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1 Einleitung

1.1 Stammzellen

Als Stammzellen werden undifferenzierte Korperzellen bezeichnet die sich durch
Teilung selbsterneuern und gleichzeitig eine differenzierte Tochterzelle bilden. Diese
asymetrische Teilung ermdoglicht eine Beibehaltung der Stammzelleigenschaften bei
gleichzeitiger Generierung einer differenzierten Tochterzelle (Clevers 2005). Dabei
unterscheidet man Stammzellen je nach Differenzierungskapazitat zwischen toti-, pluri-
, und multipotent. Totipotent sind Zellen der Zygote aus denen samtliche Gewebe des
intra- und extraembryonalen Typs sowie die Keimzellen entstehen. Pluripotent sind
embroynale Stammzellen, die in Lage sind, Zellen der drei Keimblatter (Ektoderm,
Mesoderm und Endoderm) und Keimbahnen zu bilden. Multipotente Zellen sind auf die
Ausreifung genetisch determinierter Gewebe beschrankt und bilden schliel3lich die
ausdifferenzierten Zellen und Gewebe (Young and Black 2004). So werden
hamatopoetische Stammzellen (HSC) als multipotente Zellen definiert, da aus ihnen
alle Zellen des Blutes generiert werden. Einige dieser multipotenten Zellen bleiben
nach der Embryogenese erhalten und kdénnen sich als Vorlauferzellen nur noch
gewebespezifisch differenzieren und werden daher als ,lineage commited’ (festgelegt
auf eine Verwandtschaft) bezeichnet wie zum Beispiel Mesenchymale Stammzellen

des Knochenmarks.

1.2 Mesenchymale Stromazellen

Mesenchymale Stromazellen oder auch mesenchymale Stammzellen werden
gemeinhin als ,MSC‘ bezeichnet. MSC sind Stromazellen mit einem ungewohnlich
hohen Teilungs- und Expansionspotenzial. Sie kdnnen aus verschiedenen Organen
verschiedener Spezies gewonnen werden (Nardi and da Silva Meirelles 2006). Als
Hauptquellen beim Menschen dienen Knochenmark (Friedenstein, Gorskaja, and
Kulagina 1976; Pittenger 1999), und Fettgewebe (Zuk et al. 2002), und viele andere
Gewebe und Organe (da Silva Meirelles, Chagastelles, and Nardi 2006) wie z.B.

Nabelschnurblut von Neugeborenen. Erstmals beschrieben von Friedenstein et al.



1974 (Friedenstein et al. 1974), werden MSC durch ihr Wachstumsverhalten, die
Expression von  Oberflachenmarkern und ihrem  Differenzierungspotential
charakterisiert. So besitzen sie die Fahigkeit in unterschiedliches mesodermales
Gewebe zu differenzieren.
Eine Vielzahl von Publikationen verwenden das Akronym MSC als Bezeichnung fir
eine Zellpopulation gewonnen aus verschiedenen Quellen und mit unterschiedlichen
Eigenschaften. Horowitz und Kollegen begegneten dieser Inkonsistenz zwischen
Nomenklatur und biologischen Eigenschaften mit der Definition der zur verwendenden
Bezeichnung. So sollen mesenchymale Stammzellen nur als solche bezeichnet werden
wenn sie spezifische Stammzell-Eigenschaften besitzen. Wahrend fibroblastenahnliche
pastikadharente Zellen, ungeachtet ihrer Isolationsquelle, als mesenchymale
Stromazellen bezeichnet werden sollen. Das Akronym MSC soll flr beide gelten
(Horwitz et al. 2005).
Die ISCT (International Society for Cellular Therapy) schlug daraufhin folgende drei
minimale Kriterien vor, die fir multipotente, mesenchymale Stromazellen gelten sollten.
Demnach missen MSC:

1. Plastik-Adharent mit einer Fibroblasten ahnlichen Morphologie wachsen,

2. Ein definiertes Oberflachenmarkerprofil exprimieren (positiv fir CD73, CD90,

CD105 und negativ fir CD14, CD19, CD34, CD45 und HLA-DR),
3. in Adipozyten, Chondrozyten und Osteoblasten in-vitro differenzierbar sein
(Dominici et al. 2006).

