidende Rolle (Todisco et al., 2000).

Weitere Oberflichenproteine, die als Stammzellmarker angesehen werden, sind AC133
(Miraglia et al., 1997; Yin et al., 1997) und KDR bzw. VEGEF-Rezeptor 2 (= Vascular
Endothelial Growth Factor) (Ziegler et al., 1999). Gallacher und Mitarbeiter haben gezeigt
(2000), dass CD34", AC133* Zellen immundefiziente Mzuse repopulieren konnten. Das
wiirde dafiir sprechen, dass AC133 ein noch friiherer Marker als CD34 ist bzw., iibertragen
auf das Modell von Goodell, auch auf ruhenden Stammzellen exprimiert wird. Ein weiteres
Oberfldchenmolekiil, das fiir hidmatopoietische Zellen bedeutend ist, ist CXCR4, der Rezeptor
des Chemokines SDF-1 (Stromal Cell-Derived Factor-1). CXCR4 scheint eine besondere
Rolle beim Einnisten der himatopoietischen Zellen ins Knochenmark zu haben, da es die
Migration durch Endothelzellen vermittelt (Mbhle et al., 1998; Peled et al.,, 1999). An der

Generierung und Expansion frither Vorlduferzellen ist CXCR4 ebenfalls beteiligt (Kawabata
et al., 1999).
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Detektion iiber biologische Assays

Dorrell und Mitarbeiter (2000) expandierten Zellen, die phénotypisch Stammzellen dhnlich
sind (CD34", CD38" ), aber nicht alle in Msusen als solche nachgewiesen werden konnten.
Das zeigt deutlich, dass der Phénotyp und die Funktion der Zellen nicht unbedingt
ibereinstimmen, und somit funktionelle biologische Assays zur Analytik der Zellen
erforderlich sind.

Die Art der funktionellen biologischen Assays ist sehr vielfdltig, aber die Methoden lassen
sich in 2 Kategorien einteilen: Die ex vivo und die in vivo Assays. In Abbildung 2-4 sind
verschiedene dieser Assays in Bezug auf die Stellung der detektierten Zellen innerhalb des

héimatopoietischen Systems zusammengefasst.

Ex vivo Assays In vivo Assays
Pluripotente Stammzelle Grad der Ausdifferenzierung
Niedrig
ML-IC (8-14 Wochen) SRC
LTC-IC (8 Wochen)
CAFC (6 Wochen)
CFC (2 Wochen)
\{
L0088 00080€ Hoch

Reife Blutzellen

Abbildung 2-4: Hierarchie der Zellen im hdmatopoietischen System und der verschiedenen
funktionellen Assays zur Detektion (nach Graham und Wright, 1997)

Die ex vivo Assays gliedern sich in 2 Klassen: Quantitative klonogene Assays und Assays von
Zellen, die himatopoietische Proliferation und Differenzierung auf stromalen Kulturen
initiieren.

Die sogenannten ,colony forming cell assays“ (CFC = colony forming cells, Kolonie-
bildende Zelle oder auch CFU = colony forming units, Kolonie-bildende Einheit) basieren
darauf, dass Vorlduferzellen eines bestimmten Reifegrads in semisoliden Medien innerhalb
von 2 Wochen Kolonien reifer Zellen bilden, deren Morphologie und Zelltypen dem Potenzial
der Vorliduferzelle entsprechen. So entstehen aus der Progenitorzelle CFU-GEMM
Granulozyten, Erythrozyten, Makrophagen und Megakaryozyten, aus einer CFU-G dagegen

nur Granulozyten (Arseniev und Griesel, 1998). Die Stellung der verschiedenen CFC im
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himatopoietischen System ist in Abbildung 2-1 dargestelit. Die ersten dieser Kurzzeitkulturen
wurden noch in Anwesenheit stromaler Zellen durchgefiihrt (Ichikawa et al., 1966),
wohingegen heute rekombinante Zytokine die Entwicklung der verschiedenen Kolonien
unterstiitzen.

Im Gegensatz zu den CFC-Assays werden in stromahaltigen Langzeitkulturen Zellen
nachgewiesen, die noch eine extensive Kapazitit zur Selbsterneuerung haben. Nach 4
Wochen sind die CFC in diesen Kulturen ausdifferenziert und sterben ab. Die Zellen, die dann
noch nachzuweisen sind, reprisentieren primitive Vorliduferzellen. Im Cobblestone-Area-
Forming Cells-Assay (CAFC, Kopfsteinpflaster bildende Zellen) werden nach 6 Wochen
Kokultur die Zellen ausgezdhlt, die in der Gewebekulturplatte einen dichten,
kopfsteinpflasterdhnlichen Zellrasen ausbilden und dadurch ihre Fahigkeit zur
Langzeitproliferation beweisen (Breems et al., 1994). Der Long-Term Culture-Initiating Cells
(LTC-IC)-Assay ist eine Erweiterung des CAFC-Assays um eine zweiwochige Kultivierung
in zytokinhaltigem, semisolidem Medium. Dadurch werden die Zellen nachgewiesen, die
nach der Langzeitkultur noch die Kapazitiit haben, Kolonien auszubilden (Sutherland und
Eaves, 1994). Die Quantifizierung solcher Assays erfolgt iiber eine limitierende
Verdiinnungsreihe (LDA = limiting dilution assay) (Weaver et al., 1997). Die Frequenz der
LTC-IC und CAFC ist stark von der verwendeten Stromazelle fiir die Kokultur abhingig
(Bertolini et al., 1997). In Abbildung 2-4 sind die CAFC etwas ausdifferenzierter als die LTC-
IC, aber in eigenen Untersuchungen konnte kein Unterschied zwischen der Frequenz der
CAFC und LTC-IC unter den gegebenen Kulturbedingungen festgestellt werden. Durch eine
Verlingerung der Kulturdauer auf bis zu 14 Wochen wird in sogenannten Extended Long-
Term Cultures (ELTC) versucht, noch unreifere Zellen nachzuweisen (Ploemacher, 1997;
Ramsfjell et al., 1999).

Die beschriebenen Langzeitassays sind in ihrer Aussagekraft eingeschriinkt, da nur der
Nachweis der myeloiden Zelllinien in Kultur erfolgt. Vor kurzem wurde eine neue ex vivo
Methode, der ML-IC-Assay (Myeloid—Lymphoid—Initiating Cells) entwickelt, der sowohl die
Entwicklung myeloider als auch lymphoider Zellen nachweist (Punzel et al., 1999). Diese
Methode beruht auf einer Erweiterung der Kulturdauer und der Kombination verschiedener
Kulturbedingungen.

Die stromahaltigen ex vivo Assays basieren auf einer Annidherung an die in vivo Bedingungen

im Knochenmark, weshalb die logische Weiterentwicklung die Detektion hiimatopoietischer
Zellen in verschiedenen Tiermodellen ist.
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Das am meisten verwendete Tiermodell ist die Transplantation humaner himatopoietischer
Zellen in immundefiziente Méuse, vor allem in Tiere, die den SCID-Defekt (Severe
Combined Immuno-Deficiency) tragen (Baum et al., 1992; Lapidot et al., 1992). In das
Knochenmark der Miuse eingesiedelte humane hidmatopoietische Stammazellen proliferieren
in den zuvor bestrahlten SCID-Miusen und differenzieren in alle Vorldufer- und reifen
Blutzellen aus. Humane Zellen, die in den Méusen die Hématopoiese rekonstituieren, werden
als SCID Repopulating Cells (SRC) bezeichnet. Da viele vor allem auf die Stammzellen
wirkende Zytokine nicht Spezies-spezifisch sind (Miiller-Sieburg und Deryugina, 1995), ist
die Entwicklung der humanen Zellen moglich. Allerdings wird die Effizienz des Einnistens
und der Erhalt der humanen Zellen in der Maus durch Kotransplantation humaner
Stromazellen (Dao et al., 1997) oder Fibroblasten aus der Ratte, die genetisch zur Produktion
von humanen Zytokinen veréindert wurden (Goan et al., 1996), verbessert. Weiterhin erwies
sich die Injektion humaner Zytokine als hilfreich fiir den Erhalt der SRC (Cashman und
Eaves, 1999). Die Quantifizierung der SRC erfolgt iiber LDA (Conneally et al., 1997). Es
reicht allerdings eine SRC aus, um eine Maus zu repopulieren (Bhatia et al., 1997). Allgemein
betrachtet sind die SRC aber eine relativ heterogene Population, die sich wihrend einer ex
vivo Expansion unter bestimmten Kulturbedingungen zu verdndern scheint (Bhatia et al.,
1998; Blundell et al., 1999; Giienchea et al., 1999).

Neben den Mausmodellen werden auch Schafe (Almeida-Porada et al., 1996; Sutherland et
al., 1996; Shimizu et al., 1998) und Affen (Dunbar et al., 1996; Brandt et al., 1999) eingesetzt.
Welcher der verwendeten Assays das am besten geeignete System zur Detektion der
Stammzellen ist, ist bis heute umstritten, wobei die in vivo Assays im Vordergrund stehen
(Verfaillie, 2000).

2.1.4. Produktivitiit des hiimatopoietischen Systems

Das Knochenmark ist in seiner Gesamtheit eines der aktivsten und groéfiten Organe des
menschlichen Korpers. Téglich werden von einem erwachsenen Menschen 100 bis 400
Milliarden reife Blutzellen produziert (Emerson und Taichmann, 1995; Ogawa et al., 1993).
Die Lebensdauer der einzelnen Blutzellen ist vom Zelltyp abhéingig, umfasst aber allgemein
eine relativ kurze Zeitspanne. In Tabelle 2-2 sind beispielhaft die Lebensdauer, Konzentration
im Blut und die Produktivitit fiir 3 verschiedene Blutzelltypen zusammengefasst. Die hohe
Produktionsrate basiert notwendigerweise auf der geringen Lebensspanne der Blutzellen
(Metcalf und Moore, 1971). Unter Stressbedingungen, einer Verletzung oder Infektion, kann
die Produktion der Erythrozyten um Faktor 20-30, der Granulozyten um Faktor 20 und der
Thrombozyten um Faktor 3 gesteigert werden, was die flexible Anpassung des



12 2. Theoretischer Hintergrund

h#matopoietischen Systems an #uBere Umstéinde demonstriert (Emerson und Taichmann,

1995).

Tabelle 2-2: Konzentration, Lebensdauer und Produktion einiger reifer Blutzellen (nach Alberts et al.,
1997; Smith und Yee, 1992; Strengers und van Aken, 1996)

Zelltyp Konzentration im Blut Lebensdauer Produktivitét
[c/mL] [c/min]
Neutrophile Granulozyten 5-10° 6-9 Stunden 4,9-10
Thrombozyten 3.10° 5-10 Tage 3-10 bis 1,2-10°
Erythrozyten 5.10° 4 Monate 1,2:108

Der durchschnittliche Differenzierungsprozess einer Stammzelle zu den reifen Blutzellen
umfasst 23 Teilungen (Schmidt, 2000). Das bedeutet, dass aus einer Stammzelle bis zu 10’
reife Blutzellen entstehen konnen. Aus einer einzelnen CFC werden innerhalb von 2 Wochen
tiber 10° terminal ausdifferenzierte Zellen, was ca. 13 Teilungen entspricht (Eaves und
Lambie, 1995). Wihrend der Erythropoiese erfolgen von der BFU-E noch 11 Teilungen bis
zu den reifen Erythrozyten (Alberts et al., 1997). Young und Mitarbeiter wiesen nach (1995),
dass sich aus einer CD34"-Zelle (ohne Blutzelllinien spezifische Marker) bis zu 2-10*

Vorlduferzellen (Blasten) entwickeln, was ca. 14-15 Teilungen entspricht.
2.2.  Ort und Regulation der Himatopoiese

2.2.1. Entwicklungsbiologie der Hiamatopoiese

Die hématopoietischen Stammzellen sind mesodermalen Ursprungs. Im Verlauf der
Embryonalentwicklung unterscheidet man die primitive und die definitive Himatopoiese. Die
Zellen der primitiven Hématopoiese sind nur im Embryo zu finden (bis Woche 12) und gehen
nach Abschluss dieser Entwicklungsstufen in Apoptose. Diese frilhe Blutbildung findet
hauptséchlich extraembryonal im Dottersack statt, wobei die embryonalen Stammzellen im
Gegensatz zu den fétalen und adulten Stammzellen tiberwiegend im Zellzyklus sind. Im Fotus
(ab Woche 12) erfolgt nur noch die definitive Hématopoiese, aus der schlieBlich auch die
adulten Stammzellen hervorgehen. Die Stammzellen sind wihrend der f5talen Himatopoiese
in der Leber und in der Milz lokalisiert (Zon, 1995; Evans, 1997). Beim Fbtus sind aber auch

im Blutkreislauf zirkulierende Progenitorzellen nachgewiesen worden (Campagnoli et al.,

2000). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der Anteil an CD34*-Zellen im fotalen Blut bis

zur Geburt kontinuierlich sinkt (Engel et al., 1999). Das Vorkommen von CFU-G in
Nabelschnurblut ist aber schon 1974 von Knudtzon beschrieben worden. Wihrend der
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Embryogenese beginnt dann die Einwanderung der hématopoietischen Zellen in das

blutbildende Organ des erwachsenen Menschen, das Knochenmark (Stark, 1975).

2.2.2. Struktar des Knochenmarks

Die Hiamatopoiese findet nach der Geburt und im erwachsenen Menschen im Knochenmark
statt. Wihrend im Kindesalter die Blutbildung noch im Mark sdmtlicher Knochen erfolgt, hat
das Mark der meisten Rohrenknochen bis zum Alter von etwa 20 Jahren diese Funktion
verloren. Es hat sich zu inaktivem, gelbem Knochenmark umgewandelt, dessen Féarbung von
seinem Fettgehalt herriihrt (Faller und Schiinke, 1995). Der hédmatopoietisch aktive Teil ist
das rote Knochenmark, das beim erwachsenen Menschen ca. 50% des Gesamtmarks
ausmacht. Mit seinen 1,5L Volumen macht das Knochenmark ungefdhr 5% des
Korpergewichtes aus. Da das Blutvolumen ca. 5 L betriigt, werden aus 1 mL Knochenmark
ca. 3,5mL Blut gebildet (von Keyserlingk, 1978). Das rote Knochenmark kommt beim
Erwachsenen in den platten und kleinen Knochen der iiberwiegend oberen Extremitéten vor
(z.B. Becken, Rippen, Wirbel und Schiddel). Wenn dieses Knochenmark z.B.
krankheitsbedingt zerstort wird, kann sich die Produktion der Blutzellen manchmal wieder in
die fotalen Bildungsstitten Milz und Leber verlagern (Faller und Schiinke, 1995;
Greenberger, 1991).

Die Struktur des Knochenmarks ist in Abbildung 2-5 anhand eines schematischen
Knochenquerschnitts verdeutlicht. Die festen Bestandteile des Knochens bilden durch kleine
Biilkchen (Trabekel) eine dreidimensionale Struktur, die sich durch viele, kleine Hohlrdume
auszeichnet, die Spongiosa. In diesen Hohlrdumen befindet sich das rote Knochenmark
(Wilkins, 1992).

Die nutritive Versorgung des Knochenmarks erfolgt iiber Arteriolen, die in verschiedenen
Sinus enden. Die Sinus sind weitlumige elastische GefidBe, die ein hexagonales
Hohlraumsystem aufbauen und ein einheitliches Netzwerk bilden (von Keyserlingk, 1978).
Die Winde des Sinus bestehen aus einschichtigen Endothelzellen. Die Ubergéinge von den
Sinus zu den Venen sind flieBend, sodass eine Abgrenzung nicht unbedingt mdglich ist (von
Heyden, 1978; Lichtman, 1981).

Die Struktur des Knochenmarks besteht aus dem Parenchym, das das blutzellbildende
Gewebe umfasst, und aus dem Stroma. Das Stroma stellt das Geriist des Knochenmarks dar.
Es besteht aus ortsstindigen Zellen, einer Proteinmatrix und verschiedenen Fasern und steht

mit dem BlutgefiBsystem in Verbindung (von Keyserlingk, 1978).
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Abbildung 2-5: Struktur des Knochenmarks (Knochenquerschnitt)

Die Blutbildung erfolgt demnach im Knochenmark, wo die Vorlduferzellen in einer Dichte
von 3-9-10° c¢/mL Knochenmark zu finden sind (Emerson und Taichman, 1995). Die
Stammzellen sind in der Nihe des kompakten Knochens lokalisiert, wihrend sich die
Vorliduferzellen mit zunehmender Differenzierung dem Sinus n#hern. Die reifen Blutzellen
gelangen in den Blutsinus und iiber die ableitenden GeféBe in den Blutkreislauf. Dabei spielen

Proteasen eine Rolle, die von reifen Zellen nach Zytokininduktion produziert werden und die
Basalmembran abdauen (Janowska-Wieczorek et al., 1999).

2.2.3. Funktion des Stromas

Himatopoietische Progenitoren proliferieren in definierten Zonen des Knochenmarks. So
konnte gezeigt werden, dass sich erythroide oder myeloide Progenitoren an spezifische
Makrophagen im Stroma anlagern und dort vermehren (Sadahira et al., 1990; Crocker et al.,
1988). Daher wird postuliert, dass auch ein Mikroenvironment bzw. diskrete Nischen fiir die
Stammzellreplikation existieren (Dainiak, 1991). Im Knochenmark gibt es weniger als 10°
Stammzellen (Emerson und Taichman, 1995). Da die Frequenz dieser Zellen so niedrig ist, ist

auch die Frequenz dieser spezifischen Nischen gering (Wineman et al., 1996; Lemischka,
1997).
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Diese Nischen werden aus verschiedenen stromalen Zellen und deren Produkten aufgebaut.
Zu den stromalen Zellen z#hlen Retikulumzellen, Makrophagen, Adipozyten und
Endothelzellen (Allen und Dexter, 1984; Mayani et al., 1992). Weissman beschreibt das
Mikromilieu der Himatopoiese als Gradient verschiedener Typen von stromalen Zellen, von
der jede mit einer spezifischen Subpopulation interagiert (1994). Dieses Konzept beginnt bei
Stromazellnischen fiir die ruhenden Stammzellen und reicht bis zu den reifen Blutzellen, die
schlieBlich in den Sinus entlassen werden.

Den Hauptzelltyp im Stroma stellen die Retikulumzellen dar, die in adventiale Zellen und
Fibroblasten unterteilt werden kénnen. Die adventialen Zellen sind auf der abluminalen Seite
um den vendsen Sinus angesiedelt und vermitteln die Migration der reifen Zellen in den
Blutkreislauf. Fibroblasten sind dagegen im Mark lokalisiert und meist in engem Kontakt mit
hdmatopoietischen Zellen. Die zweithdufigsten Zelltypen sind Makrophagen, die ebenfalls
direkt an der Entwicklung himatopoietischer Zellen beteiligt sind. Die Endothelzellen
scheinen in erster Linie als Barriere zwischen den h#matopoietischen Vorliduferzellen und
dem Blutkreislauf zu dienen. In neueren Untersuchungen konnte allerdings auch gezeigt
werden, dass spezifische Endothelzellen hématopoietische Zellen in den Zellzyklus bringen
kénnen, was fiir weitere Funktionen dieses Zelltyps spricht (Brandt et al., 1999). Die Rolle
der Adipozyten (= Fettzellen) in der Himatopoiese ist bis heute unklar, allerdings wird eine
Beteiligung an der Granulopoiese vermutet. Weiterhin sind am hédmatopoietischen
Microenvironment akzessorische Zellen wie T-Lymphozyten und Monozyten beteiligt, die
Zytokine produzieren.

Wie bereits erwihnt, ist auch die Produktion von spezifischen Proteinen und anderen
Molekiilen an dem Aufbau der speziellen Nischen von grofler Bedeutung. Zu diesen
Substanzen zihlen einerseits die Zytokine, die in Kapitel 2.2.5. néher erldutert werden, und
andererseits die Komponenten der sogenannten Extrazelluldrmatrix, die in Kapitel 2.2.4.
ausfiihrlicher diskutiert werden. Die prinzipiellen Wirkungsmechanismen zwischen stromalen
und hiimatopoietischen Zellen sind in Abbildung 2-6 zusammengestellt.

Die sehr einfach scheinende Strukturierung der Wechselwirkungen ist in vivo allerdings viel
komplexer als hier dargestellt. So wirken Zytokine auch dadurch, dass sie in der
Extrazellulirmatrix angereichert werden oder sich direkt als transmembrane Proteine auf der
Zelloberfliche befinden (z.B. Stem Cell Factor, Broudy, 1997).

Der Aspekt des Zell-Zellkontaktes ist sehr vielseitig. Die einfachsten Mechanismen sind
Interaktionen von Adhisionsmolekiilen und ihren spezifischen Rezeptoren. Es sind aber auch

verschiedene Arten der transmembranen Kommunikation zwischen den Zellen beschrieben.
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So konnte eine Beteiligung von gap junctions zwischen stromalen und blutbildenden Zellen
(Dainiak, 1991; Rosendaal et al., 1997) und Tonenkanilen (Shirihai et al., 1998) an der

Regulation der Himatopoiese nachgewiesen werden.

Oberflichenmolekiile bzw.
Komponenten der
Extrazelluldrmatrix

Zytokinbildung

Wechselwirkung durch extrazellulire
Matrixmolekiile

Zell-Zellkontakt
Stromale Zelle

Himatopoietische Zelle

Abbildung 2-6: Wechselwirkungen zwischen stromalen und himatopoietischen Zellen

Weiterhin wird eine sogenannte two way communication (Kommunikation in 2 Richtungen)
zwischen stromalen und himatopoietischen Zellen vermutet, bei der erst durch Zellkontakt
die Stromazelle zur Produktion spezifischer Proteine angeregt wird, wie es fiir Osteoblasten
und myeloide Zelllinien beschrieben ist (Koller et al., 1999; Barillé et al., 1995).

Neben den biologischen Komponenten spielen physikalische Parameter eine Rolle. So wird
z.B. die Granulopoiese auch durch pH- und pO,-Gradienten im Knochenmark gesteuert,

wobei die Expression des Rezeptors fiir den Granulocyte-Colony Stimulating Factor (G-CSF)
durch den pH-Wert reguliert wird (Hevehan et al., 2000).

2.2.4. Die Extrazelluléirmatrix und Adhision

Die Extrazelluldrmatrix (EZM) ist ein komplexes und vielseitiges Netzwerk aus
verschiedenen Komponenten, das im Knochenmark von den stromalen Zellen gebildet wird.
Der Aufbau und die Funktion ist vielfach beschrieben und soll hier kurz zusammengefasst
werden, wobei nur die wesentlichen Aspekte erldutert werden (Verfaillie et al., 1994;
Simmons et al., 1994; Klein, 1995; Fernandez und Minguell, 1996 a).

Es sind tiber 20 Adhésionsrezeptoren auf Progenitorzellen bekannt (Verfaillie, 1998), die mit
den stromalen Zellen oder der EZM interagieren. Die wichtigsten Adh#isionsmechanismen
sind in Abbildung 2-7 schematisch dargestellt. Die Funktion von CD34 als Adhisionsmolekiil

ist bereits in Kapitel 2.1.3. beschrieben wofden, und der Mechanismus zwischen c-kit und
SCF wird im folgenden Kapitel behandelt.
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L- oder
CD34 E-Selektin
Hyaluronséure
CDh44 Reaktion von frithen

oder Collagen
Vorlduferzellen

Reaktion von spiten
Vorlauferzellen

VLA-4 VCAM-1

c-kit SCF

VLA-5 Fibronektin

LFA-1 ICAM-1

Himatopoietische

Vorliduferzellen Stromale Zellen

Abbildung 2-7: Adhésionsmolekiile fiir die Interaktion von hiamatopoietischen und stromalen Zellen
(nach Gunji und Suda, 1995)

Wihrend der Himatopoiese veridndern die Zellen mit zunehmendem Reifegrad ihre adhésiven
Eigenschaften, wodurch sie ihren jeweiligen Nischen angepasst sind (Gordon et al., 1996).
Das erfolgt sowohl durch die Modulation des Expressionsmusters der Adhésionsmolekiile
(Gunji und Suda, 1995) als auch durch unterschiedliche Affinitét der Rezeptoren je nach
Reifegrad, wie es fiir VLA-4 (Very Late Antigen) beschrieben ist (Kronenwett et al., 1999).
Die reifen Zellen haben viele ihrer adhisiven Eigenschaften verloren und wandern so in den
Blutkreislauf ein.

Die Wechselwirkungen zwischen Zytokinen und EZM sind sehr komplex, vernetzt und nur zu
einem Bruchteil verstanden. So wird durch Adhision die Antwort von Progenitoren auf
Zytokine, aber auch die Produktion von Zytokinen von stromalen und akzessorischen Zellen
verindert (Long et al., 1992; Khaldoyanidi et al., 1999). Auf der anderen Seite wird durch
Zytokine auch die Adhiision moduliert, indem die Rezeptor-Expression der Progenitoren und
die Produktion von Komponenten der EZM unter Zytokineinfluss reguliert werden (Conget
und Minguell, 1995; Becker et al., 1999). Im Folgenden werden kurz die verschiedenen
Komponenten der EZM und ihre Interaktionen mit hdmatopoietischen Zellen vorgestelit.

Von den verschiedenen Typen der Collagen-Familie werden die Typen I bis VII im
Knochenmark synthetisiert (Waterhouse et al., 1986; Klein et al., 1995; Fernandez und
Minguell, 1996 b). Die dabei am meisten vorkommenden Arten sind Typ I, II und III, die
durch ihre fibrillidre Struktur das Riickgrat der EZM bilden, sowie Typ IV, der als Netzwerk
zusammen mit Laminin am Aufbau der Basalmembran beteiligt ist (van der Rest und

Garrone, 1991). Die Bindung an Collagen erfolgt iberwiegend durch das Oberflichenmolekiil
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CD44, aber auch iiber Pl-Integrine (McCarthy et al., 1996). Fiir einige Progenitoren ist
beschrieben worden, dass sie an Collagen Typ I binden (Koenigsmann et al., 1992).

Die Bedeutung von Fibronektin, einem fibrilliren Glykoprotein, liegt darin, dass es
Bindungsdomsnen fiir Zellen und Komponenten der EZM (Proteoglycane und Collagen)
besitzt. Dadurch kdnnen gleichzeitig Zellen und EZM gebunden und somit vernetzt werden.
Die Zelladhision erfolgt iiberwiegend iiber VLA-5, aber auch iiber VLA-4, die beide zu den
B1-Integrinen gehdren. Im Knochenmark wird Fibronektin durch Endothelzellen und
Fibroblasten produziert. Die Bindung der Fibronektin-Rezeptoren auf Progenitoren durch
Antikorper filhrt zu einer Inhibierung der Proliferation, wobei dieser Effekt durch erhdhte
Zytokin-Konzentrationen iiberdeckt wird (Hurley et al., 1995 und 1997; Jiang et al., 2000).
Die Adhidsion an Fibronektin fiihrt aber auch zu einem Erhalt der regenerativen Fihigkeiten
von ex vivo kultivierten Stamm- und Vorlduferzellen (Dao et al., 1998).

Ein weiteres Protein der Extrazelluldrmatrix ist Hemonectin, das bisher nur im Knochenmark
nachgewiesen wurde (Verfaillie et al, 1994) und an das iiberwiegend myeloide
Vorlduferzellen binden. Es scheint vor allem fiir die Granulopoiese von Bedeutung zu sein
(Campbell et al., 1987; Peters et al., 1990). Wenn Hemonectin nicht exprimiert wird, kénnen
Progenitorzellen nicht an stromale Zellen binden (Anklersaria et al., 1991).

Thrombospondin, das von Thrombozyten, Endothelzellen und Fibroblasten produziert wird,
weist wie Fibronektin Bindungsdominen fiir Komponenten der EZM und Zelloberflichen-
Rezeptoren auf. Besonders friihe Progenitoren binden an Thrombospondin, wihrend reifere
Zellen, z.B. Erythrozyten, diese Figenschaft verlieren (Long und Dixit, 1990).

Die Grundsubstanz (Matrix) der EZM wird durch Proteoglykane gebildet, die zu 5% aus
Proteinen und 95% aus Polysacchariden, den sogenannten Glykosaminoglycanen (GAG)
bestehen (Stryer, 1990). Eine wichtige Funktion der GAG ist die Bindung von Zytokinen, wie
sie fiir IL-3 (Gordon et al., 1987), GM-CSF (Roberts et al., 1988), bFGF (Rapraeger et al.,
1991) und MIP-1o. (Tanaka et al., 1993) beschrieben ist. Durch die Aufkonzentrierung von
Zytokinen entstehen selektive Kompartimente im Knochenmark, in denen durch Induktion

oder Inhibierung die Entwicklung der Hématopoiese reguliert wird. Die wichtigsten GAG im

Knochenmark sind Hyaluronsiure, Chondroitin-, Heparin- und Heparansulfat. Hyaluronsiure,

die iiberwiegend an CD44 auf den Progenitorzellen bindet, fungiert als Adhisionsmolekiil

und ist an der Regulation der Hamatopoiese beteiligt (Miyake et al., 1990; Ghaffari et al.,

1997; Khaldoyanidi et al., 1999). Heparansulfat spielt eine bedeutende Rolle bei der

Unterstiitzung der frijhen hiimatopoietischen Vorlduferzellen (Gupta et al., 1996, 1998 und
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2000). Heparin- und Chondroitinsulfat férdern ex vivo besonders den Erhalt der CD34"-Zellen
(Madihally et al., 1999).

2.2.5. Regulation iiber Zytokine

Die Rolle der Zytokine im Verlauf der Himatopoiese ist mehrfach angesprochen worden. Der
Begriff ,,Zytokine* umfasst eine weite Gruppe von Peptiden, die von Zellen unterschiedlicher
Gewebe synthetisiert werden. Meistens handelt es sich um sekretierte Proteine, aber einige
liegen parallel auch in membrangebundener Form vor, wie z.B. der Stem Cell Factor (SCF)
(Toksoz et al., 1992).

Im Knochenmark werden die Zytokine iiberwiegend von den stromalen Zellen, aber auch von
akzessorischen und himatopoietischen Zellen produziert (Linenberger et al., 1995; Lisovsky
et al., 1996; Guerriero et al., 1997). Uber Membranrezeptoren iiben Zytokine selektive und
spezifische Signalwirkungen aus, wobei schon Konzentrationen im nano- bis pikomolaren
Bereich wirksam sind. Die Signalwirkung der Zytokine kann je nach Konzentration oder
Zielzelle sowohl aktivierend als auch inhibierend sein. Dabei werden in den Zielzellen die
Prozesse des Wachstums, der Differenzierung, der Adhision und der Effektorfunktion durch
die Zytokine reguliert (Henschler und Mertelsmann, 1993). Das Uberleben von
hiimatopoietischen Progenitoren ist absolut abhéngig von Zytokinen, da die Zellen in ihrer
Abwesenheit in Apoptose gehen (Cottner et al., 1994; Keller et al., 1995).

Zytokine haben oft iiberlappende Wirkungsspektren und wirken synergistisch, wie es z.B. fiir
Interleukin-3 (IL-3) und Interleukin-6 (IL-6) (Koller et al., 1992 a), FLT3 (FL) und
Thrombopoietin (TPO) (Petzer et al., 1996) oder SCF (Broudy, 1997) beschrieben ist.

Fiir die ex vivo Kultivierung hiimatopoietischer Zellen sind Zytokine unbedingt erforderlich.
Wihrend in fritheren Kultivierungsansitzen oft ein breites Spektrum an Zytokinen eingesetzt
worden ist, ist die Anzahl der Zytokine in neueren Verdffentlichungen reduziert. Dabei wird
vielfach eine Kombination aus IL-3, SCF, TPO und FL bzw. nur ein Teil dieser Proteine
eingesetzt (Petzer et al., 1996; Piacibello et al., 1997; Murray et al., 1999; Ramsfjell et al.,
1999). Aufgrund dieser Datenlage und auf Basis von Voruntersuchungen (Koschmieder,
1998) wurden im Rahmen dieser Arbeit diese Zytokine in Kombination mit einem Antikorper
gegen Transforming Growth Factor B (TGFP) verwendet. Eine Beschreibung der wichtigsten
Eigenschaften dieser Zytokine ist in Tabelle 2-3 zu finden.
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Tabelle 2-3: Wichtigste Eigenschaften der in dieser Arbeit verwendeten Zytokine

Interleukin-3 Stem Cell Factor Thrombopoietin FLT3-Ligand

dL-3) (SCEF) (TPO) (FL)

Weitere  multi-CSF c-kit Ligand, Mast Megakaryocyte —

Namen cell growth factor ~ growth and

development factor

Grofie 28 kDa 22 kDa 28 kDa 30 kDa

Herkunft T-Lymphozyten, Stromale Zellenim Stromale Zellenim  Stromale Zellen
Mastzellen, Knochenmark Knochenmark im Knochenmark
Endothelzellen,
Monozyten

Zielzellen Stammzellen, Stammzellen, Progenitorzellen, Stammzellen,
myeloide und myeloide Thrombopoiese bis myeloide
erythroide Vorliuferzellen, zu Thrombozyten  Vorlduferzellen

Vorlduferzellen  Mastzellen

Die Zytokinrezeptoren miissen mindestens zwei wichtige Funktionen erfiillen, einerseits die
spezifische Bindung des zugehérigen Liganden mit hoher Affinitit und andererseits die
Vermittlung des extrazellulidren Signals durch die Zellmembran ins Zytoplasma. Die
Spezifitit der Bindung wird durch die dreidimensionale Struktur gewéhrleistet, die durch die
besondere Faltung der extrazelluldren Dominen aufgebaut wird. Die Signalweiterleitung
erfolgt in Form einer intrazelluldren Phosphorylierung von Tyrosinresten, an die die
verschiedensten Wege der Signalkaskaden anschlieBen (Krauss, 1997).

Neben membranassoziierten Rezeptoren gibt es fiir einige Zytokine parallel auch 16sliche
Rezeptoren, u.a. fiir IL-6, SCF und TPO. Die Wirkungsmechanismen sind dabei abhiingig
vom Rezeptortyp verschieden und reichen von kompetetiver Hemmung iiber die
Stabilisierung des Zytokins bis hin zur Verstirkung des Ligandensignals iiber den
membranstindigen Rezeptor (Engelmann et al., 1993; Heany und Golde, 1996).

Die Struktur der Rezeptoren der vier in dieser Arbeit verwendeten Zytokine ist in Abbildung

2-8 schematisch dargestellt. Die Rezeptoren fir SCF und FL gehdren der

Immunglobulinshnlichen Rezeptorfamilie an und sind Tyrosinkinase-Rezeptoren. Hier erfolgt

die Signalvermittlung iiber die Autophosphorylierung der intrazelluliiren Tyrosinkinase. Die

Rezeptoren von IL-3 und TPO entstammen der Hématopoietin-Rezeptorfamilie, in der die

Signaliibertragung iiber assoziierte Tyrosinkinasen vermittelt wird, die nicht Teil des

Rezeptorproteins sind (Grell et al., 1993; Krauss, 1997; Barclay et al., 1997)
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Abbildung 2-8: Zytokinrezeptoren von SCF, FL, IL-3 und TPO (nach Barclay et al., 1997)

Zytoplasmatische Region

Weitere Zytokine, die positiv oder negativ an der Regulation der Hématopoiese beteiligt sind,
sind in Tabelle 2-4 zusammengefasst. Aufgrund der Ubersichtlichkeit wurden hier nur die

wichtigsten Funktionen gezeigt.

Tabelle 2-4: Weitere Zytokine, die an der Regulation der Himatopoiese beteiligt sind (nach
McAdams et al., 1995)

Positive Faktoren

Name Hauptfunktion

Interleukin-1 Verstirkung der Immunantwort durch
Zytokininduktion

Interleukin-6 Aktivierung der Stammzellen und der Himatopoiese

Interleukin-11 Megakaryopoiese, Differenzierung der Stammzellen

Granulocyte-CSF Differenzierung zu neutrophilen Granulozyten,
Stammzellmobilisierung

Granulocyte macrophage-CSF Differenzierung frither Progenitorzellen

Macrophage-CSF Uberlebens- und Aktivierungsfaktor fiir Monozyten
und Makrophagen

Erythropoietin Regulation der Erythropoiese

Negative Faktoren

Name Hauptfunktion

Macrophage inflammatory protein 1o.  Inhibierung der Differenzierung

Transforming growth factor B Inhibitor frither und spéter Progenitoren

Tumor necrosis factor o Positive und negative Aktion auf myeloide
Progenitoren

In dieser Tabelle ist auch TGFP als negativer Faktor beschrieben, der von stromalen Zellen
produziert wird. Durch dieses Zytokin wird der SCF-Rezeptor auf den Progenitorzellen
herunterreguliert, wodurch diese Zellen inhibiert werden (Moses und Serra, 1996). Dabei

inhibiert TGFB vor allem die LTC-IC und primitiven Vorléuferzellen (Cashmann et al.,
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1999). Aus diesen Griinden wurde TGFf in den Versuchen dieser Arbeit durch einen
Antikérper abgefangen.

Die Ubertragung aller Zytokine mit ihren Wirkungen in den hématopoietischen Stammbaum
ist wegen der hohen Komplexitit und den synergistischen bzw. tiberlappenden Funktionen der
Zytokine kaum mdglich. Zudem ist die Hamatopoiese ein flieBender Prozess, der sich auch
durch flieBende Verinderungen im Zytokinrezeptor-Muster der verschiedenen Zellen
auszeichnet. Dabei zeigen schon graduelle Unterschiede in der Expression einen starken
Einfluss auf die Entwicklung der individuellen Zellen (Debili et al., 1995; Lyman und
Jacobsen, 1998; Xiao et al., 1999). Der Verlauf der Rezeptorexpression fiir SCF und FL in der
frilhen Hématopoiese ist in Abbildung 2-3 zu verfolgen.

Die genaue Regulation der Hématopoiese ist bis heute nicht vollstéindig geklért. So werden in
der neueren Literatur einige Zytokine beschrieben, die die Expansion hématopoietischer
Stamm- und Vorlduferzellen unterstiitzen und bisher noch nicht oft in Kultivierungen
eingesetzt wurden. Darunter fallen die bereits erwshnten Zytokine SDF-1 (Mdohle et al., 1998;
Kawabata et al., 1999; Hodohara et al., 2000; Lataillade et al., 2000) und VEGF 2 (Eichmann
et al., 1997; Ziegler et al., 1999) sowie der Stem Cell Growth Factor (SCGF) (Hiraoka et al.,
1997). Vor allem in Stromakulturen werden noch weitere 16sliche Faktoren gefunden, wie
z.B. der Stem Cell Expansion Promoting Factor (SCEPF) (Shih et al., 2000) oder ein noch
nicht niher charakterisierter Faktor, der 1999 von Koller und Mitarbeitern beschrieben wurde.
Neben den natiirlich vorkommenden Zytokinen werden auch kiinstliche Faktoren z.B. durch
Fusion von Zytokinen oder Zytokinen und ihren 16slichen Rezeptoren eingesetzt. PIXY 321
ist ein Zytokin, das aus IL-3 und GM-CSF konstruiert wurde (Curtis et al., 1991; McAlister et
al., 1992). Das sogenannte Hyper-IL-6 ist ein Hybrid aus IL-6 und seinem 16slichen Rezeptor
und zeigte eine stark synergistische Wirkung mit den bisher verwendeten Zytokinen (Fischer
et al., 1996; Peters et al., 1998; Rappold et al., 1999). Ein weiteres Beispiel ist das vor kurzem

beschriebene Myelopoietin, das einen konstruierten Antagonisten fiir die IL-3- und G-CSF
Rezeptoren darstellt (MacVittie et al., 2000).

2.3. Klinische Anwendung himatopoietischer Zellen

23.1. Anwendung

Sowohl hématopoietische Stamm- und Vorlduferzellen als auch reife Blutzellen haben ein
breites Anwendungspotenzial in der Medizin. Die wesentlichen potenziellen Applikationen

dieser Zellen sind in Abbildung 2-9 zusammengefasst. Dabei ist sowohl der Einsatz von
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unmanipulierten als auch von ex vivo expandierten blutbildenden Zellen denkbar. Im Rahmen
dieser Arbeit sollen nur die wichtigsten Anwendungsbereiche, die Transplantation und die

Gentherapie, erldutert werden.

Pluripotente Stamimzelle

»  Gentherapie

Transplantation
z.B. nach Hochdosis-Chemotherapie

Y

Reife Zellen fiir Blutspenden oder
Adoptive Immuntherapien

(L 00®.©000@

\ 4

Reife Blutzellen

Abbildung 2-9: Potenzielle Applikationen von ex vivo expandierten hamatopoietischen Zellen (nach
McAdams et al., 1996 c)

Transplantation

Bei einer Krebserkrankung werden oft Hochdosis-Chemotherapien und/oder
Strahlenbehandlungen eingesetzt, die auf schnell teilende Zellen eine toxische Wirkung
haben. Neben der Reduktion der Krebszellen werden dadurch auch die Zellen des
hiimatopoietischen Systems angegriffen. Daher ist nach einer solchen Behandlung eine
Transplantation himatopoietischer Stamm- und Vorlduferzellen erforderlich, um die
Rekonstitution des Patienten zu gewihrleisten. Die héufigsten Anwendungsgebiete sind
hiimatologische Krankheiten sowie solide Tumore. Auch bei Autoimmunkrankheiten kann
nach starker immunsupressiver Behandlung eine Stammzelltransplantation erforderlich sein
(Burt et al., 1998).

Prinzipiell werden zwei Typen von Transplantationen unterschieden: Die Fremdspende einer
verwandten oder nicht verwandten Person (allogen), wobei die Zellen moglichst identisch in
den human leukocyte antigens (HLA) sein miissen, oder die Eigenspende (autolog). Die
allogene Spende hat den Vorteil, dass keine Krebszellen enthalten sein kdnnen und die Zellen
nicht durch chemotherapeutische Behandlungen geschédigt sind. Im Gegensatz dazu ist aber
auch das Risiko der Graft versus host disease (GVHD) gegeben, bei der die T-Lymphozyten
des Spenders die Gewebe des Patienten angreifen, was zum Tod fithren kann. Im Gegensatz

dazu ist auch ein positiver Effekt der Donor-T-Lymphozyten beschrieben, der Graft versus
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Leukemia-Effekt (GVL). Dabei greifen T-Lymphozyten des Spenders Tumorzellen im
Patienten an. Ein anderes Problem bei Transplantationen ist der Mangel an neutrophilen
Granulozyten und Thrombozyten, die sogenannte Neutropenie bzw. Thrombopenie, wodurch
ein verstirktes Infektions- und Blutungsrisiko herrscht. Durch die Transplantation von
Progenitorzellen wird dieser Mangel aufgehoben. Allerdings ist- fiir die vollstindige
Rekonstitution (Long term engraftment) die Transplantation von Stammzellen absolut
erforderlich. Daher muss auch nach einer ex vivo Kultur ein Anteil an Stammzellen in der
Spende gewihrleistet sein.

Vor allem bei autologen Spenden ist das Risiko gegeben, dass sie mit Tumorzellen
verunreinigt sind. Deshalb sind verschiedene Methoden des Purging (Reinigung) entwickelt
worden. Da die meisten Tumorzellen das Oberfléchenmolekiil CD34 nicht exprimieren, ist
durch die Selektion der CD34"-Zellen eine Reinigung moglich (Lebkowski et al., 1992;
Roots-Weil et al,, 1997). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass auch durch eine
Kultivierung der Anteil der Tumorzellen selektiv reduziert wird (Spyridonidis et al., 1998;
Lundell et al., 1998). Die Selektion von CD34*-Zellen fiihrt aber auch zu Zellverlusten und
kann eventuell akzessorische Zellen abtrennen, die positiv auf das Engraftment wirken
(McAdams et al., 1996 c). Allerdings ist auch eine reduzierte GVHD durch die Verwendung
von CD34"-Zellen beschrieben (Boccaccio, 1999).

Nachdem in ersten Versuchen, expandierte hématopoietische Zellen zu transplantieren,
gezeigt worden ist, dass die Zellen keine Toxizitit aufweisen (Brugger et al., 1995; Alcorn et
al., 1996), wird mittlerweile haufig bei Transplantationen 10-20% der Spende expandiert und
zusammen mit den restlichen unmanipulierten Zellen dem Patienten injiziert (Denning-
Kendall et al., 1998; Kogler et al., 1999 b). Dadurch wird die Rekonstitution beschleunigt,

eventuelle Komplikationen durch Probleme bei der ex vivo Expansion umgangen und das

Risiko vermieden, Stammzellen durch die Kultivierung zu verlieren.

Gentherapie

Hématopoietische Stammzellen sind ein ideales Ziel fiir Gentherapien, da sie einfach zu
isolieren sind und die Lebenszeit eines Individuums iiberdauern. Durch die Produktion von
Vorléduferzellen und reifen Blutzellen werden die Modifikationen vervielfacht und verbreitet.

Die genetisch verdnderten Zielmolekiile reichen dabei von Enzymen (z.B. Adenosin-
Deaminase (ADA)) iiber RNA (antisense—Oligonukleotide), bis hin zu Zytokinen und anderen

Regulatoren. Ziele der genetischen Veréinderung sind dabej z.B. Aufhebung eines Gendefekts,
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Verstiarkung von Effektorfunktionen oder Induktion einer Resistenz gegen Viren oder
Chemotherapeutika (Krauss, 1995; Nordon und Schindhelm, 1996; Nikol und Hoéfling, 1996).
Es werden verschiedene Strategien des DNA-Transfers eingesetzt. Einerseits kann die reine
DNA oder gebunden an Liposomen verwendet werden, wobei diese Methoden eine geringe
Integrationseffizienz aufweisen und Liposomen zudem fiir einige Zellen zytotoxisch sein
konnen. Andererseits kann der DNA-Transfer durch virale Vektorsysteme erfolgen. Dabei
werden u.a. retrovirale und adenovirale Systeme unterschieden. Fiir einen retroviralen
Gentransfer ist es erforderlich, dass die Zielzellen im Zellzyklus sind. Durch die Stimulierung
der hidmatopoietischen Stammzellen wihrend einer ex vivo Kultivierung ist demnach eine
Verbesserung der Transduktionseffizienz gewihrleistet (Krauss, 1995). Adenoviren machen
die genetische Modifikation von ruhenden Zellen méglich (McAdams et al., 1996 c), wobei

auch in dieser Situation eine Amplifikation der Zellen ex vivo fiir die Therapie von Vorteil ist.

2.3.2. Herkunft der himatopoietischen Zellen

Es gibt drei verschiedene Quellen, himatopoietische Stammzellen zu erhalten: Knochenmark,
mobilisiertes peripheres Blut und Nabelschnurvenenblut. Der Schwerpunkt liegt hier auf dem
Nabelschnurblut.

Knochenmark (KM)

Spenderzellen, die aus dem Knochenmark, dem Ort der Hiamatopoiese, stammen, enthalten
neben den himatopoietischen auch stromale Zellen. Die sogenannten Knochenmarkaspirate
werden iiber eine Punktion erhalten, einem relativ aufwendigen Eingriff unter Vollnarkose.
Die meisten allogenen Transplantationen werden mit Knochenmark durchgefiihrt, da der
Einfluss einer Stammzellmobilisierung auf einen gesunden Spender nicht bekannt ist und eine
erhohte Gefahr einer GVHD durch die hohe Konzentration der T-Lymphozyten im peripheren
Blut gegeben ist (Rowlings, 1999).

Peripheres Blut (PB)

Stamm- und Vorliduferzellen haben die Fahigkeit, als Folge einer Chemotherapie oder einer
Zytokindosierung mit G-CSF, GM-CSF oder SCF aus dem Knochenmark in den Blutkreislauf
zu gelangen (McAdams et al., 1996 c; Bearman, 1997). Dieser Prozess wird als Mobilisierung
bezeichnet und ist reversibel, da sich die Zellen schnell wieder im Knochenmark ansiedeln.
Aus dem peripheren Blut kénnen die Zellen durch eine Leukapherese geerntet werden. Dabei

wird das Blut wihrend der Entnahme durch Zentrifugation in verschiedene Komponenten
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aufgetrennt. Die Fraktionen, die nicht Teil der Spende sind (Erythrozyten und Plasma) werden
dem Spender wieder zugefiihrt. Die Fraktion der Leukozyten, die die Stammzellen enthiilt,
wird dann als Leukaphereseprodukt fiir die Transplantation eingesetzt. Da mit dieser Methode
relativ wenig Zellen erhalten werden konnen, muss die Prozedur durchschnittlich 3 mal
wiederholt werden.

Die meisten autologen Tfansplantationen werden mit PB durchgefiihrt, da der Eingriff fiir den
Patienten weniger belastend ist (Rowlings, 1999). Im Vergleich zu KM und Nabelschnurblut
ist eine schnellere Rekonstitution des hématopoietischen Systems nach einer Transplantation
beschrieben (To et al., 1997).

