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Kultivierungsstrategien fiir Stammzellen

Entwicklungen zur Bereitstellung von Zell- und Gewebestrukturen

fiir die regenerative Medizin

In den letzten Jahren hat das Interesse
an Stammzellen aus den unterschied-
lichsten ,,Quellen” stark zugenommen.
Die maglichen Einsatzgebiete und Ver-
wendungsmaglichkeiten dieser Zellen
sind weit gestreut. Zum einen hoffen
Forscher, Erbkrankheiten wie Alzheimer
und Parkinson mit Hilfe dieser Zellen
heilen bzw. lindern zu kiinnen. Zum
anderen werden Stammzellen im Be-
reich des Tissue Engineering eingesetzt,
wo sie auf 3 D Geriiststrukturen kiinstli-
che Gewebe bilden, die als Organtrans-
plantate dienen sollen.

Adulte Stammzellen- Definition und
Kultivierungsbedingungen

Adulte Stammzellen kiinnen aus verschie-
denen Gewebetypen isoliert werden.
Hiufig verwendete Quellen sind das Kno-
chenmark und das Fetigewebe. Hierbei
spielen vor allem die mesenchymalen
Stammzellen (MSC) eine grofBe Rolle. Seit
einiger Zeit werden MSC auch aus dem
Nabelschnurgewebe gewonnen.[1] Der
Vorteil von Stammzellen aus dem Fett-
und MNabelschnurgewebe liegt in ihrer
Verfiigharkeit. Zum Einen sind die fiir die
Isolation der Stammzellen notigen Men-
gen dieser Gewebe _verzichtbar® und
auch die Hiufigkeit der Stammzellen in
diesen Geweben ist im Vergleich zur Ver-
fiigharkeit und Zahl der Stammzellen im
Knochenmark hoch. Um einen internati-
onalen Standard zu bekommen, hat die
Internationale Society fiir zelluldre The-
rapie 2006 folgende Eigenschaften fiir
mesenchymale Stammzelle definiert; i)
Adhfirenz aufl Plastikoberflichen ii) Vor-
handensein bzw. Nichtvorhanden sein
bestimmter Oberflichenmarker iii) adi-
pogene, chondrogene, osteogene Diffe-
renzierbarkeit.[2]

Bei der Kultivierung von mesenchy-
malen Stammzellen in vitro sind drei
Punkte von Bedeutung: die Aufrechter-
haltung ihres Proliferationsvermigens,
die Fihigkeit der Differenzierung in un-
terschiedliche Gewebearten und die
Mbglichkeit die Zellen zu kryokonservie-
ren. Die Kryokonservierung von Zellen
ist unumgiinglich, wenn jederzeit Zell-
material zur Verfiigung stehen soll. Das
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Abb.: 1: Drehbettreaktor (Zellwerk, Oberkrimer)

Proliferationsvermigen von Stammzel-
len ist enorm wichtig, da bei einer Ent-
nahme von Stammzellen nur eine ge-
ringe Menge erhalten wird und diese vor
einer Einpflanzung in einen Kdrper in vi-
tro vermehrt werden miissen, um eine
ausreichende Menge zu erhalten. Durch
Zugabe von Wachstumsfaktoren (z.B. fb-
roblast growth factor 2) zeigen Stamm-
zellen bei der in vitro Kultivierung eine
erhithte Proliferationsrate. Allerdings hat
auch die Dichte der Zellen wihrend der
Kultivierung einen Einfluss auf die Proli-
feration. Zellen, die mit geringer Dichte
ausplattiert wurden, haben eine deutlich
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hihere Proliferationsrate als dicht aus-
plattierte Zellen.[3] Aufgrund der gerin-
gen Menge von Stammzellen im Korper
sind diese schwer von den anderen Zel-
len zu isolieren. Um die Proliferation der
mesenchymalen Stammzellen in  wviiro
aufrecht zu erhalten, ist es allerdings
wichtig die Zellen nach der Isolierung
aufzureinigen und eine miglichst homo-
gene Population von Zellen zu erreichen.
Dazu wurden verschiedene Verfahren



Abb.: 2: REM Aufnahme (2500x VergroBerung) von Fettstammzellen auf Spo-

ceram. Im Vordergrund sind Zellen, die in Poren des Sponcerams wachsen,

zu erkennen

entwickelt, die eine Proliferation der Zel-
len iiber einen langen Kultivierungszeit-
raum ermaglichen.[4] In Kultur besitzen
mesenchymale Stammzellen eine fibro-
blastoide Morphologie und wachsen im
Gegensatz zu himatopoetischen Zellen
adhiirent. Sie kiinnen somit durch mehr-
maliges komplettes Entfernen des Kul-
turmediums von den nichtadhirenten
Zellen getrennt werden.[5] Dennoch ist

eing unbegrenzte Kultivierung von MSC
bis heute nicht moglich.