Das Akronym ,MSC’ soll daher in dieser Arbeit als die Kurzform fur multipotente

mesenchymale Stromazellen verwendet werden.

1.3 Eigenschaften von MSC

MSC besitzen die Fahigkeit mit Zellen des adaptiven sowie des nativen Immunsystems
regulatorisch zu interagieren (Uccelli, Moretta, and Pistoia 2008; Dorronsoro et al.
2013). Dies konnte in-vitro (Nicola et al. 2002; Krampera et al. 2003; Meisel et al. 2004;
Zhang et al. 2004) als auch in-vivo (Katarina Le Blanc et al. 2004; Hackstein et al.
2015) in diversen Arbeiten nachgewiesen werden. So konnte von mehreren Gruppen
gezeigt werden, dass MSC einen immunmodulatorischen Effekt auf diverse
Immuneffektorzellen austiben, u.a. T-Zellen, B-Zellen und dendritische Zellen (Nauta
and Fibbe 2007; Shi, Liu, and Wang 2011; Hackstein et al. 2016). Dabei zeigte sich
das MSC bei entsprechenden Voraussetzungen sowohl anti- aber auch

proinflammatorische Immunantworten induzieren (Li et al. 2012). So scheinen MSC auf
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eine Anderung des Immunstatus im Kontext z.B. einer Infektion angepasst zu
reagieren, um eine Balance zwischen Immuntoleranz und Immunaktivierung zu
vermitteln (Auletta, Deans, and Bartholomew 2012). Darlber hinaus konnen MSC die
Wundheilung férdern in dem sie, einem Gradienten des Chemokin stromal cell-derived
factor-1 (SDF-1) folgend, in verletztes Gewebe einwandern und dort die Regeneration
unterstitzen (Chapel et al. 2003; Son et al. 2006).

1.4 T-Zellen und deren Funktion im humanen Immunsystem

T-Lymphozyten sind eine Untergruppe der Lymphozyten. Sie werden auch als T-Zellen
bezeichnet, wobei das ,T* fir Thymus den Ort ihrer Reifung steht. Sie exprimieren an
ihrer  Oberflaiche den sog. T-Zell Rezeptor (TCR), der mit dem
Haupthistokompatibilitdtskomplex (MHC Abkurzung far ,Major Histocompatibility
Complex’) von diversen Zelltypen interagiert. T-Zellen, die keinen Antigenkontakt
hatten und nicht aktiviert wurden werden als naive (nicht aktivierte) T-Zellen
bezeichnet. Nach Aktivierung werden sie gemeinhin in drei Subpopulationen eingeteilt:

CD4-positive T-Helferzellen (T-Zellen). Sie werden durch die Bindung des TCR
an den antigenprasentierenden MHC-II von antigenprasentierenden Zellen (engl.:
antigen-presenting cell, Abk. APC) aktiviert. So kénnen aktivierte Ty-Zellen humorale
sowie zellvermittelte Immunantworten induzieren. Diese Aktivierung fuhrt zur
Proliferation und Differenzierung der T-Zellen in Ty1- bzw. Ty2-Zellen, wobei die
Anwesenheit von Interleukin (IL)-12 und Interferon Gamma (INF-y) die eine
Differenzierung zu Ty1 Zellen foérdert, wahrend IL-4 und 1I-6 die Differenzierung zu Ty2
Zellen begunstigt. Die Gruppierung in Ty1 bzw. Ty2-Zellen ist durch die Sezernierung
verschiedener Zytokine bestimmt. So werden Tu-Zellen, die proinflammatorische
Zytokine wie INF-y, IL-2 und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) sezernieren zu Ty1 Zellen
zugeordnet. Entsprechend werden Ty-Zellen die antiinflammatorsiche Zytokine wie IL-
4, IL-5, IL-6, IL-10 und IL-13 erzeugen, dem Typ 2 zugesprochen (Mosmann et al.
1986).

CD8-positive T-Zellen die aufgrund ihrer Funktion als cytotoxische T-Zellen
(CTL, auch Killerzellen) betitelt sind, sie werden aktiviert durch die Erkennung von
Antigenen auf MHC-I aller kernhaltigen, kdrpereignen Zellen. Daraufhin kénnen CTL

z.B. virusinfizierte Zellen oder Tumorzellen detektieren und abtéten (Chaplin 2010).