Nabelschnurblut (cord blood, CB)

Seit Gluckman und Mitarbeiter 1989 die erste erfolgreiche Nabelschnurbluttransplantation
beschrieben haben, sind bis heute mehr als 1000 allogene Transplantationen mit Zellen aus
Nabelschnurblut (CB) erfolgt. Dabei waren iiber 90% der Patienten Kinder (Kogler et al.,
1999 a).

CB zeigt gegeniiber den vorher beschriebenen Quellen viele Vorteile. Es ist leicht zuginglich,
und es ist kein Eingriff bei der Mutter oder dem Kind erforderlich. Weiterhin ist das
Kontaminationsrisiko der Spende mit viralen Pathogenen sehr gering.

Im CB ist ein hoherer Anteil himatopoietischer Stamm- und Vorliuferzellen (CFC, SRC) als
in KM (Wang et al., 1997; Kim et al.,, 1999) enthalten, die zudem noch ein besseres
Proliferationspotential als PB und KM aufweisen (Liu et al., 1999).

Die Zellen im CB unterscheiden sich sowohl physiologisch als auch phinotypisch von Zellen
aus KM oder PB (Hao et al., 1995; Mills et al., 1996). Die T-Lymphozyten sind noch naiv
und toleranter gegeniiber Alloantigenen (Fremdantigenen), weshalb bei Transplantationen
viel seltener und in schwiécherer Form eine GVHD auftritt. Eine Erklirung ist, dass die MNC
aus CB viele inflammatorische Zytokine, die fiir die Entziindungsprozesse verantwortlich
sind, auf deutlich niedrigerem Niveau bilden als im KM (Han und Hodge, 1999). Andere
Zytokine, wie z.B. SCF und TPO, werden dagegen 2 bis 4fach so stark synthetisiert als im
KM (Cairo und Wagner, 1997).

Der wesentliche Nachteil einer Nabelschnurblutspende liegt in der geringen und begrenzten
Zellzahl. Die Anzahl der geernteten Zellen reicht bislang nur fiir die Transplantation von
Kindern aus (Cairo und Wagner, 1997). Eine wichtige Anwendung der ex vivo Kultivierung
hidmatopoietischer Zellen ist demnach die Expansion des Stammzell- und Progenitor-Pools

aus Nabelschnurblut, um diese Quelle auch fiir erwachsene Patienten zugiinglich zu machen
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(Werte siehe Kapitel 8.3.). Weiterhin wurde eine langsamere Rekonstitution des
hamatopoietischen Systems als bei KM- und PB-Transplantationen beobachtet, die aber durch

die zusitzliche Gabe expandierter Zellen behoben werden kann (Kogler et al., 1999 b).

24. Kultivierung himatopoietischer Zellen

Die wichtigsten Ziele einer ex vivo Expansion hématopoietischer Stamm- und Vorliduferzellen
sind mehrfach angesprochen worden und werden hier noch einmal kurz zusammengefasst:

e Purging: Reinigung eines Transplantates von Tumorzellen

e Verbesserung des Engraftments nach einer Transplantation

e Zuginglichkeit von Nabelschnurblut fiir erwachsene Patienten

e Gentherapeutische Ansitze

Hamatopoietische Zellen, die wie beschrieben in vivo einer sehr komplexen Regulation der
Proliferation und Differenzierung unterliegen, stellen an die Entwicklung von spezifischen
Kultursystemen besonders hohe Anforderungen. Die verschiedenen Ansitze sind in diesem

Kapitel erlautert.

2.4.1. Bedeutung der stromahaltigen Kultur

Nachdem 1951 das erste Mal das hiimatopoietische System einer mit tddlicher Dosis
bestrahlten Maus mit dem Knochenmark einer anderen Maus rekonstituiert worden ist
(Lorenz et al., 1951), konnte gezeigt werden, dass dies auch mit einem einzelnen, ex vivo
generierten Zellklon méglich ist (Ford et al., 1956). Das erste Kultursystem zur Produktion
muriner himatopoietischer Zellen ist 1977 beschrieben worden (Dexter et al., 1977 a und
1977 b). Da viele der heute eingesetzten Zytokine noch nicht bekannt waren und
rekombinante Proteine nicht zur Verfiigung standen, war eine Kokultur mit stromalen Zellen
des Knochenmarks unumginglich. Nachdem die Bedeutung von Hydrocortison fiir die
Kultivierung himatopoietischer Zellen erkannt worden ist (Greenberger, 1978), konnte das
Kulturprinzip auch auf humane Knochenmarkzellen iibertragen werden (Gartner und
Kapplan, 1980). In diesen Systemen konnten die Zellen der myeloiden Reihe ethalten werden,
wohingegen die lymphoiden Zellen nicht unterstiitzt wurden. Dies gelang erstmals 1984 in
einer murinen Knochenmarkkultur, wo im Gegensatz zur ,,Dexter-Kultur* weniger Serum und
kein Hydrocortison eingesetzt wurde (Whitlock et al., 1984).

Bis heute sind viele verschiedene Kultivierungsstrategien entwickelt worden. Dabei gibt es
zwei grundlegend unterschiedliche Richtungen, die stromahaltige und -freie Kultur
(Abbildung 2-10). Bei der stromafreien Kultur muss die Regulation der himatopoietischen
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Zellen iiber die Supplementierung mit Zytokinen erfolgen, wobei die idealen Bedingungen fiir
den Erhalt der Stammzellen bis heute nicht bekannt sind. Die einzigen erfolgreichen
stromafreien Langzeitkulturen gelangen Piacibello und Mitarbeitern (1997, 1998 a, 1998 b,
1999), die in einem Zeitraum von 6 Monaten z.B. eine iiber 10°fache Vermehrung der CFU-
GM nachwiesen. Diese in Gewebekulturplatten erzielten Ergebnisse sind von keiner anderen
Arbeitsgruppe reproduziert worden. Der lange Zeitraum, in dem diese Zellmenge produziert

wurde, ist zudem fiir eine klinische Anwendung irrelevant.

- . Ext Zugab
Produktion 16slicher Zytokine jo;r;; tolllciglile;
Adhision
Grad der Komplexitit der Kultur
Hoch < Niedrig

Abbildung 2-10: Verschiedene Kulturstrategien fiir himatopoietische Zellen

Die Stromakultur ist ein Uberbegriff, der die Kultivierungen mit oder ohne direkten Kontakt
mit stromalen Zellen umfasst. Eine Kultur ohne Kontakt kann die Verwendung von
konditionierten Medien bedeuten, die alle von stromalen Zellen produzierten 16slichen
Bestandteile enthalten, oder eine gleichzeitige Kultur hiimatopoietischer und stromaler Zellen
mit einer rdumlichen Trennung z.B. durch eine Membran. Auch bei der Kultur mit direktem
Kontakt spielen die loslichen Zytokine eine wesentliche Rolle. Zusitzlich erfolgt eine
vielféltige Regulation der zelluldren Prozesse durch die Adhision (Kapitel 2.2.4.). Bei einer
Kokultur mit Kontakt ist es erforderlich, die stromalen Zellen zur Wachstumsarretierung zu
bestrahlen, damit sie nicht die himatopoietischen Zellen iiberwachsen.

Die Komplexitit der verschiedenen Kulturstrategien nimmt vom stromafreien Ansatz bis hin
zur direkten Kokultur stark zu, was zu wesentlich hoheren Anforderungen an die

Prozesskontrolle, Analytik und Zellernte eines Kultursystems fiir die Kokultur fiihrt. Der

wesentliche Vorteil dieser Strategie liegt allerdings darin, dass die natiirliche Umgebung der

héimatopoietischen Zellen simuliert wird und dadurch die besten Voraussetzungen fiir den

Erhalt und die Expansion der Stamm- und Vorlduferzellen geschaffen sind. Die Bedeutung



2. Theoretischer Hintergrund 29

der Stromakultur wird nicht zuletzt dadurch deutlich, dass alle Langzeitassays zur ex vivo
Detektion der Stammzellen auf stromaler Basis durchgefiihrt werden (Kapitel 2.1.3.).

Die Notwendigkeit des Stromakontaktes wird kontrovers diskutiert (Verfaillie, 1992;
Verfaillie und Catanzaro, 1996; Breems et al., 1998 b; Bennaceur-Griscelli et al., 1999;
Kohler et al., 1999). Die wesentlichen Unterschiede zwischen den verschiedenen Ansitzen
liegen in der Art der stromalen Zellen und dem Medium bzw. den zugegebenen Zytokinen.
Die Ergebnisse einer Kultivierung hingen demnach stark von diesen Faktoren ab. In Tabelle
2-5 sind die wichtigsten stromalen Zelllinien zusammengestellt, deren Verwendung in
neueren Verdffentlichungen beschrieben ist.

Neben den Zelllinien wird vielfach auch Stroma aus humanem Knochenmark zur
Kultivierung hématopoietischer Zellen eingesetzt (Koller et al., 1992 a, 1992 b, 1993 b und
1999; Rappold et al., 1999; Kohler et al., 1999).

Tabelle 2-5: Zusammenstellung wichtiger stromaler Zelllinien

Stroma Ursprung Kultur Referenzen

AC6.21 murin Kontakt und Shih et al., 1999 und 2000
konditioniertes Medium

FBMD-1 murin Kontakt und Breems et al., 1997 und 1998 a
konditioniertes Medium und 1998 b

HESS-5 murin Kontakt Tsuji et al., 1999; Nakamura et

al., 1999; Kawada et al., 1999

1.87/4, 1.88/5 human Kontakt und Thalmeier et al., 1994;
konditioniertes Medium Breems et al., 1997

MS-5 murin Kontakt Bennaceur-Griscelli et  al.,

1999; Tordjman et al., 1999;
Nishi et al., 1997
M2-10B4 murin Kontakt Lemoine et al., 1988;
Sutherland et al., 1991;
Meissner et al., 1999
M2-10B4mod., SI/S1 murin Kontakt Hogge et al., 1996,
Sutherland et al., 1993

Bei Betrachtung der Tabelle 2-5 fillt auf, dass die verwendeten Zelllinien lberwiegend
murinen Ursprungs sind. Bisher gibt es kaum humane Zelllinien, die den Anforderungen einer
Kokultur, wie einer guten Unterstiitzung der Hidmatopoiese und Erhalt der Adhérenz nach
Bestrahlung, gerecht werden. Die Bestrahlung der in der Tabelle genannten 1.87/4 und L88/5
ist sehr unsicher. Diese Stromazellen filhren zudem noch zu einer verstirkten
Ausdifferenzierung der himatopoietischen Zellen (Bertolini et al., 1997). Humane Zelllinien
weisen im Gegensatz zu murinen meist eine eingeschrénkte Fahigkeit zur Proliferation auf.
Eine genetische Transformation fiihrt oft zu einem verdnderten Zytokinmuster oder zu einer

Verinderung der EZM-Struktur, die zu einer verringerten Adhésion fithren kann (Deryugina
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und Miiller-Sieburg, 1993). Weiterhin ist die Regulation der Seneszenz, der Zellalterung, bei
humanen Zellen viel komplexer reguliert als in murinen, weshalb diese Schranken auch
schwerer iiberwunden werden kénnen (Goldstein, 1990).

Eine prinzipielle Schwierigkeit, eine die Hamatopoiese unterstiitzende stromale Zelllinie zu
erhalten, liegt darin, dass im Knochenmark die Stammzellnischen und damit die

entsprechenden stromalen Zellen in sehr geringer Frequenz vorkommen.

2.4.2. Kultursysteme fiir hiimatopoietische Zellen

Die meisten Experimente mit hiimatopoietischen Zellen werden statisch, also nicht geriihrt, in
Gewebekulturplatten (Hogge et al., 1996; Piacibello et al., 1997) oder Kultur-Beuteln
durchgefiihrt (Lemoli et al., 1992; Purdy et al., 1995; Giarratana et al., 1998), also in sehr
einfachen und unkontrollierten Systemen.

Fiir stromafreie Suspensionskulturen sind eine Reihe von verschiedenen geriihrten Systemen
entwickelt und eingesetzt worden, wie Spinner (Zandstra et al., 1994; Kogler et al., 1998;
Collins et al., 1998 b; Schmidt, 2000) und kontrollierte Suspensionsreaktoren (Kim et al.,
1998; Collins et al., 1998 a; De Léon et al., 1998; Schmidt, 2000).

Aufgrund des Themas dieser Arbeit liegt der Schwerpunkt dieses Kapitels auf den
stromahaltigen Kultursystemen. Wenn in einem solchen System kein Medienwechsel
durchgefiihrt wird, erreichen der pH-Wert und die Konzentrationen von Néhrstoffen und
metabolischen Nebenprodukten Werte auBerhalb der physiologischen Grenzen (Koller und
Palsson, 1993). Der Einsatz von konzentrierten Medien mit gleicher Zytokinkonzentration ist
vorstellbar, allerdings muss dabei die Loslichkeit der Substanzen und die Osmolalitit beachtet
werden. Weiterthin werden dadurch auch die Konzentration der Stoffwechselprodukte (z.B.
Laktat) ansteigen, was einen negativen Einfluss auf die Zellen ausiiben kann (Patel et al.,
2000).

Durch Erhohung der Frequenz des Medienwechsels werden die Medienlimitierungen
aufgehoben (Schwartz et al., 1991; Koller et al., 1993 a; Koller et al., 1993 b). Da zudem
nachgewiesen wurde, dass durch die Gabe von frischem, serumhaltigem Medium die
Vorlduferzellen in den Zellzyklus gebracht werden (Toksoz et al., 1980; Cashman et al.,
1985), wurden verschiedene Konzepte kontinuierlich perfundierter Kultursysteme entwickelt.

In einfachen Kultursystemen wie Gewebekulturflaschen oder -platten, die nicht kontinuierlich
betrieben werden kénnen, erfolgt eine manuelle, intermittierende Ergéinzung des Mediums.
Die Frequenz des Medienwechsels kann an die Verweilzeiten eines kontinuierlichen Betriebs
angendhert werden. Ein halber Medienwechsel pro Tag in einer Gewebekulturplatte entspricht

annghernd einer Verweilzeit von 48 h im kontinuierlich betriebenen Reaktor. Der wesentliche
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Unterschied liegt darin, dass bei einem manuellen Medienwechsel die Edukt- und
Produktkonzentrationen schwanken (Beispiel Abbildung 6-5), wohingegen bei einer
kontinuierlichen Kultivierung im stationdren Zustand die Konzentrationen konstant sind
(Beispiel Abbildung 7-6).

Wie bereits beschrieben, dienen stromahaltige Kulturen der Simulation des Knochenmarks,
um die Verstindnisliicken der Regulation der Hiématopoiese durch das Stroma zu liberwinden.
Ein wichtiger Aspekt im Knochenmark ist die hohe Zelldichte in einer dreidimensionalen
Struktur, weshalb auf vielféltige Art versucht wird, diese ex vivo nachzuahmen. Dabei werden
iiberwiegend Konzepte der Immobilisierung verfolgt, bei denen Nylongewebe (Naughton et
al., 1987, 1990, 1991 und 1992) und Mikrotriger eingesetzt werden (Wang und Wu, 1992;
Sardonini und Wu, 1993; Zandstra et al., 1994; Wang et al., 1994 und 1995; Highfill et al.,
1995; Schréder, 1997; Meissner et al., 1999; Glowacki et al., 1998; Bagley et al., 1999).
Weiterhin wurde auch eine Mikroverkapselung in Alginat verwendet (Levee et al., 1994).

Der in dieser Arbeit verwendete Festbettreaktor basiert auf den Arbeiten von Schréder (1997)
und wurde von Schmidt (2000) weiterentwickelt. Das genaue Prinzip ist in Kapitel 3.5.2.
erliutert. In Abbildung 2-11 ist der Reaktor im Vergleich zum menschlichen Organismus
dargestellt, um die Parallelen zwischen der in vivo und ex vivo Hématopoiese zu
verdeutlichen. Das Festbett, das aus makropordsen Collagen-Trigern aufgebaut ist, simuliert
das Knochenmark. Die Triiger bieten den stromalen und hdmatopoietischen Zellen eine
dreidimensionale Umgebung, die der Struktur im Knochenmark #hnelt. Da Collagen auch ein
wichtiger Bestandteil der Extrazelluldrmatrix ist, ist auch im Material eine Parallele zum
Knochenmark zu sehen. Die Versorgung der Zellen wird durch den Medienumlauf und die
kontinuierliche Medienzufuhr gewihrleistet, was dem Blutkreislauf im Menschen entspricht.
Die Versorgung der Zellen mit Sauerstoff und der Abtransport des Kohlendioxids, die
»Atmung* des Reaktors, erfolgt iiber ein speziell konstruiertes Begasungsgefif.
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Abbildung 2-11: Der Festbettreaktor als Simulation des menschlichen Organismus

Die wichtigsten Kultursysteme, die in der Literatur fiir die Kokultivierung himatopoietischer
und stromaler Zellen beschrieben worden sind, sind in Tabelle 2-6 zusammengefasst.

Die Flachbetttechnik ist heute am weitesten entwickelt und wurde unter dem Namen
AastromReplicell kommerzialisiert (Aastrom Bioscience, Inc., Ann Arbor, MI, USA). In
diesem System sind die Zellen auf einer zweidimensionalen Obexfliche immobilisiert und
werden kontinuierlich mit Medium iiberstrémt. Der urspriingliche Reaktor wurde s0
weiterentwickelt, dass er auch fiir stromafreie Kulturen eingesetzt werden kann (Sandstrom et
al., 1995 und 1996; Koller et al., 1998 b). In verschiedenen klinischen Studien zur
Transplantation nach einer Hochdosis-Chemotherapie wurde dieses kontinuierlich
perfundierte System bereits eingesetzt (Bachier et al., 1999; Chabannon et al., 1999 a). Dabei
konnten keine Unvertriglichkeiten der expandierten Zellen als Transplantat festgestellt

werden. Eine starke Expansion der Stamm- und Vorliuferzellen wurde nicht beobachtet
(Chabannon et al., 1999 b).

Tabelle 2-6: Zusammenstellung verschiedener Systeme fiir die Kokultur himatopoietischer Zellen

Reaktorsystem Referenz
Spinner Sardonini und Wu, 1993; Zandstra et al., 1994

Airliftreaktor Sardonini und Wu, 1993; Highfill et al., 1995
i;lohlfaser—Modul Sardonini und W, 1093 » 1
estbettreaktor Schroder, 1997; Meissner et al., 1999: S i
’ ) .y . Chmldt, 2000
Flachbettreaktor u.a. Koller, 1993 b; Palsson et al., 1993; van Zant et al., 1994
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2.4.3. Rahmenbedingungen fiir Kultivierungsparameter

Die Rahmenbedingungen fiir einige Parameter der Kultivierung hdmatopoietischer Zellen
sind speziell untersucht worden. Daher werden die Effekte der Osmolalitit, des pH-Wertes
und des Sauerstoffpartialdruckes hier kurz zusammengefasst. Der Einfluss von verschiedenen
Materialien ist von Schmidt (2000) ausgiebig untersucht und diskutiert worden. Die
Auswirkungen verschiedener Zelldichten und Fiitterungsstrategien auf die himatopoietischen
Zellen sind sehr von den speziellen Gegebenheiten einer Kultur, wie dem Typ der stromalen
Zellen und dem Kultursystem abhingig. Daher ist die Untersuchung dieser Aspekte ein
wesentlicher Teil der vorliegenden Arbeit (Kapitel 6) und wird hier nicht separat behandelt.

Im Gegensatz zu anderen tierischen Zellen sind nicht nur die Effekte der Kulturparameter auf
Vitalitdt, Wachstum und Produktivitit, sondern auch auf die Ausdifferenzierung in die
verschiedenen Blutzelllinien und die Anspriiche der verschiedenen Reifestadien zu
beriicksichtigen. Daher ist es bei einer Kultivierung hématopoietischer Zellen sehr wichtig,
die Zielpopulation der Expansion zu definieren und die fiir diese Population optimalen

Bedingungen einzustellen.
Osmolalitiit

Ein wichtiger Parameter bei der Kultivierung ist die Osmolalitit des Mediums. Die
Osmolalitit (Osmol bezogen auf die Masse des Losungsmittels) ist in der Zellkultur von
groBer Bedeutung, da sie einen starken Einfluss auf das Wachstum der Zellen hat. Dabei ist
zu beachten, dass der optimale Wert fiir jeden Zelltyp unterschiedlich sein kann. Der
physiologische Wert fiir Blut liegt bei 0,3 Osmol/kg (Waymouth, 1970). Fiir die Kultivierung
himatopoietischer Zellen konnte ein Optimum von 0,31-0,32 Osmol/kg ermittelt werden
(Schmidt, 2000), wobei die Werte fiir die erythroiden Vorldufer hoher liegen als fiir die CFU-
G/M. Da sich im Knochenmark verschiedene Nischen ausbilden, ist anzunehmen, dass in
jedem spezifischen Kompartiment die fiir die jeweilige Progenitorzelle optimalen

Bedingungen herrschen.
pH-Wert

Untersuchungen iiber den pH-Wert zeigen, dass wie bei der Osmolalitdt fiir verschiedene
Progenitorzellen verschiedene Optima zu finden sind. So wurde fiir die Kultivierung von
CFU-G/M ein optimaler Bereich von pH 7,2 bis 7,4 ermittelt, wobei das Optimum bei einem
pH-Wert von 7,35 lag (McAdams et al, 1996 a und 1996 b). Fiir die erythroide

Differenzierung wurde ein optimaler Wert von 7,6 gefunden, wohingegen bei einem pH unter
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7,1 die erythroiden Progenitoren noch vital sind und die Differenzierung inhibiert ist
(McAdams et al., 1998 und 1996 b). Wie bereits in Kapitel 2.2.3. beschrieben, ist bekannt,
dass die Regulation der Hiamatopoiese auch durch pH-Gradienten im Knochenmark gesteuert
wird (Hevehan et al., 2000).

Sauerstoffpartialdruck

Der Sauerstoffpértialdruck (pOy) spielt sowohl in vivo als auch ex vivo eine wichtige Rolle, da
ein wichtiger Regulationsmechanismus der Himatopoiese der pO,-Gradient im Knochenmark
ist. Es ist mehrfach beschriecben worden, dass ein Sauerstoffpartialdruck von 25%
Luftséttigung vor allem die Kultivierung frilher Vorlduferzellen unterstiitzt (Smith und
Broxmeyer, 1986; Koller et al., 1992 a, 1992 b und 1992 c). Fiir diesen Effekt sind
verschiedene Ursachen ermittelt worden. So konnte gezeigt werden, dass bei niedrigerem pO,
myeloide Zellen weniger O,” und H,0, produzieren und somit die oxidative Schidigung der
Zellen reduziert wird (Meagher et al., 1988). Weiterhin weisen BFU-E bei niedrigem pO; eine
hohere Affinitét zu EPO (Rich, 1982) und Makrophagenvorliuferzellen eine hohere Affinitit
zu M-CSF (Broxmeyer et al., 1990) auf. Wihrend diese Effekte vermutlich auf einer
verénderten Expression oder Affinitit der Zytokinrezeptoren beruhen, ist auch ein Einfluss

des Sauerstoffpartialdrucks auf die Produktion von Zytokinen durch Makrophagen
beschrieben (Rich, 1986).
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3. Material und Methoden

3.1. Arbeiten mit priméren Zellen

3.1.1. CD34%*-Zellen aus Nabelschnurvenenblut

Die humanen himatopoietischen Zellen, die in dieser Arbeit eingesetzt wurden, stammten aus
Nabelschnurvenenblut. Das Blut von gesunden, vollentwickelten Neugeborenen wurde mit
dem Einverstindnis der Mutter nach der Geburt aus der abgeklemmten und schlielich
durchtrennten Nabelschnur steril entnommen. Die Blutentnahme erfolgt durch einfaches
Ausstreichen der Nabelschnur in ein Zentrifugenrdhrchen, in das 1 mL einer Heparin-PBS-
Losung vorgelegt wird. Diese Losung enthilt neben Heparin zusitzlich Theophyllin und
Adenosin, um die Adhiision der Thrombozyten an die Mononuklediren Zellen (MNC) zu
verhindern (Thoma et al., 1994). Durch eine solche Anlagerung wiirde die Aufreinigung und
Charakterisierung der MNC gestort. Fiir die Aufarbeitung wurde nur Blut eingesetzt, das
maximal 24 h alt war und ein Volumen von 20 mL nicht unterschritt. Von den Vollblutproben

und den aufgereinigten Subpopulationen wurden jeweils Steriltests angelegt.

Aufreinigung der Mononukleiiren Zellen (MNC)

Im ersten Aufarbeitungsschritt werden aus dem heparinisierten Nabelschnurblut, das mit PBS
(mit Adenosin und Theophyllin) im Verhdltnis 1:3 verdiinnt wurde, die MNC iiber
Dichtegradientenzentrifugation abgetrennt. Dabei werden zuerst 20 mL Ficoll, ein
Trennmedium mit definierter Dichte von 1,077 g/mL, vorgelegt und vorsichtig mit maximal
30 mL des Blut/PBS-Gemisches iiberschichtet. Nach 30miniitiger Zentrifugation (400 x g,
20°C) bildet sich ein Gradient aus. Erythrozyten und Granulozyten besitzen eine hohere
Dichte als das Trennmedium und sedimentieren als dunkelrotes Pellet, wihrend die MNC in
einer diinnen, weiBen Bande (buffy coat) iiber dem Trennmedium zu finden sind. Oberhalb
dieser Bande befindet sich das gelbliche Blutplasma, das noch Thrombozyten enthdlt. Die
obere Plasmaphase wird bis zur MNC-Bande verworfen und dann die MNC abgezogen. Nach
zwei Waschschritten mit PBS und Aufnahme der MNC in 1 mL PBS werden 2 mL einer
Bovinen Serum-Albumin (BSA)-Losung mit der Zellsuspension iiberschichtet und
abzentrifugiert (200 x g, 10 min, 20°C). Dieses sogenannte BSA-Kissen dient der Abtrennung
noch vorhandener Thrombozyten in der Zellsuspension, da sie eine geringere Dichte als die

MNC haben und nicht durch die Zentrifugation im Pellet angereichert werden (Thoma et al.,
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1994). Nach Wiederholung dieses Schrittes werden die Zellen in 1 mL Puffer anfgenommen
und kénnen als MNC kultiviert, zu CD34%-Zellen aufgereinigt oder kryokonserviert werden.

Isolierung der CD34*-Zellen

Die Magnetische Hochgradienten-Separationsmethode (MACS) basiert auf der Kombination
von immunologischen Wechselwirkungen zwischen Antikérper und Antigen und einer
physikalischen Separation iiber ein Magnetfeld. Antikdrper, die an kolloidale, magnetische
Partikel (Durchmesser 50 nm) gebunden sind, markieren Oberfléchenmolekiile spezifischer
Zellen und werden in solchen Konzentrationen eingesetzt, dass die Bindung im
Sittigungsbereich liegt. Die kolloidalen Partikel und damit die gebundenen Zellen werden
magnetisch in einer Trennsiule festgehalten und die restlichen Zellen ausgespiilt. Die
Trennsdule ist mit einer ferromagnetischen Matrix gepackt und wird in einer magnetischen
Halterung positioniert. Durch die Matrix wird der Gradient des Magnetfeldes erhoht, was zur
Anziehung und Bindung der durch die geringe GroBe schwach magnetischen Partikel fiihrt
(Miltenyi et al., 1990; Scheffold et al., 1996). Durch Entfernen der Siule aus dem Magnetfeld
verlieren die Partikel ibre Magnetisierung, und die Zellen kénnen ausgespiilt werden.

Es gibt zwei Strategien zur Zell-Separation: Positiv- und Negativselektion. Bei der
Positivselektion werden Zellen mit dem gewiinschten Oberflichenmolekiil {iber einen
spezifischen Antikdrper markiert und dadurch aus der Zellsuspension isoliert. Werden
demgegeniiber alle Zellen markiert und im Magnetfeld zuriickgehalten, die das gesuchte
Merkmal nicht tragen, spricht man von Negativselektion oder Depletion. Dann befindet sich
die Zellpopulation mit dem gewiinschten Charakteristikum im ersten Eluat der Siule. Die
Positivselektion setzt voraus, dass es gegen das gewiinschte Merkmal einen monoklonalen
selektiven Antikorper gibt und eine Antigen-Antikorperreaktion keinen negativen Einfluss auf
die Zielpopulation ausiibt, wie es z.B. fiir die Bindung von anti-CD4 Antikérpern an CD4*-
Lymphozyten beschrieben ist (Howie et al., 1994). Fiir die Positivselektion werden zwei
verschiedene Strategien der Markierung eingesetzt: direkte und indirekte Markierung. Die
direkte Markierung zeichnet sich dadurch aus, dass die magnetischen Partikel direkt an den
Antikdrper gegen das gesuchte Merkmal gebunden sind. Bei der indirekten Markierung wird
zundchst ein Antikorper gegen das gewiinschte Antigen eingesetzt, an den z.B. Haptene
gekoppelt sind (Abbildung 3-1). Die magnetischen Partikel sind an einen zweiten Antikorper

gebunden, der die Haptene als Antigen erkennt und bindet. Diese Art der Markierung dient

dazu, das magnetische Signal zu verstirken, um Zellen mit schwach exprimierten

Oberfichenmarkern, wie CD34, mit guter Spezifitéit und Ausbeute aufreinigen zu kdnnen.
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MACS-MicroBead
anti-Hapten Antikdrper

Haptene CD34"-Zelle

/

anti-CD34 Antikorper
Abbildung 3-1: Indirekte MACS-Markierung von CD34"*-Zellen

Magnetisierbare Kugel

CD34-Oberflichenmolekiil

Zur Isolierung der CD34"-Zellen wurde das CD34 Progenitor Cell Isolation Kit eingesetzt
(Miitenyi Biotec, Bergisch Gladbach), das auf dem Prinzip der indirekten Markierung basiert.
Fiir CD34 sind drei verschiedene Epitope beschrieben, die sich in ihrer Sensitivitit bzw.
Resistenz gegeniiber verschiedenen Enzymen unterscheiden (Greaves et al., 1995). Es ist bei
einer Aufreinigung mit MACS darauf zu achten, dass der Antikorper, der zur Selektion
verwendet wird, nicht das gleiche Epitop erkennt wie der fiir die durchflusszytometrische
Analyse (Kapitel 3.7.2.). Der im Kit enthaltene Hapten konjugierte anti-CD34 Antikdrper
entstammt dem Klon QBEND/10 und erkennt das Epitop Klasse II, wihrend der fiir die
Durchflusszytometrie eingesetzte Antikérper (Klon 581) an das Klasse IIT Epitop bindet. Die
Aufreinigung wurde gemiB den Angaben des Herstellers durchgefiihrt, wobei zwei Séulen

nacheinander verwendet wurden.
Kryokonservierung

Die Versuche mit hiimatopoietischen Zellen wurden mit kryokonservierten Proben durch-
gefiihrt. Die aufgereinigten Zellen werden zur Lagerung nach einer Zentrifugation (200x g,
10 min, 20°C) in 1 mL FBS mit 10% DMSO aufgenommen und in einem Einfriergefd mit
einer Einfrierrate von 1°C/min bei -80°C eingefroren. Durch Anderungen der Kryoprotektiva
und der Einfrierraten konnte keine Verbesserung der Ausbeute und Vitalitit der Zellen nach
dem Auftauen erzielt werden (Pasch et al., 1999). Nach 24 h werden die Proben in fliissigen
Stickstoff tiberfiihrt. Fiir Zellen aus Knochenmark und Nabelschnurblut konnte nachgewiesen
werden, dass nach 33 Jahren Lagerung in fliissigem Stickstoff noch tiber 80% der Zellen vital
sind und die volle biologische Aktivitdt aufweisen (Sumida et al., 1999).



38 3. Material und Methoden

7um Auftauen werden die Proben zuerst im Wasserbad (37°C) erwirmt, bis nur noch ein
Kkleiner Eiskern zu erkennen ist. AnschlieBend erfolgt die Zugabe des Auftaumediums

(IMDM, 10% FBS) nach dem in Tabelle 3-1 beschriebenen Protokoll.

Tabelle 3-1: Zugabe von Frischmedium zum schonenden Auftauen hdmatopoietischer Zellen

Zeitpunkt

nach dem Auftauen [min] 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Medienmenge

[mL/mL Zellsuspension] 01 012 015 0,19 026 036 052 0,86 1,69 4,75

3.1.2. Primiires Stroma aus Knochenmark

Die stromalen Zellen wurden am Klinjkum der Johann Wolfgang Goethe-Universitiit in
Frankfurt am Main aus dem Knochenmark eines gesunden Spenders isoliert. Nach Isolierung
der MNC (Kapitel 3.1.1.) und einer zweistiindigen Plastikadhirenz werden die nicht
adhéirenten Zellen durch mehrfaches Waschen mit Medium entfernt. Zur Kultivierung wird
dem Medium der Wachstumsfaktor basic Fibroblast Growth Factor (bFGF, 2ng/mL)
zugegeben und wochentlich ein halber Medienwechsel durchgefiibrt. Nach 3-4 Wochen sind
die stromalen Zellen konfluent und kénnen passagiert werden. Dazu wird der Zellrasen nach
einem Waschschritt mit PBS mit Trypsin nach einer Inkubation bei 37°C abgelost.
AnschlieBend werden die Zellen in serumhaltiges Medium aufgenommen, um das Trypsin zu
inhibieren. Nach Bestimmung der Zellzahl konnen sie verdiinnt und wieder in Kultur
genommen werden (Dooley et al., 1995; Oostendorp et al., 1997). Die Kryokonservierung

erfolgt wie bei CD34*Zellen (Kapitel 3.1.1.) mit einem vereinfachten Auftauprotokoll. Dabei

werden die Zellen mit dem Einfriermedium in frisches Medium tiberfiihrt. Nach Adhirenz der

Zellen wird das Medium vollstindig entfernt und durch frisches ersetzt.

3.2. Zelllinien

3.2.1. Himatopoietische Zelllinie KG-1

Die humane kontinuierliche Zelllinie KG-1 wurde aus dem Knochenmarkaspirat eines

59jéhrigen, weiBen Mannes etabliert. Der Patient litt zunsichst an einer Erythroleukémie, die
sich zu einer akuten myeloischen Leukimie weiterentwickelte (Koeffler und Golde, 1978).
Diese Zelllinie stammt von einer frithen myeloiden Vorlduferzelle ab. Besondere Merkmale
sind, dass sie den Oberflichenmarker fiir friihe hématopoietische Zellen trigt (CD34), aber
nicht zytokinabhingig ist, wie z.B. die humane Zelllinie Mo7e (Avanzi et al., 1988). ;)iese

Eigenschaften machen sie zu einer idealen Modellzelllinie flir Versuche, bei denen der
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Einsatz von Prim#rmaterial durch zu hohe Mengen benétigten Zellmaterials oder grofe
Medienvolumina eingeschrinkt ist. Weiterhin werden unter anderem CD33, CD45 (Pasternak
und Pasternak, 1994), CD38, CDw123 und HLA-DR exprimiert. KG-1 wichst in Suspension
(IMDM, 10% FBS), wobei eine minimale Zelldichte von 2.10° ¢/mL erforderlich ist. Das
Einfrieren der Zellen erfolgt wie fiir MNC (Kapitel 3.1.1.). Nach dem Auftauen wird durch
Zentrifugation (10 min, 200 x g) das Einfriermedium entfernt, und die Zellen konnen in
frisches Medium aufgenommen werden.

KG-1 ist iiber die American Type Culture Collection (ATCC) (Nummer: CCL-246) erhiltlich.

3.2.2. Stromale Zelllinien

Es sind drei murine, stromale Zelllinien (M2-10B4, M2-10B4 mod., SI/Sl; mod. =
modifiziert) fiir die Kokultur eingesetzt worden (Kapitel 2.4.1.).

Als Medium wird IMDM mit 10% FBS verwendet. Fiir die Kultivierung ist eine Zelldichte
von mindestens 2-10° c/cm? einzusetzen. Wenn die Zellen konfluent gewachsen sind (bis zu
2:10° c/em?), werden sie mit Trypsin in Suspension gebracht (Kapitel 3.1.2.) und verdiinnt
wieder in Kultur genommen. Fiir die Stammhaltung ist die Verdiinnung von bis zu 1:50
mdglich, wihrend fiir eine schnelle Expansion die Zellen geringer verdiinnt wird (z.B. 1:3).
Da die beiden Zelllinien M2-10B4 mod. und SI/S1 gentechnisch veréndert sind, ist es
erforderlich, diese Modifikationen, an die Antibjotikaresistenzen gekoppelt sind, durch den
Einsatz von antibiotikahaltigen Selektionsmedien (Zusammensetzung siche Anhang) bei jeder
zweiten Passage stabil in den Zellen zu erhalten (Hogge et al., 1996).

Die Kryokonservierung erfolgt wie bei primédrem Stroma (Kapitel 3.1.2.). Nach dem Auftauen
der modifizierten Zellen wird Medium ohne Antibiotika eingesetzt und erst nach der 3.
Passage die Kultivierung in Selektionsmedium begonnen. Die Zelllinien kénnen ca. 6 Monate
in Kultur gehalten werden. Dann wird eine kryokonservierte Probe neu in Kultur genommen.
Zum Einsatz von stromalen Zelllinien in der Kokultur mit hématopoietischen Zellen ist die
radioaktive Bestrahlung des Stromas mit 80 Gy zur Wachstumsarretierung erforderlich.

Die stromale Zelllinie M2-10B4 ist iiber die ATCC (CRL-1972) erhiltlich und die beiden

modifizierten stromalen Zelllinien stammen von der Firma CellSystems (St. Katharinen).

3.3. Medien

Die Basalmedien, Seren und sonstigen Medienbestandteile, die in dieser Arbeit verwendet

wurden, sind kommerziell erhéltlich und wurden bis zur Verwendung bei -20°C gelagert. Die
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Lagerung von Medien, die zur Stammbhaltung bendtigt werden oder in der Vorlageflasche an

einen Reaktor angeschlossen sind, erfolgt bei 4°C.

3.3.1. Kulturmedien

Es sind verschiedene Medien fiir die stromahaltige und stromafreie Kultivierung von hdmato-
poetischen Zellen eingesetzt worden, die serumhaltig oder serumfrei sind (Tabelle 3-2).

Tabelle 3-2: Ubersicht iiber die eingesetzten Medien

Medium  Fotales Pferdeserum Basalmedium Anwendung
Rinderserum
LTC 12,5% 12,5% IMDM Stromazelllinien,
hamatopoietische Zellen
P-LTC 12,5% 12,5% McCoy’s 5a  Primires Stroma,
hématopoietische Zellen
X-Vivo 10 - - X-Vivo 10 Stromazelllinien, primédres Stroma,

hématopoietische Zellen

Als Standard wurde das LTC-Medium eingesetzt. Das dafiir verwendete Basalmedium
Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM) zeichnet sich durch einen hohen Anteil an
Aminosduren, Vitaminen und D-Glukose aus. McCoy’s 5a hat deutlich niedrigere
Konzentrationen dieser Komponenten und wird deshalb mit vielen Substanzen supplementiert
(Anhang). X-Vivo 10 ist ein Medium, das serumfrei verwendet wird und speziell fiir die
humane Zellkultur entwickelt wurde. Die genaue Zusammensetzung ist nicht bekannt, aber

eigene Messungen ergaben, dass die Aminosiuren dem Basalmedium IMDM entsprechen.
3.3.2. Serum

Der fliissige Bestandteil des Blutes, der ca. 55% des Gesamtblutes ausmacht, wird als Plasma
bezeichnet. Aus dem Plasma, das in der Zellkultur eingesetzt wird, sind die zelluliren

Bestandteile abgetrennt und gerinnungshemmende Mittel beigefiigt. Als Serum wird der

fliissige Bestandteil nach Gerinnung des Blutes bezeichnet. Durch die Gerinnung werden die

korpuskulédren Bestandteile (Zellen) und einige molekulare Substanzen (v.a. Fibrinogen) aus
der Fliissigkeit entzogen (Hildbrandt, 1994).

Es wurde Fétales Rinderserum (fetal bovine serum, FBS) und Pferdeserum (horse serum, HS)
eingesetzt. Seren beinhalten Substanzen, die auf das Zellwachstum einen positiven Effekt
ausiiben. Serumhaltiges Medium bringt auch Nachteile mit sich, weil es nicht eindeutig
definiert ist und die Zusammensetzung je nach Charge qualitativ und quantitativ schwanken
kann. Da nicht alle Komponenten bekannt sind, kénnen z.B. durch unerkannte

Wachstumsfaktoren die Zellen unkontrolliert und unerwiinscht stimuliert oder inhibiert
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werden (Lindl und Bauer, 1994). In eigenen Messungen konnte eine hohe Konzentration fiir
Laktat (16,3 mM in FBS und 5,5 mM in HS) ermittelt werden. Aus diesen Griinden ist es fiir
eine klinische Anwendung von Vorteil, wenn sie mit serumfreiem Medium durchfiihrbar ist.
In den meisten Protokollen zur Kokuitur stromaler und hé@matopoietischer Zellen wird aber
nicht auf Serum verzichtet, da es wichtige Faktoren fiir die Zelladhésion zur Verfiigung stellt.

Wenn bei der Benutzung von Seren ein Chargenwechsel erfolgt, ist es erforderlich,
verschiedene Chargen gegeneinander zu testen und mit dem vorher eingesetzten Serum zu
vergleichen. Fiir HS ist eine Variation zwischen verschiedenen Chargen, gemessen am
proliferativen Einfluss auf CFU-GM, von 20% und fiir FBS sogar von iiber 40%

nachgewiesen worden (Koller et al., 1998 a).

34. Zytokine und Antikorper

Die eingesetzten humanen Zytokine werden alle von rekombinanten Mikoorganismen
produziert. Die verwendete Standard-Zytokinkombination ist in Tabelle 3-3 aufgefiihrt.
Tabelle 3-3: Standard Zytokin- bzw. Antikdrperkombination zur Kokultur

Zytokin bzw. Antikdrper Konzentration Hersteller

IL-3 10 ng/mL Sandoz, Niirnberg

TPO 20 ng/mL CellSystems, St. Katharinen
FL 50 ng/mL CellSystems, St. Katharinen
SCF 50 ng/mL CellSystems, St. Katharinen
anti-TGFB 100 ng/mL R&D Systems, Wiesbaden

Fiir die Kultivierung von primérem Stroma wurde der Wachstumsfaktor bFGF eingesetzt, der
von der GBF in Braunschweig zur Verfiigung gestellt wurde.

Die lyophilisierten Zytokine und Antikdrper wurden nach Angaben des Herstellers gel6st und
in 0,5 mL Aliquots bei -20°C gelagert. Die kurzfristige Lagerung erfolgte bei 4°C.

3.5. Kultursysteme

3.5.1. Gewebekulturgefifie

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zur Stammhaltung und Expansion der Zelllinien
Gewebekulturflaschen (25 cm? und 75 cm? Oberfliche) verwendet, die mit maximal 10 bzw.
30 mL Medium gefiillt wurden.

Fiir die MC-Assays (Kapitel 2.1.3. und 3.7.3.) wurden 35 mm Gewebekulturschalen
eingesetzt, von denen jeweils 2 in eine 94 mm Gewebekulturschale gesetzt wurden. Sie

enthielt zusiitzlich ein kleines GefdB mit sterilem Wasser, um Verdunstungseffekte
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auszuschliefen. Die Langzeit-Assays (CAFC und LTC-IC, Kapitel 2.1.3. und 3.7.3.) wurden
in Gewebekulturplatten mit 96 Vertiefungen durchgefiihrt. Fiir Screeningversuche im kleinen
MaBstab und als Basis des Miniatur-Schlaufenreaktors sind Platten mit 12 Vertiefungen
eingesetzt worden. Eine Alternative zu solchen Systemen ist ein Kultur-Beutel aus Teflon, in
den Zellen iiber eine Spritze inokuliert werden kénnen.

Die Begasung dieser Systeme erfolgt diffusiv iiber die Medienoberfliche im Brutschrank.

3.5.2. Der Festbettreaktor

Der prinzipielle Aufbau des Festbettreaktors ist in Abbildung 3-2 dargestellt. Der
Kultivierungsraum des Reaktors besteht aus einer Glasrohre, die am unteren Ende mit einem
Flansch versehen ist, in den ein Haltesieb eingeklemmt wird. Zusammen mit diesem Sieb ist
eine zweite Lage aus einem Kunststoffgewebe (Quadratmaschengewebe, Maschenweite
40 um) festgespannt. Auf dieser zweilagigen Haltevorrichtung bilden die Mikrotriiger in einer
Kugelschiittung das Festbett, ohne in den Umlauf gelangen zu konnen.

Das Festbett wird durch eine peristaltische Pumpe im externen Umlauf mit Medium
durchstrdmt. Die Perfusion des Reaktors erfolgt durch kontinuierliches Einleiten von
Frischmedium in den Umlauf. Oben an der Reaktorrshre wird durch einen Uberlauf das
verbrauchte Medium abgefiihrt. Das Umlaufverhiltnis U (Volumenstrom im Zulauf bezogen
auf den Volumenstrom im Umlauf) betrfigt bei der iiblichen Betriebsweise fiir
hdmatopoietische Zellen ca. 0,001, was dem Verhalten eines idealen Riihrkessels entspricht
(U > 0,5). Daher ist eine Kurzschlussstrtdmung von frischem Medium direkt aus dem Umlauf
in den Uberlauf auf einen sehr geringen Wert reduziert. Weiterhin sind in den Umlauf die
Messtechnik (pH- und pO,-Sonde) und ein spezielles BegasungsgefiB integriert. In diesem
GefdB erfolgt die Begasung diffusiv iiber diinnwandige Silikonschliuche. Die iibrigen
Leitungen sind aus Maprene-Schlzuchen gefertigt, die keine Diffusion iiber die Schlauchwand

zulassen. Dadurch wird gewihrleistet, dass die Begasung ausschlieBlich kontrolliert iiber das
Begasungsgefi erfolgt,

und dass ein Ausgasen iiber die Leitungen im Umlauf verhindert
wird.
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Abbildung 3-2: Der Festbettreaktor

Dieser Festbettreaktor zeichnet sich besonders durch das giinstige Verhiltnis von
Gesamtvolumen (28 mL) zum Trigerschiittvolumen (10 mL) von 2,8 aus. Das hat den
Vorteil, dass das Volumen an zytokinhaltigem Medium moglichst gering gehalten werden
kann, was unter finanziellen Aspekten eine wesentliche Rolle spielt. Weiterhin werden so
vom Stroma produzierte Wachstumsfaktoren stirker aufkonzentriert, wodurch eine bessere
Stimulierung der hiimatopoietischen Zellen gewihrleistet ist.

Dieses System wird vor seinem Gebrauch autoklaviert und mindestens 24h mit
antibiotikafreiem Kulturmedium unter Kulturbedingungen einem Steriltest unterzogen. Die
Triger werden im Kulturmedium im Brutschrank auf ihre Sterilitit getestet. Nach dem
Steriltest wird das Medium im Reaktor durch frisches ersetzt, die Triger in den Reaktor
{iberfiihrt und die Kultivierung gestartet. Die Mess-Elektroden werden vor dem Start der
Kultur nach den Angaben des Herstellers kalibriert. Bei der pH-Einstab-Messkette erfolgt die
Kalibrierung vor dem Sterilisieren und bei der amperometrischen Sauerstoff-Elektrode, die
nach dem Clark-Prinzip funktioniert, wahrend des Steriltests. zeigt den Aufbau des
Festbettreaktors. Die Durchflussraten sind jeweils bei den einzelnen Versuchen in Kapitel 5
und 7 angegeben.

Das Inokulum wird in einem kleinen Medienvolumen (2 mL) aufgenommen und mit einer
Glaspipette im Festbett verteilt. Die Probenahme erfolgt ebenfalls mit einer Glaspipette,
wobei zuerst 2 mL Medium und anschliefend ungefihr 1 mL Tréger zur Analyse aus dem

Reaktor entnommen werden.
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Abbildung 3-3: Aufbau des Festbettreaktors

3.5.3. Der Miniatur-Schlaufenreaktor

Zwei Aspekte bei der Kultivierung blutbildender Zellen schrinken das experimentelle
Arbeiten ein, einerseits die geringe Zellzahl pro Blutspende und andererseits die
Spendervariabilitiit. Der Festbettreaktor ist mit einem Trigerschiittvolumen von 10 mL auf die
Kultivierung der Zellen aus einer Spende ausgelegt und eignet sich daher nicht fiir das Testen
verschiedener Parameter. Aus diesem Grund wurde ein neues miniaturisiertes System
entwickelt, das vergleichbare Bedingungen wie der Festbettreaktor bietet, um mit einer
moglichst  geringen  Zellzahl vergleichende Untersuchungen im immobilisierten,
dreidimensionalen System zu ermdglichen, der Miniatur-Schlaufenreaktor. Das Grundprinzip
ist Abbildung 3-4 dargestelit.