Eine wichtige Strategie zur Expansion
der Zellen beruht auf der Kultivierung
der Zellen in Bioreaktoren. Zurzeit wird
in unserer Arbeitsgruppe ein spezieller
Drehbettreaktor (ZRP, Zellwerk, Ober-
krimer) eingesetzt, um die mesenchyma-
len Stammzellen kontrolliert zu expan-
dieren und gezielt osteogen zu
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Abb.: 3: Suspendierte Aggregate von ES- Zellen. Messbalken 1000 pm

differenzieren.[6] Hierzu werden die Zel-
len auf einem poriisem Geriistmaterial
aus Zirkoniumdioxid (Sponceram) iiber
einen lingeren Zeitraum in dem Dreh-
bettreakior kultiviert. Ziel dieser Kulti-
vierungsstrategie ist es, ein funktionelles
Gewebekonstrukt aus Zellen und Geriist-
material herzustellen, das im Idealfall als
Implantat in den Korper eingesetzt wer-
den kann. Abbildung 2 zeigt eine raster-

a 3 Since 1988, PepraTech has been focused on the development of
J_{. high quality cytokine products for life-science research. Today,
PeproTech is a world leader in supplying a wide-range of recom-
blnanl. cytokines and related proteins, their monoclonal, polyclonal
and biotinylated antibodies as well as ELISA development kits.
To keep up with current research and growing demands, we
have launched the development of a new line of animal-free recombi-
nant prateins, These proteins are produced in a dedicated animal-free

mammalian cell lines.

facility under strict animal-free conditions, therely minimizing po-
tential problems that might arise from the presence of trace amounts
of animal-derived contaminants, Our growing line of animal-free re-
combinant proteins currently includes 26 new products.

AMlso available from PepraTech is a new line of animal-free
Media Supplement Kits designed to improve the performance of se-
rum-free formulations in sustaining the viable cell growth of various

Animal-Free Proteins: Animal-Free Media Supplement Kits:
Human Heregulin-j1 Human KGF Human IL-16 Murine GM-CSF PeproGrow 1 - Hek-293 adheent, Hela, A349 cells
Hurman PIGF-1 Human VEGF Murine SCF Human TNF-Alpha PeproGrow 2 - NSO cells
Human IGF-I Human IL-2 Human GM-CSF Rat TPO
PeproGrow 3 - CH
Human PDGF-BB Human IL-3 Human SCF Human BDMNF i O
Human EGF Human IL-4 Human TPO Aminopeptidase
Human FGF-acidic Murine IL-4 Human Fl3-Ligand
Human FGF-basic Human IL-& Human M-CSF

For more information about our Animal-Free Products, visit our website: www.peprotech.com

-

BlOforum 5/2009 m 31



EEEN 7ELLKULTUR EmE®

elektronenmikroskopische (REM) Auf-
nahme von einem Sponceram-Zell
Konstrukt nach einer Kultivierung im
Reaktor.

Embryonale Stammzellen- Definition
und Kultivierungsbedingungen

Embryonale Stammzellen (ES- Zellen)
werden aus der inneren Zellmasse der
Blastozyste gewonnen und sind theore-
tisch unbegrenzt teilungsfihig weshalb
sie als permanente Zelllinien betrachtet
werden. Die erste Maus ES- Zelllinie
wurde im Jahr 1981 [7] isoliert, humane
ES- Zellen erst 1998 [8]. Die Kultivierung
von ES- Zellen ist technisch anspruchs-
voll, da sie eine natiirliche Eigenschaft
besitzen, auszudifferenzieren. Unter ge-
eigneten Kulturbedingungen kinnen sie
jedoch in einem undifferenzierten Zu-
stand gehalten werden. Diese Bedingun-
gen variieren zwischen verschiedenen
Spezies von ES- Zellen, Humane ES- Zel-
len miissen in der Regel mit sogenannten
Feederzellen ko-kultiviert werden. Fee-
derzellen sind primére Fibroblasten und
sezernieren eine Reihe won Zytokinen
und anderen teilweise noch nicht voll-
stindig identifizierten biologisch aktiven
Substanzen, die u.a. zum Erhalt der Plu-
ripotenz von humanen ES- Zellen dienen,
Fiir murine ES- Zellen hingegen ist be-
kannt, dass das Zytokin LIF (Leukemia
Inhibitory Factor) eine entscheidende
Rolle bei der Aufrechterhaltung der Plu-
ripotenz spielt und ES- Zellen unter fee-
derzellenfreien Bedingungen in Anwe-
senheit von LIF und Serum im
undifferenzierten Zustand kultiviert wer-
den kimnen [9] [10].