Antigen

Aktivierung

Abbildung 1.1 Positive und negative Regulation der T-Zellaktivierung.

(A) Positive Regulierung: Aktivierung einer naiven T-Zelle durch die Bindung
eines vom Haupthistokompatibilitatskomplex (MHC Abkirzung fir ,Major
Histocompatibility Complex") prasentierten Antigens einer
antigenprasentierenden Zelle (APC) mit dem T-Zell Rezeptor (TCR) der naiven
T-Zelle. Co-Stimulation wird durch die Ligation von CD28 auf der T-
Zelloberflache mit B7 exprimiert von der APC erreicht. (B) Negative Regulation:
Die T-Zellaktivierung wird durch verschiedene Mechanismen negativ reguliert.
Die Ligation des zytotoxischen, T-Lymphozyten- assoziierten Proteins 4 (CTLA-
4) auf der T-Zelle mit B7 auf der APC verhindert kompetitiv die Aktivierung von
CD28, per Bindung mit B7 und dient so als co-inhibitorisches Signal in der
frihen Phase der T-Zellaktivierung. Ein spat-inhibitorisches Signal wird durch
die Ligation des programmierten Zelltods Protein 1 (PD-1) auf der T-Zelle mit
dem programmierten Zelltod-Ligand-1 (PD-L1) auf der APC erreicht. Adaptiert
aus: Sharma et al.(Sharma et al. 2011), 2011.

Regulatorische T-Zellen (Treg) sind durch die Oberflachenexpression von CD4
und CD25 sowie die Expression des Transkriptionsfaktors ,forkhead box protein 3°
(FoxP3) im Zellkern definiert. Durch die Limitierung der Aktivierung des Immunsystems
regulieren Treq die Selbsttoleranz desselben. So ist beschrieben dass Tgrey €ine
suppressive Funktion auf selbstreaktive T-Zellen austiiben um Autoimmunreaktionen zu
unterbinden (Wing and Sakaguchi 2010).

Obwohl fur die Aktivierung der T-Zellen eine Antigenbindung im TCR per MHC
essentiell ist, wird weitere Co-Stimulation bendtigt. Diese wird, per Bindung von CD28
auf einer naiven T-Zelle mit dem B7 Protein auf einer APC, als zusétzliche Aktivierung
der Proliferation und Zytokinausschittung der T-Zelle erreicht (Greenfield, Nguyen, and
Kuchroo 1998) (siehe Abbildung 1.1 (A)). Im Gegensatz dazu ist die T-Zell Aktivierung
Uber diverse Mechanismen, wie CD28/ CTLA-4, PD-1/ PD-L1 oder PD-1/ PD-L2 auch
negativ reguliert. So wird ,programmed cell death protein 1° (PD-1) von aktivierten T-
Zellen exprimiert (Keir et al. 2008). Eine Bindung von PD-1 an die Liganden
,orogrammed death-ligand 1 bzw. 2° (PD-L1/2) fuhrt zur Inhibierung der T-Zell-

Aktivierung (Freeman et al. 2000; Latchman et al. 2001). Auch die Ligation von B7 an



das CD28-Homolg ,cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4° (CTLA-4) hemmt die
T-Zell-Aktivierung (Krummel and Allison 1995) (siehe Abbildung 1.1 (B)). Analog dazu
wird CTLA-4 von T-Zellen nach deren Aktivierung auf Transkriptionsebene,
hochreguliert (Lindsten et al. 1993; Walunas et al. 1994).

Diese Mechanismen dienen der negativen Regulierung der T-Zell- Aktivierung. Eine
uberschieRende  Immunantwort kann so  eingeschrankt und  dadurch

Gewebeschadigungen sowie Autoimmunreaktionen verhindert werden (Pardoll 2012).