In einem Einsatz aus rostfreiem Edelstahl liegen die Mikrotriiger mit einem Schiittvolumen
von 1 mL als Festbett auf einem Sieb. Dieses Haltesieb weist einen gebérdelten Rand auf,
wodurch es beim Einlegen in den Einsatz festgeklemmt wird und am Rand gegen das
Durchfallen von Triigern abgedichtet ist. Der Einsatz, der mit drei Stiitzen versehen ist, ist s0
dimensioniert, dass er in die Vertiefung einer handelsiiblichen Gewebekulturplatte mit 12
Vertiefungen passt. Am Boden der Vertiefung liegt ein Magnetriihrstab (7 x 2 x 2 mm), durch

den das Medium in einer schlaufenformigen Stromung bewegt wird. So wird das Festbett
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kontinuierlich mit Medium durchstromt, wodurch Medien- und Sauerstofflimitierungen im
Inneren der Schiittung vermieden werden. Abbildung 3-5 zeigt (von links nach rechts) die

Triiger, das Haltesieb, den Edelstahleinsatz und den Magnetriihrstab.

Mikrotrager Medium
Einsatz
Vertiefung einer .
Gewebekulturplatte o
\ Stréomung
= =
Magnetruhrstab Sieb

Abbildung 3-4: Aufbau des Miniatur-Schlaufenreaktors (Querschnitt)

Abbildung 3-5: Komponenten der Edelstahleinsitze fiir den Miniatur-Schlaufenreaktor

Der Antrieb des Magnetriihrstabes erfolgt durch einen Magnetriihrer mit 12 Riihrstellen. Auf
diesem Riihrer wird eine Gewebekulturplatte, in der alle Vertiefungen mit Miniatur-
Schlaufenreaktoren besetzt sind, im Brutschrank (37°C, 5% CO.) kultiviert. Der Magnetriihr-
Antrieb funktioniert elektromagnetisch, was zu einer starken Wiirmeentwicklung fiihrt. Aus

diesem Grund wurde eine diinne, doppelwandige Platte entwickelt, die zwischen Riihrantrieb
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und Gewebekulturplatte positioniert wird. Durch diese Platte wird aus einem externen
Wasserbad Wasser mit einer Temperatur von 37°C geleitet, wodurch der Miniatur-
Schlaufenreaktor thermisch vom Riihrantrieb entkoppelt ist. Da die Zwischenplatte nur eine
Bauhthe von 9 mm aufweist, ist die Wirkung der magnetischen Antriebskrifte nicht
beeintrichtigt. Der Aufbau des Miniatur-Schlaufenreaktors mit Zwischenplatte ist in
Abbildung 3-6 aufgezeigt.

Alle Komponenten, die in die Vertiefungen der Gewebekulturplatte einzusetzen sind, werden
vor dem Gebrauch einzeln autoklaviert. Mit einer sterilen Pinzette wird zuerst der
Magnetrithrstab und dann der Einsatz in die Vertiefung gesetzt. Danach werden die
Vertiefungen mit 4 mI. Medium aufgefiillt und abschliefend 1 mL Mikrotriger in jeden
Einsatz pipettiert. Nach einem Steriltest unter Kulturbedingungen iiber mindestens 24 h
konnen die Zellen inokuliert werden. Die Zelldichte im eingesetzten Inokulum sollte nicht zu
hoch sein, da durch Fliissigkeitstropfen, die sich auBen an der Pipette befinden, die Zahl der
inokulierten Zellen stark variieren kann (Kapitel 4.3.).

In Abbildung 3-7 ist der schrittweise Aufbau der Miniatur-Schiaufenreaktoren fotografisch
dargestelit. Wenn wihrend der Kultivierung ein Medienaustausch erforderlich sein sollte,

kann dieser steril mit einer Pipette oder bei groBeren Volumina mit einer Kaniile erfolgen.

Brutschrank:
37°C, 100 % Luftfeuchtigkeit

=

— ey | L- Miniatur-Schlaufenreaktor

ENOmn
OL)I

Wérmebad

&

_~ Zwischenplatte

™~ Rihrantrieb

Abbildung 3-6: Aufbau des Miniatur-Schlaufenreaktors mit Zwischenplatte
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Abbildung 3-7: Aufbau einer Gewebekulturplatte mit 12 Miniatur-Schlaufenreaktoren

Zur Ernte der Triger wird der Einsatz mit einer sterilen Pinzette aus der 12-Loch-Platte
entnommen und jeweils in ein Zentrifugenrdhrchen iiberfiihrt, das 5 ml steriles PBS enthalt.
Durch Schwenken des Einsatzes im PBS gelangen die Triiger ohne groBe Scher-

beanspruchung in die Fliissigkeit und stehen fiir weitere Analysen zur Verfiigung.

3.6. Triiger

3.6.1. Triigermaterial

In dieser Arbeit ist iiberwiegend mit makropordsen Mikrotrigern aus Collagen gearbeitet
worden, die mit kleinen Metallpartikeln beschwert sind. Im Vergleich dazu wurden Glas-
Triiger, sogenannte Siran-Triiger, eingesetzt. Die Eigenschaften der verschiedenen Triger sind

in Tabelle 3-4 gegeniibergestellt.
Die Collagen-Triiger wurden steril in PBS geliefert (Cellex, Minneapolis, USA), wiihrend die

Siran-Triiger autoklaviert wurden.
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Tabelle 3-4: Vergleich der Eigenschaften von Collagen- und Siran-Trégerm

Eigenschaft Collagen-Triger  Quelle Siran-Tréger Quelle
Material Collagen Typ I Angabe des  Borosilikatglas  Liillau, 1992
(Rind) Herstellers mit Gelatine
beschichtet
Durchmesser 400 - 700 um Angabe des 200 - 600 um Liillau, 1992
Herstellers
Porositit 0,85 Cahn, 1990 049 Hambach, 1994
Porengrofie 50 pm Angabedes  20-120 pm Liillan, 1992
Herstellers
Spezifische Dichte 1,7 g/mL Cahn, 1990 1,5 g/mL Hambach, 1994
Spezifische Oberfliche 0,32 m%g Triger ~ Angabe des 0,22 m*/g Triiger Liillau, 1992
Herstellers

3.6.2. Zellernte

Zellen, die auf Siran-Trigern gewachsen sind, werden nach einem Waschschritt mit Trypsin
abgeldst (15 min, 37°C). Zur Kontrolle der Zellzahl wird ein Teil der Triger nicht lysiert,
sondern einer Kernfirbung mit Kristallviolett unterzogen.

Collagen-Tréger, die mit Zellen besiedelt sind, werden durch Collagenase Typ I aufgelost.
Dazu werden die Tréger zunéchst mit PBS gewaschen. Da in der Waschldsung noch Zellen
sein konnen, wird sie nicht verworfen. Nach Zugabe von 1 mL steriler Collagenase-Losung
erfolgt eine Inkubation im Brutschrank (37°C, 5% CO,) bis die Tréger vollstindig lysiert
sind. Der zellhaltige Uberstand wird abgezogen und die verblicbenen Stahlpartikel mit PBS
gewaschen, bis der Uberstand klar ist. Das Tragerlysat und alle Waschlésungen werden
vereinigt, zentrifugiert (200 x g, 15 min) und in einem geeigneten Volumen (0,5 - 2 mL)
aufgenommen. Nun kann die Analytik der Zellen erfolgen. Die Stahlpartikel werden bis zur
Gewichtskonstanz getrocknet (60°C) und ausgewogen. Um eventuell verbliebene Zellen
nachzuweisen, kénnen die Partikel noch mit Kristallviolett liberschichtet und nach der

Auswertung getrocknet und gewogen werden. Die Berechnung der Zellkonzentration ist im
Anhang beschrieben.

3.6.3. Rasterelektronenmikroskopische (REM) Aufnahmen

Von einer Trigerprobe, die fiir eine REM Aufnahme prépariert werden soll, wird zuerst
Medium entfernt. Dann wird zur Fixierung der Zellen 1 mL 2,5%iges Glutardialdehyd
zugegeben und die Probe vorsichtig geschwenkt. Nach mindestens eintfigiger Inkubation bei

20°C erfolgen zuerst zwei Waschschritte mit PBS. AnschlieBend wird die Probe jeweils 1 h in

40%igem, 60%igem, 80%igem und schlieBlich 100%igem Aceton gelagert, um der Probe alle
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wissrigen Bestandteile zu entziehen. Es ist wichtig, dass die Trigerprobe nicht trocken wird.
So vorbereitet wird die Probe einer Kritischen Punkttrocknung unterzogen, vergoldet und

schlieBlich mit einem Elektronenmikroskop betrachtet und fotografiert.
3.7. Zellanalytik
3.7.1. Zellzahl und Vitalitit

Zellen in Suspension

Die Zellzahlbestimmung erfolgte meist in einer Zdhlkammer (Hdmozytometer) mit einer
Einteilung nach Neubauer unter dem Phasenkontrastmikroskop. Die Untersuchung der
Vitalitit beruht auf der unterschiedlichen Aufnahme bestimmter Farbstoffe durch lebende und
tote Zellen. Trypanblau oder Erythrosin B werden nur von toten Zellen aufgenommen, da
durch den Verlust der Membranintegritit die Aufnahmebarriere fehlt.

Eine weitere Methode ist der Einsatz elektronischer Zihlgerite, z.B. dem CASY-1
Partikelzihlgerit. Dieses Gerit arbeitet nach dem Widerstandsmessprinzip, bei dem die
Zellen in einer isotonen Elektrolytlosung durch eine Messkapillare gefiihrt werden. An diese
ist iiber zwei Platinelektroden eine elektrische Spannung angelegt. Zellen, die die
Messkapillare passieren, erzeugen durch die Widerstandsénderung elektrische Pulse, die der
Anzahl der Zellen entsprechen. Durch Kombination der Widerstandsmessung mit einer
Pulsflichenanalyse kann die GroBenverteilung der Zellen dargestellt werden, da die
Pulsfliche proportional zum Zellvolumen ist. Die GroBenverteilung ist fiir jeden Zelltyp
charakteristisch und erméglicht eine Quantifizierung von toten und vitalen Zellen (Lindl und
Bauer, 1994). Durch den Verlust der Membranintegritdt bei toten Zellen wird der Puls durch
den Zellkern ausgeldst, und die Zellen werden kleiner dargestellt. In Tabelle 3-5 sind die

Messgrenzen fiir die Zelltypen dieser Arbeit angegeben.
Tabelle 3-5: Messgrenzen bei der elektronischen Zellzahlbestimmung verschiedener Zelltypen

Zelltyp Untere Messgrenze [um] Obere Messgrenze [pm]
MNC 4,80 30
CD34"-Zellen 6,00 30
Zelllinie KG-1 9,15 30
Zelllinie M2-10B4 mod. 12,00 30

Zelllinie SI/S1 10,20 30
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Immobilisierte Zellen

Neben der Zellzahlbestimmung nach einer Trigerlyse mit Collagenase (Kapitel 3.6.2.) ist eine
andere Methode eingesetzt worden. Die immobilisierten Zellen werden mit einer Losung
behandelt, die zur Lyse der Zellen Citrat und zur Firbung der Zellkerne Kristallviolett enhilt.
Die gefirbten Zellkerne befinden sich dann in Suspension und kénnen ausgezdhlt werden.
Aussagen iiber die Vitalitét sind mit dieser Methode nicht moglich, aber man geht davon aus,
dass sich auf den Trigern lebende Zellen befinden, wohingegen tote Zellen leicht abgespiilt
werden. Apoptotische Zellen werden mit dieser Methode nicht erfasst, weil sie einschlieBlich
des Zellkerns und der Organellen in sogenannte apoptotische Korperchen fragmentieren.

In ein ausgewogenes Zentrifugenrshrchen werden ca. 0,5 ml Triger gegeben, der Uberstand
abgenommen und das Feuchtgewicht der Probe bestimmt. Nach Zugabe von 1 mL
Kristallviolett wird durch kriftiges Schiitteln der Farbstoff gleichméBig verteilt. Nach einer
Inkubation von mindestens 24 h bei 37°C wird die Zahl der Kerne im Himozytometer
bestimmt. Anschliefend werden die Triger ca. 48h bei 60°C getrocknet und dann
ausgewogen. Die Berechnung der Zelldichte ist im Anhang erldutert.

Neutralrot ist ein Farbstoff, der nur lebende Zellen anfirbt, und wird in den Lysosomen
akkumuliert. Da diese Aufnahme stoffwechselaktive Zellen erfordert, erfolgt die Farbung der
Zellen wihrend einer zweistiindigen Inkubation bei 37°C, wobei das fiir die jeweiligen Zellen
tibliche Medium mit zugesetztem Farbstoff verwendet wird. Es ist nicht mdglich, iiber diese

Methode genaue Zahlen fiir immobilisierte lebende Zellen zu erhalten, aber sie dient der

optischen Kontrolle, ob und wie dicht die Tréiger bewachsen sind.

3.7.2. Durchflusszytometrische Analytik

Die Durchflusszytometrie dient der Untersuchung der unterschiedlichsten Parameter von
Zellen. Diese reichen von der Groge, Granularitit, Vitalitit und spezifischen Oberflichen-
molekiilen, iiber den DNA- bzw. RNA-Gehalt und Zellzyklus, bis hin zu Eigenschaften, die
den physiologischen Zustand der Zelle beschreiben. Darunter fallen z.B. der Nachweis
intrazelluldrer Zytokine (Al-Rubeai et al., 1993).

AuBer der ZellgroBe und -granularitit werden alle genannten Eigenschaften nach dem

gleichen Prinzip detektiert: Substanzen, die durch einen Laser (488 nm) zur Emission von
Licht, je nach Molekiil, verschiedener Wellenlinge angeregt werden, markieren direkt oder
indirekt Bestandteile der Zelle, die fiir das Merkmal charakteristisch sind. Die Intensitit des

emuttierten Lichts wird durch Fotodetektoren gemessen und ist proportional zur Ausprigung

des untersuchten Kennzeichens. Durch unspezifische Bindungen der markierenden
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Substanzen oder durch natiirliche Fluoreszenz kann die Messung beeintrichtigt werden,
weshalb parallel zu den Proben immer eine Negativkontrolle untersucht wird.

Im Durchflusszytometer wird die markierte Zellsuspension durch eine Kapillare gefiihrt, die
einen Strahl feiner Tropfen erzeugt, in denen jeweils nur eine einzige Zelle enthalten ist. Die
Zellen passieren in der Messzelle den Laserstrahl, was zu einem fiir jede Zelle typischen
Streulichtmuster fiilhit und die Markierungssubstanzen zur Emission anregt. Die
Vorwirtsstreuung des Lichts (forward scatter, FSC) dient als MaB fiir die GroBe der Zellen
und die Seitwértsstreuung (sidewards scatter, SSC) fiir die Granularitit.

Die Phinotypisierung der Zellen erfolgt iiber ihre spezifischen Oberfldchenantigene. Dabei
werden gegen diese Antigene monoklonale Antikorper (mAb) eingesetzt, an die die
Fluoreszenzfarbstoffe Fluorescein Isothiocyanat (FITC) oder Phycoerythrin (PE) gekoppelt
sind. Wenn ein Marker nur schwach exprimiert wird, wie CD34, oder nur ein Antik6rper mit
schlechter Affinitiit zur Verfiigung steht, sollte PE als Farbstoff verwendet werden. PE ist
stabiler als FITC und hat eine hohere Intensitit. Als Negativkontrolle dienen Antikdrper, die
den gleichen Isotyp wie die spezifischen Antikérper aufweisen, aber keine Strukturen der
humanen Zellen erkennen konnen, z.B. eine Glukoseoxidase aus Aspergillus niger.

Die zu untersuchenden Proben (mindestens 1-10° Zellen), werden abzentrifugiert (10 min,
200 x g), und die Zellen anschlieBend in 100 pl PBS aufgenommen. Die Standard-Farbung
von CD34*-Zellen erfolgt mit 5 pl des anti-CD34-PE mAb und der gleichen Menge des anti-
CD45-FITC mAb. Parallel wird ein Ansatz mit jeweils 5 ul eines Maus IgG1-FITC bzw. -PE
als Negativkontrolle vorbereitet. Nach Inkubation fiir 30 min bei 4°C und zweimaligem
Waschen mit PBS sind die Proben fertig zur Analyse. Andere Oberflichenmolekiile werden
nach dem gleichen Protokoll geférbt.

Wihrend der Messung im Durchflusszytometer werden die Daten aller Fotodetektoren
gespeichert und konnen entweder in Form von Histogrammen oder sogenannten Dot Plots
verfolgt werden. In einem Histogramm wird die Intensitit eines Signals gegen die Zellzahl
aufgetragen (Abbildung 3-8, C) und in einem Dot Plot (Abbildung 3-8, A, B, D) zwei Signale
gegeneinander.

Wenn die Anzahl der Zellen ausreichend ist, werden wihrend der Messung 10.000 Zellen
detektiert und die Signale gespeichert. Die Auswertung der Messung ist fiir eine CD45-
FITC/CD34-PE Firbung von frisch aufgetauten CD34"-Zellen, die von 5 Spendern gepoolt
worden sind, exemplarisch in Abbildung 3-8 dargestellt. Im ersten Schritt wird im FSC/SSC-
Plot (A) die distinkte Region der lebenden Zellen als eine Region definiert (R1). Bei der

Betrachtung der Fluoreszenzen werden nur Zellen aus dieser Region beriicksichtigt.
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Abbildung 3-8: FACS-Messung von CD34"-Zellen (A: Zellgrofie (FSC/SSC), B: Negativkontrolle
(R1), C: CD34-PE-Firbung (R1), D: CD45-FITC/CD34-PE-Farbung (R1))

Im Plot der Negativkontrolle (B) kann nun durch das Setzen eines Quadranten die
Autofluoreszenz der Zellen als linker, unterer Quadrant definiert werden, da alle Zellen in
dieser Probe kein positives Fluoreszenz-Signal aufweisen sollen. Dieser Quadrant wird in den
Plot der positiv gefirbten Zellen kopiert (D). Uber die statistische Auswertung der einzelnen
Quadranten kann die Zellpopulation definiert werden. In diesem Beispiel sind 99,08% der
Zellen sowohl fiir CD45 als auch fiir CD34 positiv. Man kann allerdings drei verschiedene
Populationen (R2-R4) erkennen, die sich in der unterschiedlichen Ausprigung der beiden
Merkmale unterscheiden. Das ist auf die Variabilitit des Spendermaterials zuriickzufiihren.
Betrachtet man nur die Zellen von einem Spender, erhélt man auch nur eine Population. Das
Signal von CD34-PE ist in C noch einmal als Histogramm dargestelit.

In Tabelle 3-6 sind die in dieser Arbeit verwendeten Antikdrper zur Durchflussanalytik

zusammengefasst. Alle eingesetzten AntikSrper stammen von der Firma BD-Pharmingen,
Heidelberg.
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Tabelle 3-6: Verwendete Antikorper fiir die Durchflusszytometrie

Antikorper Konjugat Antigen Antikorper Konjugat Antigen
anti-CD33 FITC human anti-CD45 PE human
anti-CD34 PE human anti-CD45 FITC murin
anti-CD34 FITC human anti-CD90 PE human
anti-CD38 FITC human anti-CD117 FITC human
anti-CD45 FITC human anti-HLA-DR FITC human

3.7.3. Biologische Assays

Methylzellulose-Assay (MC-Assay)

Um den Anteil der koloniebildenden Zellen im Kulturansatz zu ermitteln, wird ein colony
forming cell-Assay in Methylzellulose durchgefiihrt (Kapitel 2.1.3.).

Das semisolide Methylzellulose-Medium enthilt die humanen Wachstumsfaktoren IL-3
(10 ng/mL), GM-CSF (10 ng/mL), SCF (50 ng/mL) und Erythropoietin (3 U/mL), die die
Ausdifferenzierung  fordern. Die  Koloniebildungsfahigkeit ist vom Grad der
Ausdifferenzierung der Zellen in Kultur abhingig. Da dieser wihrend der Kulturdauer
zunimmt, ist es erforderlich, die im Assay eingesetzte Zellzahl zu erhohen. Von frisch
aufgetauten CD34%-Zellen oder Zellen nach einem Tag in Kultur werden 150 c/Ansatz
eingesetzt, nach 4 Tagen 250, nach 7 Tagen 300, nach 10 und 14 Tagen 500 Zellen. Die
Zellen fiir einen Versuchsansatz werden in 100 uL IMDM resuspendiert und vollstindig in
1ml. MC-Medium iiberfiihrt. AnschlieBend werden die Zellen in einer 35 mm-
Gewebekulturschale im Brutschrank (37°C, 5% COy) fiir 2 Wochen inkubiert. Die Kolonien,
die sich nach dieser Zeit entwickelt haben, werden anhand der Form und Farbe der Kolonie
und der Morphologie der einzelnen Zellen unter einem Invertmikroskop typisiert und
ausgezihlt. Zur statistischen Absicherung der FErgebnisse wurden die MC-Assays
grundsitzlich im Zweifach- und fiir das Inokulum im Dreifach-Ansatz durchgefiihrt.

Cobblestone-Area-Forming Cells (CAFC)-Assay

Der CAFC-Assay dient der Detektion sehr frither hamatopoietischer Zellen (Kapitel 2.1.3.),
die mit Hilfe einer begrenzenden Verdiinnungsreihe (limiting dilution analysis = LDA) in
stromahaltigen Langzeitkulturen quantifiziert werden. Dabei werden die Zellen in 6
verschiedenen Verdiinnungsstufen jeweils als 10fach Replikat kultiviert und anschlieend auf

der Basis von statistischen Berechnungen ausgewertet (Sutherland und Eaves, 1994).
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Als Stroma werden die in Kapitel 2.4.1. und 3.2.2. beschriebenen Zelllinien M2-10B4 mod.
und SUSI eingesetzt. Diese Zellen werden zunichst zur Wachstumsarretierung mit 80 Gy
bestrahlt. Je Zelltyp werden 6-10° Zellen in 100 uL. LTC-Medium resuspendiert und in die
Vertiefung einer Gewebekulturplatte mit 96 Vertiefungen iiberfithrt. Das Medium enthilt
zusitzlich 1% Penicillin/Streptomycin. Die himatopoietischen Zellen werden 24 h spéter
inokuliert. Dazu wird eine Verdiinnungsreihe in 6 verschiedenen Konzentrationsstufen
angesetzt, die der Formel x =b - 3w folgen, wobei x die Zellzahl pro Verdiinnungsstufe, b die
Basis-Zahl der niedrigsten Verdiinnung und n die Nummer des Verdiinnungsschrittes ist.

Fiir aufgetaute CD34"-Zellen oder Zellen nach einem Tag in Kultur ist die Basis-Zahl 1, d.h.
es wird in der hochsten Verdiinnung nur 1 Zelle pro Vertiefung eingesetzt. An den Tagen 4
und 7 wird die Zahl auf 5 erhoht und fiir die Tage 10 und 14 auf 10, da die Zellen mit
zunchmender Kulturdauer ausdifferenzieren. Die Zellen werden in 100 pL. LTC-Medium
inokuliert, wodurch sich das Gesamtvolumen auf 200 pL erhoht. Die Platten werden 6
Wochen im Brutschrank bei einem halben Medienwechsel pro Woche (37°C, 5% CO,)
kultiviert. Dann werden die Platten ausgewertet, wobei die Anzahl der positiven Vertiefungen
gezdhlt wird. Eine Vertiefung gilt dann als positv, wenn mindestens 6 der charakteristischen

Cobblestone-Zellen in einem Cluster gruppiert sind (Arseniev und Griesel, 1998).

Long-Term Culture-Initiating Cells (LTC-IC)-Assay

Der Long-Term Culture-Initiating Cells (LTC-IC)-Assay dient ebenfalls der Detektion sehr
friiher hamatopoietischer Vorlduferzellen (Kapitel 2.1.3.). m Prinzip basiert er auf dem
CAFC-Assay, der nach der Kulturdauer von 6 Wochen um einen MC-Assay erweitert wird.
Dazu wird das Medium nach einem Zentrifugationsschritt entfernt und jede Vertiefung mit
100 uL. MC-Medium iiberschichtet. Nach weiteren 2 Wochen Kultur im Brutschrank (37°C,
5% CO,) werden dann die positiven Vertiefungen ausgezéhlt, die mindestens eine Zellkolonie

aufweisen. Die Auswertung erfolgt quivalent zum CAFC-Assay.

Immundefiziente Miuse

Mit Hilfe von immundefizienten Mausen, den sogenannten NOD/SCID-Miusen (nonobese
diabetic/severe combined immunodeficient) kénnen noch friihere hématopoietische Zellen als
die LTC-IC nachgewiesen werden (Kapitel 2.1.3.).

Dazu werden weibliche M#use, die 6 bis 8 Wochen alt sind, mit einer subletalen Dosis von

2 Gy bestrahlt. Innerhalb von 3 bis 5 h werden humane hématopoietische Zellen durch die

Schwanzvene injiziert. Nach 24 h wird als Ko-Transplantat eine Fibroblasten Zelllinie, die
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aus einer Ratte etabliert wurde, subcutan gespritzt. Diese Zelllinie ist gentechnisch so
verdndert, dass sie humanes IL-3 exprimiert, wodurch der Engraftment-Prozess verbessert
wird. Sechs bzw. sieben Wochen nach der Transplantation werden die Miuse getdtet und die
Zellen des Knochenmarks durchflusszytometrisch oder iiber PCR auf den Anteil humaner
Zellen analysiert. Ein monoklonaler Antikorper gegen den murinen CD45-Oberflichenmarker
grenzt die murinen von den humanen Zellen ab (Goan et al., 1996; Mobest et al., 1999).

Die Repopulierungsversuche dieser Arbeit wurden kommerziell bei der Firma EPO-GmbH,
Berlin durchgefiihrt. Fiir jede Probe wurden 2 - 4 Méuse transplantiert. Als Negativkontrolle
wurde eine Gruppe mit bestrahlten, aber nicht transplantierten Méusen parallel zu den

transplantierten Tieren gehalten.

3.8. Molekularbiologische Analytik

In dieser Arbeit wurde das Knochenmark der SCID-Miuse molekularbiologisch untersucht.
Dazu wurde eine PCR zur Detektion von humaner c-Satelliten-DNA in der genomischen

DNA der Knochenmarkszellen nach der 6. Woche durchgefiihrt.

3.8.1. Isolierung und Aufreinigung genomischer DNA

Im ersten Schritt der DNA-Isolierung miissen die Zellen aufgeschlossen werden. Dazu
werden sie abzentrifugiert und das Pellet in 200 uL des PCR-Lyse-Puffers (Anhang)
aufgenommen. Durch eine 1 Y-stiindige Inkubation bei 56°C erfolgt die Lyse der Zellen.
Verbliebene Zelltriimmer reichern sich nach einer Zentrifugation (21.000 x g, 4°C) im Pellet
an und werden so entfernt. Der wissrige Uberstand, der die DNA enthilt, wird mit sterilem
Wasser auf 400 pL aufgefiillt und anschlieBend zur Entfernung von Proteinen einer Phenol-
Chloroform-Isoamylalkohol (PCI)-Extraktion unterzogen. 400 pL der PCI-Losung (Anhang)
werden zur DNA gegeben und der Ansatz zentrifugiert. Nach dem Abziehen des wissrigen
Uberstandes wird dieser wiederholt mit der PCI-Losung behandelt und abzentrifugiert (5 min,
21.000 x g, 4°C). Im dritten Schritt wird die DNA im Uberstand mit 400 uL. Chloroform
versetzt, um iiberschiissiges Phenol zu entfernen, und wiederum abzentrifugiert (5 min,
21.000x g, 4°C). Die DNA liegt nun im wissrigen Uberstand. Die photometrische
Konzentrationsbestimmung  basiert darauf, dass Nukleinsduren bei UV-Licht ein
Absorptionsmaximum bei 260 nm aufweisen. Fine Losung mit 50 ug/mL doppelstréngiger
DNA besitzt unter definierten Bedingungen einen Absorptionswert (Optische Dichte, OD)
von 1. Dieser Wert dient der Konzentrations-Berechnung der Losung. Das Absorptions-

maximum fiir Proteine liegt bei 280 nm. Durch Bestimmung des Verhiltnisses der Absorption
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bei 260 und 280 nm lisst sich die Reinheit der Nukieinséurelosung abschitzen. Eine reine

DNA-Lgsung besitzt einen OD250/OD2go-Wert von 1,8 (Lottspeich und Zorbas, 1998).

3.8.2. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction, PCR) ist eine enzymatische in
vitro Reaktion zur Amplifikation von spezifischen DNA Fragmenten. Eine wichtige
Voraussetzung ist, dass die Sequenzinformation von den 5° und 3° Enden der zu
amplifizierenden Region bekannt sein muss. Fiir eine PCR werden 2 zu diesen Sequenzen
komplementire Oligonukleotide (Primer) benétigt, die die spezifische Region flankieren und
dabei an die gegeniiberliegenden Striinge der DNA-Vorlage (Template) hybridisieren.

Der Ablauf einer PCR ist in Abbildung 3-9 dargestellt. In jedem Reaktionsansatz sind die
Template-DNA, die beiden Primer, die DNA-Polymerase und Nukleotide enthalten. Im ersten
Schritt wird die Doppelstrang-DNA durch Inkubation bei einer hohen Temperatur (94°C)
denaturiert, sodass die beiden Stringe einzeln in Losung vorliegen. Die anschlieBende
Amplifikation beruht auf der Wiederholung von 3 Schritten: Anlagerung der Primer, Primer-
Verlidngerung und Denaturierung (20-40 Zyklen).

Im ersten Zyklus entstehen neue Fragmente, die ldnger als die zu amplifizierende Region
sind, die sogenannten ,long products”, weil die DNA-Synthese nicht automatisch
abgebrochen wird. Da diese ,,long products® aber im néchsten Zyklus wiederum als Template
dienen, entsteht das diskrete ,,short product®. Nur dieses vermehrt sich exponentiell mit jeder
Runde der Amplifikation, wohingegen das ,long product® linear amplifiziert wird, da die
Menge der Original Template-DNA konstant bleibt. Am Ende liegt das ,,short product* in
10*-10%ach hoherer Konzentration vor. Aus diesem Grund ist in der Abbildung 3-9 nur die
Produktion des ,,short products* dargestellt.

Nach der Denaturierung der Original-Template-DNA lagern sich die Primer an die DNA an,
was durch Absenken der Temperatur auf einen Wert zwischen 45-60°C erfolgt. Da die
Oligonukleotide im Uberschuss sind, wird die Ausbildung des Primer-Template-Komplexes
der Reassoziation der einzelnen Template-Stréinge vorgezogen. Die DNA-Synthese wird
durch die Erhdhung der Temperatur auf 72°C durch eine spezifische DNA-Polymerase, die
Taqg-Polymerase katalysiert. Dieses Enzym wurde aus dem thermophilen Bakterium Thermus
aquaticus isoliert und zeichnet sich durch das besonders hohe Temperatur-Optimum von
72°C und eine relativ hohe Stabilitéit bei 95°C aus. Weiterhin ist es wichtig, dass zwischen
den vier verwendeten Nukleotiden ein Gleichgewicht herrscht, da sonst eine fehlerhafte
DNA-Synthese zum Abbruch der PCR-Reaktion fiihren kann. Im dritten Schritt des Zyklus

wird die Temperatur wieder auf 94°C hochgeregelt, wodurch die vorliegende Doppelstrang-
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DNA wieder denaturiert wird. Da jeder Primer zu einem der neu synthetisierten Stringe
komplementir ist, kann jeder neue Strang in den folgenden Zyklen als Template-DNA dienen
(Schillberg und Fischer, 1994).

Fiir die Amplifikation der humanen o-Satelliten-DNA, die auf dem Chromosom 17 liegt
(Lokus D17Z1), wurden die Primer 17al und 1702 eingesetzt (Warburton et al., 1991;
Struktur siche Anhang). Das PCR-Produkt weist eine Gréfle von 850 bp auf. Das genaue
Protokoll ist im Anhang beschrieben. Als Positivkontrolle wird DNA von MNC aus
Nabelschnurblut eingesetzt, wobei zwischen 10 und 50 ng pro Ansatz ausreichend sind. Die
DNA der Zellen aus dem Knochenmark der Kontrollmiduse ohne humanes Transplantat
dienen als Negativkontrolle. Sowohl von dieser als auch von der DNA aus den
transplantierten Méusen werden 1-2 ug pro Ansatz verwendet. Die Reaktionsansétze werden
dann mit PCR-Ol iiberschichtet und in den PCR-Block iiberfiihrt. Die PCR erfolgt nach dem
Prinzip der ,Hot Start“-Methode. Das bedeutet, dass die Tag-Polymerase erst nach dem
Aufheizen der Probe auf 94°C zugegeben wird, um unspezifische Amplifikationen vor den

eigentlichen Zyklen zu vermeiden.

3.8.3. Gelelektrophorese

Zur Detektion der PCR-Produkte wird ein 1-2%iges Agarosegel mit TAE-Puffer (Anhang)
angesetzt. Als Lingenmarker dient der DNA-Standard, der aus einem Gemisch von
doppelstringigen DNA-Fragmenten besteht. Diese decken in 100 bp Abstinden den
GroBenbereich von 100-1500bp ab, die bei der elektrophoretischen Auftrennung ein
regelmiBiges Bandenmuster ergeben. Nach dem Auftragen der Proben (Protokoll siehe
Anhang) auf das Gel werden als Laufbedingungen 100 V Spannung iiber einen Zeitraum von
ca. 2h angelegt. Danach erfolgt zuerst die zehnminiitige Farbung der DNA im Gel mit
Ethidiumbromid. Diese Substanz interkaliert in die DNA, die dadurch unter UV-Licht
sichtbar wird. AnschlieBend erfolgt die Entfirbung iiber einen Zeitraum von 15-20 min,

wonach das Gel unter UV-Licht fotografiert werden kann.
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Erster Schritt: Denaturierung der Template-DNA (94°C)
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5/ 3
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Zweiter Schritt: Amplifikation

Anlagerung der Primer (55°C)
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Abbildung 3-9: Darstellung der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

3.9. Medienanalytik

Vor der Durchfiihrung einer Medienanalytik miissen zellhaltige Proben abzentrifugiert

werden, damit die Messungen nicht gestdrt und die Geréte nicht kontaminiert werden.

3.9.1. Glukose

Die Glukose-Konzentration wird mit einem automatischen Analysator, der nach einem

enzymatisch-amperometrischen Messprinzip arbeitet, bestimmt. Die enzymatische

Komponente stellt eine auf einer Membran immobilisierte Glukoseoxidase dar, die o-D-

Glukose zu Glukonsdure oxidiert. Bei dieser Reaktion entsteht Wasserstoffperoxid, das

amperometrisch durch eine Platinelektrode gemessen wird. Der dabei detektierte Strom
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verhdlt sich proportional zur Glukose-Konzentration. Proben werden durch das Vermischen

von 20 bis 40 uL der zu untersuchenden Losung mit 1 mL Puffer vor der Messung verdiinnt.

3.9.2. Glutamin und Glutamat

Die Glutamin- und Glutamat-Konzentrationen werden nach dem gleichen Messprinzip wie
Glukose in einem automatischen Analysator ermittelt, wobei zwei Enzyme auf
unterschiedlichen Membranen immobilisiert sind. Das erste Enzym, Glutaminase, oxidiert
Glutamin zu Glutamat und Ammoniak. Glutamatoxidase, das zweite Enzym, oxidiert
Glutamat zu o-Ketoglutarat, Ammoniak und Wasserstoffperoxid. Letzteres wird wie
beschrieben amperometrisch gemessen. Die Differenz zwischen den Signalen der beiden
Messsonden wird vom Gerit automatisch erkannt und berechnet, sodass die Konzentration

beider Metabolite parallel ermittelt werden kann.

3.9.3. Laktat

Die Messung der Laktat-Konzentration wird ebenfalls mit einem enzymatisch-
amperometrisch arbeitenden Analysator durchgefiihrt. Laktat wird durch eine immobilisierte
Laktatoxidase zu Pyruvat oxidiert, wobei Wasserstoffperoxid entsteht, das wie beschrieben

detektiert wird.

3.94. Osmolalitit

Die Bestimmung der Osmolalitit erfolgt mit Hilfe eines Gefrierpunktosmometers, das zuerst
die Medienprobe auf eine Temperatur unterhalb ihres Gefrierpunktes abkiihit. Mit einem
kiinstlichen Eiskristall wird dann die Kristallisation ausgeldst, wodurch die Temperatur der
Losung auf ihren Gefrierpunkt ansteigt. Durch den Anteil der geldsten Substanzen sinkt der
Gefrierpunkt der Losung im Vergleich zu dem des reinen Losungsmittels. Uber die Differenz

der beiden Temperaturen wird die Osmolalitéit in Osmol/kg bestimmt.

3.9.5. Aminosiuren

Die Aufnahme des gesamten Aminosdurespektrums einer Probe erfolgte mithilfe einer
Aminosiure-HPLC, deren Messbereich zwischen 10 und 100 uM liegt. Bei dieser Methode
werden die Aminosduren im ersten Schritt mit o-Phtaldialdehyd derivatisiert und laufen
anschlieBend iiber eine Reversed-Phase-Chromatographie-Séule. Die Aminosduren binden an
das Siulenmaterial und werden dann nacheinander eluiert. Das gebundene Derivat wird iiber
die Fluoreszenz nach Anregung bei 280 nm mit einer Emission bei 455 nm detektiert. Die

Steuerung und Aufnahme des Chromatogramms erfolgt tiber einen PC.
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Proteine in den Medienproben miissen vor der Messung mit Trichloressigsidure geféllt und
durch Zentrifugation abgetrennt werden. Der anschliefend mit NaOH neutralisierte Uberstand
sollte so verdiinnt werden, dass die Aminosiurekonzentrationen im Messbereich der HPLC

liegen.

3.9.6. Zytokine

Die Konzentrationen der vier Standard-Zytokine (Tabelle 3.3.) sind mittels ELISA (Enzyme
linked immuno sorbent assay) bestimmt worden. Das Prinzip dieses Assays basiert auf der
quantitativen Sandwich-Enzym-Immunotechnik. Auf dem Boden einer Mikrotiterplatte ist ein
muriner monoklonaler Antikdrper gegen das jeweilige Zytokin immobilisiert, an den im
ersten Schritt die Zytokine aus der Probe oder dem Standard binden. Nach einem
Waschschritt zum Entfernen des ungebundenen Substrats wird ein zweiter Antikorper gegen
das Zytokin aufgetragen und bildet ebenfalls einen Antigen-Antikdrper-Komplex. An den
zweiten Antikdrper ist eine Peroxidase aus Meerrettich gebunden, die im folgenden Schritt
durch Oxidation des zugesetzten Chromogens eine Farbreaktion katalysiert. Die fotometrisch
gemessene Farbentwicklung ist proportional zur Menge des gebundenen Zytokins im ersten
Schritt des ELISA. Im Vergleich zu einer Standard-Eichreihe kann dann die

Zytokinkonzentration im Medium berechnet werden. Die Durchfiihrung des Assays erfolgte
nach den Angaben des Herstellers.
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4. Grundlegende Voruntersuchungen

4.1. Etablierung einer Zellbank von CD34"-Zellen aus Nabelschnurblut

Die wichtigste Voraussetzung fiir Arbeiten mit Primérmaterial ist die Versorgung mit Zellen.
Durch die Kooperation mit Dr. Dartsch, Jiilich, konnte der Zugang zu Nabelschnurblut
gewihrleistet werden. Da eine umfangreiche Planung fiir Versuche mit hdmatopoietischen
Zellen erforderlich ist, ist es sinnvoll, unabhiingig vom Erhalt frischer Spenden zu sein, was
durch den Aufbau einer Zellbank mit kryokonservierten Proben erreicht werden kann. Erst
durch den Zugang zu einer Zellbank ist es moglich, gleichzeitig Experimente mit Zellen
verschiedener Spender durchzufiihren. Bei der Verwendung von frischem Material aus Jiilich
ist die Wahrscheinlichkeit, mehr als 2 Proben pro Tag zu erhalten, sehr gering. Weiterhin
kann durch einwochige Steriltests das Kontaminationsrisiko der Versuche verringert werden.

In dieser Arbeit ist eine Zellbank im Forschungsmafstab aufgebaut worden.

4.1.1. Aufbau der Zellbank und Isolierung der CD34*-Zellen

In einem Zeitraum von ca. 17 Monaten wurden 212 Nabelschnurblutspenden gesammelt und
aufgearbeitet, was einer durchschnittlichen Anzahl von 2,9 Proben pro Woche entspricht. Das
Volumen pro Probe betrug 30 = 9 mL. Die zeitliche Differenz zwischen Geburt und Beginn
der Aufreinigung lag bei 13+ 11h. Aus allen Proben wurden zuerst die MNC isoliert.
Durchflusszytometrische Analysen ergaben einen CD34-Anteil von 1,0 +0,6% der MNC im
Nabelschnurblut. Die durchschnittliche Zahl der isolierten MNC betrug 7,2- 10° ¢/mL Blut und
der CD34"-Zellen 8,0-10* c/mL Blut (Abbildung 4-1). Bei der Aufreinigung der ersten 121
Proben waren 10,4% bakteriell kontaminiert. Durch ein verbessertes Protokoll und die
Erhohung des Sicherheitsstandards im Labor konnte die Kontaminationsrate der spiter
gewonnenen 94 Proben auf 0,9% gesenkt werden. Eine mogliche Kontamination mit
miitterlichen Zellen ist nicht untersucht worden.

Nach der Isolierung der MNC wurden aus 75% der Proben die CD34*-Zellen mithilfe der
MACS-Technologie isoliert (Kapitel 3.1.1.). Die Aufreinigung erfolgte iiber je 2 Siulen, um
die Reinheit der Zellpopulation zu erhdhen. In Abbildung 4-2 ist der CD34-Anteil in den

verschiedenen Fraktionen aufgetragen.
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Isolierte Zellen [c/mL Blut]

1,00E+08

H Julich
Diusseldorf
Dresden

1,00E+07 -

1,00E+06 -

1,00E+05 -+

1,00E+04 -

1,00E+03

DOMannheim [

MNC

CD34"-Zellen

Abbildung 4-1: Vergleich der isolierten Zellen in Jiilich und den Nabelschnurblutbanken in
Diisseldorf (Somville et al., 1996), Dresden (Petzold et al., 1999) und Mannheim (Eichler et al., 1999)
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Abbildung 4-2: Aufreinigung von CD34*
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Die CD34*-Zellen im Nabelschnurblut (1,0%) sind nach der ersten Siule auf 25,6 +19,3%
aufkonzentriert worden. Nach der zweiten Sdule wurde eine Reinheit von 76,3 + 19,0%
CD34"-Zellen erzielt. Bezogen auf die CD34*-Zellen in den MNC konnte eine Ausbeute von
43,2 +254% und eine Anreicherung um den Faktor 883 ermittelt werden. In den
Negativfraktionen der 1. und 2. Siule wurden noch 0,7% bzw. 5,7% CD34"-Zellen detektiert.
Eine Bilanzierung ist nicht méglich, da die Zellzahlermittlung aller Fraktionen den Aufwand
einer Aufreinigung unverhéltnismifig steigern wiirde.

Ein wichtiger Aspekt bei dem Aufbau einer Zellbank ist der zeitliche Ablauf der
Aufreinigung. Bei professionellen Zellbanken schwankt die Zeitspanne zwischen Geburt und
Aufreinigung zwischen 12h (Somville et al., 1996), 36 h (Petzold et al., 1999) und 48 h
(Eichler et al., 1999). Aufgrund der Datenbasis ist der Zusammenhang zwischen dieser
Zeitspanne und der Aufreinigung untersucht worden (Abbildung 4-3), wobei die Daten

jeweils einer Stunde gemittelt worden sind.
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Abbildung 4-3: Abhingigkeit der CD34-Ausbeute von Zeit zwischen Geburt und Aufreinigung

Die Werte schwanken sehr stark, was, wie bereits beschrieben, iiberwiegend in der
Spendervariabilitit begriindet ist. Trotz der Variabilitit ist der Trend zu erkennen, dass die
Ausbeute nach einer Zeitdifferenz groBer als 5h sinkt. Es konnte kein Einfluss der

Zeitdifferenz auf die Reinheit der CD34"-Zellen oder den Anteil der CD34%-Zellen in den

Negativfraktionen festgestellt werden. Vier Proben sind linger als 24 h gelagert worden (39,
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42, 46 und 78 h). Bei einer dieser Proben konnte eine Ausbeute von nur 40% erzielt werden,

und bei den drei anderen lag sie sogar unter 30%.

4.1.2. Effekte der Kryokonservierung

Bei 13 verschiedenen Versuchen, die mit Zellen von insgesamt 33 Spendern durchgefiihrt
wurden, sind Effekte der Kryokonservierung auf die CD34*-Zellen untersucht worden. Dabei
konnte beobachtet werden, dass die CD34-Konzentration vor dem Einfrieren (64 = 17%)
wesentlich niedriger war als nach dem Auftauen (93 + 5%). Dieser Effekt ist unabhiingig von
der CD34-Konzentration der eingefrorenen Zellen (Abbildung 4-4). Die Ausbeute der MNC
betrug 56 + 17%. Durch den Aufkonzentrierungs-Effekt liegt die Ausbeute fiir die CD34-
Zellen mit 88,3 + 40% wesentlich héher. Die Vitalitit der Zellen lag weit iiber 95%.
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Abbildung 4-4: Aufreinigungseffekt der CD34*-Zellen durch Kryokonservierung

4.1.3. Diskussion

Es wurde eine Zellbank fiir den Laborbetrieb aufgebaut, die von der Aufreinigungs-Effizienz
mit spezialisierten Nabelschnurblutbanken in Diisseldorf (Somville et al., 1996), Dresden

(Petzold et al., 1999) und Mannheim (Eichler et al., 1999) vergleichbar ist (Abbildung 4-1).

: + .
Der Anteil der CD34"-Zellen im Nabelschnurblut war in Diisseldorf mit 0,58 =+ 0,47% relativ

niedrig, woraus sich die geringere Anzahl isolierter CD34%-Zellen bei hdherer Anzahl der
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MNC ergibt. Die Angaben iiber den Anteil von CD34"-Zellen im Nabelschnurblut schwanken
je nach Spender sehr stark von 0,02% bis 1,43% (Saeland et al., 1992; Hao et al., 1995). Diese
Werte entsprechen den Daten, die im Rahmen dieser Arbeit ermittelt worden sind. Neben der
Spendervariabilitit ist der Reifegrad der Zellen und somit der CD34-Anteil stark vom
Stadium der Schwangerschaft und somit vom Zeitpunkt der Entbindung abhingig (Engel et
al., 1999). Trotz der im Vergleich zu Zellbanken vereinfachten Prozessierung ist die
Kontaminationsrate gleich niedrig (1-17,6% (Somville et al., 1996); 8,2% (Petzold et al.,
1999); 10,4% (Eichler et al., 1999)).

Auch die Aufreinigungseffizienz der CD34"-Zellen ist mit Literaturdaten vergleichbar. De
Wiynter et al. (1995) hat CD34"-Zellen aus Nabelschnurblut isoliert und eine Reinheit von
73,8% erzielt. Die Ausbeute liegt mit 86,1% hoher als bei den hier beschriebenen
Aufreinigungen. Eine Ursache konnte in der unterschiedlichen Prozessierung der Zellen
liegen. Fiir die Aufreinigung von CD34"-Zellen aus mobilisiertem PB sind dhnliche Werte
ermittelt worden (Reinheit: 74%, Ausbeute: 60% und Aufkonzentrierung: 320fach)
(Papadimitriou et al., 1995).

Es konnte gezeigt werden, dass ein Zusammenhang zwischen der Ausbeute der CD34"-Zellen
und der zeitlichen Differenz zwischen Geburt und Aufreinigung besteht, weshalb diese
Differenz so gering wie mdglich gehalten werden sollte. Bertolini und Mitarbeiter (1995)
haben beschrieben, dass eine Lagerung iiber 12h zu einer deutlichen Reduktion der
Isolierungs-Effizienz von CFC aus Nabelschnurblut fithrt, was die Ergebnisse dieser Arbeit
bestitigt. Eine mogliche Ursache dafiir konnte sein, dass die Zellen wihrend der Lagerung
teilweise absterben oder apoptotisch werden und somit zu einer Verunreinigung der Proben
fiilhren. Weiterhin sind Anlagerungen von Thrombozyten an die MNC denkbar, was die
Aufreinigung stéren konnte.