Aktuelle Forschungsarbeiten mit ES-
Zellen zielen darauf ab, Differenzie-
rungsprotokolle zu entwickeln, mit de-
nen eine effiziente Differenzierung zu
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Abb.: 4: KultivierungsgefiBe fiir Suspensionskulturen von ES- Zellen. A: CultiFlask 50 (Sartorius Stedim Biotech). B: Erlenmeyerkolben (VWR), C: Spinnerflasche (TCI)

nur einem bestimmten Zelltyp erreicht
werden kann. Hier ist von entscheiden-
der Bedeutung, dass neben _falsch® dif-
ferenzierten keinerlei undifferenzierte
Zellen zuriickbleiben, da letztere im
Spenderorganismus Tumore (Teratoma)
bilden kinnen. Ein weiterer Schwer-
punkt auf dem Forschungsgebiet mit ES-
Zellen liegt in der kontrollierten Vermeh-
rung von undifferenzierten ES- Zellen.
Hier werden standardisierte Kultivie-
rungsverfahren entwickelt, mit denen
grofe Mengen an undifferenzierten ES-
Zellen generiert werden kimnen, welche
dann in gleicher Qualitit fiir Differenzie-
rungsexperimente zur Verfligung stehen.

Suspensionskulturen von ES- Zellen

Ublicherweise werden ES- Zellen als ad-
hiirente Kulturen gefiihrt, wobei die Zel-
len entweder in Ko-Kultur mit Feederzel-
len oder feederzellenfrei auf Gelatine
beschichteten Oberflichen im pluripoten-
ten Zustand gehalten werden. Adhirente
Kulturen erreichen jedoch schnell ihre
Grenzen im Hinblick auf das scale-up.
Perfundierte und suspendierte Kultivie-
rungssysteme schaffen einerseits kontrol-
lierte Bedingungen (z.B. Sauersioff- und
pH- Gehalt) und erlauben eine einfachere
Durchfithrung von large scale Kultivie-
rungen, wie sie beniitigt werden, um ge-
zielt groBe Mengen undifferenzierter ES-
Zellen zu generieren. ES- Zellen haben
die Eigenschaft, nicht einzelzellig sondern
in Clustern oder Sphiren zu wachsen
(Abb. 3). Gewdhnlich werden Maus ES-
Zellen einzelzellig ins Medium ausgesiit,
waoraufhin sie im Verlauf der folgenden
Teilungen die charakteristischen Zell-
aggregate ausbilden. Form und Grile
dieser Zellsphidren hingen stark vom Sus-
pensionsbioreaktor bzw. von der Ge-
schwindigkeit und Art der mechanischen

Kriifte, die sie in Bewegung halten, ab.
Verschiedene Sorten von Suspensionssys-
temen konnen betrachtet werden; ausge-
hend von der statischen Petrischale iiber
die Spinnerflasche (wie sie liblicherweise
zur Kultivierung von suspendierten Pro-
duktionszelllinien eingesetzt wird), kann
der Einsatz von Erlenmeyerkolben und
Cultiflasks erwiihnt werden. Letztere un-
terscheiden sich in der Hinsicht von Spin-
nerflaschen, dass kein internes Rithrwerk
die Zellsuspension in Bewegung hiilt, son-
dern eine von auBen herbeigefithrte Orhi-
talbewegung das gesamte Kultivierungs-
gefdll in Dynamik versetzt. In unserem
Labor wurden all diese Systeme darauf-
hin getestet, wie gut sie sich dazu eignen,
ES- Zellen effizient in ihrem pluripotenten
Zustand zu expandieren. Dariiber hinaus
wurden Differenzierungsprotokolle wei-
ter entwickelt, mit deren Hilfe die Bildung
von sogenannten Embryoid Bodies (EBs)
ermiglicht werden. EB’s gelten als wich-
tige Ubergangsstufe im Verlauf der Diffe-
renzierung von ES- Zellen,
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