Weiterhin konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden, dass die Kryokonservierung keinen
negativen Effekt auf die CD34"-Zellen ausiibt, sondern sogar bei einer guten Ausbeute diese
Population selektiv durch den Einfrier- und Auftauprozess angereichert wird. Der ermittelte
Wert fiir die CD34-Ausbeute nach dem Auftauen ist gut mit Literaturdaten fiir CD34*-Zellen
aus peripherem Blut (76 = 12%) vergleichbar (Dazey et al., 1999). Der Effekt der Selektion
der CD34*-Zellen ist in dieser Form bisher nicht beschrieben. Eine mogliche Erklarung ist,
dass durch die Zugabe des DMSO beim Einfrieren die stoffwechselaktiveren reifen Blutzellen

die toxische Substanz stirker aufnehmen und geschidigt werden.
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4.2. Charakterisierung der stromalen Zelllinien

Fiir die Kokultivierung der himatopoietischen Zellen sind die beiden murinen stromalen
Zelllinien M2-10B4 mod. und SUS! eingesetzt worden (Kapitel 3.2.2.). Fiir die Optimierung
einer Prozessfihrung ist es erforderlich, die Zelllinien beziiglich Wachstum,
Medienverbrauch und Zytokinproduktion zu charakterisieren.

4.2.1. Charakterisierung der unbestrahlten stromalen Zelllinien

In ersten Versuchen sind unbestrahlte Zellen von M2-10B4 mod. und SISl in
Gewebekulturflaschen untersucht worden. Dazu wurden Wachstumskurven unter den in

Tabelle 4-1 beschriebenen Kulturbedingungen aufgenommen.

Tabelle 4-1: Kulturparameter der Wachstumskurven der murinen stromalen Zelllinien

Zellen: Stromale Zelllinie M2-10B4 mod.
Stromale Zelllinie SI/S1

Inokulum: 4-10° Zellen/cm?

Kultur-Medien: IMDM, 10% FBS
Selektionsmedium, jeweils 10 mL

Kulturdauer: 9 Tage

Anzahl der Versuche: n=3

Probenahme: Téaglich

Dabei ist das Wachstum der Zellen in IMDM 10% FBS und in dem fiir jede Zelllinie
spezifischen, antibiotikahaltigem Selektionsmedium (Anhang) verglichen worden. Die

wesentlichen Ergebnisse sind in Tabelle 4-2 zusammengefasst.

Tabelle 4-2: Ergebnisse der Wachstumskurven der murinen stromalen Zelllinien

Zelll.inie: M2-10B4 mod. M2-10B4 mod. SI/S1 SI/S1
Medium: IMDM Selektions- IMDM Selektions-
10% FBS medium 10% FBS medium
I max [1/h]: %04; -lz 0,001  0,037+0,004 0,050+0,001 0,056 = 0,003
ag 2- Tag 2- -
Zellen/cm” am Tag 5: 1,9{(%105 1,7%1054 rzri%l%)ﬁ g?ﬁ)“
+ 6-10° +7.10° +2.10° +9.10°

max. zellspezifische
Glukoseverbrauchsrate

[mmol/(10°c-d)): 0,030 £0,003  0,026+0,002  0,092+0,003 0,095 + 0,004

Die Selektionsmedien iiben im Vergleich zu IMDM 10% FBS fiir beide Zelllinjen keinen
negativen Einfluss auf die maximalen Wachstumsraten aus. M2-10B4 mod. erreicht die

maximale Wachstumsrate an den Tagen 2 bis 4. Die Zelllinie SI/S] weist in IMDM 10% FBS
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ebenfalls ein maximales Wachstum an den Tagen 2 bis 4 auf und im Selektionsmedium nur
am Tag 4. Anschliefend sinken die Wachstumsraten in allen Versuchen drastisch ab und
erreichen zwischen Tag 6 und 8 den Nullwert, was das Erreichen der stationiren Phase
anzeigt. Ein Vergleich zwischen den beiden Zelllinien zeigt, dass SI/S1 eine hohere maximale
Wachstumsrate als M2-10B4 mod. aufweist. Die Zelldichten, die am Tag 5 erzielt wurden,
sind fiir M2-10B4 mod. ebenfalls nicht vom Medium beeinflusst, wohingegen der Wert fiir
SI/S1 in Selektionsmedium deutlich niedriger liegt als in IMDM 10% FBS, was den
Ergebnissen fiir die maximalen Wachstumsraten entspricht. Die Selektionsmedien haben fiir
beide Zelllinien keinen negativen Effekt auf die maximalen zellspezifischen
Glukoseverbrauchsraten. Eine Gegeniiberstellung der Werte zwischen den Zelllinien zeigt,
dass S1/S1 eine dreifach hohere Verbrauchsrate als M2-10B4 mod. aufweist.

In einem weiteren Versuch ist der Einsatz serumfreier Medien zur Kultivierung der stromalen
Zelllinien untersucht worden, da die Verwendung von Seren in einer klinischen Anwendung
vermieden werden sollte (Kapitel 3.3.2.). Die Versuchsbedingungen sind Tabelle 4-3 zu
entnehmen.

In diesem Versuch wurde neben IMDM 10% FBS, dem Medium, das zur Stammbhaltung
eingesetzt wird, das Basalmedium ohne Serum und das serumfreie Medium X-Vivo 10
eingesetzt. Um Effekte durch eine eventuell schlechtere Adhision in serumfreien Medien
auszuschlieBen, wurden in einem Ansatz die Zellen einen Tag serumbhaltig kultiviert und

anschlieBend das Medium mit X-Vivo 10 ausgetauscht.

Tabelle 4-3: Parameter der Untersuchungen zum Einsatz von serumfreiem Medium bei der
Kultivierung stromaler Zelllinien

Zellen: Stromale Zelllinie M2-10B4 mod.
Stromale Zelllinie S1/S1
Inokulum: 2.10° Zellen/cm®
Kultur-Medien: IMDM
IMDM 10% FBS
X-Vivo 10
Inokulum: IMDM 10% FBS, ab Tag 1: X-Vivo 10, je 10 mL
Anzahl der Versuche: n=3
Kulturdauer: 7 Tage

Es konnte nach einem Tag in allen Ansitzen eine gute Adhision der Zellen beobachtet
werden. Die Adhirenz verschlechterte sich im Verlauf der Kulturdauer nur bei den Zellen, die

im Basalmedium kultiviert wurden. Das serumfreie Medium X-Vivo 10 unterstiitzte die
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Adhision gleichermaBen wie das serumhaltige Medium. Die Expansionsdaten der stromalen

Zellen nach 7 Tagen sind in Abbildung 4-5 dargestellt.
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Abbildung 4-5: Vergleich der Kultivierung der stromalen Zelllinien M2-10B4 mod. und SI/S1 in
serumfreien und serumhaltigen Medien (n = 3)

Der Vergleich der Expansion des Stromas zeigt, dass fiir beide untersuchten Zelllinien eine
gute Expansion nur mit Serum erzielt werden kann. In den Ansétzen, die IMDM als Medium
enthielten, wurden am Tag 7 keine lebenden Zellen mehr nachgewiesen. Durch die Adhision
der Zellen mit serumhaltigem Medium und die anschlieBende Kultivierung mit X-Vivol0
konnte die Expansion von beiden Zelllinien im Vergleich zum Ansatz mit Serum verdoppelt
werden. Dieser Wert entspricht 20,5% der Expansion mit Serum fiir die Zelllinie M2-10B4
mod. und 14% fiir SI/S1, was die Notwendigkeit der Verwendung von FBS verdeutlicht.

4.2.2. Charakterisierung der bestrahlten stromalen Zelllinien

Die Kokultivierung himatopoietischer Zellen erfolgte mit bestrahlten und somit
wachstumsarretierten stromalen Zellen. Aus diesem Grund ist das Verhalten der beiden
murinen Zelllinien M2-10B4 mod. und SV/SI nach Bestrahlung mit 80 Gy untersucht worden.

Die bestrahlten Zellen wurden tiber einen Zeitraum von 7 Tagen in Gewebekulturflaschen
kultiviert. Als Medium diente in der ersten Versuchsreihe IMDM 10% FBS. In der zweiten
wurden die Zellen mit serumhaltigem Medium 1 Tag kultiviert, bevor das Medium abgezogen

und durch X-Vivo 10 ausgetauscht wurde. Die Kulturparameter sind in Tabelle 4-4

zusammengefasst.
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Tabelle 4-4: Parameter der Untersuchungen zum Einsatz von serumfreiem Medium bei der
Kultivierung bestrahlter, stromaler Zelllinien

Zellen: Stromale Zelllinie M2-10B4 mod. (mit 80 Gy bestrahit)
Stromale Zelllinie SI/S] (mit 80 Gy bestrahlt)
Inokulum: 4-10° Zellen/cm?, je 5 mL Medium
Kultur-Medien: A: IMDM 10% FBS
B: Inokulum: IMDM 10% FBS, ab Tag 1: X-Vivo 10
Kulturdauer: 7 Tage
Anzahl der Versuche: n = 2, pro Probenahme
Probenahmen: Tag1,2,7

In Abbildung 4-6 ist die Entwicklung der Zellzahlen iiber die Kulturdauer dargestellt. Der
Verlauf ist unabhéngig vom Medium fiir die jeweilige Zelllinie identisch. Bis Tag 2 bleibt die
Zellzahl konstant und nimmt dann bis zum Tag 7 ab. Dabei sind von der Zelilinie M2-10B4
mod. nur noch 49 + 10% der inokulierten Zellen am Tag 7 zu finden und 29 + 7% von SI/Sl.
Die Vitalitit der Zellen am Tag 7 war mit 72-89% niedrig.
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Abbildung 4-6: Vergleich der Kultivierung der bestrahlten stromalfan Zelllinien M2-10B4 mod. und
SI/SI in serumfreiem und serumhaltigem Medium (n = 2)

Mikroskopisch betrachtet sahen die Zellen, die in X-Vivo 10 kultiviert worden sind, vitaler

aus als die im serumhaltigem Medium, was an der stirkeren Ausspreitung und der

transparenten Morphologie der Zellen im serumfreien Medium zu erkennen war.
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In Abbildung 4-7 sind die Verbrauchsraten von Glukose, Glutamin und Glutamat in den
verschiedenen Versuchsansitzen am Tag 7 dargestellt. Beide Zelllinien zeigen einen
deutlichen Unterschied in den Glukoseverbrauchsraten in Abhéngigkeit vom Serum, wobei in
den serumfreien Ansitzen diese Rate wesentlich niedriger als im serumhaltigen Medium ist.
Dieser Effekt ist fir Glutamin im Rahmen der Fehlergenauigkeit nur andeutungsweise zu
erkennen.

Die Zelllinie SI/S1 weist im Vergleich zu M2-10B4 mod. eine héhere Glukoseverbrauchsrate
auf. Der Glutaminverbrauch ist bei beiden Zelllinien identisch. Glutamat wird von beiden
Zelllinien produziert, wobei der Wert fiir serumbaltiges Medium identisch ist. Durch X-Vivo
10 wird die Glutamatproduktion der SUSI auf 30% der Rate im serumhaltigen Medium
reduziert, wohingegen die fiir M2-10B4 mod. auf 180% gesteigert wird. Die Produktion von
Laktat ist bei beiden Zelllinien identisch (serumbhaltig: 0,07 mmol/(lOGC-d), nur 69% davon
serumfrei). Bei der Betrachtung der Laktat-Konzentration ist zu beriicksichtigen, dass bereits
im Serum Laktat vorhanden ist (Kapitel 3.3.2.). Dadurch ist der Wert im serumbhaltigen
Medium mit 8,3 mmol/L nach 7 Tagen Kultur hoher als in X-Vivo 10 (3,7-4,4 mmol/L).

0,10

0,09 : SI/S! IMDM 10% FBS B
'l 08I/si X-Vivo 10 ab Tag 1

0,08 B M2-10B4 mod. IMDM 10% FBS -

007 M2-10B4 mod. X-Vivo 10 ab Tag 1

0,06

0,058

0,04 -

0,03 -

0,02 4

0,01 -

0,00 +

Zelispezifische Verbrauchsrate [mmol/(1 0°c*d)]

-0,01

Glukose Glutamin Glutamat

Abbildung 4-7: Vergleich der Verbrauchsraten verschiedener Substanzen der bestrahlten Zelllinien
M2-10B4 mod. und SI/Sl in Abhzingigkeit vom Medium (Tag 7)

Fiir die bestrahlten stromalen Zellen M2-10B4 mod. und SI/SI sind die Produktionsraten fiir
die humanen Zytokine IL-3, SCF, TPO und FL unter verschiedenen Versuchsbedingungen

ermittelt worden. Die Versuchsparameter sind in Tabelle 4-5 dargestellt.
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Zur Kontrolle ist die Zytokinkonzentration in den serumhaltigen Medien bestimmt worden,
wobei keines der getesteten Zytokine gefunden werden konnte. Die Zytokine TPO und FL

wurden auch in keinem der Versuchsansitze detektiert.

Tabelle 4-5: Parameter zur Bestimmung der Zytokinproduktionsraten der bestrahlten stromalen
Zelllinien M2-10B4 mod. und SV/S], A und B sind unabh#ngige Versuche

Zellen: Stromale Zelllinie M2-10B4 mod. (mit 80 Gy bestrahlt)
Stromale Zelllinie SI/S1 (mit 80 Gy bestrahit)
A B
Inokulum: 1-10° Zellen in 5 mL 5-10* Zellen in 1 mL
Kultur-Medien: IMDM 10% FBS LTC-Medium
X-Vivo 10
Anzahl der Versuche: n=2 n=2
Kulturdauer: 1 Tag 7 Tage
Untere Nachweisgrenze der 0,07 ng/mL 0,02 ng/mL
Zytokine:

Die zellspezifischen SCF-Produktionsraten in den verschiedenen Versuchen sind in

Abbildung 4-8 zusammengefasst.

Zellspezifische SCF-Produktionsrate
[ng/(10°c*d)]

1 Tag IMDM 10% FBS 1 Tag X-Vivo 10 7 Tage LTC-Medium

Ansatz

Abbildung 4-8: Zellspezifische SCF-Produktion von SI/S (best.rahlt mit 80 Gy) in Abhéngigkeit von
der Kulturdauer und dem Medium

Fiir die Zelllinie M2-10B4 mod. konnte nur im Versuch iiber 7 Tage eine IL-3-Produktion
nachgewiesen werden. Es wurde eine IL-3-Konzentration von 1,37 ng/mL gemessen, was

6 . : .
einer zellspezifischen Produktionsrate von 5,51 % 0,48 ng/(10°c-d) entspricht. Die IL-3
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Produktion nach einem Tag lag unter der Nachweisgrenze des Zytokins. Eine SCF-Produktion
konnte micht ermittelt werden. Die IL-3-Konzentration bei der Zelllinie SI/SI lag in allen
Versuchsansitzen unter der Nachweisgrenze, wohingegen SCF sehr gut detektiert werden
konnte. In Abbildung 4-8 ist zu erkennen, dass unabhingig vom Serum gleiche
Produktionsraten nach einem Tag in Kultur erzielt worden sind. Im Gegensatz dazu ist diese
Rate nach 7 Tagen im serumhaltigen Medium mit 58% des Wertes von Tag 1 deutlich

niedriger. Die Zytokin-Produktion nach 7 Tagen im serumfreien Medium wurde nicht

ermittelt

4.2.3. Diskussion

In diesem Kapitel werden die fiir die stromalen Zelllinien ermittelten Charakteristika in Bezug
auf Wachstums- und Verbrauchsraten, Zytokinproduktion und Bestrahlung im Vergleich zu
anderen Stromazelllinien und priméren Zellen diskutiert.

In Wachstumskurven der stromalen Zelllinien M2-10B4 mod. und SI/S1 sind die Wachstums-
und Glukoseverbrauchsraten ermittelt worden, wobei insbesondere der Einfluss der
spezifischen Selektionsmedien untersucht wurde (Kapitel 4.2.1.). Es konnte kein negativer
Effekt durch das Selektionsmedium auf die Zelllinie M2-10B4 mod. nachgewiesen werden.
Die Zelllinie SI/S] reagierte allerdings relativ sensitiv auf das Selektionsmedium, was sich
durch deutlich geringeres Wachstum ausdriickte. Ein wesentlicher Unterschied zwischen den
Versuchen mit M2-10B4 mod. und SUS1 lag darin, dass das Inokulum fiir die
Wachstumskurve von M2-10B4 mod. bereits in Selektionsmedium kultiviert wurde, withrend
das fiir SYSI aus IMDM 10% FBS stammite. Es ist daher wahrscheinlich, dass das geringere
Wachstum im Selektionsmedium durch eine verliingerte lag-Phase durch den Selektionsdruck
der Antibiotika begriindet ist. Diese Annahme wird dadurch unterstiitzt, dass die maximale
Wachstumsrate in beiden Medien identisch ist, aber im Selektionsmedium erst zwei Tage
spiter erreicht wird. Weiterhin sind die maximalen zellspezifischen Glukoseverbrauchsraten
in beiden Medien tibereinstimmend, was auf eine #hnliche Stoffwechselaktivitit schlieBen
ldsst. Die Wachstumsraten beider Zelllinien sind im Vergleich zu den humanen stromalen
Zelllinien L.87/4 und L88/5 und zu priméren Stromazellen deutlich hiher (Tabelle 4-6).

Die Substratverbrauchsraten liegen bei beiden murinen stromalen Zelllinien wesentlich hoher
als bei primédren CD34"-Zellen in stromafreier Kultur (Tabelle 4-7). Aus diesem Grund sind

im Rahmen einer Prozessfiihrung die Verbrauchsraten des Stromas die entscheidenden
Parameter fiir Fiitterungsstrategien.
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Tabelle 4-6: Wachstums- und Produktionsraten humaner Stromazelllinien und priméren Stromas

Zellen Wachstumsrate Zellspezifische SCF- Referenz

[1/h] Produktionsrate [ng/(106c-d)]
L87/4 0,025 0,026 Schroder (1997)
L88/5 0,017 0,021 Kraffczyk (1996)
Priméres Stroma 0,010 ohne bFGF n.b. Dooley et al. (1995)

0,018 mit bFGF

Tabelle 4-7: Zellspezifische Verbrauchsraten primirer CD34*-Zellen in ungefiitterter Kultur

Maximale zellspezifische Glukose  Glutamin Glutamat Laktat
Verbrauchsrate [mmol/(106c-d)]

Primire CD34"-Zellen in 7 Tagen Kultur ~ 2,31-10°  9,73-10°  -1,54-10° -4,08-10°

In weiteren Versuchen konnte gezeigt werden, dass serumfreies Medium eine gute Adhésion
der Zellen erméglicht, aber die Expansion der Zellen nicht fordert. Die Adhésion der Zellen in
serumhaltigem Medium und die anschlieBende Kultivierung in serumfreiem Medium fiihrte
zu einem positiven Effekt im Vergleich zur Kultivierung mit X-Vivo 10. Da die Adhésion der
Zellen nicht durch das serumfreie Medium beeintréichtigt ist, ist die stirkere Expansion auf
den stimulierenden Effekt des Serums innerhalb der ersten 24 h zuriickzufiihren. Ein Einfluss
von Serumresten kann ausgeschlossen werden, da die Zellen mit serumfreiem Medium
gewaschen worden sind. Schréder (1997) wies fiir die humanen Stroma-Zelllinien L.87/4 und
L88/5 ebenfalls negative Effekte von serumfreiem Medium nach, wobei dort weder Adhésion
noch Wachstum der Zellen erzielt werden konnten.

Die Bestrahlung der Zellen fiihrte bei beiden stromalen Zelllinien zu einer Reduktion der
Zellzahl und Vitalitit im Verlauf einer Kultivierung iiber 7 Tage (Kapitel 4.2.2.), wobei sich
SI/S1 als sensitiver erwies. Die Glukoseverbrauchsrate der M2-10B4 mod. wird durch die
Bestrahlung nicht veréindert, wohingegen die Rate der SU/SI im Vergleich zu unbestrahlten
Zellen auf 70% absinkt. Serumfreies Medium ist fiir bestrahlte stromale Zellen gut geeignet,
da die Adhision gleichermaBen erfolgt und die Zytokinproduktionsraten unbeeinflusst
bleiben. Fiir die humane stromale Zelllinie 1.87/4 ist beschrieben, dass durch erhdhte Serum-
konzentrationen die Zytokine GM-CSF und G-CSF verstirkt produziert werden, die Zytokine
M-CSF und SCF unbeeinflusst bleiben und TGF-B verringert gebildet wird (Schroder, 1997).
Der Effekt auf die SCF-Produktion ist demnach auch fiir andere Zelllinien bekannt.

Hogge und Mitarbeiter (1996) haben die beiden murinen stromalen Zelllinien M2-10B4 mod.
und SVS] genetisch verdndert. Sie erzielten Zytokin-Konzentrationen im Medium von
4 ng/mL IL-3 bei M2-10B4 mod. und 1 ng/mL IL-3 bzw. 4 ng/mL SCF bei SV/SI. Die in

dieser Arbeit bestimmten Zytokin-Produktionsraten konnen nicht direkt mit diesen
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Literaturdaten verglichen werden, da weder Zellzahlen noch Kulturdauer oder Volumina
angegeben werden. Fiir die Zelllinie SI/SI konnte hier keine IL-3-Produktion nachgewiesen
werden. Wenn das Verhiltnis zwischen der Produktion der beiden Zytokine aus der Literatur
eingerechnet wird, liegt die JL-3-Konzentration fiir den Versuch iiber 1 Tag mit 0,02 ng/mL
deutlich unter der Nachweisgrenze. Fiir die Zelllinie M2-10B4 mod. ist IL-3 nur nach 7 Tagen
nachgewiesen worden. Wenn der Wert dieser Produktionsrate auf den Versuch, der iiber 1
Tag lief, bezogen wird, liegt die Zytokin-Konzentration ebenfalls deutlich unter der
Nachweisgrenze.

Im Vergleich zur humanen Stromazelllinie 1.87/4 ist die zellspezifische SCF-Produktionsrate
von SISl bis zum Faktor 226 groBer (Schroder, 1997). Fiir primire Stromazellen aus
Knochenmark sind nach 14tigiger Kultur SCF-Konzentrationen von 0,009-0,23 ng/mL
ermittelt worden (Guerriero et al., 1997). Angaben iiber die SCF-Konzentration im Blutserum
schwanken zwischen 0,98 ng/mL (Produktinformation Quantikin®-ELISA, R&D Systems,
Wiesbaden) und 3,3 + 1,1 ng/mL (Langley et al., 1993). In den hier beschriebenen Versuchen
konnten SCF-Konzentrationen von 0,09 ng/mL nach 1 Tag und 0,733 ng/mL nach 7 Tagen
mit der Zelllinie SI/SI erreicht werden. Diese Werte liegen deutlich iiber den Konzentrationen
einer Kultur mit primédrem Stroma, sind aber etwas niedriger als die Angaben fiir Blutserum.
Der Vergleich mit den Zytokinkonzentrationen im Blut ist allerdings nur bedingt
aussagekraftig, da im Knochenmark durch die spezielle Struktur verschiedene Mikromilieus

vorliegen, die sich stark im Zytokingehalt unterscheiden kénnen.

4.3. Immobilisierungsversuche im Miniatur-Schlaufenreaktor

Die Immobilisierung der Zellen auf den Mikrotrigern ist der erste wichtige Schritt einer
Kultivierung in triigergestiitzten Systemen. Bei einer Kokultur stromaler und

hématopoietischer Zellen werden die stromalen Zellen zuerst immobilisiert, damit sie durch

das Ausbilden der Extrazellulirmatrix eine stabile Unterlage ausbilden. Die

hématopoietischen Zellen binden an diese Matrix und die Adhisionsmolekiile des Stromas.
Die Versuche zur Immobilisierung der Zellen wurden im Miniatur-Schlaufenreaktor
durchgefiihrt, dessen Handhabung dabei etabliert worden ist.

4.3.1. Parallelitiit der Miniatur-Schlaufenreaktoren

Die wichtigste Voraussetzung fiir die Anwendung des Miniatur-Schlaufenreaktors ist die

Parallelitdt der Kulturbedingungen und Ergebnisse innerhalb einer mit Miniatur-

Schlaufenreaktoren vollbesetzten Gewebekulturplatte. Der Nachweis der Parallelitiit erfolgte
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iiber einen Versuch, in dem die gleichm#Bige Immobilisierung von stromalen Zellen auf

Siran-Trégern untersucht worden ist. Die Kulturparameter sind in Tabelle 4-8 aufgefiihrt.

Tabelle 4-8: Parameter zur Untersuchung der Parallelitiit im Miniatur-Schlaufenreaktor

Zellen: Stromale Zelllinie M2-10B4 (bestrahlt mit 80 Gy)
Tréager: Siran-Triger, 0,452 + 0,027 g/Reaktor

Inokulum: 1-107 c/Reaktor

Medium: 3 mL RPMI + 10% FBS

Anzahl der Versuche: n=12

Kulturdauer: 24 h

In diesem Versuch wurden 12 Miniatur-Schlaufenreaktoren, die Siran-Triger enthielten,
gleichmiBig mit der stromalen Zelllinie M2-10B4 inokuliert. Dabei wurden aus einer
Zellsuspension von 2:10" ¢/mL 500 pL in jeden Reaktor iiberfiihrt. Nach 24stiindiger
Kultivierung wurden die Reaktoren abgeerntet und die Zellzahl bestimmt. Die vergleichenden
Werte der immobilisierten Zellen und der berechnete Mittelwert der 12 Ansiitze sind in

Abbildung 4-9 dargestellt.
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Abbildung 4-9 : Vergleich der Parallelitét der Immobilisierung in 12 Miniatur-Schlaufenreaktoren
(Mittelwert (MW) der Ansitze)

Das Ergebnis zeigt, dass die Parallelitit der einzelnen Ansitze gewihrleistet ist, was durch

den Vergleich mit dem Mittelwert unterstiitzt wird. Dabei ist zu beriicksichtigen, dass ein Teil
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des Fehlers auf der im Vergleich zu Mittelwert um 6% variierenden Trégermenge pro Reaktor
basiert. AuBerdem ist eine Zellzahlung mit der Neubauerkammer ebenfalls mit einem Fehler
von 6% behaftet. Die Zellsuspension, die zum Inokulieren eingesetzt wurde, war mit
2107 ¢/mL hoch konzentriert. Kleine Tropfen, die sich auBen an der Pipette befinden konnen,
variieren unter Umstinden die inokulierte Zellzahl. Es empfiehlt sich daher, gering
konzentrierte Zellsuspensionen einzusetzen und das Volumen des Inokulums zu erhdhen.

In diesem Versuch wurde eine durchschnittliche Immobilisierungsrate von 31,5 +3,9%
erzielt. Weiterhin ist der Anteil der Zellen, die sich noch in Suspension befanden oder die sich
bei der Zellernte abldsten und in die Waschldsung gelangten, bestimmt worden. Es konnten
nur 0,4 + 0,38% der inokulierten Zellen im Medium und 0,96 + 0,27% in PBS nachgewiesen
werden, weshalb diese Betrachtung bei weiteren Immobilisierungsversuchen fiir stromale
Zellen vernachlissigt werden kann. Einige Zellen adhérieren am Boden der Gewebekultur-
platte, sind aber zahlenmiBig zu vernachlédssigen. Es muss davon ausgegangen werden, dass
die restlichen Zellen durch den Riihrer zerstdrt worden sind. Die eingesetzte Zellzahl pro
Miniatur-Schlaufenreaktor erwies sich fiir eine Kokultivierung mit himatopoietischen Zellen
als ungeeignet. Bei dieser Zelldichte wurde bereits nach der kurzen Kulturdauer von 24 h das
Medium sehr stark angesduert und die Glukose-Konzentration auf 4,4 mmol/L reduziert, was
41% des unverbrauchten Mediums entspricht. Auf den Prozess der Immobilisierung hat dieser

Medienverbrauch keinen Einfluss, wohingegen bei einer Kokultivierung bereits mehrfach ein

Medienaustausch erforderlich wire, um Limitierungen auszuschlieRen.

4.3.2. Vergleich von Collagen- und Siran-Trigern

Die verschiedenen Triger sind im Kapitel 3.6.1. beschrieben und verglichen worden. Die
Eignung der Triger fiir eine Kokultur wurde experimentell durch einen Vergleich des
Immobilisierungsverhaltens der stromalen Zelllinie M2-10B4 auf den beiden Trigertypen

untersucht. Die Kulturparameter sind in Tabelle 4-9 zusammengefasst.

Tabelle 4-9: Parameter zur Untersuchung der verschiedenen Tréigermaterialien

Ze‘l.len: Stromale Zelllinie M2-10B4 (bestrahlt mit 80 Gy)
Tréger: Siran-Tréger, 0,531 + 0,05 g/Reaktor
Collagen-Triger, 0,343 + 0,07 g/Reaktor
Collagen-Triger, 0,173 + 0,02 g/Reaktor

Inokulum: 4 verschiedene Zellzahlen: 5-10°, 1.10°, 5.10° 4

_ +9-107, 1-107, 5-10°, 110" ¢/Reaktor
Medium: 4 mL RPMI 1640 10% FBS
Anzahl der Versuche: n=3

Kulturdauer: 24 h
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Es wurden drei unabhingige Versuche mit jeweils 12 Miniatur-Schlaufenreaktoren
durchgefiihrt, wobei zwei mit Collagen- und einer mit Siran-Trigern erfolgte. Jede
Zellkonzentration wurde in Dreifachbestimmung getestet.

In Abbildung 4-10 sind die Ergebnisse des Triigervergleichs dargestellt. Es zeichnet sich,
unabhiingig vom Trigermaterial, deutlich eine lineare Abhingigkeit zwischen der inokulierten
und der immobilisierten Zellzahl ab. Das bedeutet, dass in dem Bereich der eingesetzten
Zellzahlen noch keine Séttigung der Trégeroberfliche zu verzeichnen ist. Der Vergleich der
beiden Trigermaterialien zeigt, dass die Immobilisierung der stromalen Zellen auf den

Collagen-Tréagern mit 53% signifikant hoher ist als auf den Siran-Trégern (37%).
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Abbildung 4-10: Vergleich verschiedener Trigermaterialien, Immobilisierung der stromalen Zelllinie
M2-10B4

Weiterhin zeigt dieser Versuch, dass mit diesem Reaktorsystem eine gute Reproduktion von
Messdaten gewihrleistet ist. Die Werte innerhalb der Dreifachbestimmung sind nahezu

identisch und zwischen den 2 unabhingigen Versuchen mit Collagen-Tréigern sehr gut

vergleichbar.

4.3.3. Vergleich der Immobilisierung muriner stromaler Zelllinien

Fiir eine Kokultur stromaler und himatopoietischer Zellen kann es erforderlich sein, dass
zwei verschiedene Zelllinien als stromale Komponente dienen, da durch die Kombination

ihrer Eigenschaften eine bessere Unterstiitzung der Hiimatopoiese mdglich ist. Dabei kann das
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Verhiltnis der stromalen Zelltypen zueinander einen wesentlichen Einfluss haben. Im
immobilisierten System ist zu beriicksichtigen, dass durch unterschiedliche Adhésion der
Zelltypen das Verhiltnis auf den Trigern verindert wird. In diesem Versuch ist das
Immobilisierungsverhalten der stromalen Zelllinien untersucht worden. Die Daten fiir M2-
10B4 stammen aus Kapitel 4.3.2.. Die Kulturparameter fiir M2-10B4 mod. und S1/S1 sind in
Tabelle 4-10 zusammengefasst. Abbildung 4-11 zeigt die Immobilisierung der Zelllinien in
Abhingigkeit von der Inokulumsdichte.

Tabelle 4-10: Parameter zum Vergleich der Immobilisierung verschiedener stromaler Zelllinien

Zellen: Stromale Zelllinie M2-10B4 mod (bestrahlt mit 80 Gy)
Stromale Zelllinie SI/SI (bestrahlt mit 80 Gy)
Tréger: Collagen-Triger

M2-10B4 mod. Versuch 1: 0,383 + 0,069 g/Reaktor
M2-10B4 mod. Versuch 2: 0,403 + 0,052 g/Reaktor

S1/S1 Versuch 1: 0,402 + 0,073 g/Reaktor
SI/S1 Versuch 2: 0,552 + 0,074 g/Reaktor
Inokulum: je 4 verschiedene Zellzahlen: 1-10°, 5-10°, 1-106, 5.10° c/Reaktor
Anzahl der Versuche: n=3
Medium: 4 mL RPMI 1640 10% FBS
Kulturdauer: 24 h
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Abbildung 4-11: Vergleich der Immobilisierung verschiedener stromaler Zelllinien (M2-10B4, M2-
10B4 mod. und SI/S)
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Es ist kein Unterschied zwischen dem Immobilisierungsverhalten von M2-10B4 mod. und
SV/SI zu erkennen, weshalb eine grafische Anpassung fiir die gesamten Daten erfolgen konnte.
Die mittlere Immobilisierungsrate betrug 58%, womit sie etwas iiber der Rate der nicht
modifizierten M2-10B4 (53%) liegt.

Wenn die beiden murinen Zelllinien M2-10B4 mod. und SI/S] gemeinsam in einer Kokultur
eingesetzt werden, kann aus diesem Ergebnis abgeleitet werden, dass beim Inokulieren das

Verhiltnis zwischen ihnen verwendet werden kann, das auch auf den Triigern vorliegen soll.

4.3.4. Immobilisierungsverhalten himatopoietischer Zellen in Kokultur

Vergleich der Immobilisierung der Zelllinie KG-1 und priméirer CD34*-Zellen

Die Zelllinie KG-1 dient als Modell fiir das Verhalten von primiren CD34"-Zellen (Kapitel
3.2.1.). Das Immobilisierungsverhalten dieser Zelllinie ist mit dem prim#rer CD34"-Zellen
aus Nabelschnurblut verglichen worden. Dabei wurden drei verschiedene Zellzahl-
Verhiltnisse zwischen den inokulierten himatopoietischen Zellen und der murinen Stroma-
zelllinie SV/S1 (1:2, 1:5 und 1:10) eingesetzt, um zusitzlich den Einfluss der Zelldichte zu
untersuchen. Der Versuch wurde mit einer konstanten stromalen Zelldichte durchgefiihrt, um
einen Effekt durch den Medienverbrauch auszuschlieBen. Die Kulturbedingungen sind in

Tabelle 4-11 zusammengefasst.

Tabelle 4-11: Parameter zum Vergleich der Immobilisierung von KG-1 und priméren CD34*-Zellen
im Miniatur-Schlaufenreaktor

Zellen: Stromale Zelllinie S1/S1 (bestrahlt mit 80 Gy)
Himatopoietische Zelllinie KG-1
Primire CD34%-Zellen, Zellen von 3 Spendern gepoolt

Triger: Collagen-Triger, 0,420 = 0,44 g/Reaktor
Inokulum: S1/Sl: 5-10° c/Reaktor ) i
KG-1, primére CD34%-Zellen: 5-10%, 1-10° und 2,5:10° c¢/Reaktor
Anzahl der Versuche: n=2
Medium: 4 ml LTC-Medium
Kulturdauer: 48 h fiir SI/SI und 24 h fiir CD34*-Zellen bzw. KG-1

Das Ergebnis ist in Abbildung 4-12 dargestellt, wobei fiir jede Zelldichte die
Immobilisierungsrate der himatopoietischen Zelllinie KG-1 relativ zu der Immobilisierung
der primiren Zellen aufgetragen ist. Die mittlere Immobilisierungsrate der priméren CD34*-
Zellen betrug unabhingig vom Verhiltnis zu den stromalen Zellen ca. 93%. Die
Immobilisierung der KG-1 scheint etwas stérker zu sein als die der primiren Zellen, aber im

Rahmen der Fehlergenauigkeit konnten die gleichen Immobilisierungsraten erzielt werden.
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Die Zahl der immobilisierten Zellen setzt sich aus den durch die Trégerlyse erhaltenen Zellen
und aus denen, die bei der Trigerernte in die Waschldsung gelangt sind, zusammen. Diese
Zellsuspensionen wurden vereinigt, durch Zentrifugation aufkonzentriert und anschliefend
ausgezihlt. Im Medium der Miniatur-Schlaufenreaktoren wurden nur 0,73 + 0,7% der Zellen
des Inokulums nachgewiesen, wobei kein Unterschied zwischen der Zelllinie und dem

Primérmaterial zu erkennen war.

1,5

B primére Zellen
BKG-1

Immobilisierungsrate
relativ zu priméren Zellen [-]

fzu2 1zub 1zu10
Verhiiltnis von hamatopoetischen zu stromalen Zellen

Abbildung 4-12: Vergleich der Immobilisierung der Zellline KG-1 und primérer CD34*-Zellen

Ein interessanter Effekt zeigte sich bei der Immobilisierung der priméiren CD34*-Zellen. Das
Inokulum wies eine CD34-Reinheit von 86,6% auf, wohingegen nach der Zellernte der CD34-
Anteil der immobilisierten Zellen 92 + 1,7% betrug. Es scheint eine Aufkonzentrierung der
CD34*-Zellen durch die Adhision an die stromale Matrix erfolgt zu sein.

Das Ergebnis dieses Versuchs zeigt eine gute Vergleichbarkeit des Immobilisierungs-
verhaltens von KG-1 mit Primirmaterial. Dadurch ist die Ubertragbarkeit von Immobili-
sierungsstudien im Festbettreaktor, die aufgrund des hohen Zellbedarfs mit der Zelllinie KG-1
durchgefiihrt wurden, auf priméire CD34*-Zellen gewihrleistet (Schmidt, 2000).

Immobilisierung der Zelllinie KG-1 in Abhiingigkeit von der stromalen Zelldichte

Ein wesentlicher Parameter der Kokultur ist das optimale Verhltnis der himatopoietischen

zu den stromalen Zellen. Neben der Funktion der Zytokinproduktion ist eine weitere
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bedeutende Aufgabe des Stromas, die Immobilisierung der himatopoietischen Zellen durch
die Interaktion von Adhésionsmolekiilen und der Extrazellulirmatrix zu gewihrleisten. In
diesem Versuch ist eine konstante Zellzahl von KG-1 eingesetzt worden, die jeweils in
Dreifachbestimmung auf vier verschiedene Zelldichten der stromalen Zelllinie M2-10B4
immobilisiert wurden. Die Kulturparameter sind in Tabelle 4-12 aufgefiihrt. Das Ergebnis
zeigt eine Zunahme der Immobilisierungsrate mit steigender Stromadichte (Abbildung 4-13).

Tabelle 4-12: Parameter zur Untersuchung der Immobilisierung der KG-1 in Abhéingigkeit von

stromalen Zellen
Zellen: Stromale Zelllinie M2-10B4 (bestrahlt mit 80 Gy)
Héamatopoietische Zelllinie KG-1
Tréger: Collagen-Triger, 0,296 + 0,059 g/Reaktor
Inokulum: M2-10B4: 5-10°, 1-10°, 5-10°, 1107 c/Reaktor
KG-1: 5:10° c/Reaktor
Anzahl der Versuche: n=3
Medium: 4 mL. RPMI 1640 10% FBS
Kulturdauer: 30 h fiir M2-10B4 und 24 h fiir KG-1
90
80
X
- 70
S
X
. 60
S
2 50

Isierungsra
-
S

Immob
n
o

fzut izu2
Verhaltnis KG-1 zu Stroma

Abbildung 4-13: Immobilisierungsrate der Zellline KG-1 in Abhéngigkeit der Anzahl stromaler
Zellen (M2-10B4)

Durch die Erhhung der Zellzahlverhéltnisse von KG-1 zu den stromalen Zellen von 1:10 auf
1:20 konnte keine weitere Steigerung der Immobilisierung erzielt werden. Bei diesen

Zelldichten ist eine Sittigung erreicht. Es wurde eine maximale Immobilisierungsrate der KG-
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1 von 68 + 15% nachgewiesen. Zellen, die in der Waschldsung nach der Zellernte zu finden
waren, sind nicht in die Immobilisierung eingerechnet worden. Im Gegensatz zu den
stromalen Zellen (Kapitel 4.3.2.) ist dieser Wert allerdings mit 10,8 £ 4,3% der inokulierten
Zellen relativ hoch. Dieser Effekt kann durch die geringere adhisive Kraft der
himatopoietischen verglichen mit den stromalen Zellen begriindet werden. Im Medium
dagegen wurden nur 1,9 = 1% der inokulierten Zellen gefunden. Das beweist, dass die in der
Waschlosung gefundenen Zellen nicht aus verbliebenem Medium zwischen den Trigem
stammen, sondern sich von den Tridgern abgeldst haben.

Ein Vergleich dieses Versuchs mit den ersten Ergebnissen dieses Kapitels, wo eine
Immobilisierungsrate fiir himatopoietische Zellen von 92,9 £20,9% erreicht wurde, zeigt,
dass der hier erreichte Wert deutlich niedriger liegt. Wenn die Zellen, die in der Waschldsung
vorlagen, mit berechnet werden, #ndert sich die Differenz nicht wesentlich. Dieser
Unterschied kann durch die geringere Inokulumsdifferenz zwischen stromalen und
hiimatopoietischen Zellen begriindet sein (6h gegeniiber 24h), wodurch die
Extrazelluldrmatrix unterschiedlich stark aufgebaut ist. Weiterhin ist in diesem Versuch ein
anderes Medium, das nur 10% FBS im Vergleich zu 12,5% FBS und 12,5% HS enthielt,
eingesetzt worden. Da Serum einen positiven Effekt auf die Adhision ausiibt, kénnte die
Steigerung der Immobilisierung dadurch bewirkt worden sein. Ein weiterer wichtiger
Unterschied ist die Verwendung einer anderen stromalen Zelllinie, die sich in der Art der
Unterstiitzung der Immobilisierung unterscheiden kann. Da SI/SI nur eine um 5% hdohere
Immobilisierungsrate als M2-10B4 aufweist, kann der Effekt nicht aus einer wesentlich
hoheren Zelldichte resultieren. Demnach scheint die Zelllinie SI/SI eine bessere

Immobilisierung der hamatopoietischen Zellen zu erméglichen als die M2-10B4.
4.3.5. Diskussion

Das Immobilisierungsverhalten von stromalen und himatopoetischen Zellen wird in diesem
Kapitel diskutiert und in Zusammenhang mit verschiedenen Trigermaterialien gestellt.

Die in Kapitel 4.3.1. dargestellten Ergebnisse zeigen die Vergleichbarkeit von 12 parallel
betriebenen Miniatur-Schlaufenreaktoren. Weiterhin wurde in allen Immobilisierungs-
versuchen eine sehr gute Reproduktion der Daten erzielt. Damit hat sich der Miniatur-
Schlaufenreaktor als geeignetes System fiir vergleichende Untersuchungen erwiesen.

Die Wahl der Mikrotriger, die fiir die Kokultur eingesetzt werden, muss unter mehreren
Aspekten erfolgen, die neben der Immobilisierung auch den Einfluss des Materials, das
Verhalten wihrend der Kultivierung und die Zellernte beinhalten. In Kapitel 4.3.2. konnte

gezeigt werden, dass die Immobilisierung der stromalen Zellen auf Collagen-Trégern besser
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ist als auf Siran-Trégern. Dadurch ist bei gleichem Inokulum die Zelldichte auf den Siran-
Trégern geringer. Das kann die Immobilisierung der himatopoietischen Zellen negativ
beeinflussen und wihrend der Kultivierung zu einer geringeren Produktion stimulierender
Faktoren durch das Stroma fithren. Weiterhin ist der Anteil der besiedelten Oberfliche auf
den Siran-Trdgern geringer und damit mehr Fliche des Werkstoffes Glas einem direkten
Kontakt zuginglich. Es wurde nachgewiesen, dass Glas keinen negativen Einfluss auf
stromale Zellen ausiibt, wohingegen sowohl direkter als auch indirekter Kontakt zu einer
verringerten Expansion von CD34"-Zellen und CFC fiihrt (Schmidt, 2000). Aus diesen
Griinden sind Siran-Téger fiir die Kokultur stromaler und hiimatopoietischer Zellen unter dem
Aspekt der Immobilisierung und Kultivierung nicht geeignet.

Der Miniatur-Schlaufenreaktor dient als System fiir vergleichende Untersuchungen im
kleinen MaBstab, die auf den Festbettreaktor iibertragen werden sollen. Aus fiinf
verschiedenen  Fermentationen im  Festbettreaktor (Kapitel 7) konnte eine
Immobilisierungsrate der modifizierten Zelllinien S1/S1 und M2-10B4 mod. von 58,5 + 15,4%
auf Collagen-Trigern ermittelt werden. Dieser Wert ist identisch mit der im Miniatur-
Schlaufenreaktor erzielten Rate (Kapitel 4.3.3.), was fiir eine gute Ubertragbarkeit der
Ergebnisse spricht und damit die Eignung des Screening-Systems beweist.

Ein Vergleich der beschriebenen Immobilisierungsversuche mit Literaturdaten erweist sich
als schwierig, da Kultursysteme, Zellen oder Triger variieren. So kann fiir Siran-Tréger nur
ein Vergleich mit prim#ren Stromazellen im Wirbelschichtreaktor gezogen werden. Bei den
diesen Versuchen konnten 60% des primiren Stromas in Wirbelschicht auf den Tragern
immobilisiert werden (Meissner et al., 1999; Schroder, 1997). Dieser Wert liegt deutlich iiber
der Immobilisierungsrate fiir die Zelllinie M2-10B4. Mikroskopische Beobachtungen in
Gewebekulturflaschen belegen, dass priméres Stroma eine stirkere und schnellere Adhision
als M2-10B4 aufweist, was eine Ursache fiir das unterschiedliche Verhalten sein kann.
Weiterhin ist der negative Einfluss des Trédgermaterials auf die Immobilisierung der M2-10B4
nachgewiesen worden (Kapitel 4.3.2.). Andere vergleichende Untersuchungen der
Immobilisierung auf Collagen- und Siran-Tréigern wurden ebenfalls mit einer murinen, strikt
adhiirenten Zelllinie (C127-CAT18) durchgefiihrt (Liillau, 1992). Diese Versuche erfolgten in
Schiittelkolben. Dabei wurden fiir Collagen-Triger Immobilisierungsraten von ca. 40% und
fiir Siran-Tréiger von ca. 55% ermittelt. Die Griinde fiir das schlechtere Anheften an Collagen-
Triiger als an Siran-Triger sind in der Arbeit nicht diskutiert.

Die Eignung der Zelllinie KG-1 als Modell fiir himatopoietische Zellen ist fiir das
Immobilisierungsverhalten in Kapitel 4.3.4. nachgewiesen worden. Da die Adhdsion der



34 4. Grundlegende Voruntersuchungen

himatopoietischen Zellen iiber spezifische Oberflichenmolekiile erfolgt, kann ein Vergleich
der Expression dieser Molekiile auf KG-1 im Vergleich zum Primérmaterial dieses Verhalten
erkliren. Die Adhision und Interaktion zwischen den stromalen Zellen, der
Extrazellulirmatrix und den himatopoietischen Zellen erfolgt tberwiegend iiber die
Oberfliichenmolekiile VLA-4 und -5. Weiterhin spielt CD44 (Bindung an Collagen und
Hyaluronsiure) eine wesentliche Rolle (Kapitel 2.2.4.). Es ist nachgewiesen worden, dass
diese Oberflichenmolekiile sowohl von primiren CD34%-Zellen als auch von KG-1
exprimiert werden (Pasternak und Pasternak, 1994; Turner et al., 1998; Gunji und Suda, 1995;
Simmons et al., 1999). Weiterhin sind besondere Strukturen der Zellen, die mit fiir die
Adhision verantwortlich sind, sowohl fiir KG-la als auch fiir primdre Zellen aus
Nabelschnurblut von Francis und Mitarbeitern beschrieben worden (1998). Sie konnten bis zu
330 um lange Pseudopodien nachweisen, die ebenfalls die Oberflichenmolekiile CD34 und
CD44 tragen und an Fibronektin und Collagen IV binden.

Fir KG-1 konnte eine maximale Immobilisierungsrate von 68 +15% auf der murinen
Stromazelllinie M2-10B4 erzielt werden (Kapitel 4.3.4.). In einer vergleichenden Studie zur
Adhision verschiedener hématopoietischer Zelllinien ermittelten Turner und Mitarbeiter
(1998) in Gewebekulturplatten eine Immobilisierung der KG-1a von 76 + 8% auf M2-10B4.
Die Immobilisierung im Miniatur-Schlaufenreaktor ist demnach sehr gut mit der in einem
zweidimensionalen System vergleichbar.

Bei der Immobilisierung der primiren Zellen konnte eine leichte Aufkonzentrierung der
CD34*-Zellen durch die Adhision erzielt werden (Kapitel 4.3.4.). Eine mogliche Begriindung
ist darin zu sehen, dass vor allem friihe Vorlduferzellen im Vergleich zu ausdifferenzierten

Zellen eine relativ starke Anheftung an eine stromale Schicht aufweisen (Coulombel et al.,

1983) und somit eine selektive Adhdsion der Progenitorzellen erfolgt.

44. Voruntersuchungen zur Kultivierung héimatopoietischer Zellen

4.4.1. Stabilitiit der Zytokine

Die Messung von Zytokin-Konzentrationen in Kulturiiberstinden erfolgte aus Griinden der
Praktikabilitdt in Proben, die nach der Probenahme eingefroren worden sind. Daher ist es
erforderlich nachzuweisen, dass durch den Einfrier- und Auftauprozess kein negativer
Einfluss auf die Ergebnisse der ELISA ausgeiibt wird. Dazu wurden die im Rahmen dieser
Arbeit untersuchten Zytokine IL-3, TPO, SCF und FL in der Standardkombination in LTC-
Medium vorgelegt, die eine Hilfte der Probe bei -80°C iiber 2 h eingefroren und die andere



4. Grundlegende Voruntersuchungen 85

im Vergleich dazu bei 4°C gelagert. AnschlieBend wurde die Probe wieder aufgetaut, und es
erfolgte die Messung der Zytokin-Konzentrationen. Dabei konnte kein Konzentrations-
Unterschied zwischen der eingefrorenen und der bei 4°C gelagerten Probe ermittelt werden.
Damit ist ausgeschlossen, dass durch das Einfrieren von Kulturiiberstinden die Messung der
Zytokin-Konzentrationen negativ beeinflusst wird. Dieses Ergebnis kann nicht ohne
Einschrinkungen auf serumfreie Medien iibertragen werden, da eventuell die Stabilitit der
Zytokine durch Serumproteine gefordert wird. Es ist allerdings fiir das Zytokin IL-2
nachgewiesen worden, dass durch Einfrieren in PBS ohne Zusitze und das anschlieBende
Auftauen kein negativer Effekt auf die Messung der Zytokin-Konzentration ausgeiibt wird
(Gitgens, 2000). Da IL-2 ein besonders instabiles Zytokin ist, kann davon ausgegangen
werden, dass die in dieser Arbeit verwendeten Zytokine in serumfreiem Medium ebenfalls
nicht durch das Einfrieren geschidigt werden.

Ein anderer Aspekt beim Einsatz von Zytokinen ist ihre Stabilitit im Verlauf einer
Kultivierung. Dazu wurde ein Versuch durchgefiihrt, bei dem a) nur Medium, b) nur Stroma,
¢) nur CD34%-Zellen und d) Stroma und CD34*-Zellen in Kokultur bei 37°C kultiviert

wurden. Die genauen Versuchsparameter sind in Tabelle 4-13 zusammengefasst.

Tabelle 4-13: Parameter zur Untersuchung der Zytokinstabilitit unter verschiedenen Bedingungen

Zellen: Stromale Zelllinie SI/SI (mit 80 Gy bestrahit)
Primire CD34%-Zellen, 4 verschiedene Spender
Inokulum: SI/Sl: 5:10* Zellen/mL
Primire CD34*-Zellen: 4,8-10° Zellen/mL
Anzahl der Versuche: n=3
Kultur-Medien: LTC-Medium, 1 mL je Vertiefung einer Gewebekulturschale
Zytokine: Standardzytokinkombination ohne SCF
Kulturdauer: 7 Tage

Der Ansatz, in dem zytokinhaltiges Medium ohne Zellen 7 Tage im Brutschrank inkubiert
worden ist, dient der Bestimmung der Zerfallsraten der verschiedenen Zytokine. Diese sind
zusammen mit der Wiederfindungsrate in Tabelle 4-14 aufgelistet. Es ist deutlich zu
erkennen, dass FL das stabilste der untersuchten Zytokine ist. IL-3 weist eine um Faktor 12

und TPO eine um Faktor 150 hohere Zerfallsrate als FL auf.

Tabelle 4-14: Zytokinzerfallsraten nach 7tagiger Kultur in LTC-Medium

Zytokin Zerfallsrate [ng/d] Wiederfindungsrate am Tag 7 [%]
FL 0,006 = 0,0002 99,9
IL-3 0,072 = 0,007 91,3

TPO 0,899 + 0,003 66,2
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Diese Zerfallsraten sind in die Berechnung der zellspezifischen Zytokinverbrauchsraten fiir
das Stroma, die CD34"-Zellen und die Zellen in Kokultur einbezogen worden. Die
Zytokinverbrauchsraten sind in Abbildung 4-14 dargestellt. Neben den Verbrauchsraten aus
den Versuchsansitzen ist ein berechneter Wert fiir die Kokultur angegeben. Dieser setzt sich
aus der Summe der Verbrauchsraten von Stroma und CD34-Zellen unter Beriicksichtigung

des Zellzahl-Verhiltnisses zusammen.
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Abbildung 4-}4: Vergleich dfar zellspezifischen Zytokin-Verbrauchsraten iiber 7 Tage; der berechnete
Wert fiir die Kokultur ergibt sich aus der Summierung der Verbrauchsraten von 1. und 2. unter
Beriicksichtigung der Zellzahl-Verhiltnisse

In den Ansidtzen mit Stroma bzw. mit CD34"-Zellen konnte keine IL-3 Verbrauchsrate
berechnet werden. Der IL-3 Verbrauch war in diesen Ansitzen identisch mit dem Zerfall.
Durch die Kokultur ist der IL-3 Verbrauch deutlich erh6ht. Vermutlich werden die primzren
Zellen durch das Stroma so stimuliert, dass sie dieses Zytokin verbrauchen. Die IL-3-
Konzentration war in dem hier beschriebenen Versuch in der Kokultur auf 86,8% des
Ausgangswertes reduziert. Koller et al. (1993 a) haben Zytokin-Konzentrationen einer
statischen Kokultur von Vorléduferzellen aus Nabelschnurblut mit primérem Stroma ermittelt.
In dem Versuch konnten nach 7 Tagen ebenfalls noch 85% der eingesetzten IL-3-
Konzentration nachgewiesen werden. Dadurch ist eine Vergleichbarkeit der in dieser Arbeit

ermittelten Ergebnisse mit anderen Stromazellen nachgewiesen.
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Die zellspezifische FL-Verbrauchsrate des Stromas ist um Faktor 3 héher als die der CD34*-
Zellen. In der Kokultur ist die Verbrauchsrate doppelt so hoch wie die, die aus den
Einzelkomponenten errechnet ist. Demnach ist fiir FL, wie schon fiir IL-3 beschrieben, eine
Stimulierung der CD34"-Zellen durch das Stroma zu erhShtem Zytokinverbrauch zu
beobachten. TPO wird wie FL von der stromalen Zelllinie um Faktor 2,8 mehr verbraucht als
von den CD34"-Zellen. Der Stimulierungseffekt durch das Stroma auf den TPO Verbrauch ist
allerdings nicht zu beobachten. Der fiir die Kokultur bestimmte Wert fiir die Verbrauchsrate
stimmt mit der Summe der Einzelkomponenten iiberein.

Die Rezeptoren der Zytokine TPO und FL sind nur auf hdmatopoietischen Vorlduferzellen
vorhanden (Debili et al., 1995; Small et al., 1994; Lyman und Jacobsen, 1998). Das bedeutet,
dass der Zytokinverbrauch des Stromas nicht durch Rezeptorbindung und Internalisierung des
Zytokin-Rezeptor-Komplexes verursacht werden kann. Eine mdgliche Bindung der Zytokine
an die gebildete Extrazelluldrmatrix des Stromas (Kapitel 2.2.4.) konnte das Absinken der

Zytokin-Konzentration erkldren.

4.4.2. Gleichzeitige Kultivierung hiimatopoietischer Zellen verschiedener Spender

Ein wesentliche Schwierigkeit bei der Auswertung von Experimenten mit Primdrmaterial ist
die vom Spender abhingige Variabilitit der Zellen und damit der Versuchsergebnisse. Neben
dem Einsatz von einem in den Versuchsbedingungen konstanten Standard ist auch das
Vereinigen von Zellen verschiedener Proben eine Moglichkeit die Variabilitit auszugleichen.

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob das gleichzeitige Kultivieren himatopoietischer Zellen
verschiedener Spender einen Einfluss auf die Expansion der verschiedenen Zellpopulationen

hat. Die Kulturparameter sind in Tabelle 4-15 aufgefiihrt.

Tabelle 4-15: Versuchsparameter zur gleichzeitigen Kultivierung von Zellen verschiedener Spender

Zellen: Stromale Zelllinie SU/SI (bestrahlt mit 80 Gy)
Primire CD34%-Zellen, 3 verschiedene Spender

Inokulum: SI/SI: 5-10* c/Vertiefung einer Gewebekulturplatte
CD34*-Zellen: 5-10° ¢/ Vertiefung einer Gewebekulturplatte

Anzahl der Versuche: n=2

Medium: Je 1 mL LTC-Medium .

Zytokine: Standard Zytokinkombination (Kagltel 3.4.)

Kulturdauer: 8 Tage fiir SI/S], 7 Tage fiir CD34"-Zellen

In diesem Versuch wurden die Zellen jedes Spenders jeweils einzeln kultiviert und einmal ein
Gemisch der Zellen, wobei die Anteile der einzelnen Spender gleich gehalten wurden. Die

MNC aus den drei verschiedenen Einzelversuchen sind um den Faktor 51,8 + 27 expandiert,
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wohingegen sich die MNC der gemischten Zellen um Faktor 39 + 2,8 vermehrt haben. Dieser
Wert erscheint deutlich niedriger, liegt aber im Rahmen der Fehlergenauigkeit. Zwischen den
einzelnen Spendern ist demnach eine Variabilitit mit einer Standardabweichung von 52,9%
beobachtet worden. Fir MNC aus Knochenmark ist eine Variabilitit der Expansion von
57,8% beschrieben (Sardonini und Wu, 1993). Die gravierenden spenderabhingigen
Unterschiede in der Proliferation sind daher unabhingig von der Herkunft der
h#matopoietischen Zellen. Die Expansion der fritheren Subpopulationen der CFC und CAFC
ist in Abbildung 4-15 vergleichend dargestellt.

CAFC- bzw. CFC-Expansion [-]

A B C Pool Mittelwert
Ansatz

Abbildung 4-15: Vergleich der Expansion von CFC und CAFC von einzelnen Spenderzellen und dem
Gemisch der drei Spender

In dieser Grafik ist neben den Expansionsfaktoren der Einzelversuche und dem Ansatz mit
den gemischten Zellen auch der Mittelwert der einzelnen Experimente aufgetragen. Die
Vermengung dreier Proben iibt demnach keinen negativen Effekt auf die Expansion der
verschiedenen Subpopulationen der CFC und CAFC aus.

Wenn Spenderzellen mit unterschiedlichen MHC-Typen zusammen kultiviert werden,
konnten durch zytotoxische T-Lymphozyten des einen Spenders andere Zellen mit dem
fremden MHC abgetStet werden (Janeway et al., 1999). In den durchgefiihrten Versuchen
wurden aufgereinigte CD34"-Zellen verwendet, die zwar lymphohématopoietische

Stammzellen, aber keine reifen T-Zellen enthalten (Ogawa, 1993). Durch die
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Kulturbedingungen und insbesondere die eingesetzten Zytokine werden spezifisch myeloide
Vorléduferzellen unterstiitzt. Die Generierung von reifen T-Zellen wiirde andere Zytokine (v.a.
IL-7, IL-12) und eine Kokultur mit Stroma, das aus dem Thymus isoliert worden ist, erfordern
(Freedman et al., 1996). Immunologische AbstoBungsreaktionen sollten demnach unter den

gegebenen Kulturbedingungen nicht vorliegen.

4.5. Etablierung der Zellernte von Collagen-Triigern

Das Produkt einer Fermentation himatopoietischer Zellen sind die Zellen, weshalb ihrer Ernte
eine besondere Bedeutung zukommt. Die Kokultur erfolgt im Festbettreaktor, wo die Zellen
auf Collagen-Trigern immobilisiert sind. Zur Zellernte werden die Triiger enzymatisch
aufgeldst, wonach die Zellen in Suspension vorliegen. Dabei ist es wichtig, den Einfluss der

Trégerlyse auf die Zellen zu untersuchen, um negative Effekte ausschlieBen zu kdnnen.

4.5.1. Lyse unbewachsener Triger

In ersten Versuchen wurde die Abbaukinetik von nicht besiedelten Collagen-Trigern bei
unterschiedlichen Collagenase-Konzentrationen untersucht. Dabei wurden je 0,5 mL Tréger
und 1 mL Enzyml6sung bei einer Temperatur von 37°C eingesetzt. Die Enzym-Konzentration
variierte von 0,25 bis 2 mg/mL. Bei der niedrigsten Konzentration erfolgte die Trégerlyse in
15 min und bei der hochsten in 5 min. Aus diesem Ergebnis ist zu schlieBen, dass die fiir die
Zellen physiologische Temperatur von 37°C fiir die Trégerlyse gut geeignet ist.

Nach der Lyse der Triiger sind noch kleine Partikel (< 2 um) in Suspension, die nicht weiter
von der Collagenase abgebaut werden. Es wurde gepriift, ob diese Partikel die Analytik der
Zellen beeintrichtigen. Fiir diese Untersuchung wurden frisch aufgetaute Zellen von drei
verschiedenen Spendern in MC- und CAFC-Assays mit Zusatz drei verschiedener Partikel-
Konzentrationen analysiert. Es konnte nachgewiesen werden, dass selbst die maximale
Partikelmenge, die dem Lysat eines sehr schwach besiedelten Trégers (1-10* c¢/mL Triger)
entspricht, keinen negativen Einfluss auf die Ergebnisse der Assays ausiibt. Weiterhin wurde
der Einfluss des Trigerlysates auf immundefiziente Méuse untersucht. Dazu wurden 3 mL
Tréger vollstindig lysiert und das Lysat auf 5 Méuse verteilt. Die groBte Gefahr, dass durch
die Partikel eine Embolie ausgelost wird, wire kurz nach der Injektion zu erwarten. Die

Méuse zeigten aber keine Reaktion auf die injizierten Partikel.

4.5.2. Einfluss von Collagenase auf Stroma

Um den Einfluss der Collagenase auf Stroma zu untersuchen, wurden die stromalen Zelllinien

M2-10B4 mod. und SI/S1 verwendet. Die Versuchsbedingungen sind in Tabelle 4-16
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zusammengefasst. Die Parameter wurden unter Beriicksichtigung der Anforderungen an die

Trigerlyse bei einer Probenahme aus dem Festbettreaktor gewidhlt. Die Auswirkungen der

enzymatischen Behandlung auf das Stroma ist in Abbildung 4-16 als Einfluss auf die Vitalitét

der Zellen dargestellt.

Tabelle 4-16: Parameter zur Untersuchung des Collagenase-Einflusses auf Stroma

Zellen: Stromale Zelllinie M2-10B4 mod. (bestrahlt mit 80 Gy)
Stromale Zelllinie S1/S1 (bestrahlt mit 80 Gy)
Collagenase: 2 mg/mL in PBS
Inokulum: 5.10° Zellen/mL
pro Vertiefung einer Gewebekulturplatte mit 12 Vertiefungen
Anzahl der Versuche: n=6
Kultur-Medium: 1 mL. RPMI 1640 10% FBS
Kulturdauer: 24 b hh hfjfdklsajfdklas
Collagenase-Wirkung: 30 min und 120 min bei 37°C
Kontrolle: PBS, anschlieBend Zellen mit Trypsin abgelost
120
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3 Vitalitat 120 min
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Versuchsansatz

Abbildung 4-16: Einfluss von Collagenase auf die Vitalitit der stromalen Zelllinien M2-10B4 mod.

und SV/S1 (je mit 80 Gy bestrahlt)

Es ist deutlich zu erkennen, dass die Zelllinie M2-10B4 mod. unter allen Bedingungen

stabiler ist als die SI/SL. Nach 30 min ist kein negativer Einfluss der Collagenase im Vergleich
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zur Kontrolle auf M2-10B4 mod. zu erkennen, wohingegen die Vitalitit der SI/SI bereits um
11% in Bezug auf den Ansatz mit PBS gesunken ist. Fiir beide Zelllinien ist eine
zeitabhéngige Toxizitit der Collagenase zu erkennen, da die Vitalitit nach 2 h enzymatischer

Behandlung nur noch 47,5% der Kontrolle fiir M2-10B4 mod. und 18,5% fiir SI/S1 betrug.

4.5.3. Einfluss von Collagenase auf hiimatopoietische Zellen

Wie bereits beschrieben, sind die Zellen das Produkt einer Kultivierung himatopoietischer
Zellen im Festbettreaktor. Daher muss gewihrleistet sein, dass durch die Zellernte mittels
Collagenase keine negativen Effekte auf das Primirmaterial ausgeiibt werden. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde einerseits der Einfluss des Enzyms auf charakteristische
Oberflachenmarker und andererseits auf die biologische Aktivitit der CD34"-Zellen
untersucht. Die Versuchsparameter sind in Tabelle 4-17 aufgefiihrt.

Es ist bekannt, dass Collagenase einige Oberflichenmolekiile von Lymphozyten angreift
(Abuzakouk et al., 1996). Daher muss fir die Zellernte der immobilisierten
hiimatopoietischen Zellen mittels Collagenase ausgeschlossen werden, dass die Merkmale, die
der Charakterisierung dieser Zellen dienen, abgebaut werden. Der Einfluss von Collagenase
ist fiir acht verschiedene Oberflichenmolekiile untersucht worden, die der Charakterisierung
primédrer hamatopoietischer Zellen dienen (CD33, CD34, CD38, CD45, CD90, CD117,
CDw123, HLA-DR, genauere Beschreibung Kapitel 2.1.3. und 2.2.5.).

Tabelle 4-17: Parameter zur Untersuchung des Collagenase-Einflusses auf himatopoietische Zellen

Zellen: Himatopoietische Zelllinie KG-1
Primire CD34*-Zellen nach 7tigiger Kultivierung in X-Vivo 10
Collagenase: 2 mg/mL in PBS
Inokulum: 1.10° Zellen/mL
Anzahl der Versuche: n=4
Collagenase-Wirkung: 30 min und 120 min bei 37°C
Kontrolle: PBS

Der enzymatische Effekt ist fiir die meisten Oberflichenmarker mit der Zelllinie KG-1
nachgewiesen worden. Die Untersuchung der Marker, die nicht von KG-1 exprimiert werden
(c-kit (CD117) und Thy-1 (CD90)), erfolgte mit Primérmaterial. Im Versuchsaufbau wurden
die Zellen in 1mL Collagenaselosung aufgenommen, 30 bzw. 120 min inkubiert und
anschlieBend durchflusszytometrisch analysiert. Als Kontrolle diente ein Ansatz, in dem die
Zellen in PBS resuspendiert waren.

Fiir die Oberflichenmarker CD33, CD34, CD38, CD45, CD90 und HLA-DR konnte kein

negativer Effekt durch die Behandlung mit Collagenase nachgewiesen werden. CDw123, die
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o-Kette des IL-3 Rezeptors, konnte nach 30 min Inkubation mit Collagenase noch zu 100%
im Vergleich zur Kontrolle nachgewiesen werden. Die Zelllinie KG-1 zeigte eine
durchschnittliche Expression des Markers von 91,4%. Dieser Wert wurde nach Verldngerung
der Inkubation (120 min) auf 93,6% der Kontrolle reduziert. Die Expression eines weiteren
Zytokinrezeptors, c-kit (CD117), dessen Ligand SCF ist, wurde nach zweistiindiger
Inkubation mit Collagenase auf 83,9% des Kontrollwertes verringert (Abbildung 4-17). Die
Untersuchung mit Primdrmaterial wurde mit Zellen von zwei verschiedenen Spendern
durchgefiihrt. CD117 wurde beim ersten Spender von 91% und beim zweiten von 61% der

Zellen exprimiert.

c-kit Expression relativ zur Kontrolle [-]

PBS 30 min Collagenase 30 min PBS 120 min Collagenase 120 min
Ansatz

Abbildung 4-17: Einfluss der Collagenase auf die Expression des Zytokinrezeptors c-kit

In Abbildung 4-18 ist die durchflusszytometrische Analyse von zwei Versuchsansitzen
gezeigt. Im linken Plot (A) sind die Zellen dargestellt, die 2 h mit PBS behandelt wurden, und
im rechten (B) die Zellen, die 2 h mit Collagenase inkubiert worden sind. Der Anteil der
Zellen, die c-kit exprimieren (Summe der oberen Quadranten) ist mit 91% im Ansatz mit PBS
deutlich hoher als in dem mit Collagenase (72,05%). Die Expression des CD34-Molekiils

(Summe der rechten Quadranten) ist dagegen in beiden Ansitzen nahezu identisch (7,36% in
A und 8,12% in B).
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Abbildung 4-18: Einfluss von Collagenase auf die Expression der Oberflichenmarker c-kit und CD34
auf priméren CD34"-Zellen nach einwéchiger Kultivierung (A: 2 h PBS, B: 2 h Collagenase)

Himatopoietische Zellen werden nicht nur iiber Oberflichenmarker, sondern auch durch
spezielle Assays (Kapitel 2.1.3.) charakterisiert. Die Untersuchung des Enzym-Einflusses auf
diese Assays ist besonders wichtig, da nicht nur die Analytik, sondern auch bei einer
klinischen Anwendung dieser Methode die Qualitit des Transplantats beeintrichtigt wire.

Die Untersuchungen der mit Collagenase behandelten Zellen im MC-Assay zeigen, dass der
Anteil der CFC nach 30 min Enzymbehandlung auf 77% der Kontrolle reduziert wurde
(Abbildung 4-19). Dieser Effekt wurde durch die Verldngerung der Inkubationszeit auf 2 h
deutlich verstirkt (34% der Kontrolle). Der Anteil der CFC im Kontrollansatz betrug
17,3 £ 0,9%. Bei einer Lagerung in PBS (37°C) tiber den Zeitraum von 2 h trat ebenfalls eine
Reduktion der CFC auf 83% der Kontrolle auf. Der Effekt der Collagenase nach 2 h ist daher
mit dem Einfluss des PBS iiberlagert. Bezogen auf den Kontrollwert ist der CFC-Anteil mit
40,7 + 30% ebenfalls noch deutlich reduziert.

Der Effekt von Collagenase auf die frilheren Vorlduferzellen (CAFC) ist nicht so stark wie
auf die CFC (Abbildung 4-20). Nach 30miniitiger Enzym-Inkubation ist kein negativer Effekt
zu erkennen. Der Anteil der CAFC im Kontroll-Ansatz betrug 2,4 + 0,5%. Die verlingerte
Inkubation auf 2 h zeigt, dass die CAFC in PBS auf 80% der Kontrolle reduziert wurden. In
Bezug auf die 30 min Kontrolle ist der Effekt nach 2h Collagenase-Behandlung mit einer
Reduktion der CAFC auf 74% relativ stark. Wenn aber der Vergleich mit den 2 h in PBS
gelagerten Zellen gezogen wird, ist unter Beriicksichtigung der Standardabweichung kein
negativer Einfluss der Collagenase mehr zu erkennen (92% der 2 h Kontrolle). Bei diesen

Ergebnissen sind relativ groBe Fehler zu beobachten, die durch die verschiedenen Spender

und die Variabilitit im Assay begriindet ist (Jelinek et al., 1999).
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Abbildung 4-19: Einfluss von Collagenase auf CFC (n = 4)
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Abbildung 4-20: Einfluss von Collagenase auf CAFC (n = 4)
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4.5.4. Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich die Collagen-Triger gut unter
physiologischen Bedingungen mittels Collagenase lysieren lassen und das Lysat keinen
negativen Effekt auf die himatopoietischen Zellen ausiibt.

Die stromalen Zelllinien, die einer Behandlung mit Collagenase unterzogen wurden, sind
stark durch das Enzym geschédigt worden, wobei die Zelllinie SI/SI sensitiver als M2-10B4
mod. ist. Bereits in Kapitel 4.2.3. ist die groBere Sensitivitét der SI/S1 nach einer Bestrahlung
mit 80 Gy beschrieben worden. Da das Stroma nicht das Produkt einer Kokultivierung
hématopoietischer und stromaler Zellen im Festbettreaktor ist, kann dieses Ergebnis nicht als
Ausschlusskriterium fiir die Zellernte iiber eine Trigerlyse mit Collagenase betrachtet werden.
Die starke Reaktion muss aber bei einer Bilanzierung der Zelldichten auf Collagen-Triigern
nach der Trégerlyse berticksichtigt werden.

Die Untersuchungen des Collagenase-Einflusses auf hématopoietische Zellen zeigten, dass
die Expression der meisten der untersuchten Oberfldchenmarker nicht beeintréchtigt werden.
Fiir CD34 ist durch eine starke O-Glykosylierung eine relativ starke Resistenz gegeniiber
Proteasen beschrieben (Krause et al., 1996). Eine geringe Reduktion der Expression durch
Collagenase ist fiir die o-Kette des IL-3 Rezeptors (CDw123) nachgewiesen worden,
wohingegen ein stark negativer Effekt auf den SCF-Rezeptor (CD117) beobachtet wurde. Die
Minderung der Rezeptor-Expression ist ein zeitabhéngiger Effekt, der nach 30 mintitiger
Inkubation der Zellen noch nicht detektierbar war.

Weiterhin ist im Verlauf dieser Arbeit der Einfluss der Collagenase auf die frithen
Vorlduferzellen analysiert worden. Dabei stellte sich heraus, dass die CFC wesentlich
empfindlicher auf die enzymatische Behandlung reagierten als die CAFC. Eine mogliche
Erklirung ist, dass die reiferen CFC stoffwechselaktiver sind als die CAFC und daher eine
eventuelle Schidigung stirkere Wirkung zeigten. Der MC-Assay dauert 2 Wochen, was im
Vergleich zu dem Langzeitassay der CAFC von 6 Wochen ein relativ kurzer Zeitraum ist.
Zellen, die durch die Collagenase geschidigt sind, haben demnach weniger Zeit sich von der
Prozedur zu erholen. Weiterhin ist machgewiesen worden, dass die Expression zweier
Zytokinrezeptoren durch lange Einwirkzeiten des Enzyms eingeschrinkt wird. Dadurch ist
eine verringerte Signalwirkung durch die Bindung der Liganden denkbar. Besonders fiir die
CFC kénnte dieser Mechanismus eine Ursache des negativen Effektes sein, da das MC-
Medium mit den Liganden der beeinflussten Rezeptoren, IL-3 und SCF, supplementiert ist.
Das Medium fiir den CAFC-Assay enthilt keine zugesetzten Zytokine, sondern nur sehr

geringe Konzentrationen an SCF und IL-3, die durch die stromalen Zellen produziert werden.
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Dadurch wird der dosisabhingige, stimulatorische Effekt dieser Substanzen deutlich niedriger
sein als im MC-Medium. Da negative Effekte auf zwei Typen von Zytokinrezeptoren
beobachtet worden sind, ist es nicht auszuschliefen, dass weitere Zytokinrezeptoren oder
andere Oberflichenmarker, die in dieser Arbeit nicht untersucht worden sind, ebenfalls
beeintrichtigt werden. Weiterhin ist das Auslsen des programmierten Zelltodes (Apoptose)
durch den enzymatischen Angriff denkbar.

Die Versuche, die in diesem Kapitel beschrieben sind, wurden unter extremen Bedingungen
in Bezug auf die Einwirkzeit und das Verhéltnis der Zellen zu dem Enzym durchgefiihrt. Es
zeigte sich im Verlauf vieler Fermentationen, dass die Dauer der Tréigerlyse sehr stark von der
stromalen Zellkonzentration und der Kulturdauer abhéngig ist. Zu Beginn einer Kultivierung
bei einem Inokulum von 1.10° Zellen/mL Triger ist die Lyse nach ca. 20 min erfolgt, wobei
nach einer 14tdgigen Kulturdauer durch den Aufbau der Extrazelluldirmatrix und die
ErhShung der Zelldichte die Lyse bis zu einer Stunde dauern kann. Der Extremwert einer
zweistiindigen Behandlung ist demnach fiir die Anwendung nicht erforderlich, wodurch auch
die damit verbundene Schidigung der Zellen nicht zu erwarten ist.

Collagenase ist ein Enzym, das fiir die Dissoziation von Geweben eingesetzt wird und im
Vergleich zu Trypsin weniger zellschidigend ist (Lindl und Bauer, 1994). In einer anderen
Untersuchung (Coulombel et al., 1983) wurde kein negativer Einfluss von Collagenase auf
hématopoietische Zellen nachgewiesen. Im Vergleich zu den hier beschriebenen Versuchen
wurde das gleiche Verhiltnis von Enzym zu den Zellen bei einer lingeren Inkubation (3 h)
eingesetzt. Das Zellmaterial bestand aus MNC aus frischem humanem Knochenmarkaspirat.
Im Unterschied zu den Arbeiten von Coulombel wurden hier nur CD34*-Zellen bzw. die
CD34"-Zelllinie KG-1 eingesetzt. In MNC aus Knochenmark ist auch primires Stroma
enthalten, was eine schiitzende Wirkung auf die hiimatopoietischen Zellen ausiiben kann.
Weiterhin ist in dieser Arbeit der Einfluss von Collagenase auf verschiedene Einzel-
komponenten (unbewachsene Tréger, stromale Zelllinien, KG-1 bzw. primire CD34*-Zellen)
untersucht worden. Bei Betrachtung der Zellernte von dicht besiedelten Collagen-Tréagern
mittels Collagenase bieten sich dem Enzym nicht nur die hématopoietischen Zellen, sondern
auch die stromalen Zellen, die durch sie aufgebaute Extrazellulirmatrix und vor allem das
Trégermaterial Collagen als Substrat an. Das bedeutet, dass das Verhiltnis von Enzym zu
hamatopoietischen Zellen in der Anwendung einer Trigerlyse nach Kultivierung im
Festbettreaktor um einige GroBenordnungen geringer ist, als in den beschriebenen Versuchen.
Zusammen mit der relativ kurzen erforderlichen Inkubationszeit sind keine negativen Effekte

der Zellernte himatopoietischer Zellen iiber die enzymatische Lyse der Triger zu erwarten.
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5. Einsatz von primirem Stroma
Der Einsatz von primérem Stroma zur Kokultur mit humanen hématopoietischen Zellen ist in

vielen Arbeitsgruppen etabliert (Kapitel 2.4.1.). Im Rahmen dieser Arbeit ist untersucht
worden, ob die neu entwickelten Reaktorsysteme fiir die Kultivierung von primérem Stroma
geeignet sind und welchen Einfluss diese Zellen auf die Kokultur mit himatopoietischen

Zellen aus Nabelschnurblut haben.

5.1. Kultivierung von primirem Stroma

In ersten Versuchen wurde priméres Stroma in Gewebekulturplatten und im Festbettreaktor
unter Einsatz verschiedener Stimuli kultiviert. Da stromale Zellen im Vergleich zu
hdmatopoietischen hhere Substrat-Verbrauchsraten aufweisen, muss das Verhalten des
Stromas untersucht und bewertet werden, um die Rahmenbedingungen fiir die Kokultur

ermitteln zu kdénnen.

5.1.1. Kultivierung in Gewebekulturplatten

Primires Stroma, das, wie unter Kapitel 3.1.2. beschrieben, isoliert und kultiviert worden ist,
zeigt ein schnelleres Wachstum, wenn dem Medium das Zytokin bFGF zugesetzt worden ist
(Dooley et al., 1995). Durch dieses Zytokin wird die Wachstumsrate erhoht, die Lebensdauer
der Zellen, definiert als Anzahl der Teilungen, kann dagegen nicht verldngert werden
(Goldstein, 1990).

Im Rahmen dieser Arbeit ist untersucht worden, welchen Einfluss die Zelldichte und das
Zytokin bEGF auf die Kultivierung von primérem Stroma ausiibt. Die Kulturparameter sind in
Tabelle 5-1 zusammengefasst. Abbildung 5-1 zeigt, wie sich die durchschnittliche
Wachstumsrate der Zellen in Abhingigkeit der eingesetzten Zelldichte und des Zytokins

veridndert.

Tabelle 5-1: Kulturparameter zur Untersuchung des Einflusses von Zelldichte und bFGF auf die
Kultivierung von primérem Stroma

Zellen: Priméres Stroma

Inokulum: 1,43-10% 2,86-10% 1,43-10% 2,86-10%; 7,14-10% 1,43-10*
Zellen/cm?, Gewebekulturplatte mit 12 Vertiefungen

Kultur-Medien: P-LTC, mit und ohne 10 ng bFGF/mL

Anzahl der Versuche: n=2

Kulturdauer: 7 Tage
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Abbildung 5-1: Untersuchung des Einflusses von Zelldichte und bFGF auf die Kultivierung von
primédrem Stroma

In Abbildung 5-1 ist deutlich zu erkennen, dass mit bFGF hhere Wachstumsraten als ohne
das Zytokin erzielt werden kénnen. Die maximale Wachstumsrate mit bFGF wurde bei einem
Inokulum von 1,43-10% c/cm?® erreicht. Bei dieser Zelldichte konnte nach 7 Tagen mit
8,9-10° c/em” allerdings noch keine konfluente Zellschicht beobachtet werden. Bei den drei
hochsten inokulierten Zelldichten waren die Zellen am Tag 7 konfluent (7-10* ¢/cm?). Die
Wachstumsraten in den Versuchen ohne bFGF sind mit Ausnahme der geringsten inokulierten
Zelldichte unabhingig vom Inokulum. In keinem der Ansdtze konnte eine konfluente
Zellschicht nach Ende der Kulturdauer nachgewiesen werden. Die maximale Zelldichte betrug
bei der hochsten inokulierten Zellzahl 4-10* c/cm?® am Tag 7.

Die Stimulierung erfolgte in diesem Versuch mit 10 ng/mL bFGF. In einem weiteren
Experiment konnte schon mit 2 ng/mL bFGF nach 7 Tagen eine konfluente Zellschicht erzielt
werden. Niedrigere Zytokin-Konzentrationen stimulierten die Zellen ebenfalls zu
gesteigertem Wachstum im Vergleich zu dem Ansatz ohne bEGF, aber die Zellen erreichten
keine Konfluenz.

Fir eine Kokultur mit unbestrahltem primirem Stroma ist zu gewihrleisten, dass die
stromalen Zellen nicht durch die Zytokine, die die himatopoietischen Zellen stimulieren
sollen, zum Wachstum angeregt werden. Deshalb ist der Einfiuss der Standard-

Zytokinkombination auf das primire Stroma untersucht worden. Es konnte nachgewiesen
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werden, dass durch die Standard-Zytokine kein Einfluss auf das Wachstum der stromalen
Zellen ausgeiibt wird.

Fiir den in Tabelle 5-1 beschriebenen Versuch sind fiir die Ansitze bei einer Zelldichte von
7,14-10° c/cm? mit und ohne bFGF die Zytokin-Konzentrationen von IL-3, SCF, TPO und FL
bestimmt worden. AuBer SCF konnte kein Zytokin nachgewiesen werden. Die SCF-
Konzentrationen und -Produktionsraten sind in Tabelle 5-2 zusammengefasst. Es ist zu
erkennen, dass durch bFGF die SCF-Produktion verstirkt wird, was durch die hohere
Zytokin-Konzentration und besonders durch die um Faktor 1,4 hohere zellspezifische

Produktionsrate belegt wird.

Tabelle 5-2: SCE-Produktion von primérem Stroma in Abhéngigkeit von bFGF

Versuchsansatz SCF-Konzentration [ng/mL] Zellspezifische SCF-Produktionsrate
[ng/(10%c-d)]
mit bFGF 0,404 + 0,004 0,569 + 0,01
ohne bFGF 0,167 £0,011 0,395 £ 0,03
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Abbildung 5-2: Zellspezifische Verbrauchsraten von mit bEGF stimuliertem primérem Stroma in
Abhingigkeit von der Zelldichte

Weiterhin ist der Medienverbrauch der mit bFGF stimulierten Zellen aus dem in Tabelle 5-1

dargestellten Versuch analysiert worden. Dabei ist zu beobachten, dass mit zunehmender

Zelldichte der zellspezifische Glutaminverbrauch sinkt, wihrend der Glukoseverbrauch steigt
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(Abbildung 5-2). Diese Werte stellen den durchschnittlichen Verbrauch iiber den gesamten
Kultivierungszeitraum dar. Dabei ist in den verschiedenen Ansdtzen, wenn iiberhaupt, zu
unterschiedlichen Zeitpunkten die Konfluenz erreicht worden, was auch durch das Absinken
der Wachstumsraten belegt werden kann (Abbildung 5-1). Demnach erfolgt eine Umstellung
des Stoffwechsels von Glutamin im exponentiellen Wachstum auf Glukose in der stationéren
Phase.

5.1.2. Kultivierung im Festbettreaktor

Die Eignung des Festbettreaktors zur Kultivierung von primidrem Stroma auf Collagen-
Trigern ist in zwei Reaktorliufen getestet worden. Dabei wurden im ersten Versuch die
Zellen mit bFGF stimuliert, im zweiten nicht. Da bei der ersten Kultivierung sehr hohe
Medienzulaufraten eingestellt werden mussten (Abbildung 5-4), sind im zweiten Versuch um

Faktor 5 weniger Zellen inokuliert worden. Die wesentlichen Kulturparameter sind in Tabelle

5-3 zusammengefasst.

Tabelle 5-3: Kulturparameter der Kultivierung von primérem Stroma im Festbettreaktor mit und ohne

bFGF

Reaktor mit bFGF Reaktor ohne bFGF
Zellen: Primires Stroma Primires Stroma
Inokulum: 9,94-10° 2-10°
Tréager: 4,805 g 3540 g
Medium: P-LTC mit 10 ng/mL bFGF  P-LTC
Kulturdauer: 21 Tage 15 Tage
Medienzulauf: AbTag1 Ab Tag 2

Der Verlauf der Kultivierungen ist in Abbildung 5-3 gezeigt. Nach dem Inokulieren der
Zellen wurde bei den Reaktoren der Medienumlauf angestellt, um die gleichmaBige
Verteilung der Zellen zu gewidhrleisten und die Ausbildung von Sauerstoff- oder
Néhrstoffgradienten zu vermeiden. Uber einen Zeitraum von 1 bzw. 2 Tagen wurden die
Festbettreaktoren in der Batch-Fahrweise betrieben, damit keine noch in Suspension
befindlichen Zellen aus dem System ausgewaschen werden. In beiden Versuchen konnten ca.
65% der inokulierten Zellen immobilisiert werden. Ein wesentlicher Unterschied in den
beiden Reaktorldufen lag darin, dass ohne bFGF eine relativ lange lag-Phase von 5 Tagen zu
beobachten war, nach der die Zellen exponentiell zu wachsen begannen. Durch das bFGF
wurden die Zellen von Beginn der Kultivierung an zum Wachstum angeregt. Die maximalen

Wachstumsraten waren unter beiden Bedingungen mit 0,006 1/h gleich hoch, wurden aber mit
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bFGF schon zwischen den Tagen 4 bis 7 erzielt und ohne das Zytokin erst am Tag 15. Im

Medium konnten zu keinem Zeitpunkt Zellen nachgewiesen werden.

1,00E+07
|
A.-—"'/—
— f
5 /?7
o r/r'
Hyl
t
-
o
©
Bl
[
2
'3 1,00E+06 A
g o
9 —
° A
E
ol mit bFGF
=y ohne bFGF
1,00E+05 - ' ‘ '
Zeit [d]

Abbildung 5-3: Verlauf der Zahl immobilisierter Zellen wihrend der Kultivierung von primédrem
Stroma im Festbettreaktor mit und ohne bFGF

Der Festbettreaktor, in dem das Stroma mit bFGF kultiviert wurde, ist ab der Probenahme am
ersten Tag perfundiert worden. In Abbildung 5-4 sind die zellspezifischen Glukose-
Verbrauchsraten und der Volumenstrom im Verlauf der Kultivierung dargestellt. Nach einem
Tag der Kultur ohne Medienzufuhr lag die Glukose-Konzentration bei 8,4 mmol/L. Der
Reaktor ist anschlieBend iiber 3 Tage mit einer spezifischen Durchflussrate von 0,58 d”
perfundiert worden. Trotz dieser Fiitterung lag die Glukose-Konzentration am Tag 4 bei nur
1,95 mmol/L, weshalb der Volumenstrom erhoht worden ist. Am Tag 7 wurden 4,3 mmol/L
Glukose gemessen, was 37% des Ausgangsmediums entspricht. Aus diesem Grund ist der
Volumenstrom noch einmal erhoht worden, wodurch die Verweilzeit im Reaktor nur 0,48 d
betrug. Da bei dieser Perfusionsrate ca. 60% der Glukose vom P-LTC-Medium vorlag, wurde

sie wieder reduziert, um den Verbrauch an zytokinhaltigem Medium einzuschrénken. Ein

Vergleich zwischen der zellspezifischen Glukose-Verbrauchsrate und dem Volumenstrom im

Verlauf der Kultivierung zeigt, dass durch die erhthte Perfusion auch der Glukose-Verbrauch

der Zellen steigt. Die Glutamin-Konzentration lag zu jedem Zeitpunkt der Kultivierung iiber

60% des Ausgangswertes. Die maximale Laktat-Konzentration wurde mit 20 mmol/L am Tag
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7 ermittelt. Alle Aminosiuren lagen iiber 50% des Ausgangsmediums, weshalb Limitierungen
ausgeschlossen werden koénnen.

Aufgrund der sehr hohen Durchflussraten in diesem ersten Versuch wurde wie beschrieben
die Zellzahl fiir die Kultivierung von primirem Stroma ohne bFGF um den Faktor 5 reduziert.
Nach einer zweitigigen Kultivierung ohne Medienzufuhr wurden noch 9 mmol/L. Glukose
nachgewiesen. Die anschlieBende Perfusion mit einer spezifischen Durchflussrate von 0,95 d’
gewihrleistete iiber die gesamte Kulturdauer eine Glukose-Konzentration von mindestens
80% des Ausgangsmediums. Die zellspezifischen Glukose-Verbrauchsraten lagen in

dhnlichen Bereichen wie bei der Kultivierung von primérem Stroma mit bFGF.
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Abbildung: 5-4: Verlauf d.er zellspezifischen Glukose-Verbrauchsrate und des Volumenstroms
wihrend der Kultivierang von primérem Stroma mit bFGF im Festbettreaktor

Fir den Reaktorlauf, der mit bFGF supplementiert worden ist, wurden die
Zytokinkonzentrationen von IL-3, SCF, TPO und FL am Tag 1 und Tag 14 gemessen. Aufler
SCF konnte kein Zytokin nachgewiesen werden. Die Daten fiir die SCF-Produktion sind in

Tabelle 5-4 zusammengefasst. Die zellspezifische Zytokinproduktion blieb unabhéingig von
der Perfusion des Reaktors konstant.

Volumenstrom [mL/d]
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Tabelle 5-4: SCF-Produktion von primirem Stroma im Festbettreaktor (mit bFGF)

Versuchsansatz SCF-Konzentration [ng/mL] Zellspezifische SCF-Produktionsrate
[ng/(10%-d)]

Tag 1 0,106 0,298 £ 0,01

Tag 14 0,112 0,314 0,01

5.2. Kokultur von himatopoietischen Zellen mit primiirem Stroma

In diesem Kapitel wird die Kokultur von himatopoietischen und priméiren Stromazellen
zuerst in dem einfachen Kultursystem der Gewebekulturplatte behandelt, wobei der Einfluss
von stromalen Zellen, Zytokinen und Medien untersucht worden ist. Anschliefend ist eine
Kokultur im Miniatur-Schlaufenreaktor beschrieben, wodurch der mdogliche Einsatz von

primirem Stroma in diesem neuen Kultursystem bewiesen werden sollte.

5.2.1. Kokultur in Gewebekulturplatten

Das primire Stroma wurde zundchst auf seine Fihigkeit untersucht, himatopoietische Zellen
in ihrer Expansion zu unterstiitzen. Dabei wurde ein Ansatz nur mit stromalen und
himatopoietischen Zellen ohne supplementierte Zytokine mit einem, der die Standard-

Zytokinkombination enthielt, verglichen. Die Kulturparameter sind in Tabelle 5-5 aufgefiihrt.

Tabelle 5-5: Kulturparameter zur Untersuchung der Kokultur mit primérem Stroma in Abhéngigkeit

von Zytokinen
Zellen: Primiéres Stroma .
Primire CD34%-Zellen, Zellen von 3 Spendern vereinigt
Inokulum: Stroma: 1,85-105 c/Vertiefung einer Gewebekulturplatte
CD34"-Zellen: 5-10° ¢/ Vertiefung einer Gewebekulturplaite
Anzahl der Versuche: n=2 . o
Kultur-Medien: P-LTC, mit und ohne Standard-Zytokinkombination
Kulturdauer: 7 Tage

Abbildung 5-5 stellt die Expansion der MNC und der CD34"-Zellen in den verschiedenen

Versuchsansitzen dar. Die Betrachtung der Expansionsdaten ohne Zytokine zeigt, dass mit

priméirem Stroma sowohl eine Expansion der MNC als auch der CD34%-Zellen erzielt werden

konnte. Der zusitzliche Einsatz von Zytokinen fiihrte zu einer um Faktor 8,5 erhShten MNC-

Expansion und einer 3,2fach hdoheren Expansion der CD34%-Zellen. Dabei ist zu

beriicksichtigen, dass der Anteil der CD34"-Zellen im Ansatz ohne Zytokine mit 30% am Tag

7 wesentlich hoher lag als im Ansatz mit der Standard-Zytokinkombination (11%). Demnach

findet in dem Ansatz nur mit primédrem Stroma eine geringere Ausdifferenzierung der Zellen
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statt, wobei aber schlechtere Expansionsdaten fiir die friihen CD34*-Zellen erzielt werden als

mit dem Zytokinsupplement.
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Abbildung 5-5: Expansion verschiedener Populationen in Kokultur mit primérem Stroma in
Abhingigkeit von Zytokinen (Tag 7)

In weiteren Versuchen ist der Einsatz verschiedener Medien (LTC, P-LTC und X-Vivo 10)
bei der Kokultivierung von hdmatopoietischen Zellen und primdrem Stroma verglichen
worden. Die Kulturparameter entsprechen der Tabelle 5-5 mit den Unterschieden, dass 1-10*
CD34"-Zellen pro Versuch eingesetzt worden sind und alle Ansitze die Standard-
Zytokinkombination enthielten. Abbildung 5-6 stellt die Expansion der MNC und CFC in den
verschiedenen Medien dar. Die hochsten Expansionsdaten fiir beide Zellpopulationen konnten
mit dem serumfreien Medium X-Vivo 10 erzielt werden. Im Vergleich zum LTC-Medium ist
die Expansion der MNC um Faktor 2,3 hoher und die CFC werden um Faktor 2 stdrker
vermehrt. Die Expansion der MNC in X-Vivo 10 ist mit der im P-LTC-Medium vergleichbar,
aber der Wert fiir die CFC ist doppelt so hoch. Ein wesentlicher Unterschied zwischen den
Medien zeigt sich in der Konzentration der verschiedenen koloniebildenden Zellen (Tabelle
5-6). Die Ausdifferenzierung ist im P-LTC Medium am stérksten, da alle Populationen der
koloniebildenden Zellen die niedrigsten Konzentrationen aufweisen. Der Anteil der CFU-
G/M ist im LTC-Medium am héchsten. Besonders auffillig ist, dass im serumfreien Medium
der Anteil der BFU-E um den Faktor 3,4 groBer ist als in den serumhaltigen Ansitzen.
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Bei diesem Versuch ist im Ansatz mit dem P-LTC Medium die Konzentration der Zytokine
IL-3, SCF, FL und TPO gemessen worden. Die daraus berechneten zellspezifischen Zytokin-

Verbrauchsraten sind in Tabelle 5-7 zusammengestellt.
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Abbildung 5-6: Vergleich verschiedener Medien zur Kokultivierung hdmatopoietischer Zellen mit
primérem Stroma (n = 2, Tag 7)

Tabelle 5-6: Vergleich der Konzentration koloniebildender Zellen in einer Kokultur
hématopoietischer Zellen mit primérem Stroma in Abhingigkeit vom Medium

Medium CEC [%] CFU-G/M [%] BFU-E [%]
P-LTC 10,7 9,00 1,50
LTC 17,8 16,17 1,67
X-Vivo 10 17,5 11,83 5,50

Tabelle 5-7: Zellspezifische Zytokin-Verbrauchsraten einer Kokultur himatopoietischer Zellen mit
primédrem Stroma (P-LTC-Medium)

IL-3 SCF FL TPO
Zellspezifische Zytokinverbrauchsrate 6,1 +0,3 31,9+1,0 9,6+03 8,7+3,3
[ng/(10°c-d)]
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Der Einfluss von primérem Stroma ist mit dem der murinen stromalen Zelllinie SV/SI und
einem stromafreien Ansatz verglichen worden. Die Kulturparameter sind in Tabelle 5-8
zusammengefasst. Abbildung 5-7 zeigt die Expansionsdaten der MNC, CFC und CAFC in

den verschiedenen Ansétzen.

Tabelle 5-8: Parameter zur Untersuchung des Einflusses von Stromazellen auf die Kultivierung
hématopoietischer Zellen

Zellen: Priméres Stroma
Murine stromale Zelllinie SI/SI (mit 80 Gy bestrahit)
Primire CD34"-Zellen, Zellen von 2 Spendern vereinigt

Inokulum: Stroma: 5-10* ¢/Vertiefung einer Gewebekulturplatte
CD34"%-Zellen: 5-10° ¢/ Vertiefung einer Gewebekulturplatte
Anzahl der Versuche: n=2
Kultur-Medien: P-LTC, Standard-Zytokinkombination
Kulturdauer: 7 Tage
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Abbildung 5-7: Einfluss von primérem Stroma und der stromalen Zelllinie SI/SI auf die Kultivierung
hématopoietischer Zellen im Vergleich zu einem stromafreien Ansatz

Ein Vergleich zwischen dem priméren Stroma und der stromalen Zelllinie zeigt, dass mit
primérem Stroma die MNC um Faktor 2 besser expandiert werden, aber die Populationen
CFC und CAFC im gleichen MaB vermehrt werden wie mit SI/S1. Das ist dadurch zu erkléren,
dass die Konzentration der CFC und CAFC im Ansatz mit primiren Stroma deutlich niedriger

ist, als im Ansatz mit SI/S1 (7 + 2% CFC und 0,69% CAFC fiir primires Stroma und 14 = 2%
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CFC und 1,63% CAFC fiir SI/SI). Bei der stromafreien Kultivierung der hématopoietischen
Zellen wurden die Zellpopulationen der CFC und CAFC im gleichen MaB wie mit SI/SI
expandiert, aber auch in dem Ansatz war der Anteil der Vorliuferzellen niedriger (11 + 2%
CFC und 1,1% CAFC).

5.2.2. Kokultur im Miniatur-Schlaufenreaktor

In einer Kultivierung im Miniatur-Schlaufenreaktor ist einerseits der Einfluss verschiedener
Zelldichten des Inokulums und andererseits der Einfluss verschiedener Verh#ltnisse von
stromalen zu CD34"-Zellen untersucht worden. Dabei wurde P-LTC Medium mit der
Standard-Zytokinkombination verwendet. Die Menge der Triger betrug pro Reaktor
0,301 £0,053 g. Die verschiedenen Zellzahlen und -verhiltnisse sind in Tabelle 5-9
aufgelistet. Die Kulturdauer betrug 7 Tage.

Tabelle 5-9: Eingesetzte Zellzahlen zur Untersuchung der Zelldichte und des Zellzahlverhiltnisses bei
der Kokultur mit primérem Stroma im Miniatur-Schlaufenreaktor

Ansatz  Stroma CD34"-Zellen, Verhiltnis
Zellen von 3 Spendern vereinigt  CD34"-Zellen : Stroma

A 5-10° 1-10° 1:5

B 1-10° 2.10* 1:5

C 5-10* 1-10* 1:5

D 1-10* 2:10° 1:5

E 5-10* 2,5-10° 1:2

F 5-10* 5.10° 1:10

In Abbildung 5-8 ist die Expansion der MNC und CFC in Abhéngigkeit von der
Inokulumsdichte dargestellt (Ansatz A bis D), wobei das Verhltnis zwischen den stromalen
und CD34*-Zellen konstant gehalten wurde. Ein Vergleich zwischen dem héchsten (A) und
dem niedrigsten Inokulum (D) zeigt, dass sowohl die MNC als auch die CFC bei der hoheren
Zelldichte um Faktor 5 besser expandiert werden.

Die Untersuchung der verschiedenen Verhiltnisse zwischen Stroma und hématopoietischen
Zellen fand bei gleicher Stroma-Konzentration (5-104 c/Reaktor) statt, um den Gesamt-
Substratverbrauch und die -Zytokinproduktion dieser Zellen in allen Ansitzen konstant zu
halten (Ansatz C, E, F). Abbildung 5-9 stellt die Expansion der MNC und der CFC unter den
genannten Bedingungen dar. Es ist unabhéngig von dem Verhiltnis der stromalen zu CD34"-
Zellen eine vergleichbare Expansion der CFC zu beobachten, wohingegen die MNC-

Expansion bei einem Verhéltnis CD34%*-Zelle : Stroma von 1:10 am héchsten ist.
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Abbildung 5-9: Einfluss des Verhiltnisses von CD34*-Zellen zu primérem Stroma auf die Expansion
hématopoietischer Zellen
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Die Medienanalytik zeigte, dass Substratlimitierungen in allen Ansitzen ausgeschlossen
werden konnen. Die minimale Glukose-Konzentration betrug 6,3 mmol/L, und als niedrigste

Glutamin-Konzentration wurden 1,18 mmol/L gemessen.

5.3. Diskussion

Bei der Kultivierung von primédrem Stroma in Gewebekulturplatten ohne bFGF wurden
Wachstumsraten von maximal 0,01 1/h erzielt. Dieser Wert ist gut mit Daten aus der Literatur
fiir priméres Stroma (0,0099 1/h; Dooley et al., 1995) und fiir Fibroblasten aus fétalem
Gewebe (0,0123 1/h; Hayflick und Moorhead, 1961) vergleichbar. Dooley und Mitarbeiter
(1995) haben ebenfalls primires Stroma mit bFGF (2 ng/mL) stimuliert und dadurch eine
Erhéhung der Wachstumsrate auf 0,018 1/h erzielt, was im Vergleich zu dem in dieser Arbeit
erzielten Wert von 0,025 1/h etwas niedriger liegt. Eine mogliche Erklérung ist die geringere
Zytokin-Konzentration.

In der Arbeit von Dooley ist dariiber hinaus eine Stimulierung von primérem Stroma durch
Epidermal Growth Factor (EGF) beschrieben, wodurch ein noch schnelleres Wachstum der
Zellen erzielt werden konnte. EGF ist in dieser Arbeit nicht verwendet worden.

Hayflick und Moorhead haben bereits 1961 nachgewiesen, dass frisch aus primédrem Gewebe
isolierte Zellen nur eine begrenzte Lebensdauer haben. So konnten die Zellen nur iiber eine
Kulturdauer von 50 + 10 Passagen bei einer Verdiinnung von je 1:2 gehalten werden, was
einem Zeitraum von 6,6 = 1,3 Monaten entsprach. Die in dieser Arbeit verwendeten Zellen
wurden am Klinikum der Johann Wolfgang Goethe-Universitét in Frankfurt am Main isoliert
und in Kultur genommen. Genaue Daten fiir diesen Zeitraum der Kultivierung sind nicht
bekannt. Nach dem Auftauen konnten die Zellen im Rahmen dieser Arbeit noch iiber 10
Generationen gehalten werden, bis sie das Wachstum eingestellt haben.

Die maximale Zelldichte, die mit primirem Stroma erreicht wurde, ist mit 7-10* c/em®
deutlich geringer als die flir die murinen Stromazelllinien M2-10B4 mod. und SUSI (2-10°
c/cm?). Es ist denkbar, dass das primire Material sensitiver auf die Kontaktinhibierung
reagiert als die Zelllinien.

Bei Messungen der Zytokin-Konzentrationen konnte in den Versuchen dieser Arbeit nur SCF
gefunden werden (Kapitel 5.1.1. und 5.1.2.). Durch das Zytokin bFGF wurde eine Steigerung
der zellspezifischen SCF-Produktion erreicht. Die konstitutive Produktion von SCF durch
stromale Zellen aus Knochenmark ist in der Literatur beschrieben (Heinrich et al., 1992;

Linenberger et al., 1995). Der Einfluss von bEGF auf die Zytokinexpression ist ebenfalls

untersucht worden (Dooley et al., 1995), wobei im Gegensatz zu dieser Arbeit kein
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Unterschied in der SCF-Konzentration beobachtet werden konnte. Fiir die Zytokine IL-1, IL-
6, GM-CSF und G-CSF ist ebenfalls keine Verinderung der Produktion durch bFGF
beobachtet worden. Weiterhin wurde nachgewiesen, dass stromale Zellen aus Knochenmark
TPO (Guerriero et al., 1997) und FL (Lisovsky et al., 1996) produzieren. Vermutlich sind in
den Versuchen dieser Arbeit die beiden Zytokine in Konzentrationen unterhalb der
Nachweisgrenze gebildet worden. Diese Annahme wird dadurch unterstiitzt, dass von
Lisovsky und Mitarbeitern die FL-Produktion nur tiber PCR und intrazellulire
Zytokinmessungen bewiesen worden ist. Weiterhin konnte Guerriero eine durchschnittliche
TPO-Konzentration von nur 32 pg/mL nach 14 Tagen Kulturdauer nachweisen, wobei grofie
Schwankungen je nach Experiment zu verzeichnen waren (16-106 pg/mL).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Festbettreaktor zur Kultivierung von
primérem Stroma auf Collagen-Triigern ein geeignetes System ist. Ein Nachteil lag allerdings
darin, dass mit zunehmender Kulturdauer die Triger sehr stark verklumpten und eine
Trigerlyse mittels Collagenase dadurch iiber 2 h dauerte. Ein schidigender Einfluss auf die
hdmatopoietischen Zellen ist durch diese Prozedur nicht mehr auszuschliefen (Kapitel 4.5.).
Der stimulierende Einfluss von bFGF ist auch in diesem System nachgewiesen worden. Im
Vergleich zur Gewebekulturplatte wurden aber niedrigere Wachstumsraten erzielt. Eine
mdgliche Ursache konnte darin liegen, dass die stromalen Zellen im Reaktor schon linger in
Kultur waren als die Zellen in den Versuchen der Gewebekulturplatte. In dem Zeitraum, in
dem der Reaktorlauf mit bFGF durchgefiirt wurde, ist das parallel in den
Gewebekulturflaschen kultivierte Stroma ebenfalls deutlich langsamer gewachsen als noch
einige Passagen zuvor.

Der zellspezifische Glukoseverbrauch wihrend der Kultivierung im Festbettreaktor mit bFGF
stieg durch die erhdhte Perfusion an. Dieser Effekt ist schon in Gewebekulturplatten fiir
primdres Stroma beschrieben worden (Caldwell et al., 1991). Dabei wurde nachgewiesen,
dass dieses Verhalten unabhingig vom Serumfluss ist, sondern auf das Basalmedium
zurlickzufiihren ist. Es wurde diskutiert, ob auRer Glutamin eine andere Aminosiure fiir die
gestiegene metabolische Aktivitit verantwortlich ist. Die Analytik des Aminosiure-
Spektrums in dieser Arbeit ergab keinen Hinweis darauf. Weiterhin wurde der Einfluss der
Perfusion auf die GM-CSF-Produktion untersucht und gezeigt, dass durch erhShte
Perfusionsraten die Zytokin-Produktion gesteigert wird (Caldwell, 1991). Im Festbettreaktor
konnte dieser Effekt fiir das Zytokin SCF nicht nachgewiesen werden. SCF wird aber im

Gegensatz zu GM-CSF konstitutiv exprimiert, was diesen Effekt erkliren kann. Die
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Zytokinproduktionsraten im  Festbettreaktor lagen etwas niedriger als in den
Gewebekulturplatten, was auch am Alter der Zellen gelegen haben kann.

Die stromalen Zellen aus Knochenmark sind auch in der Kokultur mit priméiren CD34*-Zellen
aus Nabelschnurblut eingesetzt worden. Dabei zeigte sich, dass ohne zusitzliche Stimulierung
bereits eine Expansion der MNC und CFC erzielt werden kann, die durch Zusatz des
Zytokinstandards aber wesentlich verbessert wird. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass eine
Kokultur mit primirem Stroma auch in serumfreiem Medium sehr gut méglich ist, wodurch
besonders die BFU-E unterstiitzt werden. Das P-LTC-Medium, das zur Kultivierung von
primirem Stroma eingesetzt wird, eignet sich von den drei getesteten Medien am wenigsten
zur Expansion der CFC. Ein Vergleich der zellspezifischen Verbrauchsraten von TPO, IL-3
und FL zeigt, dass sie in einer Kokultur mit primédrem Stroma fiir TPO gleich hoch ist wie mit
der murinen stromalen Zelllinie SI/S1. Allerdings liegt dieser Wert beim priméren Stroma fiir
IL-3 um Faktor 14 und fiir FL um Faktor 35 hoher als fiir SI/S1 (Kapitel 4.4.1.).

Die Expansion der CAFC ist fiir einen stromafreien Ansatz im Vergleich zu einem Versuch
mit primirem Stroma und einem mit der Zelllinie SI/SI untersucht worden. Dabei zeigte sich
deutlich, dass in Kokultur mit primdrem Stroma die Zellen am weitesten ausdifferenzierten.
Die hochste Konzentration der CAFC konnte in Kokultur mit SI/S] erzielt werden.

Der neu entwickelte Miniatur-Schlaufenreaktor ist gut fiir die Kokultur von
himatopoietischen Zellen mit primidrem Stroma geeignet. Es wurde in einem vergleichenden
Versuch die Verwendung verschiedener Inokulumsdichten und Zellzahlverhiltnisse zwischen
Stroma und CD34*-Zellen untersucht, um die Rahmenbedingungen fiir eine Kokultur im
Festbettreaktor festlegen zu konnen. Es zeigte sich, dass in dem getesteten Bereich eine
ErhShung der Zelldichte zu verbessertem Wachstum der MNC und der CFC fiihrte. Durch ein
Verhiltnis der CD34*-Zellen zu Stroma von 1:10 konnte eine hthere Expansion der MNC
erzielt werden als mit einem von 1:5 oder 1:2, aber die Vermehrung der CFC wurde durch die
Anderung des Verhiltnisses nicht beeinflusst.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde nachgewiesen, dass durch das primére Stroma im Vergleich
zur Zelllinie SUSI eine stirkere Ausdifferenzierung der himatopoietischen Zellen verursacht
wird. Weiterhin sind sehr hohe Zytokinverbrauchsraten ermittelt worden, durch die eine
stirkere Supplementierung des Mediums mit Zytokinen erforderlich wiirde. Die Kultur von
primirem Stroma im Festbettreaktor zeigte auBerdem, dass im Verlauf der Kulturdauer das
Festbett sehr stark verklumpt, was einerseits die gleichmiBige Versorgung der Zellen mit
Sauerstoff und Nihrstoffen verschlechtert und andererseits die Zellernte stark behindert. Aus
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diesen Griinden ist keine Kokultur von hématopoietischen Zellen mit primérem Stroma im
Festbettreaktor durchgefiihrt worden.

Der Einsatz von priméirem Stroma bei der Kultivierung von hdmatopoietischen Zellen ist auch
prinzipiell in Frage zu stellen. Diese Zellen sind nur in geringem Mafle verfiigbar und haben
eine begrenzte Lebensdauer. Zudem ist ihr Wachstum sehr langsam, was einen
experimentellen Ansatz in der Klinik erschweren wiirde. Die Eigenschaften zur Unterstiitzung
der Hamatopoiese nehmen im Verlauf der Alterung des Stromas ab (Mauch et al., 1982).
Weiterhin ist auch mit einer relativ hohen Spendervariabilitit zu rechnen.

Die Verwendung von autologem Knochenmark als Basis fiir die Kokultur ist ebenfalls
kritisch zu betrachten. So ist z.B. bei einigen Patienten mit Akuter Myeloischer Leukimie
nachgewiesen worden, dass ein Defekt im Stroma mit fiir die Krankheit verantwortlich ist
(Verfaillie et al., 1994). Da fiir viele hidmatologische Erkrankungen die genauen
Entstehungsmechanismen und die Rolle des Knochenmarks nicht bekannt sind, ist in solchen
Fillen von der Verwendung des autologen Materials abzusehen. Weiterhin ist von Galotto
und Mitarbeitern (1999) nachgewiesen worden, dass als Folge einer Hoch-Dosis-
Chemotherapie in Kombination mit Radiotherapie das Knochenmarkstroma der Patienten
irreversibel geschédigt wird. Die Entnahme von Knochenmark eines solchen Patienten ist
daher sowohl mit Blick auf die Gesundheit des Patienten als auch in Bezug auf die Fihigkeit

dieser Zellen die Hdmatopoiese zu unterstiitzen, nicht zu empfehlen.
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6. Kokultur im Miniatur-Schlaufenreaktor

Bei der Kokultivierung von himatopoietischen und stromalen Zellen muss ein Gleichgewicht
zwischen der positiven Unterstiitzung der Himatopoiese und den Einfliissen des Medien- und
Sauerstoffverbrauchs durch das Stroma eingestellt werden. In dieser Arbeit sind verschiedene
Parameter, die auf die Kultivierung Einfluss nehmen kénnen, im Miniatur-Schlaufenreaktor
untersucht worden. Die murine stromale Zelllinie S1/S1 wird in diesen Versuchen als Modell
eingesetzt, wobei die Vorgehensweise allgemeingiiltig ist und als Basis fiir die Optimierung
jeder Kokultur von stromalen und hématopoietischen Zellen dienen sollte.

Im Anschluss an die Optimierung verschiedener Parameter wird eine Kultivierung mit und
ohne Stroma im Miniatur-Schlaufenreaktor und ein Systemvergleich mit einem etablierten

Suspensionssystem beschrieben.
6.1. Optimierung der Kokultur im Miniatur-Schlaufenreaktor

6.1.1. Einfluss der Inokulumsstrategie

Ein Parameter der Kokultur von hiimatopoietischen und stromalen Zellen ist die
Vorgehensweise beim Inokulieren der Zellen. Es stellt sich die Frage, wie grof} die
Zeitdifferenz zwischen dem Inokulum des Stromas und der CD34"-Zellen sein muss, damit
eine optimale Unterstiitzung der Hiamatopoiese erfolgt. Ein wichtiger Aspekt ist dabei der
Aufbau der Extrazellulirmatrix, die einen wesentlichen Einfluss auf die Adhidsion der
hématopoietischen Zellen ausiibt. Es wurde untersucht, welchen Einfluss verschiedene
Strategien des Inokulums auf die Expansion der héimatopoietischen Zellen ausiiben. Als
minimale Zeitdifferenz wurden die stromalen und CD34*-Zellen gleichzeitig und maximal
mit einem Abstand von einer Woche inokuliert. Um den Effekt einer unterschiedlichen
Konditionierung des Mediums durch das Stroma mit Wachstumsfaktoren oder des
Nihrstoffverbrauchs auszuschlieBen, wurde beim Inokulieren der CD34"-Zellen das
verbrauchte Medium durch frisches, zytokinhaltiges ausgewechselt. Die Kulturparameter sind
in Tabelle 6-1 zusammengefasst. Die Zellzahlen nach der 7tigigen Kultivierung sind fiir die
MNC und die CFC in Abbildung 6-1 dargestellt.

Es zeigte sich, dass schon bei einer Zeitdifferenz von 7,5 h zwischen Inokulum der stromalen
und der CD34"Zellen eine Steigerung der Expansion von MNC und CFC im Vergleich zum
gleichzeitigen Inokulieren zu beobachten ist. Eine Verlingerung der Zeitdifferenz auf 23,5 h
fiihrte noch zu einer geringen Verbesserung dieses Effektes. Eine langerfristige Kultivierung

des Stromas vor dem Inokulum der CD34"-Zellen konnte keine wesentliche Verbesserung der
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Expansion der himatopoietischen Zellen bewirken. Diese zeitlichen Effekte sind vermutlich
darauf zuriickzufiihren, dass erst durch das Stroma die Extrazelluldrmatrix aufgebaut werden
muss, damit die himatopoietischen Zellen besser immobilisieren kdnnen und somit eine
groBere adhirente Ausgangspopulation vorliegt. Nach 23,5 h scheint demnach das Optimum
fiir die Immobilisierung erreicht zu sein.

Tabelle 6-1: Parameter der Untersuchung der Inokulumsstrategie fiir die Kokultur

Zellen: Stromale Zelllinie SI/SI (bestrahlt mit 80 Gy)
Primire CD34"-Zellen, 2 verschiedene Spender
Inokulum: 5.10* stromale Zellen/Reaktor
2,5:10* CD34*-Zellen/Reaktor
Tréger: Collagen-Triger, 0,276 + 0,070 g/Reaktor
Kultur-Medium: LTC, Standardzytokinkombination
Fiitterung: Medienwechsel vor CD34*-Inokulum
Anzahl der Versuche: n=2
Kulturdauer: 7 bis 14 Tage fiir Stroma, 7 Tage fiir CD34"-Zellen
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Abbildung 6-1: Einfluss der Zeitdifferenz zwischen Inokulum der stromalen und CD34*-Zellen auf
die Kultivierung hdmatopoietischer Zellen

Die Vermehrung der himatopoietischen Zellen in diesem Versuch war sehr gering. Sowohl
die Zelldichte als auch das Verhiltnis zum Stroma lagen in einem Bereich, in dem eine
bessere Expansion erwartet werden konnte. Die Zellkonzentrationen wurden in diesem

Versuch so gewihlt, dass keine Fiitterung wihrend der Kultivierung erforderlich war. Eine
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Medienlimitierung kann ausgeschlossen werden, da eine minimale Glukose-Konzentration

von 17 mmol/L. am Tag 7 gemessen wurde.

6.1.2. Einfluss der Zelldichte auf den Trigern

Die Zelldichte auf den Trigern ist ein wesentlicher Parameter bei der Kultivierung
immobilisierter Zellen. Eine hohe Dichte fiihrt zu einem starken absoluten Medienverbrauch.
In Systemen, in denen kein Medienwechsel durchgefiihrt wird, kann das zu Nihrstoff-
Limitierungen oder Metabolit-Inhibierungen fiihren. Ein perfundiertes System erfordert unter
diesen Bedingungen sehr hohe Durchflussraten mit zytokinhaltigem Medium. Wenn die
Zelldichte auf den Tridgern zu niedrig ist, kann das zum Verlust der Vitalitit fiihren. Die
Zellen sind auf Faktoren angewiesen, die autokrin, d.h. von ihnen selbst produziert werden.
Bei zu geringer Zelldichte ist die Konzentration dieser Faktoren zu niedrig und die Zellen
sterben ab.

Im Rahmen dieser Arbeit sind fiinf verschiedene Zell-Konzentrationen fiir die Kokultivierung
verglichen worden. Das Verhiltnis der priméren CD34"-Zellen zum Stroma wurde dabei
konstant gehalten. Die Versuchsparameter sind in Tabelle 6-2 aufgelistet. Da die Zelldichte
des Stromas um Faktor 25 in den Ansitzen variierte, und das Medium vor allem durch die
stromalen Zellen verbraucht wird (Kapitel 4.2.3.), wurden alle Versuchsansitze téiglich mit
einem Medienvolumen gefiittert, das proportional zur inokulierten Zellzahl war. Im Ansatz
mit der hichsten Zelldichte entsprach diese Menge einem halben Medienwechsel pro Tag
(2 mL/d) und somit wihrend der Kulturdauer von 7 Tagen dem 3fachen Reaktorvolumen.

Tabelle 6-2: Parameter der Untersuchung der Trigerzelldichte

Zellen: Stromale Zelllinie SI/S1 (bestrahlt mit 80 Gy)
Primire CD34"-Zellen, 3 verschiedene Spender
Inokulum: 1-10* CD34"-Zellen/Reaktor

2,5.10% CD34*-Zellen/Reaktor
5.10* CD34"-Zellen/Reaktor
1-10° CD34*-Zellen/Reaktor

1,5-10° CD34*-Zellen/Reaktor

je Ansatz 1:2 stromale Zellen

Triger: Collagen-Triger, 0,409 x 0,054 g/Reaktor
Kultur-Medium: LTC, Standardzytokinkombination
Fiitterung: 2,67 mL/ 10° inokulierten Zellen téglich
Anzahl der Versuche: n=2

Kulturdauer: 8 Tage fiir Stroma, 7 Tage fiir CD34"-Zellen
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Die Expansionsdaten fiir die MNC, CFC und CAFC sind in Abbildung 6-2 dargestellt. Es ist
zu erkennen, dass die Expansion der MNC in dem untersuchten Bereich von der Zelldichte

unbeeinflusst bleibt. Die CFC-Vermehrung ist nur bei der geringsten Zelldichte reduziert.
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Abbildung 6-2: Einfluss der Zelldichte auf die Expansion héimatopoietischer Zellen

Bei diesem Versuch konnten die sehr unreifen CAFC in allen Ansitzen expandiert werden
(Abbildung 6-2). Die Vermehrung der CAFC war sowohl bei der minimalen als auch bei der
maximalen Zellkonzentration um Faktor 2,2 bzw. 3 geringer als die maximale Expansion. Der
fiir die CFC und CAFC beobachtete negative Einfluss bestimmter Zelldichten ist nicht auf
eine Medienlimitierung zuriickzufiihren, da die minimal gemessene Glukose-Konzentration

11 mmol/LL (57% des Ausgangsmediums) betrug und die niedrigste Glutamin-Konzentration
1,4 mmol/L (49% des Ausgangsmediums).

6.1.3. Einfluss des Verhiltnisses von CD34*-Zellen zu Stroma

Ein weiterer wesentlicher Aspekt bei der Kokultur ist das Verhiltnis von CD34%-Zellen zu
stromalen Zellen. Die stromalen Zellen beeinflussen die Himatopoiese sowohl iiber die
Produktion von 16slichen Zytokinen und der Extrazellulirmatrix als auch durch die
Expression membrangebundener Zytokine oder Adhzsionsmolekiile. Durch die Verinderung

der Zellzahlverhiltnisse werden die synergistischen Effekte dieser Faktoren optimiert. Im
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immobilisierten, perfundierten System ist zusitzlich die Adhésion der Zellen und somit deren
Riickhaltung im Reaktor von erheblicher Bedeutung.

In dem hier beschriebenen Versuch wurden verschiedene Konzentrationen von CD34*-Zellen
zu einer konstanten Zahl stromaler Zellen inokuliert. Aufgrund der hohen
Stromakonzentration erfolgte tédglich ein Medienwechsel von 1 mL. So wurde iiber die
Kulturdauer das 1,5fache Reaktorvolumen ausgetauscht. Die Parameter des Versuches sind in

Tabelle 6-3 zusammengestellt.

Tabelle 6-3: Parameter der Untersuchung des Verhéltnisses von CD34*-Zellen zu Stroma

Zellen: Stromale Zelllinie S1/S1 (bestrahlt mit 80 Gy)
Priméire CD34"-Zellen, 3 verschiedene Spender
Inokulum: 2,5-10° CD34*-Zellen/Reaktor (1:2)

1-10° CD34*-Zellen/Reaktor (1:5)
5.10* CD34*-Zellen/Reaktor (1:10)
(Verhiltnis CD34"-Zelle:Stroma)

Tréger: Collagen-Triger, 0,541 + 0,106 g/Reaktor
Kultur-Medium: LTC, Standardzytokinkombination
Fiitterung: 1 mL/pro Tag

Anzahl der Versuche: n=2

Kulturdauer: 8 Tage fiir Stroma, 7 Tage fiir CD34"-Zellen

In Abbildung 6-3 ist die Expansion der verschiedenen Subpopulationen MNC, CFC und
CAFC im Verhiltnis zur Expansion der Zellen bei einem Verhéltnis von 1:10 zum Stroma
aufgetragen.

Die MNC wurden in diesem Ansatz (1:10) 19fach vermehrt, die CFC um Faktor 10,6 und die
CAFC konnten noch zu einem Anteil von 23% des Inokulums nachgewiesen werden. Eine
Erhshung des Zahlen-Verhiltnisses von CD34*- zu stromalen Zellen auf 1:10 fiihrte zu einer
deutlich verbesserten Expansion bzw. Erhaltung aller Subpopulationen. Dabei war vor allem
fiir die CAFC eine stufenweise Steigerung der Expansionsdaten vom niedrigsten Zell-
Verhiltnis zum héchsten zu beobachten.

Durch die Medienwechsel waren die Zellen zu keinem Zeitpunkt der Kultivierung
nihrstoffiimitiert. Die Glukose- und Glutamin-Konzentrationen waren minimal auf 50% des

Ausgangsmediums reduziert. Die maximal gemessene Laktat-Konzentration lag bei

16,6 mmol/L.
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Abbildung 6-3: Einfluss des Verhiltnisses von CD34"-Zellen zu Stroma auf die Kultivierung
hématopoietischer Zellen

6.1.4. Einfluss verschiedener Fiitterungsstrategien

Wie bereits in der Einleitung dieses Kapitels erldutert wurde, muss bei der Kokultur
hématopoietischer und stromaler Zellen ein Gleichgewicht zwischen den positiven Effekten
der Zytokinproduktion und Zelladhdsion und den negativen Effekten des verstirkten
Medienverbrauchs eingestellt werden. Ein wichtiger Aspekt ist dabei die Frequenz des
Medienwechsels wihrend der Kultivierung.

Bei der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchung wurde eine relativ hohe
Zelldichte eingesetzt, damit ein deutlicher Effekt der Fiitterung zu beobachten ist. Die
Kulturparameter sind in Tabelle 6-4 aufgefiihrt. Beim Medienwechsel ist das entnommene
Medium abzentrifugiert und die Zellen im frischen Medium in den jeweiligen Ansatz
zuriickgegeben worden. Der Einfluss der verschiedenen Fiitterungsstrategien auf die
Expansion der MNC, CFC und CAFC ist in Abbildung 6-4 dargestellt, und die Glukose-
Konzentrationen sind in Abbildung 6-5 aufgetragen.

Wie in Abbildung 6-4 deutlich zu erkennen ist, war die Expansion aller Subpopulationen im
nicht gefiitterten Ansatz deutlich niedriger als in allen anderen Reaktoren. Auch die

Konzentration der CFC, die bei den gefiitterten Proben zwischen 12 und 15% lag, war mit
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4,3% hier wesentlich geringer. Die héchsten Expansionsdaten fiir alle Subpopulationen
konnten in dem Ansatz erzielt werden, bei dem tiglich 2 mL Medium ausgewechselt worden
sind (Faktor 23 fir MNC, 7,2 fiir CFC und 2,1 fiir CAFC). Zwischen den anderen
Fiitterungsstrategien konnte kein wesentlicher Unterschied ermittelt werden. Selbst bei der
geringsten Fiitterungsrate (2mL am Tag 4) wurden den anderen Ansitzen gegeniiber
gleichwertige Expansionswerte erzielt. Durchflusszytometrische Analysen haben ergeben,
dass am Tag 7 noch in allen gefiitterten Proben der CD34-Anteil mit 60-70% sehr hoch lag.

Das spricht dafiir, dass die Zellen wihrend der Kulturdauer sehr wenig ausdifferenziert sind.

Tabelle 6-4: Parameter der Untersuchung der Fiitterungsstrategie fiir die Kokultur

Zellen: Stromale Zelllinie S1/S] (bestrahlt mit 80 Gy)

Primire CD34"-Zellen, 3 verschiedene Spender
Inokulum: 5.10° stromale Zellen/Reaktor

5-10° CD34"-Zellen/Reaktor
Tréger: Collagen-Trager, 0,380 + 0,064 g/Reaktor
Kultur-Medium: LTC, Standardzytokinkombination
Fiitterung: A Ungefiittert

2ml/d 3faches Reaktorvolumen in 7 Tagen

B

C 1 mL/d 1,5faches Reaktorvolumen in 7 Tagen
D 05mL/d 0,75faches Reaktorvolumen in 7 Tagen
E 2mL/2d  1,5faches Reaktorvolumen in 7 Tagen
F 2mlL/4d  0,5faches Reaktorvolumen in 7 Tagen
n=2

8

Anzahl der Versuche: =
Tage fiir Stroma, 7 Tage fiir CD34"-Zellen

Kulturdauer:

Exemplarisch fiir den Medienverbrauch in den verschiedenen Ansitzen ist der Verlauf der
Glukose-Konzentration in Abbildung 6-5 dargestellt. Der niedrigste Wert fiir Glukose in
einem gefiitterten Versuchen wurde mit 6,6 mmol/L am Tag 4 im Ansatz F gemessen. Der
Verlauf der Glukose-Konzentration in den Ansitzen, die bezogen auf das Reaktorvolumen
mit der gleichen Menge Medium, aber in verschiedenen Absténden wihrend der Kulturdauer
gefiittert wurden (Ansatz E und C), ist identisch. Dieser Effekt ist auch fiir Glutamin zu
beobachten. Die niedrigste Konzentration fiir Glutamin und die hdchsten Werte fiir Glutamat

und Laktat wurden im ungefiitterten Ansatz gemessen (1,18 mmol/L Glutamin, 1,08 mmol/L

Glutamat, 15,8 mmol/L Laktat).
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Abbildung 6-4: Einfluss verschiedener Fiitterungsstrategien auf die Kokultivierung himatopoietischer
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Abbildung 6-5: Glukose-Konzentration im Verlauf der Kultivierung mit verschiedenen
Fiitterungsstrategien
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In den Medienproben von Tag 7 sind die Konzentrationen von IL-3, SCF, TPO und FL
gemessen worden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 6-6 zusammengestellt. In dem
ungefiitterten Ansatz liegen alle Zytokine in deutlich niedrigeren Konzentrationen als in den
anderen Reaktoren vor. Dabei ist die Konzentration von TPO mit nur 9% vom tiglich mit
2 mL gefiitterten Ansatz am stédrksten reduziert. Die Konzentrationen aller Zytokine sind in
diesem Reaktor am hochsten. Fiir die Zytokine ist wie bei Glukose der Effekt zu beobachten,
dass in den Versuchen mit vergleichbarem Medienaustausch iiber die gesamte Kulturdauer

die gleichen Konzentrationen am Tag 7 vorliegen.
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Abbildung 6-6: Zytokin-Konzentrationen nach 7 Tagen Kultivierung mit verschiedenen
Fiitterungsstrategien

6.1.5. Einfluss von serumfreiem Medium

Die Kokultur von himatopoietischen und stromalen Zellen in serumfreien Medien ist
insbesondere fiir eine klinische Anwendung von groem Interesse.

Es wurde untersucht, in welchem AusmaB auf die Verwendung von Serum bei der
Kultivierung immobilisierter Zellen verzichtet werden kann. Dabei ist im Vergleich zu einer
herkémmlichen Kultivierung mit serumhaltigem LTC-Medium schrittweise der Einsatz dieses
Mediums reduziert worden. Angefangen von einem Medienwechsel zu serumfreiem Medium
nach eintigiger Immobilisierung der himatopoietischen Zellen, bis hin zur direkten

Uberfithrung der in PBS gelagerten Tréger in X-Vivo 10 und der anschliefenden serumfreien
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Kultivierung wurden alle Stufen getestet. Die Kulturbedingungen sind der Tabelle 6-5 zu
entnehmen. Wenn die Triiger mit serumhaltigem Medium in Berlihrung gekommen sind, sind
sie vor ihrem Einsatz in serumfreier Kultivierung dreimal mit X-Vivo 10 gewaschen worden,
damit keine Reste des Serums das Ergebnis beeinflussen. Bei bereits besiedelten Trigern sind
eventuell im Medium befindliche Zellen abzentrifugiert und in serumfreies Medium tiberfiihrt
worden. Die Expansion der MNC, CFC und CAFC ist in Abbildung 6-7 dargestellt. Dabei

wurden die Daten auf die Expansion der Zellen im LTC-Medium bezogen.

Tabelle 6-5: Parameter der Untersuchung zum Einsatz serumfreier Medien fiir die Kokultur

Zellen: Stromale Zelllinie S1/S1 (bestrahlt mit 80 Gy)
Primire CD34*-Zellen, 5 verschiedene Spender
Inokulum: 5.10* stromale Zellen/Reaktor
1-10* CD34*-Zellen/Reaktor
Tréger: Collagen-Tréger, 0,245 + 0,047 g/Reaktor
Kultur-Medien: LTC
X-Vivo 10
Jeweils mit Standardzytokinkombination
Fiitterung: Keine
Versuchsansitze A LTC
B X-Vivo 10

C Trdger24 hin LTC, X-Vivo 10 ab Tag 0
D Stroma-Inokulum in LTC, X-Vivo 10 ab Tag 1
E CD34-Inokulum in LTC, X-Vivo 10 ab Tag 2
Anzahl der Versuche: 2 unabhéngige Versuche; jen=2
Kulturdauer: 8 Tage fiir Stroma, 7 Tage fiir CD34"-Zellen

Collagen-Tréger, die von PBS direkt in serumfreies Medium iiberfiihrt werden, sind nicht zur
Kultivierung von hdmatopoietischen Zellen geeignet (Abbildung 6-7), da kaum noch Zellen
nach einer 7tigigen Kultur nachgewiesen werden kdnnen. Schon die Lagerung der Triger
iber 24h bei 37°C in serumhaltigem Medium ermdglichte die Immobilisierung und
Kokultivierung von himatopoietischen und stromalen Zellen unter serumfreien Bedingungen.
Durch die Immobilisierung der stromalen bzw. der stromalen und der hamatopoietischen
Zellen mit Serum wird zusdtzlich die Expansion aller Subpopulationen schrittweise
verbessert. In dem Ansatz, in dem X-Vivo 10 erst nach der serumhaltigen Immobilisierung
der CD34"-Zellen verwendet wurde, konnten die MNC und die CFC um Faktor 2 und die
CAFC sogar um Faktor 3 besser expandiert werden als in serumhaltigem Medium.
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B MNC
BCFC
EICAFC ]

Expansionsfaktor relativ zum LTC-Ansatz [-]

LTC X-Vivo 10 X-Vivo 10 Tag 0 X-Vivo 10 Tag 1 X-Vivo 10 Tag 2
Ansatz

Abbildung 6-7: Einfluss von serumfreiem Medium auf die Kokultur himatopoietischer und stromaler
Zellen (Erklirung der Ansitze siehe Tabelle 6-5)

Ein deutlicher Unterschied konnte in der Zusammensetzung der CFC zwischen der
Kultivierung mit und ohne Serum ermittelt werden. In Tabelle 6-6 sind die Konzentrationen
verschiedener koloniebildender Zellen in Abhingigkeit vom Medium aufgelistet. Durch das
serumhaltige Medium ist sowohl die Konzentration der CFU-G/M als auch der BFU-E
deutlich niedriger als im serumfreien Medium. AuBerdem wird vor allem der Erhalt der CFU-
G/M geférdert, was durch das fast doppelt so hohe Verhéltnis zwischen den CFU-G/M und

den BFU-E bestiitigt wird.

Tabelle 6-6: Vergleich der unterschiedlichen CFC in serumhaltigem und serumfreiem Medium

Medium CFU-G/M [%] _ BFU-E [%] Verhiltnis CFU-G/M zu BFU-E
LTC 7,1 £2,6 0,5+0,1 14,5 £ 1,7
X-Vivo 10 159 £3,3 1,9 +0,2 8511

Die Konzentrationen der Medienbestandteile waren in keinem der Versuchsansitze
limitierend (minimale Glukose-Konzentration: 14,8 mmol/L., minimale Glutamin-

Konzentration: 1,4 mmol/L, maximale Laktat-Konzentration: 5 mmol/L).
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6.2. Vergleich der Kokultur mit der stromafreien Kultivierung

In einer zweiwdchigen Kultivierung ist die Expansion hidmatopoietischer Zellen mit und ohne
die stromale Zelllinie SI/S1 untersucht worden. Neben dem Einfluss des Stromas sollte auch
die Eignung des Systems fiir léngerfristige Experimente nachgewiesen werden.

Aufgrund der relativ hohen Zelldichte erfolgte ein téglicher Medienwechsel, bei dem im
Medium befindliche Zellen nicht in die Reaktoren zuriickgefiihrt worden sind. Die
Kulturparameter sind in Tabelle 6-7 zusammengestellt. Fiir jede Probenahme wurden ein bzw.
zwei Miniatur-Schlaufenreaktoren abgeerntet.

Die Abbildungen 6-8 und 6-10 zeigen den Verlauf der verschiedenen Subpopulationen
himatopoietischer Zellen wihrend der Kultivierung. Der Tag O entspricht dem Zeitpunkt des
CD34"-Inokulums. Die Expansion ist auf die inokulierte Zellzahl bezogen.

Tabelle 6-7: Parameter der Untersuchung zum Einsatz von Stroma

Zellen: Stromale Zelllinie SI/SI (bestrahit mit 80 Gy)
Primire CD34%-Zellen, 2 verschiedene Spender
Inokulum: 5.10° stromale Zellen/Reaktor
5-10* CD34"-Zellen/Reaktor
Trager: Collagen-Triger, 0,385 + 0,045 g/Reaktor
Kultur-Medien: LTC mit Standardzytokinkombination
Fiitterung: Y2 Medienwechsel/Tag, ab Tag 2 (nach CD34*-Inokulum)
Versuchsansitze: A Kultivierung mit SI/S1
B Kultivierung ohne Stroma
Anzahl der Versuche: Je Probenahme n = 1-2
Probenahmen; Tag 0*, 4,7, 10*, 14 (*= nur stromahaltig)
Kulturdaue: 15 Tage fiir Stroma, 14 Tage fiir CD34*-Zellen

Sowohl die stromahaltige als auch die stromafreie Kultivierung verlief iiber den Zeitraum von
2 Wochen ohne Probleme, was die Eignung des Miniatur-Schlaufenreaktors fiir léngerfristige
Experimente belegt.

Bei der stromahaltigen Kultivierung konnten die MNC bis zu einem Faktor 454 am Tag 14
expandiert werden (Abbildung 6-8). Die Eipansion der CFC erreichte am Tag 10 ein
Maximum (Faktor 26) und sank anschlieBend wieder ab. Die CAFC konnten ebenfalls
vermehrt werden (Faktor 4,5). Anhand der Zellzahlen scheint sich ein stabiles
hdmatopoietisches System in diesem Zeitraum einzustellen. Fin Vergleich der
Konzentrationen der Subpopulationen zeigte allerdings, dass dieses Gleichgewicht auf der
Multiplikation der MINC-Expansion mit der zunehmenden Ausdifferenzierung beruhte. Auch
wenn der Anteil der Vorlduferzellen sinkt, wird deren Absolutzahl unter den

Versuchsbedingungen deutlich gesteigert. Dies ist vor allem fiir die CAFC zu beobachten, die
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im Kulturzeitraum von 14 Tagen expandieren und noch nicht das Maximum tiberschritten
haben. Bei dieser Betrachtung muss zudem beriicksichtigt werden, dass die Expansion auf die
inokulierten Zellzahlen bezogen ist. Da nicht alle Zellen immobilisiert werden, sind die realen

Expansionswerte fiir die Zellen auf den Trégern sogar noch hoher als die hier errechneten.

1000

=l MNC
«@CFC

100

Expansion [-]

Zeit [d]

Abbildung 6-8: Kokultur himatopoietischer Zellen mit der stromalen Zelllinie SI/S1 im Miniatur-
Schlaufenreaktor (Ansatz A)

Bei jedem Medienwechsel wurden 2mL aus dem Reaktor entnommen und die darin
enthaltenen Zellen gezéhlt. Die Konzentration der MNC im Medium ist in Abbildung 6-9
dargestellt. Dabei ist zu erkennen, dass die Zellzahl im Medium wie auf den Trégern
exponentiell ansteigt. Eine Berechnung der akkumulierten Zellzahl iiber den Verlauf der
Kultivierung fiihrt mit einem Faktor von 562 +45 zu einer noch deutlich héheren Expansion
der MNC. Eine genaue Bilanzierung ist allerdings nicht moglich, da aufgrund der anfangs
sehr geringen Zellzahlen keine tigliche Analytik der Zellen erfolgen konnte. Bei den
Probenahmen wurden die Zellen im Medium in einem MC-Assay untersucht. Die CFC-
Konzentration der Zellen im Medium ist im Vergleich zu der der immobilisierten Zellen in

Tabelle 6-8 aufgelistet. Es fillt auf, dass die CFC-Konzentration auf den Trégern hoher ist als

im Medium.
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Tabelle 6-8: Vergleich der CFC-Anteile auf den Trégern und im Medium wihrend der Kokultur im
Miniatur-Schlaufenreaktor

Zeit [d] CFC [%] immobilisiert CFC [%] im Medium
7 20,6 11,3

10 8,8 7,8

14 1,0 0,5

Die Expansion der himatopoietischen Zellen im Miniatur-Schlaufenreaktor ohne stromale
Zellen ist in Abbildung 6-10 dargestellt. Wie im stromahaltigen System kann ebenfalls eine
deutliche ~Vermehrung aller Subpopulationen beobachtet werden, wobei die
Expansionsfaktoren wesentlich geringer sind. So wurden die MNC um Faktor 180 expandiert,
die CFC um Faktor 11 und die CAFC um Faktor 2. Die Konzentrationen der verschiedenen
Populationen unterschieden sich nicht wesentlich vom stromahaltigen Ansatz. Die Expansion
der CFC am Tag 14 ist fiir beide Systeme nahezu identisch, wobei die MNC mit Stroma um
den Faktor 2,5 mehr expandiert werden als ohne Stroma.

In Kapitel 4.5. sind Untersuchungen zur Zellernte iiber die Lyse der Triger mittels
Collagenase beschrieben. Dabei wurde gezeigt, dass vor allem stromale Zellen von
Collagenase angegriffen werden, wodurch die Bilanzierung einer Kokultur erschwert wird. Im
Rahmen der stromafreien Kultivierung im Miniatur-Schlaufenreaktor konnte bestiitigt
werden, dass die Trigerlyse keinen negativen Einfluss auf die himatopoietischen Zellen
austibt. Dazu ist die Zellzahl, die mittels Kernférbung bestimmt wurde, in Abbildung 6-11 der
Zellzahl nach Trigerlyse gegeniibergestellt. Dieser Vergleich zeigt, dass kein Unterschied
zwischen diesen beiden Methoden fiir die Zellzahlbestimmung der himatopoietischen Zellen
zu erkennen ist.

Die Medienanalytik der hier beschriebenen Versuche zeigte, dass zu keinem Zeitpunkt eine
Substrat-Limitierung einer der untersuchten Komponenten vorlag. Die Analytik der Zytokine
IL-3, SCF und FL ist in Abbildung 6-12 dargestellt. Die Konzentration von TPO lag maximal
bei 10% des eingesetzten Zytokins. Nach den 2 Tagen ohne Medienwechsel konnte TPO gar
nicht mehr nachgewiesen werden. Der Verlauf der Zytokin-Konzentrationen ist fiir IL-3 und
FL fast unbeeinflusst vom Stroma. Durch die tigliche Medienzufuhr wird die FL-
Konzentration auf dem Ausgangswert gehalten. IL-3 liegt im Bereich zwischen 25 und 30%.
Es fallt auf, dass fiir beide Ansitze die IL-3-Konzentration gegen Ende der Kulturdauer
deutlich reduziert wird, was auf einen erhdhten Verbrauch durch die Zellen schlieBen lasst.
Die SCF-Konzentration lag in den Reaktoren mit Stroma konstant bei 100%, wohingegen die
stromafreien Ansitze niedrigere Werte aufwiesen. Eine Ursache fiir diesen Unterschied ist

vermutlich die SCF-Produktion durch die Zelllinie SI/S1 (Kapitel 4.2.2.).
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Abbildung 6-9: Verlauf der MNC-Konzentration im Medium wahrend der Kokultur im Miniatur-
Schlaufenreaktor
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Abbildung 6-10: Kultivierung himatopoietischer Zellen im Miniatur-Schlaufenreaktor ohne Stroma
(Ansatz B)



128 6. Kokultur im Miniatur-Schlaufenreaktor

1,00E+08

wfl~Lyse
== Kernflrbung

1,00E+07

1,00E+06

Immobilisierte Zellen [c/g Trager]

1,00E+05 T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Zeit [d]

Abbildung 6-11: Vergleich der Zellzahlbestimmung mittels Tréigerlyse und Kemfirbung wihrend der
stromafreien Kultivierung hématopoietischer Zellen im Miniatur-Schlaufenreaktor
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Abbildung 6-12: Zytokin-Wiederfindungsraten im Verlauf der Kultivierung hématopoietischer Zellen
mit und ohne Stroma im Miniatur-Schlaufenreaktor
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6.3. Vergleich der Kokultur mit Suspensionskultur

In diesem Versuch wurde die Kokultur im Miniatur-Schlaufenreaktor mit einem etablierten
Suspensionssystem, dem Kultur-Beutel, verglichen. Da in der stromafreien Suspensionskultur
serumfreies Medium eingesetzt wird, wurde ein Teil der Miniatur-Schlaufenreaktoren
ebenfalls serumfrei betrieben. Aufgrund der Ergebnisse aus Kapitel 6.1.5. wurden die Zellen
serumhaltig immobilisiert und das Medium erst durch die Fiitterung mit X-Vivo 10
quasikontinuierlich ausgetauscht. Die Analytik der hdmatopoietischen Zellen ist bei diesem
Systemvergleich um die Bestimmung der SRC in immundefizienten Miusen erweitert
worden. Dadurch sollte die Verwendung des Kultursystems und der —parameter fiir den Erhalt
der besonders friithen hdmatopoietischen Zellen nachgewiesen werden (Kapitel 2.1.3.). Die
Kultivierungsparameter der verschiedenen Systeme sind in Tabelle 6-9 zusammengefasst. In
den trigerhaltigen Systemen sind die stromalen Zellen 24 h vor den hdmatopoietischen
inokuliert worden. Das Inokulum der CD34%-Zellen ist als Tag O definiert. Fiir die
Probenahmen im Miniatur-Schlaufenreaktor wurden jeweils 2-4 Reaktoren vollstindig

abgeerntet. Die Expansion der hiimatopoietischen Zellen in den verschiedenen Systemen ist in

Abbildung 6-13 dargestellt.

Tabelle 6-9: Kulturparameter des Vergleichs der Kokultur im Miniatur-Schlaufenre'flktor (M) mit
einer Suspensionskultur, dem Kultur-Beutel (B) (L. = LTC-Medium, X = X-Vivo 10)

M-L M-X Beutel
Zellen: Stromale Zelllinie SI/S1  Stromale Zelllinie SI/S1

(bestrahlt mit 80 Gy) (bestrahlt mit 80 Gy) ' .
Primire CD34"-Zellen, Primére CD34%-Zellen, Primire CD34"-Zellen,

5 Spender 5 Spender 5 Spenier .
Inokulum: 5.10° Stroma 5.10° Stroma 3,78-10* CD34"-Zellen
5.10* CD34"-Zellen 5-10* CD34"-Zellen
Tréger: 0,397 £ 0,044 g 0,398 £0,029 g . —
Medium: LTC LTC, X-Vivo 10 X-Vivo 10 .
Standardzytokine Standardzytokine Standardzytokine
4 mL 4 mL 4 mL
Kulturdaver: 7 Tage 7 Tage 7 Tage
Probenahmen: TagO, 1,7 Tag0, 1,7 Tag 7
‘Anzahl der TagOund 1,n=2 TagOund 1,n=2 n=1
Versuche: Tag7,n=4 Tag7,n= 3. .
Fiitterung: Ab Tag 2 mit LTC Ab Tag 2 mit X-Vivo 10 —
2 mL/Tag 2 mL/Tag —

Die Expansion der MNC unter stroma- und serumfreien Bedingungen im Kultur-Beutel ist

relativ niedrig im Vergleich zu anderen Untersuchungen (Expansionsfaktor ca. 40, Schmidt,

2000). Das bedeutet, dass die hématopoietischen Zellen in diesem Versuch eine schlechte
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proliferative Qualitit aufwiesen. Diese Annahme wird durch den Anteil der CAFC im
Inokulum (2,8%) bestitigt. Dieser Wert ist in Bezug auf vorangegangene Versuche
(durchschnittlich 14,8 + 4,3% CAFC) sehr gering.

35

B MNC
T CFC

Expansion [-]

M-L M-X B-X
Kultursystem

Abbildung 6-13: Expansion der himatopoietischen Zellen in verschiedenen Kultursystemen (Tag 7)

Im Vergleich zum Kultur-Beutel ist die Expansion der MNC in den Miniatur-
Schlaufenreaktoren etwas geringer, im Gegensatz zu der Vermehrung der CFC. Diese ist
sowohl fiir M-L als auch fiir M-X deutlich hoher als im Suspensionssystem. Das ist durch die
stirkere Ausdifferenzierung der Zellen im stromafreien Ansatz zu erkldren, da der Anteil der
CFC am Tag 7 im Vergleich zu den immobilisierten Systemen nur 10,3% betrug (19,4% (M-
L) und 16,7% (M-X)). Ein Vergleich der CFC-Konzentrationen auf den Tréigern und im
Medium in den verschiedenen Miniatur-Schlaufenreaktoren (Tabelle 6-10) bestitigt das in
Kapitel 6.2. ermittelte Ergebnis, dass die CFC-Konzentration auf den Trigern deutlich hoher
ist als im Medium. Eine Analyse der Subpopulationen der immobilisierten CFC zeigt, dass
kein wesentlicher Unterschied in der Zusammensetzung zwischen M-L und M-X zu finden
ist, obwohl M-X mit serumfreiem Medium gefiittert worden ist. In friiheren Experimenten ist
eine verstirkte Forderung der BFU-E durch serumfreies Medium nachgewiesen worden

(6.15.). Da im M-X das serumhaltige Medium nur quasikontinuierlich mit X-Vivo 10
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ausgetauscht wurde, liegt die Serumkonzentration am Tag 7 noch bei 0,78%. Die Serumreste
haben bei dieser Betriebsweise des Miniatur-Schlaufenreaktors demnach noch einen

deutlichen Einfluss auf die Kultur.

Tabelle 6-10: Vergleich der CFC-Anteile auf den Trigern und im Medium wihrend der Kokultur im
Miniatur-Schlaufenreaktor

Population [%] M-L M-X
CFC immobilisiert 194 16,7
CFU-G/M immobilisiert 17,6 15,4
BFU-E immobilisiert 1,6 1,3
CFC im Medium 10,2 11,8

Wie bereits beschrieben war die Konzentration der CAFC im Inokulum sehr gering. Wéhrend
der Kultivierung im Miniatur-Schlaufenreaktor konnte dieser Anteil im Gegensatz zur
Suspensionskultur fast erhalten werden. So wurden noch 2,16% CAFC in M-L und M-X
nachgewiesen und 1,37% im Kultur-Beutel. Diese Zellpopulation ist demnach nicht stark
ausdifferenziert, sondern konnte sehr stark expandiert werden. So wurden in M-L eine
17,8fache Expansion, in M-X eine 16,7fache Expansion und im Suspensionssystem eine
14fache Expansion dieser Population erzielt (Abbildung 6-13).

Sowohl die Zellen des Inokulums als auch die expandierten Zellen sind in immundefizienten
Miiusen auf die Anwesenheit von SRC untersucht worden. Am Tag 7 wurde die Anzahl der
Zellen transplantiert, die in einem Kultursystem produziert worden sind, um das Verfahren
bei einer Transplantation zu simulieren. Dabei kommt es auf die Qualitit der aus einer Spende
insgesamt expandierten Zellen an. Die Zellen jedes Versuchs wurden auf je 4 Tiere einer

Gruppe verteilt. Einen Tag nach der Transplantation der Zellen sind 5-10° Zellen des
Kotransplantats (Kapitel 3.7.3.) injiziert worden.

Tabelle 6-11: Anzahl der in Muse injizierten Zellen zur Detektion der SRC

Versuch Inokulierte Zellen/Maus
Inokulum 7,5.10‘5‘

B-X, Tag7 2,0-105

M-L, Tag 7 5,3.105

M-X, Tag 7 7,0-10

Kontrolle, Tag 1 und 7 0

In der Tier-Gruppe, die mit den Zellen aus dem Kultur-Beutel transplantiert worden sind, sind

2 Tiere vorzeitig verstorben (9 bzw. 13 Tage nach Transplantation). Diese zeigten Zeichen

einer GVHD (abgemagert, ikterisch (Gelbsucht), Darm entziindet).
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Nach 4 Wochen ist das periphere Blut der restlichen Miuse auf den Anteil humaner DNA
mittels PCR untersucht worden. Dabei konnte keine humane DNA nachgewiesen werden.
Nach 6 Wochen wurden die Miuse getdtet und die Zellen aus dem Knochenmark der Tiere
analysiert. Die Tiere der Gruppe, denen das Inokulum transplantiert wurde, sind nach 7
Wochen getdtet worden. Bei der durchflusszytometrischen Analyse konnten nur in 2 Tieren
humane CD45%-Zellen nachgewiesen werden (0,32% und 5,2% CD45"%). Beide Tiere sind mit
Zellen aus M-X transplantiert worden. Da die PCR eine niedrigere Nachweisgrenze fiir
humane Zellen aufweist, wurde die DNA von jeweils einem Tier je Gruppe mittels dieser
Technik auf die humane Satelliten-DNA analysiert (Kapitel 3.8.2.). Die gelelektrophoretische
Auftrennung der PCR-Produkte ist in Abbildung 6-14 gezeigt. Die teilweise sehr schwachen
Banden sind mit weifien Pfeilen markiert. Da der Anteil der humanen Zellen und somit der
humanen DNA sehr gering war, mussten sehr grofe Mengen Gesamt-DNA eingesetzt
werden, um ein Signal zu erhalten. Dabei wurden jeweils 1 bzw. 2 ug Gesamt-DNA pro PCR-
Ansatz getestet. Mithilfe der PCR konnte in den Miusen humane DNA nachgewiesen werden,
die mit dem Inokulum oder den in den Miniatur-Schlaufenreaktoren expandierten Zellen
transplantiert worden sind. In der Maus, die mit Zellen aus dem Gewebekultur-Beutel injiziert
worden ist, konnte keine humane DNA nachgewiesen werden. Es zeigte sich, dass bei der
Erhdhung der eingesetzten DNA auf 2 pg keine Bande mehr zu erkennen ist. Diese DNA-
Menge fiihrt demnach zu Stérungen der PCR. Fiir reine humane DNA reicht eine Menge von
10 ng fiir die erfolgreiche Amplifikation der humanen Satelliten-DNA aus.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass nur ein sehr schwaches Engraftment
humaner Zellen im Knochenmark der Tiere festgestellt werden konnte. Der Grund dafiir liegt
entweder in der relativ geringen Zellzahl, die in die M#use injiziert worden ist, und/oder in
dem zu geringen Engraftmentpotential der Zellen. Letzteres wird durch den, wie schon
beschrieben, niedrigen Anteil der CAFC im Inokulum und die geringe Expansionskapazitit
der MINC unterstiitzt.

In den Miniatur-Schlaufenreaktoren konnten im Gegensatz zum Suspensionssystem noch
humane Zellen im Knochenmark nachgewiesen werden. Es sind zwar mehr Zellen aus den
immobilisierten Systemen transplantiert worden, was zu diesem Effekt gefiihrt haben kann,
aber die Anzahl der transplantierten Zellen entsprach dem Expansionspotential im jeweiligen
System. Somit ist eine stirkere Ausdifferenzierung der himatopoietischen Zellen im
stromafreien ~ Suspensionssystem  verglichen mit dem stromahaltigen Miniatur-

Schlaufenreaktor wie schon fiir die CFC und CAFC auch auf der Ebene der SRC
nachgewiesen worden.
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Abbildung 6-14: Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte zum Nachweis humaner
Satelliten-DNA (Pfeile: Produktbande mit 850 bp, 1: Wasser, 2: Positivkontrolle aus frischen humanen
MNC, 3: Inokulum lpug DNA, 4: Inokulum 2 ug DNA, 5: B-X | ug DNA, 6: B-X 2 ug DNA, 7: M-L
1 ug DNA, 8: M-L 2 ug DNA, 9: M-X 1 ug DNA, 10: Negativkontrolle, untransplantierte Maus 1 ug
DNA, 11: Negativkontrolle, untransplantierte Maus 2 ug DNA)

6.4. Diskussion

Die Ergebnisse der in diesem Kapitel beschriebenen Parameter-Optimierung der Kokultur

himatopoietischer Zellen mit der Zelllinie SI/SI sind in Tabelle 6-12 zusammengefasst.

Tabelle 6-12: Zusammenfassung der optimierten Kulturbedingungen fiir eine Kokultur von CD34"-
Zellen mit der Zelllinie SI/S] im Festbettreaktor

Parameter Optimum

Zelldichte 2,5-10%- 1:10° CD34"-Zellen/Reaktor

Zellzahlverhiiltnis CD34"-Zelle zu Stroma 1:10

Inokulumsstrategie Zeitdifferenz von > 24 h zwischen Stroma
und CD34"-Inokulumhh

Fiitterungsstrategie 14 Medienwechsel/Tag

Einsatz von serumfreiem Medium Mbglich, wenn Triiger mit Serum gewaschen

Die Zelldichte von 7.5-10*-7,3-10° ¢/g Triiger fiihrte zu den besten Resultaten. Ein Vergleich
dieser Werte mit Literaturdaten ist schwierig, da sehr unterschiedliche Kulturbedingungen
und Triigertypen verwendet worden sind. Sardonini und Wu (1993) haben mit pordsen
Gelatine-Triigern gearbeitet, auf denen MNC aus humanem Knochenmark immobilisiert
worden sind. Dabei wurden Zelldichten von ca. 2.10% ¢/g Triiger eingesetzt. Dieser Wert kann
nicht direkt mit den Daten dieser Arbeit verglichen werden, da das Medienvolumen in die

Betrachtung mit einbezogen werden muss. So sind von Sardonini und Wu Spinner eingesetzt

worden, die ein sehr groBes Arbeitsvolumen aufwiesen. In diesen Systemen wurde einmal
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wochentlich ein halber Medienwechsel vorgenommen. Wenn die Zahl der immobilisierten
Zellen auf das Medienvolumen bezogen wird, errechnet sich eine Konzentration von
5.10° ¢/mL Medium, die im Vergleich zu dem in dieser Arbeit ermittelten Optimum (7,7-103-
7-10* ¢/mL Medium) wesentlich hdher ist. Bei der Kokultur von primérem Stroma und MNC
aus humanem Knochenmark auf Siran-Trigern sind Zelldichten von bis zu 1,4-107 c/g Triiger
eingesetzt worden (Schroder, 1997). Das entspricht einer Zelldichte von 7,4-10° c/mL
Medium. Dieser Wert ist um Faktor 100-1000 hoher als die hier bestimmten Werte. Diese
Zellen sind im perfundierten Festbettreaktor bei einer Medienverweilzeit von 14 h kultiviert
worden, was einer tiglichen Medienzugabe von 0,24 mL/10% entspricht. Die Fiitterung war
um Faktor 10 niedriger als im Miniatur-Schlaufenreaktor. Das in dieser Arbeit ermittelte
Optimum der Zellkonzentration liegt im Vergleich zu Literaturdaten sowohl bezogen auf die
Trdgermenge als auch bezogen auf das Medienvolumen deutlich niedriger. Obwohl die
Kulturbedingungen (Zelltyp, Triger, Kultursystem) nicht direkt vergleichbar sind, wurden
unter den hier optimierten Bedingungen die besten Expansionsdaten erzielt (siehe Kapitel 8).
Die Untersuchungen des Zellzahlverhiltnisses der CD34%-Zellen zum Stroma im
immobilisierten System bestitigen die Ergebnisse, die in Gewebekulturplatten mit den
gleichen Zelltypen ermittelt worden sind (Koschmieder, 1998). Daraus ist zu schlieBen, dass
durch die dreidimensionale Kultivierung keine Veréinderungen in Bezug auf diesen Parameter
im Vergleich zur zweidimensionalen Kultur zu beobachten sind. Das Verhiltnis ist in dieser
Arbeit nicht weiter ethoht worden, da unter den eingesetzten Kulturbedingungen die Zahl der
himatopoietischen Zellen unter die Nachweisgrenze sinken wiirde. Die murine, stromale
Zelllinien M2-10B4 wurde in einem viel héheren Verhiltnis (1:60) fiir die Kokultur
eingesetzt (Burroughs et al., 1994). Das fiir die murine Zelllinie SI/S1 erhaltene Ergebnis ist
sehr gut mit den Daten fiir die Kokultur mit primérem Stroma vergleichbar, wo ebenfalls bei
einem Verhiltnis von 1:10 die optimalen Bedingungen vorlagen (Kapitel 5.2.2.).

Eine mégliche Ursache fiir dieses Verhalten konnte in der Verbesserung der Immobilisierung
der himatopoietischen Zellen bei einem héheren Verhltnis zum Stroma liegen. So konnte fiir
die hdmatopoietische Zelllinie KG-1 nachgewiesen werden, dass ihre Immobilisierung bei
einer ratio von 1:10 im Vergleich zu niedrigeren Verhiltnissen deutlich verbessert wird
(Kapitel 4.3.4.). Bei dem hoheren Verhiltnis ist die Anzahl der CD34*-Zellen im Reaktor
geringer, weshalb die absolute Zytokinmenge pro Zelle grofer ist. Durch diesen Effekt konnte
auch der positive Einfluss auf die Expansion der Blutzellen verstirkt werden.

Koller und Mitarbeiter haben ebenfalls verschiedene Verhiltnisse zwischen CD34*-Zellen

und Stroma aus humanem Knochenmark untersucht (Koller et al., 1997). Bei einem
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Verhiltnis (CD34"-Zellen zu Stroma) von 1:33 konnte im Vergleich zu 1:8 eine um Faktor 2
erhéhte Expansion der CFU-GM erzielt werden. Dabei wird die Produktion 18slicher Zytokine
als Ursache fiir die positiven Effekte diskutiert, wobei durch den direkten Zellkontakt noch
eine Steigerung der Expansion erzielt werden konnte. In Arbeiten von Kohler und
Mitarbeitern (Kohler et al., 1999) wurden CD34*-Zellen aus Nabelschnurblut mit primirem
Stroma aus Knochenmark kultiviert. Das dort eingesetzte Verhiltnis dieser Zellpopulationen
von 1:17,5 liegt in einem #hnlichen Bereich wie das hier ermittelte Optimum.

Die optimale Fiitterungsrate, die im Rahmen dieser Arbeit ermittelt worden ist, entspricht
Daten aus der Literatur fiir die Kultivierung hamatopoietischer Zellen aus anderen Quellen
und in anderen Kultursystemen. So wiesen auch Schwartz und Mitarbeiter (1991) nach, dass
bei der Kultur von hiimatopoietischen Zellen aus humanem Knochenmark mit einem halben
Medienwechsel pro Tag eine optimale Versorgung der Zellen in Bezug auf die Expansion
gewihrleistet ist. Diese Austauschrate entspricht iibertragen auf ein kontinuierlich betriebenes
System einer Verweilzeit von anndhernd 48 h. Bei einer solchen Fiitterungsrate konnte in
Kulturen aus dem Knochenmark eine gesteigerte Zytokin-Produktion im Vergleich zu
niedrigeren Frequenzen erzielt werden (Caldwell et al., 1991). Ein positiver Effekt der
Perfusion auf die Expansion hiimatopoietischer Zellen konnte von Koller und Mitarbeitern im
Flachbettreaktor gezeigt werden (1992 c). Dabei wurden MNC aus Nabelschnurblut auf einer
stromalen Schicht, die aus humanem Knochenmark etabliert worden ist, kultiviert. Die
Fiitterung erfolgte in diesem System allerdings nur mit einem halben Medienwechsel pro
Woche, was iibertragen auf einen kontinuierlichen Prozess einer Verweilzeit von annihernd
336 h entsprechen wiirde.

Der positive Effekt des héufigen Medienwechsels ist vermutlich auf die dadurch erhShten
Zytokin-Konzentrationen zuriickzufiihren. Die niedermolekularen Medienkomponenten
waren zu keinem Zeitpunkt limitierend. Im Gegensatz zu dieser Vermutung steht ein Versuch
von Sardonini und Wu (1991), bei dem durch eine erthdhte Fiitterungsrate der Zytokine keine
wesentliche Verbesserung der Expansionsdaten himatopoietischer Zellen erreicht werden
konnte. Weiterhin ist denkbar, dass durch die hiufige Verdiinnung die Konzentration
inhibierender Substanzen verringert wird und dadurch der positive Einfluss auf die Zellen
ausgeiibt wird.

Es wurde in dieser Arbeit nachgewiesen, dass der Einsatz von serumfreiem Medium moglich
n serumhaltigem Medium gelagert worden sind. Die Immobilisierung

ist, wenn die Trédger i

mit Serum und die anschlieBende Kultivierung in serumfreiem Medium fiihrte zu deutlich

besseren Expansionsdaten. Die erforderliche Vorbehandlung der Tréger mit Serum ist bereits
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beschrieben und ldsst sich darauf zuriickfiihren, dass die Besiedlungsfihigkeit der Tréger
stark von der Fibronektin-Konzentration auf der Triigeroberfliche abhéngig ist (Liillau, 1992).
Durch die Serumproteine wird eine 2-5 nm dicke Proteinschicht auf der Oberfléche aufgebaut
(Koller et al., 1995 a). Im Zusammenhang mit diesen Ergebnissen ist eine Beschichtung der
Triger mit zusitzlichen Komponenten denkbar (Kapitel 9). Von Varani und Mitarbeitern
(1998) sind neue Mikrotriger entwickelt worden, die durch ihr spezielles Material auch eine
serumfreie Adhésion von Fibroblasten ermdglichen.

In Untersuchungen der Kokultur von CD34%-Zellen mit primirem Stroma konnten im
Gegensatz zu den hier gezeigten Versuchen mit dem serumfreien X-Vivo 10 nur maximal
40% der Expansionsdaten mit Serum erzielt werden (Koller, 1998). Der wesentliche
Unterschied liegt dabei in den stromalen Zellen. Als Qualitdtsmerkmal von primérem Stroma
dient der Anteil stromaler Vorlduferzellen (colony forming units-fibroblasts = CFU-F). Durch
serumfreies Medium wurde vor allem diese Population reduziert, woraus eine verminderte
Unterstiitzung der Himatopoiese resultiert. Im Widerspruch dazu stehen die Ergebnisse mit
primdrem Stroma, die im Rahmen dieser Arbeit erzielt worden sind (Kapitel 5.2.1.). Dabei
konnten mit X-Vivo 10 gleichwertige Expansionsdaten wie in serumhaltigen Medien erzielt
werden. Der erfolgreiche Einsatz von serumfreien Medien in der Kokultur ist auch von
Kawada und Mitarbeitern (1999) fiir die murine stromale Zelllinie HESS-5 beschrieben.

Der Vergleich der Expansion im Miniatur-Schlaufenreaktor mit Literaturdaten erfolgt in
Kapitel 8. Im immobilisierten System fiihrt die Kokultur mit der stromalen Zelllinie S1/S1 zu
einer wesentlich verbesserten Expansion sowohl der MNC als auch der CFC und CAFC im
Vergleich zur stromafreien Kultur. Die Zellen im Medium waren weiter ausdifferenziert als
die immobilisierten (Kapitel 6.2. und 6.3.), was der Beobachtung entspricht, dass reifere
Zellen weniger adhiéirent sind als die Stammzellen (Coulombel et al., 1983).

Eine Anreicherung der Zytokine in der Extrazellulirmatrix (Kapitel 2.2.4.) konnte nicht
nachgewiesen werden. Vermutlich ist die Menge der gebundenen Zytokine so gering, dass
dadurch entstehende Konzentrationsdifferenzen unter der Nachweisgrenze liegen.

Die Expansion himatopoietischer Zellen im stromahaltigen Miniatur-Schlaufenreaktor im
Vergleich mit dem stromafreien Kultur-Beutel belegte eindeutig, dass die Kokultur vor allem
in Bezug auf die Unterstiitzung und Vermehrung der frihen Vorlduferzellen den
Suspensionssystemen tiberlegen ist. Die Ausdifferenzierung in den immobilisierten Systemen
war nicht so stark wie in Suspension, was besonders mit dem Nachweis der SRC belegt
werden kann. Dieser Effekt ist vor allem auf die stromalen Zellen zuriickzufiihren, da ihr

positiver Einfluss bereits in vorher beschriebenen Versuchen nachgewiesen worden ist.
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7. Kokultur im Festbettreaktor

Das iibergeordnete Ziel dieser Arbeit ist die Etablierung und Optimierung der Bedingungen
fiir eine Kokultur hiimatopoietischer und stromaler Zellen im Festbettreaktor (Abbildung 1-1).
Dazu wurden zuerst die stromalen Zelllinien in diesem System charakterisiert. AnschlieBend
ist der Einsatz verschiedener Zelllinien und Zytokinkombinationen fiir die Kokultivierung im

Festbettreaktor vergleichend untersucht worden.

7.1.  Vergleich der Kultivierung stromaler Zelllinien im Festbettreaktor

Vor einer Kokultur im Festbettreaktor wurde untersucht, wie sich die stromalen Zellen unter
den fiir die Kokultivierung erforderlichen Bedingungen im Reaktor verhalten. Dazu wurden
die dafiir wichtigsten Parameter eingestellt, wie die Bestrahlung der Zellen, das Medium und
der Volumenstrom.

Als stromale Zellen wurden in einem Reaktor (A) nur die murine Zelllinie SI/S1 und in einem
zweiten (B) diese im Verhiltnis 1:1 zur ebenfalls murinen Zelllinie M2-10B4 mod. eingesetzt.
Der zweite Ansatz mit den gemischten Stromazelllinien wurde in Anlehnung an die gleiche
Kombination von Stromazellen im Langzeitassay (LTC-IC bzw. CAFC, Kapitel 3.7.3.)
gewihit. Die Kulturparameter sind in Tabelle 7-1 aufgefiihrt.

Tabelle 7-1: Parameter der Kultivierung bestrahlter stromaler Zelllinien im Festbettreaktor

Reaktor A Reaktor B
Zellen: Stromale Zelllinie SI/S1 Stromale Zelllinien
(bestrahlt mit 80 Gy) M2-10B4 mod. und SI/S1
(bestrahlt mit 80 Gy)
Inokulum: 5,2-10° Zellen Je Zelllinie 5-10° Zellen
Triger: 1,602 g 1,713 g
Medium: LTC LTC
Kulturdauer: 14 Tage 14 Tage
Medienzulauf: Ab Tag 1 AbTagl
Verweilzeit: 36h 54h

Ein wichtiger Aspekt bei der Kokultur mit bestrahlten Zellen ist der moglichst lange Erhalt

der stromalen Schicht, damit die Bedingungen fiir die himatopoietischen Zellen konstant

bleiben. In Abbildung 7-1 ist der Verlauf der beiden Reaktoren dargestellt, wobei die

Expansion der Zellen aufgetragen ist. Mit der Zelllinie SI/SI alleine konnte iiber die

Kulturdauer von 2 Wochen eine stabile Zellzahl aufrecht erhalten werden (Reaktor A). Im
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Gegensatz dazu wurde bei der Kultivierung beider stromaler Zelllinien (Reaktor B) ab Tag 7
ein konstanter Riickgang der Zellen bis auf 30% des Inokulums beobachtet.
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Abbildung 7-1: Vergleich der Kultivierung von bestrahlten stromalen Zelllinien im Festbettreaktor
(Reaktor A: SI/S1; Reaktor B: M2-10B4 mod. und S1/S1)

Die Medienanalytik der beiden Reaktoren ergab, dass zu keinem Zeitpunkt fiir die
h@matopoietischen Zellen limitierende Substrat-Konzentrationen vorlagen. Aus den in Tabelle
7-1 gezeigten Daten ist abzuleiten, dass die Betriebsweise und die Bedingungen dieser beiden

Kultivierungen den Anforderungen einer Kokultur entsprechen.

Tabelle 7-2: Minimal- bzw. Maximalwerte von Medienkomponenten wihrend der Kultivierung
bestrahlter, stromaler Zelllinien im Festbettreaktor

Substanz Reaktor A Reaktor B LTC-Medium
Glukose [mM] 8,95 12,9 19,1
Glutamin [mM] 1,19 1,61 2,85
Glutamat [mM] 0,75 0,85 0,597

Laktat [mM] 13,00 10,15 2,74

Der Verlauf der zellspezifischen Verbrauchsraten fiir die Kultivierung der Zelllinie SI/SI im
Festbettreaktor (Reaktor A) ist in Abbildung 7-2 gezeigt. Im Vergleich zu den
Verbrauchsraten, die in Gewebekulturplatten ermittelt worden sind (Kapitel 4.2.2.), ist der
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Glukoseverbrauch im Festbettreaktor hoher, der Glutaminverbrauch dagegen geringer. Das
Verhalten der stromalen Zellen dndert sich demnach im Festbettreaktor, wobei einerseits die
Perfusion und andererseits die dreidimensionale Kultivierung einen Einfluss ausiiben kénnen.
Der Glukose- und Glutaminverbrauch sinkt im Verlauf der Kultivierung ab Tag 4, was eine
Folge der strahlungsbedingten Verinderungen in den Zellen sein kann. Die Zellen sterben

wihrend der Kulturdauer nicht ab, weisen aber einen reduzierten Stoffwechsel auf.
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Abbildung 7-2: Verlauf der zellspezifischen Verbrauchsraten wihrend der Kultivierung von
bestrahlten SI/SI im Festbettreaktor (Reaktor A)
Sowohl fiir Reaktor A als auch fiir Reaktor B sind alle Aminoséuren in Konzentrationen von
mindestens 60% des Ausgangsmediums nachgewiesen worden. Das bedeutet, dass fiir diese
Medienkomponenten keine Limitierung wahrend der Kultivierung aufgetreten ist.
Fiir beide Reaktoren sind bei den Proben von Tag 1, 7 und 14 die Zytokin—Konzentrationen
von IL-3, SCF, FL und TPO bestimmt worden. FL und TPO konnten in keinem der Reaktoren

nachgewiesen werden. IL-3 wurde nur in Reaktor B gemessen (0,644 ng/mL am Tag 7.

6 .
Daraus ergibt sich eine zellspezifische Produktionsrate von 1,211 ng/(10°c-d). Die SCF-

Konzentrationen und die daraus berechneten zellspezifischen Produktionsraten sind in Tabelle

7-3 zusammengefasst. In Reaktor B wurden die beiden Zelllinien gleichzeitig kultiviert. Da

M?2-10B4 mod. kein humanes SCF produziert (Hogge et al., 1996; Kapitel 4.2.2.) ist die
r zuriickzufiihren. Im Reaktor A konnte eine

von Tag 1 bis Tag 7 beobachtet werden, die

Produktion auf den Anteil der SI/SI im Reakto,

Steigerung der zellspezifischen Produktionsrate
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aber am Ende der Kultur (Tag 14) deutlich reduziert war. Vermutlich ist dieses Verhalten, wie
auch das Absinken der Substratverbrauchsraten, auf eine Reduktion des Stoffwechsels
zuriickzufiihren. Im Reaktor B dagegen waren die zellspezifischen Produktionsraten konstant,
aber im Vergleich zu Reaktor A sehr gering. Die im Reaktor A gemessene SCF-Produktion ist
sehr gut mit den Werten einer Kultivierung der Zelllinie SI/SI in Gewebekulturplatten
vergleichbar (Kapitel 4.2.2.). Fiir Reaktor A ist exemplarisch der Verlauf des Sauerstoff-
partialdruckes wihrend einer Kultivierung im Festbettreaktor dargestellt (Abbildung 7-3).

Tabelle 7-3: Vergleich der SCF-Konzentration und Produktion wihrend der Kultivierung bestrahlter
stromaler Zelllinien im Festbettreaktor

Reaktor A Reaktor B
Tag SCF-Konzentration Zellspezifische SCF-Konzentration Zellspezifische
[ng/mL] Produktionsrate [ng/ml] Produktionsrate
[ng/(10%-d)] [ng/(10%c-d)]
1 0,674 4,9 0,137 0,515
7 1,530 6,3 0,305 0,573
14 0,090 1,0 Nicht bestimmt Nicht bestimmt
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Abbildung 7-3: Verlauf des Sauerstoffpartialdruckes im Festbettreaktor wihrend einer Kultivierung
der bestrahlten stromalen Zelllinie SV/SI (Reaktor A)

Die Regelung erfolgte auf einen Wert von 50% Luftsdttigung, der iiber die gesamte

Kulturdaver konstant gehalten wurde. Fiir die Berechnung von Sauerstoff-Verbrauchsraten
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miisste die Differenz zwischen der Sauerstoff-Konzentration in der Gas- und in der
Fliissigphase gebildet werden. Da jedoch iiber einen groBen Zeitraum der Kultivierung der
Messwert in der Fliissigkeit mit dem eingestellten Wert in der Gasphase identisch war, ist
eine Berechnung dieser Rate nicht mdglich. Der Umlaufvolumenstrom im Festbettreaktor
wurde sehr hoch eingestellt (bis zu 1 L/h), damit sich keine starken Néhrstoff- und Sauerstoff-
Gradienten iiber dem Festbett aufbauen. Aufgrund dieses hohen Umlaufvolumenstroms liegen
die Schwankungen des Sauerstoffpartialdruckes durch den Verbrauch der Zellen im
Messrauschen der pO,-Sonde. Diese Beobachtung wurde bei allen Kultivierungen im

Festbettreaktor gemacht.

7.2.  Vergleich stromaler Zelllinien zur Kokultur im Festbettreaktor

Die stromalen Zelllinien M2-10B4, M2-10B4 mod. und SI/S]l sind in verschiedenen
Versuchen auf ihre Eignung zur Kokultur mit hématopoietischen Zellen im Festbettreaktor
untersucht worden. Dabei wurden die in Kapitel 6 optimierten Kulturparameter (Zelldichten,
Fiitterungsraten und Zellzahlverhiltnis zwischen hidmatopoietischen und stromalen Zellen)
eingestellt. Die gezeigten Expansionsdaten beziehen sich auf die immobilisierten Zellen. Im
Medium sind in den meisten Experimenten nur sehr wenig Zellen gefunden worden, weshalb
die Darstellung akkumulierter Expansionswerte keine grundlegend andere Aussage bietet. Die
Expansionsfaktoren beziehen sich auf die am Tag 1 auf den Trigern immobilisierten

hématopoietischen Zellen.

7.2.1. Vergleich verschiedener Zelllinien

In den ersten beiden Reaktoren wurde die Zelllinie M2-10B4 (Reaktor C) und eine Mischung
aus M2-10B4 mod. und SI/S1 (Reaktor D) fiir die Kokultivierung eingesetzt. Die genauen

Versuchsparameter sind in Tabelle 7-4 zusammengefasst. Die stromalen Zellen sind 24 h vor

: +
den himatopoietischen Zellen inokuliert worden. Der Tag, an dem die CD34"-Zellen

inokuliert wurden, ist als Tag O definiert.
Der Verlauf der MNC-Expansion im Festbettreaktor C ist in Abbildung

zeigte sich, dass die hier eingesetzte Zelllinie M2-10B4 nicht zur Kokultur geeignet ist. Die
tivierung erhalten werden, aber

7-4 dargestellt. Es

Anzahl der MNC konnte zwar iiber den Zeitraum der Kul

weder am Tag 7 noch am Tag 14 sind CFC oder CAFC nachgewiesen worden. Es kann

ausgeschlossen werden, dass dieser Effekt auf das Spendermaterial zuriickzufiithren ist, da die

gleichen Zellen im Reaktor D gut vermehrt werden konnten. Eine Medienanalyse zeigte, dass

die Glukose-Konzentration iiber den gesamten Kultivierungszeitraum konstant iiber 50% des
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Ausgangsmediums lag. Eine Glukose-Limitierung ist demnach nicht fiir den negativen Effekt
verantwortlich. Die Glutamin-Konzentration sank bis Tag 1 auf 35% des Ausgangsmediums

und stieg dann durch die kontinuierliche Fiitterung auf iiber 50% an.

Tabelle 7-4: Parameter der Kokultur himatopoietischer Zellen mit verschiedenen stromalen Zelllinien

im Festbettreaktor
Reaktor C Reaktor D
Zellen: Stromale Zelllinie M2-10B4 Stromale Zelllinien M2-10B4 mod.
(bestrahlt mit 80 Gy) und SI/S1 (bestrahlt mit 80 Gy)
Primire CD34"-Zellen, 4 Spender Priméire CD34"-Zellen, 4 Spender
Inokulum: 1-10” Zellen Stroma 5-10° Zellen je Zelllinie
9,99-10° CD34*-Zellen 9,99-10° CD34"-Zellen
Triger: 4,836 g 4,600 g
Medium: LTC, PS, Standardzytokine LTC, PS, Standardzytokine
Kulturdauer: 15 Tage fiir Stroma, 15 Tage fiir Stroma,
14 Tage fiir primére Zellen 14 Tage fiir primére Zellen
Medienzulauf: Ab Tag 1 AbTag1
Verweilzeit: 32h 37h
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Abbildung 7-4: Kokultur hdmatopoietischer Zellen mit der stromalen Zelllinie M2-10B4 im
Festbettreaktor (Reaktor C)

Im Reaktor D sind die beiden modifizierten Zelllinien M2-10B4 mod. und SI/S1 als stromale
Zellen eingesetzt worden. Die Expansion der MNC, CFC und CAFC in diesem Versuch ist in
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Abbildung 7-5 dargestellt, wobei sich der Expansionsfaktor auf die am Tag 1 immobilisierten
Zellen bezieht.

In diesem Versuch wurden 69,4% der stromalen und 89,6% der CD34"-Zellen immobilisiert.
Wiéhrend der Kultivierung sind sowohl die MNC als auch die CFC stark expandiert worden
(Abbildung 7-5). Dabei ist zu erkennen, dass fiir die CFC die Expansion am Tag 7 noch
deutlich iiber der von Tag 14 lag, was auf die zunehmende Ausdifferenzierung der Zellen
zuriickzufiihren ist. So konnten 10,8% CFC am Tag 7 und nur noch 1,4% am Tag 14
nachgewiesen werden. Eine genauere Betrachtung der einzelnen Subpopulationen zeigt, dass
von den koloniebildenden Zellen unter den gegebenen Bedingungen speziell die CFU-G/M
vermehrt werden. Die erythroiden Vorldufer (BFU-E) waren nach zweiwdchiger Kultivierung

nicht mehr detektierbar. Der Anteil der CAFC betrug nach 14 Tagen noch 49% des

Ausgangswertes.
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Abbildung 7-5: Kokultur hématopoietischer Zellen mit den stromalen Zelllinien M2-10B4 mod. und
SI/S1 im Festbettreaktor (Reaktor D)

Alle Medienkomponenten, die analysiert worden sind, wiesen wihrend der gesamten

Kultivierung Konzentrationen iiber 50% des Ausgangsmediums auf.

Die Analytik der Zytokine IL-3, SCF, FL und TPO ergab, dass besonders die TPO- und IL-3-

Konzentrationen nach der anfangs ungefitterten Kultivierung stark reduziert waren. Der

. . +
leichte Konzentrations-Anstieg von Tag 0 auf Tag 1 basiert darauf, dass die CD34"-Zellen am
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Tag 0 in zytokinhaltigem Medium inokuliert worden sind. Die IL-3-Konzentration konnte
durch die kontinuierliche Fiitterung wihrend der Kultivierung auf 30% des Ausgangswertes
gehalten werden. TPO war dagegen nur zu maximal 6% des Mediums nachzuweisen. Die FL-
Konzentration betrug 70-80% der zugefiitterten Menge. SCF lag wihrend der gefiitterten
Kultur konstant beim Ausgangswert. Die leicht erhohte Wiederfindungsrate am Tag 14 ist
durch die SCF-Produktion der stromalen Zellen zu erkléren.
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Abbildung 7-6: Verlauf der relativen Zytokinkonzentrationen wihrend der Kokultur im
Festbettreaktor (Reaktor D)

7.2.2. Vergleich verschiedener Zytokinkombinationen

In zwei weiteren Reaktorléufen wurde nur die Zelllinie SI/SI als stromale Komponente fiir die
Kokultur eingesetzt. Da SI/S1 modifiziert ist, IL-3 und SCF zu produzieren (Hogge et al.,
1996), ist das Medium einer der beiden Reaktoren nicht mit diesen beiden Zytokinen
supplementiert worden. Die Kulturparameter sind in Tabelle 7-5 zusammengefasst.

Die Abbildungen 7-8 und 7-9 stellen die Expansionsdaten der beiden Reaktoren dar. Im
Reaktor E wurden sowohl die MNC als auch die CFC, CFU-G/M und CAFC expandiert. Die
Analyse der Subpopulationen der koloniebildenden Zellen zeigt, dass vor allem die CFU-G/M
unterstiitzt werden. Im Inokulum waren 26,3% CFU-G/M. Am Tag 1 betrug der Anteil dieser
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Population auf den Trigern 11,6%. Dieser Wert blieb im Verlauf der Kultivierung konstant
(10,7% (Tag 10), 12,3% (Tag 14)). Fiir diesen Zelltyp konnte demnach eine konstante
Produktion erzielt werden. Der Anteil der BFU-E nimmt wihrend der Kulturdauer von 11,6%
(Tag 0) auf 0,1% (Tag 14) ab. Die Population der CAFC wird verdoppelt und bleibt auf
diesem Wert bis Tag 14 erhalten. Dabei bleibt nicht nur deren Expansionsfaktor konstant,
sondern auch der prozentuale Anteil (2,3% (Tag 10), 2,1% (Tag 14)).

Tabelle 7-5: Parameter der Kokultur himatopoietischer Zellen mit der stromalen Zelllinie SI/S1 im
Festbettreaktor, Vergleich verschiedener Medien

Reaktor E Reaktor F
Zellen: Stromale Zelllinie S1/SI Stromale Zelllinie S1/S1
(bestrahlt mit 80 Gy) (bestrahlt mit 80 Gy)
Primire CD34"-Zellen, 4 Spender Primire CD34"-Zellen, 4 Spender
Inokulum: 1-107 Zellen Stroma 1-107 Zellen Stroma
7,38-10° CD34*-Zellen 7,38-10° CD34*-Zellen
Tréger: 4,662 g 5751¢g
Medium: LTC, PS, LTC, PS,
Standardzytokine ohne IL-3 und SCF Standardzytokine
Kulturdaver: 15 Tage fiir Stroma, 15 Tage fiir Stroma,
14 Tage fiir primére Zellen 14 Tage fiir primére Zellen
Medienzulauf: Ab Tag 1 AbTagl
Verweilzeit: 35h 35h

Die Medienanalytik spiegelt den Verlauf der Prozessfiihrung wieder. Am Tag 1, nachdem das
System zwei Tage nicht gefiittert worden ist, war die Konzentration einiger Substrate auf 30%
des Ausgangswertes reduziert (Glukose, Glutamin, Arginin, Asparagin). Durch die dann
anschlieBende kontinuierliche Fiitterung wurden die Glukose- und alle Aminosduren-
Konzentrationen konstant iiber 60% des Ausgangswertes gehalten. Eine Medienlimitierung
dieser Komponenten ist daher ausgeschlossen. Die Laktat-Konzentration lag am Tag 1 bei
19,2 mmol/L, sank dann aber durch die Medienzudosierung auf 7 mmol/L ab.

Das Medium war in Reaktor E nicht mit IL-3 und SCF supplementiert, da diese Zytokine von
SI/S produziert werden sollten. Wie schon in vorher beschriebenen Versuchen (Kapitel
4.2.2., Kapitel 7.1.) konnte kein IL-3 nachgewiesen werden, wobei die Wert vermutlich unter
der Nachweisgrenze lag. SCF konnte dagegen in Konzentrationen bis zu 1,7 ng/mL gemessen

werden. Am Tag 10 war die SCE-Konzentration stark reduziert (0,2 ng/mL) und am Tag 14

nicht mehr detektierbar, was vermutlich auf die Degeneration des Stromas zuriickzufiihren ist

(Kapitel 7.1.). Die FL-Konzentration wurde durch den kontinuierlichen Medienwechsel auf

100% des eingesetzten Wertes gehalten. TPO konnte am Tag 0 und 1 nicht nachgewiesen

werden und erreichte wihrend der Kultur nur maximal 25% der zugefiitterten Menge.
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Abbildung 7-7: Kokultur hdmatopoietischer Zellen mit der stromalen Zelllinie SUV/S] im
Festbettreaktor, Standardzytokine ohne IL-3 und SCF (Reaktor E)
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Abbildung 7-8: Kokultur himatopoietischer Zellen mit der stromalen Zelllinie SI/SI im
Festbettreaktor, Standardzytokine (Reaktor F)

Auch im Verlauf der Kultivierung im Reaktor F wurden alle Populationen expandiert, wobei

die Expansionsfaktoren ca. dreifach hoher waren als im Reaktor E (Abbildung 7-8). Wie
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schon in Reaktor E beobachtet, wurden besonders die CFU-G/M vermehrt, wobei die
Konzentration dieser Subpopulation von Tag 1 mit 12,3% sogar auf 16% am Tag 10 anstieg.
Bis Tag 14 sank dieser Wert wieder auf 13,5%. Der Anteil der BFU-E dagegen fiel wie im
Reaktor E sehr stark im Verlauf der Kultur (0,1% am Tag 14). Die Population der CAFC ist
um den Faktor 6,4 am Tag 10 expandiert worden. Im Gegensatz zum Reaktor E war von Tag
10 bis Tag 14 eine Reduktion dieses Anteils von 3,06% auf 1,46% zu beobachten.

Die Medienanalytik ergab einen dhnlichen Verlauf der Konzentrationen der verschiedenen
Substrate wie in Reaktor E. Eine Limitierung durch eine der untersuchten Komponenten ist
demnach ausgeschlossen. Im Unterschied zu Reaktor E sind bei der Kultivierung im
Reaktor F IL-3 und SCF supplementiert worden. SCF wurde wie FL durch die kontinuierliche
Medienzufuhr konstant auf 100% der eingesetzten Konzentration eingestellt. Im Gegensatz
dazu konnte IL-3 nur zu 23% im Medium wihrend der Kultivierung nachgewiesen werden.

Der Verlauf der TPO-Konzentration entsprach dem im Reaktor E.

7.3. Einsatz von serumfreiem Medium im Festbettreaktor

Im Miniatur-Schlaufenreaktor ist nachgewiesen worden, dass eine serumfreie Kokultur
hamatopoietischer Zellen im immobilisierten System moglich ist (Kapitel 6.1.5.). Dabei
erwies sich eine serumhaltige Immobilisierung der stromalen und hématopoietischen Zellen
als vorteilhaft fiir die Expansion. Die Ergebnisse sollten nun im Produktionssystem, dem
Festbettreaktor bestitigt werden. Dazu wurden parallel 2 Kultivierungen im Festbettreaktor
durchgefithrt, wobei die Immobilisierung der Zellen serumhaltig erfolgte. Die stromalen
Zellen sind 24 h vor den héimatopoietischen inokuliert worden, wobei das Inokulum der
CD34"-Zellen als Tag O definiert worden ist. Der eine Reaktor (G) wurde mit LTC-Medium
betrieben, und im anderen (H) wurde durch die Medienzudosierung das serumhaltige Medium
kontinuierlich durch serumfreies ausgetauscht. Béim Reaktor G war die Durchflussrate
aufgrund einer defekten Pumpe wesentlich niedriger. Die Kulturparameter sind in Tabelle 7-6
zusammengefasst.

Die Expansion der verschiedenen Populationen im Verlauf der Kultivierungen ist fiir
Reaktbr G in Abbildung 7-9 und fiir Reaktor H in Abbildung 7-10 dargestellt. Ein Vergleich

der beiden Reaktorliufe zeigt, dass kein wesentlicher Unterschied in der Expansion der

verschiedenen Subpopulationen zu erkennen ist. Die MNC und die CFC sind sehr schwach

expandiert, wohingegen die CAFC sehr stark vermehrt werden. Der Anteil der CAFC verlief
iiber die Kulturdauer nahezu konstant (2,77% am Tag 0 und 2,54% am Tag 14).
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Tabelle 7-6: Kulturparameter der Festbettreaktoren, Vergleich der Medien

Reaktor G Reaktor H
Zellen: Stromale Zelllinie SI/S1 Stromale Zelllinie S1/S1
(bestrahit mit 80 Gy) (bestrahlt mit 80 Gy)
Primire CD34"-Zellen, 5 Spender Priméire CD34*-Zellen, 5 Spender
Inokulum: 1-107 Stroma 1-107 Stroma
1-10° CD34*-Zellen 1-10° CD34*-Zellen
Trager: 2,693 g 3,084 ¢
Medium: LTC, PS LTC, PS, X-Vivo 10
Standardzytokine Standardzytokine
Kulturdauer: 14 Tage 14 Tage
Probenahmen: TagO, 1,7, 10, 14 Tag0, 1,7, 10, 14
Medienzulauf: Ab Tag 1 mit LTC, PS Ab Tag 1 mit X-Vivo 10
Verweilzeit: 80 h 36 h
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Abbildung 7-9: Kokultur hiimatopoietischer Zellen mit der stromalen Zelllinie SUSI im
Festbettreaktor, LTC-Medium (Reaktor G)

Im Verlauf dieser beiden Fermentationen hat demnach nur eine sehr geringe
Ausdifferenzierung stattgefunden, was einerseits durch die schwache Vermehrung der MNC
und CFC und andererseits durch den Erhalt der CAFC-Konzentration bestitigt wird, woraus

eine sehr gute Expansion dieser Population resultiert.
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Abbildung 7-10: Kokultur himatopoietischer Zellen mit der stromalen Zelllinie SI/S] im
Festbettreaktor, X-Vivo 10 (Reaktor H)

Die Medienanalytik zeigt, dass alle analysierten niedermolekularen Medienbestandteile
Konzentrationen von mindestens 40% des Ausgangsmediums aufwiesen, weshalb eine
Substratlimitierung ausgeschlossen werden kann. Die Laktat-Konzentration betrug im
Reaktor G maximal 14,7 mmol/L. und in Reaktor H 11,1 mmol/L. Der Verlauf der Zytokin-
Konzentrationen dhnelt dem der vorher beschriebenen Reaktorversuche. FL und SCF wurden
in Reaktor G zu fast 100% nachgewiesen. Reaktor H zeigte im Gegensatz dazu eine deutlich
reduzierte SCF-Konzentration (ca. 50%). Die Griinde fiir dieses Verhalten sind unbekannt.
Die IL-3-Konzentration lag in beiden Reaktoren bei ca. 80% des eingesetzten Zytokins, und

TPO wurde zu maximal 10% nachgewiesen.

74. Vergleich des Screening- und des Produktionssystems

Die Ubertragbarkeit der Ergebnisse vom Screeningsystem Miniatur-Schlaufenreaktor auf das

Produktionssystem Festbettreaktor ist in vielen Aspekten bestitigt.
So konnten die Immobilisierungsraten, die in Kapitel 4.3. ermittelt worden sind, im
Festbettreaktor reproduziert werden (Kap

Schlaufenreaktor etablierte Kokultur in seru

itel 7.2.). Weiterhin erwies sich die im Miniatur-

mfreiem Medium als auch fiir den Festbettreaktor

geeignet.
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Durch die Optimierung der Parameter fiir die Kokultur im Miniatur-Schlaufenreaktor konnte
eine Kulturstrategie entwickelt werden, die auch zur erfolgreichen Expansion der
verschiedenen himatopoietischen Subpopulationen im Festbettreaktor fiihrte. Ein Beispiel fiir
den Vergleich von Kulturdaten ist in Abbildung 7-11 aufgezeigt. Dabei wird die CAFC-
Expansion unter vergleichbaren Kulturbedingungen im Miniatur-Schlaufenreaktor (Kapitel
6.2.) und im Festbettreaktor (Kapitel 7.2.2.) verglichen. Dabei ist zu erkennen, dass der
Verlauf der CAFC-Expansion sehr #Zhnlich ist. Das bestiitigt die Annahme, dass die Zellen in
beiden Systemen das gleiche Expansionspotenzial aufweisen.

Auch die Fiitterungsstrategie, die im Miniatur-Schlaufenreaktor als optimal ermittelt worden
ist, erwies sich als gut geeignet im Festbettreaktor.
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Abbildung 7-11.: Vergleich der Expansion der CAFC im Festbett- und Miniaturschlaufenreaktor in
zwei unabhéngigen Versuchen und mit unterschiedlichem Spendermaterial

7.5. Bildliche Darstellung der Kokultur

Wiihrend verschiedener Kultivierungen im Festbettreaktor oder Miniatur-Schlaufenreaktor
sind einige Trégerproben rasterelektronenmikroskopisch untersucht oder mit Neutralrot
gefarbt und anschlieBend fotografiert worden. Diese Untersuchungen ermdglichen einen
Einblick in die Strukturen, die sich wihrend der ex vivo Kultivierung auf den Collagen-

Tragern aufbauen.
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In Abbildung 7-12 sind Ubersichtsaufnahmen eines unbewachsenen und eines besiedelten
Trigers dargestellt. Es ist gut zu erkennen, wie durch die stromalen Zellen eine Zell- und
Proteinschicht iiber den Triiger gezogen wird, wobei die dreidimensionale porose Struktur des

Collagen-Trigers erhalten bleibt. Die verhiltnismiBig groBen, ebenmiiBigen Kugeln sind die

Stahlpartikel, die der Beschwerung der Triger dienen.

Abbildung 7-12: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines unbewachsenen und eines wihrend der
Kokultur im Miniatur-Schlaufenreaktor besiedelten Collagen-Trigers (Trigerdurchmesser: 0,6 mm)

In Abbildung 7-13 ist eine Detailaufnahme von immobilisierten Zellen auf den Trigern mit
einer Fotografie aus dem Knochenmark verglichen. Die rechte Fotografie zeigt einen
Ausschnitt der Kokultur auf einem Collagen-Triger. Auf den Trigern hat sich ein dichtes
Netzwerk aus stromalen und himatopoietischen Zellen aufgebaut, das den in vivo
Verhiltnissen sehr ihnlich ist. Es sind deutlich die langgezogenen stromalen Zellen zu sehen,
die eine faserige Struktur, die extrazellulire Matrix, gebildet haben. In dieser Zellschicht
eingebettet liegen die himatopoietischen Zellen, die an ihrer deutlich runderen Form zu
erkennen sind. Der Querschnitt durch das Knochenmark zeigt im Detail blutbildendes Mark
(Me) und einen Schnitt durch den Sinus, der durch den Bereich der glatten Endothelzellen

gekennzeichnet i<t Tn diecer Aufnahme werden gerade reife Blutzellen (BC) in den Kreislauf

abgegeben.
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Abbildung 7-13: Detail der Kokultur im Knochenmark (in vivo, links) im Vergleich zu
hiamatopoietischen und stromalen Zellen ex vivo kultiviert auf Collagen-Trigern (rechts) (Me -
blutbildendes Mark, BC = reife Blutzellen im Sinus)

Abbildung 7-14 zeigt die rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einer einzelnen Blutzelle

mit einem Durchmesser von ca. 10 um, die in der Matrix auf einem Collagen-Triger

eingebettet ist.

Abbildung 7-14: Detailaufnahme einer himatopoietischen Zelle wihrend der ex vivo Kokultur auf
Collagen-Triigern (Zelldurchmesser: ca. 10 um)
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Eine andere Art der Darstellung ist in Abbildung 7-15 zu sehen. Besiedelte Collagen-Triiger
sind mit Neutralrot gefirbt worden, wobei nur lebende Zellen diesen Farbstoff aufnehmen. Es
sind deutlich die einzelnen dunkelroten Zellen zu erkennen, die sich in die Poren der Triger
eingenistet haben. Die Proteine der Extrazellulirmatrix werden durch diese Methode nicht
angefirbt. Die erkennbaren zellfreien Flichen sind vermutlich zumindest teilweise von der
extrazelluldren Matrix iiberzogen, was durch diese Darstellung nicht nachgewiesen werden

kann. Die silbernglinzenden Kugeln sind die Stahlpartikel zur Beschwerung der Triiger.

Abbildung 7-15: Besiedelte Collagen-Trager, angefirbt mit Neutralrot (Trigerdurchmesser: 0,6 mm)

7.6. Diskussion

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die stromale Zelllinie SI/SI nach einer

Bestrahlung mit 80 Gy konstant iiber von 2 Wochen im Festbettreaktor erhalten wird. Dieses

Verhalten steht im Gegensatz zu der Kultivierung in einer Gewebekulturplatte, wo bereits

nach 7 Tagen eine deutliche Reduktion der Zellzahlen zu sehen ist (Kapitel 4.2.2.

Es ist denkbar, dass durch die Kultivierung auf den Collagen-Triigern, die kontinuierliche

Medienzufuhr und/oder durch den Scherstress die Bedingungen veriindert wurden. Die

Adhiision am Collagen, einer natiirlichen Unterlage, konnte die Zellen besonders stimuliert

haben. da Art und Grad der Anheftung einen Einfluss auf die Zellen ausiiben konnen (Koller
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et al., 1995 a). So ist zum Beispiel fiir Chondrozyten beschrieben, dass sie durch die Art der
Fibronektin-Unterlage eine unterschiedliche Morphologie aufweisen konnen (West et al.,
1984). Auch fiir corneale Epithelzellen ist eine Verinderung durch die Wachstumsunterlage
nachgewiesen worden (Koller et al., 1995 a). Dabei wurden neben morphologischen
Verinderungen auch unterschiedliche Reaktionen auf Zytokine durch das Wachstum in einer
Gewebekulturschale im Vergleich zu Collagen beobachtet.

Weiterhin werden durch die Perfusion eventuell inhibierende Faktoren oder durch Lyse von
absterbenden Zellen freigesetzte Substanzen aus dem System ausgetragen. Der Scherstress im
Festbettreaktor kann einen zusitzlichen Effekt auf die Zellen ausiiben. Fiir Endothelzellen ist
eine Stimulation des Arachidonsiure-Stoffwechsels (McIntire et al., 1987) und die
Inhibierung der Fibronektinsynthese (Gupte und Frangos, 1990) durch Scherstress
nachgewiesen worden. Die Zelllinie SI/SI reguliert wihrend der Kultivierung im
Festbettreaktor langsam ihren Stoffwechsel herunter, wie es fiir den Medienverbrauch und die
Zytokinproduktion nachgewiesen wurde.

Die verschiedenen Versuche zur Kokultivierung stromaler und hidmatopoietischer Zellen im
Festbettreaktor sind in Tabelle 7-7 zusammengefasst. Die Bewertung der Expansionsdaten im

Vergleich zu vorherigen Arbeiten und der Literatur erfolgt in Kapitel 8.

Tabelle 7-7: Zusammenfassung der Kokulturen im Festbettreaktor

Reaktor Stroma Zytokine Maximale = Maximale  Maximale
(bestrahlt) MNC CFU-G/M CAFC
Expansion  Expansion  Expansion
C M2-10B4 Standard in LTC 4 0 0
D M2-10B4 mod. Standard in LTC 99 47 0,91
und SI/S1
E SI/S1 Standard, in LTC 29,5 31,2 2,3
ohne IL-3, SCF
F SI/S1 Standard, in LTC 103 114 6,4
G SI/S1 Standard, in LTC 16,3 7 15
H S1/S1 Standard in LTC bzw. 10,5 4 8,7
X-Vivo 10

Fiir alle Versuche im Festbettreaktor sowohl bei Stromakulturen als auch bei Kokultur mit
hématopoietischen Zellen, konnten die Kulturbedingungen sehr gut reguliert werden. So
wurden die Konzentrationen der verschiedenen Substanzen (Substrate, Zytokine, Metabolite)
nach der anfinglichen Batch-Betriebsweise durch die anschlieBende kontinuierliche
Mediendosierung konstant gehalten. Dadurch konnten Substrat- und Zytokin-Limitierungen

oder Inhibierungen z.B. durch zu hohe Laktat-Konzentrationen ausgeschlossen werden.
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Weiterhin wurde in dieser Arbeit nachgewiesen, dass das neu entwickelte und etablierte
Screening-System fiir den Festbettreaktor, der Miniatur-Schlaufenreaktor, sehr gut fiir
vorbereitende Untersuchungen eingesetzt werden kann und die Ergebnisse auf das
Produktions-System libertragbar sind.

Der Vergleich der verschiedenen Stromazellen zeigt, dass die Kokultur nur mit der murinen
Zelllinie SI/S]1 zu den besten Resultaten fiihrte. Mit der murinen Zelllinie M2-10B4 konnte
keine Expansion himatopoietischer Zellen erzielt werden, obwohl von Sutherland et al.
(1991) und Burroughs et al. (1994) beschrieben worden ist, dass eine dem priméirem Stroma
gleichwertige Unterstiitzung der LTC-IC und CFC aus humanem Knochenmark mit dieser
Zelllinie erzielt werden kann. Es ist denkbar, dass durch die lange Kultivierung dieser
Zelllinie genetische Verinderungen stattgefunden haben, die zu der wesentlichen
Verschlechterung dieser Eigenschaft fiihrten.

Der Vergleich der Reaktoren D und F zeigt, dass durch die Kokultur mit der Zelllinie M2-
10B4 mod. zwar eine gleichwertige Expansion der MNC, aber eine um Faktor 2,4 reduzierte
Vermehrung der CFC und sogar um Faktor 7 verminderte CAFC-Expansion erzielt wurde im
Vergleich zu einer reinen Kultivierung mit SISl. Die Konzentration der supplementierten
Zytokine in den beiden Reaktoren verlief @hnlich, weshalb der proliferative Unterschied
vermutlich auf der G-CSE-Produktion der M2-10B4 mod. beruht (Hogge et al., 1996). G-CSF
ist ein Zytokin, das besonders zur Ausdifferenzierung der Zellen zu Granulozyten fiihrt
(Metcalf, 1985). Weiterhin ist noch die Produktion von murinem SCF, M-CSF und IL-6 fiir
M2-10B4 nachgewiesen (Deryugina und Miiller-Sieburg, 1993), wobei diese Eigenschaften
nicht durch die genetische Modifikation verdndert sein sollten.

Die unmodifizierte Zelllinie SI/S1 wurde urspriinglich aus immundefizienten Méusen isoliert
(Sutherland et al., 1993). Diese Tiere tragen eine Mutation im Steel-Locus (SI), der fiir SCF
kodiert, weshalb sie kein SCF produzieren konnen (Zsebo et al., 1990). Es zeigte sich, dass
diese Zelllinie im Vergleich zu humanem Stroma die gleiche Unterstiitzung humaner
himatopoietischer Zellen bietet. Der 7Zusatz von humanem SCF zeigte keine synergistischen
Effekte auf der Ebene der LTC-IC, aber im Gegensatz dazu auf die Expansion der CFC

(Sutherland et al., 1993). In den hier gezeigten Versuchen konnte besonders die CAFC-

Expansion durch den Einsatz der reinen SIS gesteigert werden, was im Vergleich der

Reaktoren D und G deutlich zu erkennen ist. Diese Effekte sind auf die zusitzliche

Supplementierung des Mediums mit Zytokinen zuriickzufiihren, da vor allem TPO und FL die
CAFC bzw. LTC-IC Vermehrung unterstiitzen (Petzer et al., 1996; Borge et al., 1997).
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Fiir eine andere stromale Zelllinie aus einer SI/S1 Maus ist eine stark verschlechterte Adhision
himatopoietischer Zellen im Vergleich zu Zellen, die keinen Defekt im Sl-Locus aufweisen,
beobachtet worden (Anklersaria et al., 1991). Als Ursache fiir dieses Verhalten wurde eine
verringerte  Produktion von Hemonektin nachgewiesen, das als Komponente der
Extrazelluldrmatrix die Adhdsion von himatopoietischen Zellen fordert. Das
membransténdige SCF ist auch an der Adhésion beteiligt und/oder reguliert durch Bindung
die Funktion der anheftenden Zellen (Kaneko et al., 1991; Pesce et al., 1997). In den SI/SI
Zellen ist das murine, membranstindige SCF ebenfalls nicht exprimiert, was zu einer
Verschlechterung der Adhésion und Stimulation fiihren konnte. Bei der in dieser Arbeit
verwendeten Zelllinie ist aber die vollstindige Sequenz des humanen SCF kloniert worden
(Hogge et al., 1996), weshalb wie in humanen Fibroblasten durch alternatives Splicen der
RNA sowohl 15sliches als auch transmembranes SCF zu erwarten ist (Broudy, 1997).

Die vergleichende Kultivierung der himatopoietischen Zellen mit der Zelllinie SI/SI ohne die
Zytokine IL-3 und SCF (Reaktor E und F) fiihrte zu einer verminderten Expansion aller Sub-
Populationen. Dabei wurden durch die Zytokinsupplementierung 3,5fach mehr MNC und
CFC gebildet, wihrend die CAFC nur 2,8fach hoher expandiert wurden. Die Kultivierung der
stromalen Zelllinie SI/S1 im Festbettreaktor zeigte, dass kein IL-3 und eine SCF-
Konzentration von maximal 1,53 ng/mL. nachgewiesen werden konnten (Kapitel 7.1.). Die
geringe SCF- und die fehlende IL-3-Produktion der stromalen Zellen ist vermutlich fiir die
unterschiedliche Expansion der héimatopoietischen Zellen verantwortlich.

Die Expansionsdaten der Reaktoren F und G sind, obwohl nahezu identische
Kulturbedingungen vorlagen, sehr unterschiedlich, was vermutlich auf Spendervariabilitét
basiert. Der Anteil der CAFC im Reaktor F betrug 29,1% im Inokulum und beim Reaktor G
nur 2,8%. Die Konzentration dieser Zellpopulation am Ende der Kultivierung war allerdings
fast identisch (2,31% Reaktor F und 2,54% Reaktor G). Diese Beobachtung lisst vermuten,
dass im Festbettreaktor unter den gegebenen Bedingungen ein Mikromilieu aufgebaut wurde,
das unter verschiedenen Voraussetzungen zu einem #hnlichen Gleichgewicht der
verschiedenen hdmatopoietischen Zellpopulationen fiihrte.

Der Einsatz von serumfreiem Medium nach Immobilisierung mit Serum erwies sich als
moglich, wobei ein schnellerer Medienaustausch die positiven Effekte des serumfreien
Mediums verstérken wiirde. Bei dem in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuch wurde die

Serumkonzentration langsam reduziert, wodurch die Zellen vermutlich schon sehr stark durch
die Serumkomponenten beeinflusst worden waren.



8. Schlussfolgerungen 157

8. Schlussfolgerungen

8.1. Entwicklung der Kokultur im Festbettreaktor

Am Ausgangspunkt dieser Arbeit stand ein Kultursystem, der Festbettreaktor, dessen
Konstruktion als Ableitung vom Wirbelschichtreaktor den Erfordernissen der Kultivierung
hamatopoietischer Zellen nicht ideal angepasst war (Schréder, 1997). Durch die
Weiterentwicklung dieses Festbettreaktors stand ein optimales System fiir die Kokultivierung
hématopoietischer und stromaler Zellen zur Verfiigung. Mit der Entwicklung des Miniatur-
Schlaufenreaktors (Schmidt, 2000) und seiner Etablierung im Verlauf dieser Arbeit konnte
erstmals auch ein Screeningsystem fiir auf Trigern immobilisierte Zellen eingesetzt werden.
In Abbildung 8-1 sind die jeweils besten Produktionsdaten fiir MNC verglichen, die mit dem
alten und dem im Rahmen dieser Arbeit verwendeten neuen Festbettreaktor erzielt werden
konnten. Durch die konsequente Weiterentwicklung der Kulturbedingungen wurde die
Kokultur so optimiert, dass ausgehend von einem kontinuierlichen Verlust der
immobilisierten Zellen auf den Trigern (Schrdder, 1997) eine iiber 100fache Expansion dieser
Population erzielt werden konnte. Die von Schrdder beschriebene Zell-Vermehrung basiert
auf Akkumulation der immobilisierten und im Medium befindlichen und so durch die
kontinuierliche Perfusion ausgespiilten Zellen.

Die Unterschiede in den Kulturbedingungen gegeniiber den Arbeiten von Schrdder sind sehr

vielseitig und sowohl auf technischen als auch biologischen Verinderungen begriindet, von

denen die wichtigsten in Tabelle 8-1 zusammengefasst sind.

Tabelle 8-1: Vergleich der Kulturbedingungen im Festbettreaktor

Parameter Schroder, 1997 Vorlie+gende Arbeit
Hématopoietische Zellen MNC aus KM und PB CD34 -Zellen aus CB
Stroma Primires Stroma, humane Murine Zelllinien
Zelllinien 1.87-4 und L88-5 M2-10B4 mod. und S1I/S1
Zytokine IL-3, SCF, IL-6, G-CSF 1L-3, SCF, FL und TPO
Trigermaterial Siran-Triger Collagen-Triger

Vor allem die Optimierung der biologischen Komponenten, wie den stromalen Zellen und den

Zytokinen, sind fiir die stark verbesserte Expansion verantwortlich. So ist z.B. der Einsatz der

Zytokine TPO und FL fiir die Kultivierung hiimatopoietischer Zellen noch nicht sehr lange

etabliert (Petzer et al., 1996; Ohmizono et al., 1997; Ramsfjell et al., 1997).
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Abbildung 8-1: Vergleich der Kultivierung im Festbettreaktor (Kapitel 7.2.2. und Schroder, 1997)

8.2. Vergleich der Kokultur im Festbettreaktor mit anderen Systemen

Ein Vergleich der hier erzielten Ergebnisse mit Daten aus der Literatur erweist sich als sehr
schwierig, da von verschiedenen Arbeitsgruppen die unterschiedlichsten Rahmenbedingungen
fir die Kultur hdmatopoietischer Zellen gewihlt wurden. In Tabelle 8-2 sind die
Kulturbedingungen einiger Referenzen fiir eine stromahaltige Kultivierung zusammengestellt.
Um dennoch eine Bewertung der in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse zu ermdglichen,
wurden sie mit den Expansionsdaten der in Tabelle 8-2 beschriebenen Referenzen verglichen
(Abbildung 8-2). Sowohl die im Festbettreaktor als auch die im Miniatur-Schlaufenreaktor
erzielten Expansionsdaten der CFC bzw. CFU-G/M und der CAFC sind zumindest
gleichwertig mit Ergebnissen aus der Literatur und vielfach sogar besser. Die Expansion der
CFU-G/M in Reaktor F war besonders hoch.

Neben der Vermehrung der CFC und CAFC ist es dariiber hinaus gelungen, im Miniatur-
Schlaufenreaktor SCID-Maus repopulierende Zellen (SRC) (Kapitel 6.3.) zu erhalten.
Dadurch ist im Rahmen der heutigen Detektionsméglichkeiten fiir héimatopoietische
Stammzellen die Eignung der Kulturbedingungen fiir den Erhalt dieser Population

nachgewiesen (Kapitel 2.1.3.). Es konnte gezeigt werden, dass die Zellen, die parallel zum
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Miniatur-Schlaufenreaktor stromafrei im Kultur-Beutel kultiviert worden sind, keine SRC
mehr enthielten. In anderen Arbeiten konnten aber nach einer Kultivierung im Kultur-Beutel,
einem etablierten Suspensionssystem, noch SRC detektiert werden (Schmidt, 2000). In Bezug
auf die in dieser Arbeit ermittelten Daten ldsst das die Schlussfolgerung zu, dass die
stromahaltige, immobilisierte Kultivierung hidmatopoietischer Zellen im Miniatur-
Schlaufenreaktor bzw. Festbettreaktor besonders die Unterstiitzung der Stamm- und friihen

Vorlduferzellen gewihrleistet.

Tabelle 8-2: Ubersicht der Kulturparameter der vergleichenden Literatur

Referenz Koller et al., Bachier et al., Breems et al., Kawada et al.,
1993 b 1999 1998 1999

Kultursystem Flachbett- Flachbett- Gewebekulturschale  Transwell
reaktor reaktor

Himatopoietische MNC aus KM MNC aus KM CD34"Zellen aus PB CD34"Zellen

Zellen aus CB

Stroma priméres primires murine Zelllinie murine Zelllinie
humanes humanes FBMD-1 HESS-5
Stroma Stroma

Zytokine IL-3, GM-CSF, EPO, FL, IL-3, SCF, FL, TPO, TPO, FL

EPO, SCF PIXY 321 IL-6, anti TGF(

Bei dem Vergleich mit den Literaturdaten ist anzumerken, dass die schlechtesten
Expansionsdaten (Bachier et al., 1999), aus einem klinischen Versuch stammen. Das einzige
kontrollierte Kultursystem, in dem annéhernd Expansionsdaten wie im Festbettreaktor und
Miniatur-Schlaufenreaktor erzielt worden sind, ist der Flachbettreaktor. In anderen
Kultursystemen fand eine wesentlich schlechtere Expansion der himatopoietischen Zellen
statt (z.B. Wu und Wang, 1992; Sardonini und Wu, 1993).

Die beste Vermehrung der frithen Population der LTC-IC wurde ebenfalls mit einer murinen
Zelllinie, HESS-5, erreicht (Kawada et al., 1999), wobei dieser Wert nur um Faktor 1,4 hoher
ist, als das Beste in dieser Arbeit erzielte Ergebnis. Dabei wurde ein als ,,Transwell*
bezeichnetes Kultursystem eingesetzt, das auf der Verwendung von Gewebekulturplatten
basiert. In die Vertiefungen einer solchen Platte werden spezielle, kommerziell erhitliche

Einsitze platziert, die durch eine pordse Membran die himatopoietischen von den stromalen

Zellen physikalisch trennen. Diese Membran wird von beiden Seiten besiedelt, sodass durch

die Poren ein direkter Kontakt zwischen den Zellen moglich ist. Dieses Kulturprinzip ist

allerdings nur im kleinen Mafstab verwirklicht, sodass ein Produktionssystem fiir die

Klinische Anwendung nicht zur Verfiigung steht.
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Abbildung 8-2: Vergleich der maximalen Expansion von CFU-G/M und LTC-IC/CAFC mit
Literaturdaten (M Stroma: Kapitel 6.2., M-L: Kapitel 6.3., Reaktor F: Kapitel 7.2.2., Reaktor G:
Kapitel 7.3.)

8.3. Klinische Relevanz der Kokultur im Festbettreaktor

Der Hintergrund der Entwicklung und Optimierung der Kultivierung hématopoietischer
Zellen ist die klinische Anwendung z.B. eine Stammzell-Transplantation. Besonders fiir die
Verwendung von Nabelschnurblut bei einer Transplantation von erwachsenen Patienten ist
eine ex vivo Expansion der Zellen erforderlich (Kapitel 2.3.2.). In Abbildung 8-3 ist
dargestellt, in welchem AusmaB die Zellen einer Nabelschnurblutspende expandiert werden
miissen, um einen Patienten mit 70 kg Kérpergewicht transplantieren zu kénnen. Dabei wurde
ein Expansionsfaktor der CFU-G/M von 65 ermittelt. Im Rahmen dieser Arbeit konnte im
Festbettreaktor sogar eine Expansion dieser Population von Faktor 114 erzielt werden. Die
MNC wurden sogar iiber 30 mal mehr vermehrt als erforderlich, aber die Vorliuferzellen
bestimmen die Qualitéit des Transplantats.

Bei einer Stammzell-Transplantation mit expandierten Zellen wird vielfach nur ein Teil der
Zellen expandiert und zusammen mit unmanipulierten Zellen dem Patienten injiziert (Kapitel

2.3.1.). De Felice und Mitarbeiter (1999) konnten nachweisen, dass nach einer Btigigen
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Kultivierung hématopoietischer Zellen aus Nabelschnurblut noch mehr als 6% der CD34*-
Zellen nicht im Zellzyklus waren. Diese ruhenden Zellen sind vermutlich Stammzellen
(Kapitel 2.1.1.), die auch durch Stimulierung mit Zytokinen nicht modifziert worden sind.
Das lisst die Schlussfolgerung zu, dass auch in einer ex vivo Kultur, bei der sowohl LTC-IC
als auch CFU-GM expandiert werden, ein Pool von Stammzellen erhalten bleiben kann.
Bezogen auf die klinische Anwendung der Stammzell-Transplantation bedeutet das, dass die
ex vivo Expansion hidmatopoietischer Stammzellen eine wichtige Methode werden kann, um

die Menge und Qualitit eines Transplantates zu verbessern.

70

Festbettreaktor: Festbettreaktor:
Faktor 100 Faktor 114

60

50

H
o

Zellzahl [-]

[
o

20

10

NSE— B

MNC in CB MNC in Transplantat CFU-G/M in CB CFU-G/Min
Transplantat

i i isi i belschnurblutspende und eines
Abbildung 8-3: Vergleich der standardisierten Zellzahl aus einer Na ¢ : d ein
erforderlichen Transplantats (bezogen auf einen Patienten mit 70 kg K(grpergewmht, Zellzahl in einer
Nabelschnurblutspende ca. 1,4-109 MNC und 5,8-10° CFU-GM)

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass durch die Kultivierung
hamatopoietischer Stamm- und Vorliuferzellen im Festbettreaktor Expansionsdaten erzielt

werden konnen, die einem medizinischen MaBstab entsprechen. Damit ist die klinische

Relevanz des Kultursystems und der optimierten Kulturbedingungen nachgewiesen.
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9. Ausblick

Das Expansionspotenzial des Festbettreaktors unter den optimierten Kulturbedingungen
entspricht den Anforderungen, die eine klinische Anwendung an ein solches System stellt
(Kapitel 8.3.). Eine direkte Ubertragung dieses Kultursystems auf die Klinik ist allerdings
unter mehreren Aspekten kritisch zu beurteilen.

Ein wesentlicher Parameter ist dabei die Verwendung muriner Zelllinien, die fiir eine
klinische Studie vermutlich nicht zugelassen werden wiirden. Nach der in dieser Arbeit
entwickelten Methode liegt nach der Zellernte eine Mischpopulation von hématopoietischen
und stromalen Zellen vor, wobei das Stroma durch die Bestrahlung nicht mehr
wachstumsfihig sein sollte. Weitere Ansitze zur Losung dieses Problems liegen einerseits in
der Entwicklung humaner Zelllinien, die im klinischen Einsatz weniger bedenklich sind oder
andererseits in einer Abtrennung des Stromas. Eine Aufreinigung der hématopoietischen
Zellen im Anschluss an eine Kultivierung, z.B. iiber den Leukozytenmarker CD45, wire
technisch leicht zu realisieren.

Eine weitergehende Uberlegung wire die Modifikation der Zellernte. Das Prinzip des
Festbettreaktors ist die Simulation des menschlichen Knochenmarks. Die Stammzellen im
menschlichen Organismus kénnen z.B. durch die Gabe von spezifischen Zytokinen veranlasst
werden, aus dem Knochenmark in den Blutkreislauf einzuwandern (Kapitel 2.3.2.). Wenn ex
vivo die Nachahmung eines funktionellen himatopoietischen ~ Systems  im
knochenmarksihnlichen Milieu gelingt, sollte eine logische Folgerung sein, auch diesen
Mechanismus der Mobilisierung simulieren zu konnen. Das Produkt einer solchen Zellernte
wiren demnach Stamm- und Vorliuferzellen ohne stromale ,Kontamination®.

Die Kultivierung im Festbettreaktor ist von der Immobilisierung himatopoietischer Zellen auf
Mikrotriigern abhingig. In dieser Arbeit sind unmodifizierte Collagen-Triger eingesetzt

worden. Durch ihr Material weisen sie eine Parallele zum natiirlichen Umfeld der

Himatopoiese auf, da Collagen ein wichtiger Bestandteil der stromalen Extrazelluldrmatrix

ist. Dieser Ansatz kann zur Verbesserung der Immobilisierung und zum optimierten Aufbau

der spezifischen Stammzellnischen weitergedacht werden. Dabei konnten die Triger so

modifiziert werden, dass weitere Komponenten der Extrazellulirmatrix wie Fibronektin oder

Aufbau der dreidimensionalen Struktur beteiligt sind. Eine

g von Zytokinen oder Adhisionsmolekiilen auf den Trégern

Glykosaminoglycane am

zusitzliche Immobilisierun
Optimierung der Simulation der in vivo Bedingungen beitragen.
immobilisierte Kultivierung

konnte ebenfalls zu einer
Unter Umstinden ist dann auch eine stromafreie,
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hamatopoietischer Zellen besser moglich als bisher, da eventuell einige der regulatorischen
Funktionen, die durch den Stromakontakt vermittelt werden, auf die Kiinstliche
Extrazelluldrmatrix {ibertragbar sind. Gupta et al. (2000) konnten solche Effekte fiir O-
sulfatiertes Heparan-Sulfat nachweisen.

Wenn sich durch zukiinftige Forschung herausstellt, dass ein von stromalen Zellen
konditioniertes Medium optimale Voraussetzungen fiir die stromafreie Kultivierung
hdmatopoietischer Stamm- und Vorléduferzellen in Suspensionssystemen bietet, ist eine relativ
einfache Kopplung der verschiedenen Systeme denkbar. So kann der Festbettreaktor als
Produktionssystem fiir das konditionierte Medium direkt an das Kultursystem der
hématopoietischen Zellen angeschiossen werden. Durch einen kontinuierlichen, geregelten
Prozess im Festbettreaktor in Kombination mit einer Zudosierung von frischem,
zytokinhaltigem Medium, konnen so im Suspensionssystem optimale Bedingungen fiir die
hématopoietischen Zellen eingestellt werden.

Ein v6llig anderes Kultivierungs-Konzept wire die Ubertragung des Prinzips der Transwells
(Kapitel 8.2.) auf ein Produktionssystem. Eine Abtrennung der stromalen Zellen wire dabei
aufgrund der Kompartimentierung nicht notwendig. Vielleicht kann auch ein Gradient
verschiedener stromaler Zellen, die unterschiedliche Populationen der himatopoietischen
Zellen unterstiitzen, in einem solchen System aufgebaut werden. Dadurch wire die ex vivo
Kultur noch niher an der in vivo Situation im Knochenmark als bei den bisher verfolgten
Strategien.

Unabhédngig von Kultursystemen wird der Vorgang einer Medienoptimierung fiir
himatopoietische Zellen nie abgeschlossen sein. Durch die Entdeckung z.B. neuer Zytokine
stehen weitere Komponenten der Regulation zur Verfiigung, die mit den bisher bekannten
optimal verkniipft werden miissen. So sollten die Zytokine SDF-1, SCGF, VEGF und SCEPF
(Kapitel 2.2.5.) in die Optimierung der Kulturbedingungen aufgenommen werden.

Die Vielfalt der beschriebenen weiterfiihrenden Méglichkeiten und Ideen zeigt, dass im
Rahmen dieser Arbeit eine breite Grundlage fiir weitere Forschung geschaffen worden ist, die
schliefilich zu einem klinisch einsetzbaren Kultursystem fiir hidmatopoietische Zellen fiihren
kann.

Die potenzielle medizinische Anwendung von hidmatopoietischen Stammzellen wird
jedenfalls weiter wachsen: ,,Es scheint mehr als wahrscheinlich, dass héimatopoietische

Stammzellen das Knochenmark bei vielen Indikationen ersetzen werden ... (nach Goldman et
al., 1994).
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10. Zusammenfassung

Die ex vivo Expansion hidmatopoietischer Zellen ist eine bedeutende Technologie fiir ein
breites Spektrum klinischer Applikationen. Aufgrund der hohen Komplexitit des
hidmatopoietischen Systems wurde in dieser Arbeit der Ansatz einer ex vivo Simulation des
menschlichen Knochenmarks gewihlt, der technisch durch die Kokultur himatopoietischer
und stromaler Zellen im Festbettreaktor realisiert wurde. Dabei werden die Zellen auf pordsen
Collagen-Trigern immobilisiert. Weiterhin wurde ein miniaturisiertes System, der Miniatur-
Schlaufenreaktor, als Screeningsystem wiahrend dieser Arbeit etabliert.

Zu Beginn der Arbeit wurde eine Zellbank von CD34"-Zellen aufgebaut. Weiterhin sind die
stromalen Komponenten der Kokultur, die murinen Zelllinien SI/Sl und M2-10B4 mod.
charakterisiert worden. Die Zellernte der immobilisierten Zellen durch enzymatische Lyse der
Triiger wurde etabliert, wobei ein negativer Einfluss des Enzyms ausgeschlossen wird.

Neben den stromalen Zelllinien ist auch primédres Stroma verwendet worden, wobei sich
sowohl der Festbettreaktor als auch der Miniatur-Schlaufenreaktor als geeignete
Kultursysteme erwiesen. Da das primdre Stroma allerdings zu einer relativ starken
Ausdifferenzierung der himatopoietischen Zellen fithrte, wurde keine Kokultur im
Festbettreaktor durchgefiihrt.

Im Miniatur-Schlaufenreaktor sind die Parameter fiir die immobilisierte Kokultur optimiert
worden. Dabei wurden die Inokulumsstrategie, Zelldichte, Zellverhéltnis, Fiitterung und der
Einsatz von serumfreiem Medium untersucht. Bei Kultivierungen im miniaturisierten System
konnten die MNC bis zu 454fach, die CFC bis zu 26fach und die CAFC bis zu 18fach
vermehrt werden. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass eine stromafreie Kultivierung von
CD34*Zellen auf Collagen-Trigern moglich ist, aber zu deutlich geringeren Expansionen
fiihrt. Im Vergleich zu einer Suspensionskultur wurde im immobilisierten System sogar die
Population der SRC erhalten, die im Suspensionssystem nicht mehr nachgewiesen werden
konnte. Das zeigt deutlich, dass die Kokultur vor allem in Bezug auf die Unterstiitzung und

Vermehrung der friihen Vorliuferzellen den Suspensionssystemen tiberlegen ist.
Auf Basis der Optimierung im Miniatur-Schlaufenreaktor konnten die himatopoietischen
Zellen auch im Festbettreaktor erfolgreich expandiert werden, wobei die Kokultur mit SI/SI
und den Standardzytokinen zu den besten Resultaten fiihrte. So konnte eine maximal
103fache Expansion der MNC, 114fache Expansion der CFU-GM und 15fache Expansion der
CAFC erzielt werden. Diese Expansionsdaten entsprechen einem medizinischen MaBstab,

wodurch die klinische Relevanz der in dieser Arbeit erreichten Ergebnisse bewiesen 1st.
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Herstellernachweis der verwendeten Chemikalien, Medien, Medienzusiitze und Geriite

Chemikalien

Bezeichnung Hersteller

Aceton SIGMA, Deisenhofen
Adenosin SIGMA, Deisenhofen
Agarose Serva, Heidelberg

Casyton Schirfe System, Reutlingen
Chloroform Merck, Darmstadt
Collagenase Typ IA SIGMA, Deisenhofen
D-Glukose SIGMA, Deisenhofen
DNA-Lingenstandard XIV Boehringer Mannheim, Mannheim
Dimethylsulfoxid (DMSO) Fluka Chemie, Deisenhofen

Di-Natriumhydrogenphosphat
Ethanol

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA), Natriumsalz

FACS-Lysing Solution
FACS-Clean
FACS-Flow
FACS-Safe

Ficoll

Geneticin (G418)
Gentamicin
Heparin-Natrium
Hydrocortison
Hygromycin
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kiristallviolett
L-Glutamin
Natriumazid
Natriumbenzoat
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Paraformaldehyd

PCR Nukleotid Mix
Penicillin/Streptomycin
Phenol

Phenolrot

Proteinase K
2-Propanol

Rotiform (PCI-Losung)
Schwefelsiure

SDS

Fluka Chemie, Deisenhofen
Werner Hofman, Diisseldorf
Serva, Heidelberg

BD PharMingen, Heidelberg
BD PharMingen, Heidelberg
BD PharMingen, Heidelberg
BD PharMingen, Heidelberg
Biochrom, Berlin

Life Technologies, Karlsruhe
Life Technologies, Karlsruhe
B. Braun, Melsungen
SIGMA, Deisenhofen
SIGMA, Deisenhofen

Fluka Chemie, Deisenhofen
Fluka Chemie, Deisenhofen
Serva, Heidelberg

Life Technologies, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

SIGMA, Deisenhofen
Biochrom, Berlin

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Boehringer Mannheim, Mannheim
Life Technologies, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

SIGMA, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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Taq DNA-Polymerase Boehringer Mannheim, Mannheim
Theophyllin SIGMA, Deisenhofen
Trichloressigsaure Merck, Darmstadt

Tris-Cl Merck, Darmstadt

Glutardialdehyd SIGMA, Deisenhofen

Trypanblau SIGMA, Deisenhofen

Trypsin Life Technologies, Karlsruhe
Zitronensiure SIGMA, Deisenhofen

Medien und Medienzusitze

Bezeichnung Hersteller

BSA Fraktion V Life Technologies, Karlsruhe
Fotales Rinderserum (FBS) Life Technologies, Karlsruhe
MDM Life Technologies, Karlsruhe
McCoys Sa Life Technologies, Karlsruhe
MC-Medium (MethoCult GF H4434) CellSystems, St. Katharinen
Pferdeserum (HS) Boehringer Mannheim, Mannheim
X-Vivo 10 BioWhittacker, Taufkirchen

Gerite und Labormaterial

Bezeichnung

Hersteller

Aminoséure HPLC, Amino Quant 1090 AX

Autoklav

Begasungsbrutschrank

Deckel fiir Glasflaschen
Durchflusszytometer FACSCalibur
Einfrierbox

Einwegsterilfilter

Finn-Pipetten

Fluorometer, Wallac Victor?

Gewebekulturflaschen
Gewebekulturplatten, 12 Vertiefungen
Gewebekulturplatten, 96 Vertiefungen
Gewebekulturschalen fiir MC-Assay
Glasflaschen

Glukose Analysator, Ebio compact
Glutamin/Glutamat Analysator
Invertmikroskop

Kabelbinder

Kryoréhrchen

Kiihl- und Gefrierschrinke
Kiihlzentrifunge, GPKR
Kultur-Beutel

Laborzentrifuge, Typ 302

Hewlett Packard, Waldbronn
H+P Labortechnik, OberschieiSheim
Heraeus Instruments, Hanau
Schott Glaswerke, Mainz

Becton Dickinson, Heidelberg
Nalgene, Wiesbaden

Pall Deutschland, Dreieich
Labsystems, Helsinki, Finnland
PerkinElmer Life Sciences, Bad
Wildbad

Greiner, Solingen

Falcon, Heidelberg

Nunc, Wiesbaden

Greiner, Solingen

Schott Glaswerke, Mainz
Eppendorf, Hamburg

YSI, Yellow Springs, OH, USA
Nikon, Diisseldorf

Carl Roth, Karlsruhe

Nunc, Wiesbaden

Liebherr, Diiren

Beckmann Instruments, Miinchen
American Fluoroseal Corporation,
Gaithersburg, MD, USA

Sigma Laborzentrifugen, Osterode
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Laktat Analysator
Laminar-Flow Werkbank

Luftfilter

Magentic Cell Separator, Vario MACS
Magnetriihrantrieb mit zwolf Riihrstellen
Magnetriihrstibe
Massendurchflussventile (O,, CO,, Luft)
Mediensterilfilter

Mehrkanalpipetten
Neubauer-Zihlkammer

Osmometer, Osmomat O30
Partikelzihlgerit, CASY1

PCR-Block, PTC-100
Phasenkontrastmikroskop
pH-Einstabmesskette
pH-Verbindungskabel

pH-Verstérker

Pipettenspitzen

pO2-Elektrode

pO,-Verbindungskabel

pO,-Verstirker

Pumpenschlduche, Marprene
Reaktionsgefife

Reaktorgefil

Reinstwasseranlagen, RO-80 und Milli-Q
Schlauchpumpen

Schlauchverbinder

Schnellkupplung fiir Wirmebadzuleitung
Silikonschlauch

Steuereinheit fiir Massendurchflussventile
Stickstofftank

Tischzentrifuge, Biofuge B
Trockenschrank

Wirmebider

Zentrifuge, SIGMA 2K15
Zentrifugenrohrchen

YSI, Yellow Springs, OH, USA
BDK Luft- und Reinraumtechnik,
Sonnenbiihl-Genkingen

Pall Deutschland, Dreieich

Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach
H+P Labortechnik, OberschleiSheim
neoLab Migge, Heidelberg

Brooks Instrument, Veenendaal, NL
Sartorius, Géttingen

Biohit, Kéln

Brand, Wertheim

Gonotec, Berlin

Schirfe System, Reutlingen

M]J Research, Inc., USA

Nikon, Diisseldorf

Mettler-Toledo, Steinbach/TS
Mettler-Toledo, Steinbach/TS
Mettler-Toledo, Steinbach/T'S
Greiner, Solingen und Eppendorf,
Hamburg

Mettler-Toledo, Steinbach/TS
Mettler-Toledo, Steinbach/TS
Mettler-Toledo, Steinbach/T'S
Watson-Marlow, Rommerskirchen
Eppendorf, Hamburg
Forschungszentrum Jiilich, Jiilich
Millipore, Eschborn
Watson-Marlow, Rommerskirchen
Carl Roth, Karlsruhe

Walther, Wuppertal

BIW Isolierstoffe, Ennepetal
Brooks Instrument, Veenendaal, NL
Messer Griesheim, Krefeld

Heraeus Instruments, Hanau
Heraeus Instruments, Hanau

Lauda Dr. R. Wobser, Lauda

B. Braun Biotechnologie, Melsungen
Greiner, Solingen




190 Anhang
Verwendete Losungen
Bezeichnung Zusammensetzung
BSA-Losung 10% BSA in PBS, sterilfiltrieren
G418 Stammldsung: 100 mg/mL, Losung in Milli-Q-Wasser, sterilfiltrieren
und aliquotiert bei -20°C lagem
Hygromycin Stammldsung: 100 mg/mL, Losung in Milli-Q-Wasser, sterilfiltrieren
und aliquotiert bei 4°C lagern
Kristallviolett- 0,1 M Zitronensiure, 0,1% w/v Kristallviolett
Losung Losung in Milli-Q-Wasser
PBS Zehnfachkonzentrat: 1,37 M NaCl, 0,08 M Na,HPO4, 0,015 M KH,POy4,
(ohne Ca** /Mg™) 0,027 M KCl;
Zum Gebrauch Stammldsung 1:10 mit Milli-Q-Wasser verdiinnen, pH
auf 7,2-7,3 einstellen, autoklavieren.
PBS (A/T) PBS (pH 7,4), 1 mM Adenosin, 2 mM Theophyllin
PCR-Lyse-Puffer 100 mM Tris-Cl (pH 8,5), 5 mM EDTA (pH 8,0), 0,2 % SDS, 200 mM
NaCl, 100 pg/mL Proteinase K
Puffer fiir 5,1 g/L NaCl, 5,0 g/LL Na,HPO,,1,0 g/ NaH,PO,, 0,3 g/l Na-Benzoat,
Medien- 0,5 g/I. Na,-EDTA, 50 mg/L Genatmicin; pH 7,3 und 0,27 Osmol/kg
Analysatoren
Selektionsmedien M2-10B4 mod: IMDM, 10% FCS, 0,4 mg/mL G418, 0,06 mg/mL

Hygromycin
S1/S1: IMDM, 10% FCS, 0,8 mg/mL G418, 0,125 mg/mL Hygromycin

Zusammensetzung des P-LTC-Mediums

Bezeichnung Stamml&sung Anteil im Medium

McCoys 5a 68,80%
FCS 12,50%
HS 12,50%
Glutamin 200 mM 1%
Na Bicarbonat 1%
Na Pyruvat 1%
non ess AS 100x 0,4%
ess AS 50x 0,8%
Vitamin 1%
alpha Thioglycerol 0,02 M 0,5%
Hydrocortison 0,0002 M 0,5%
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Angaben zur PCR

Struktur der Primer

17a1 5°- AAT TTC AGC TGA CTA AAC A -3¢ ¢ =100 uM
1702 5“TTT AGT TAG GTG CAG TTA T -3¢ ¢=100 pM

(Hersteller: ARK Scientific, Frankfurt)
Die Primer werden vor der PCR mit sterilem Wasser 1:10 verdiinnt. Im n#chsten Schritt

kommen 10 nLL DNA dazu.

PCR-Master-Mix (Angaben fiir einen PCR Ansatz)

10x dNTP’s 2uL
10x PCR-Puffer (inklusive MgCl,) 10 pL
Primer 1701 (10 uM) 5uL
Primer 1702 (10 uM) 5uL
Steriles Wasser 67,2 uL

Summe 89,2 pLL

In jeden Ansatz kommen 10 uL DNA dazu und nach dem ,,Hot-start” 0,8 uL Polymerase.

Gesamtvolumen je Ansatz: 100 uL.

Protokoll der Amplifikation

1 Zyklus 94°C 2 min
30 Zyklen 94°C 60 sec
55°C 60 sec
72°C 2 min
1 Zyklus 72°C 10 min

Bis zur Weiterverarbeitung 4°C

Die PCR-Produkte werden mit 16 L 6fach DNA-Ladepuffer versetzt und 20 pL dieser
Mischung auf das Gel aufgetragen. Vom Marker werden 4 pL eingesetzt, die mit 7 pL Wasser
und 2,5 pL. 6xDNA-Ladepuffer (mit Bromphenolblau) vermengt auf das Gel aufgetragen

werden.
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Berechnung der Zellkonzentrationen auf Collagen-Triigern nach Triigerlyse

IN Réhrchen mit Stahlpartikeln nach Lyse, trocken — I Réhrchen = I Stahlpartikel nach Lyse (A 1 )

mit: m = Gewicht

M Stahlpartikel * 1,065 =m Collagentriiger (A2)
1,065 ist der Umrechnungsfaktor von Stahlpartikel nach der Lyse auf die unlysierten Triger

(1,065 g trockene Collagentriiger /g Stahlpartike}l nach Lyse)

Z

emmittelte Gesamtzellzahl der Probe =c ( A,3 )

m Collagentriiger, trocken

mit: Z =Zellzahl
¢ = Zelldichte (Zellen/g Tréger)

Berechnung der Zellkonzentrationen auf Collagen-Triigern nach Kristallviolettfirbung

1N Rohrchen (Triger/Kristallviolett, trocken) — 1 Rohrchen — v Kristallviolettlésung * 0. Kn‘stallviolenlasung) = I Collagentriger

(A4.)
mit: V = Volumen
o =Dichte

Die weitere Berechnung erfolgt wie unter A.3. beschrieben. = Dichte
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