1.4.1 Modulation der T-Zell Proliferation durch MSC

Barthilomew et al. berichtete 2002 von einer suppressiven Funktion von MSC auf die
induzierte Proliferation von Lymphozyten (A. Bartholomew et al. 2002). Dies geschieht
durch Zell-Zell Kontakte (Tse et al. 2003; Sotiropoulou et al. 2006; Jiang et al. 2005)
aber auch durch Sekretion solubler Faktoren wie Zytokine, Chemokine oder Stickoxid
(Li et al. 2012)). Es wird angenommen, dass der ,fransforming growth factor (TGF)-31,
,hepatocyte growth factor* (HGF) (Nicola et al. 2002), Indoleamine 2,3-Dioxygenase
(IDO) (Meisel et al. 2004) und Prostaglandin E2(PGEZ2) (Aggarwal and Pittenger 2005)
von MSC sezerniert werden um inhibitorisch auf T-Zellen zu wirken. Diese Wirkung
konnte durch neutralisierende Antikérper gegen TGF-B1 und HGF wieder aufgehoben
werden (Nicola et al. 2002). Die immunmodulatorische Wirkung von MSC scheint kein
einseitiger Einfluss von MSC auf T-Zellen zu sein, sondern vielmehr eine
Wechselwirkung von Faktoren beider Zell Typen. So konnte gezeigt werden, dass
MSC die Prasenz des proinflammatorischen Zytokins INF-y bendtigen, um
immunsuppressive  Wirkung zu entfalten (Krampera et al. 2006). Damit
ubereinstimmend konnten MSC im INF-y Knock-out-Modell keine suppressive Wirkung
erlangen (Polchert et al. 2008). Es wird eine Wirkweise von INF-y durch die Erhéhung
der immunsuppressiven Mediatoren HGF, TGF-f1 und IDO diskutiert (Ryan et al.
2007). Mehr noch konnte die immunsuppressive Wirkung durch eine Vorbehandlung
von MSC mit INF-y gesteigert werden (Duijvestein et al. 2011). Daneben wirken MSC
suppressiv auf aktivierte Ty Subpopulation tGber den PD-1 / PD-L1 Signalweg (Luz-
Crawford et al. 2012). Die Autoren unterscheiden dabei eine MSC-vermittelte
Suppression auf Tyl Zellen Uber lésliche Faktoren, von einer Zell-Zell-Kontakt
abhangigen Suppression auf Ty17 Zellen.

MSC scheinen als ein Mediator der Immunbalance zu fungieren (Auletta, Deans, and
Bartholomew 2012). So vermindern sie die Expansion der Ty1/Ty17 Zellen sowie deren
Produktion von proinflammatorischen Zytokinen wie INF-y und IL-17 und bewirken eine

erhohte Ausschittung von antiinflammatorischen Zytokinen wie IL-4 (Krampera et al.



2003; Aggarwal and Pittenger 2005; Zappia et al. 2005) sowie IL10 (Gonzalez et al.
2009). Indem sie eine Nische fur Tgrey darstellen, haben MSC auch Einfluss auf die
Selbsttoleranz des Immunsystems. In Ko-Kultur mit MSC konnten Tgeg ihre suppressive
Funktion langer aufrechterhalten als Tgreg, die nicht mit MSC co-kultiviert wurden (Di
lanni et al. 2008).

Da MSC keinen MHC-II sowie keine co-stimulatorischen Moleklle wie CD80, CD86
oder CD40 (Pittenger 1999; Tse et al. 2003; Deans and Moseley 2000) exprimieren
werden sie nach Transplantation vom Empfangerorganismus nicht abgestolien
(Mackenzie and Flake 2001). Aufgrund der geringen Immunogenitat wurden MSC,
unabhangig der humanen Leukozytenantigen (HLA)-Kompatibilitdt (Katarina Le Blanc
et al. 2003) sowohl bei autolog als auch bei allogen Transplantationen eingesetzt (K Le
Blanc et al. 2003; Krampera et al. 2003).



1.5 Stammzelltransplantation und Graft versus Host Disease

Bei einer Vielzahl von Krankheiten des blutbildenden Systems, wie der akuten
Leukdmie, wird die hamatopoetsiche Stammzelltransplantation angewendet. Die
Transplantation erfolgt nach Zerstérung der Knochenmarkzellen des Patienten, z.B.
durch Chemotherapie, um diese zu ersetzen. Die dafiir bendtigten Stammzellen
kénnen aus dem Knochenmark, peripherem Blut (nach Mobilisierung aus dem
Knochenmark) oder aus dem Nabelschnurblut von passenden Spendern gewonnen
werden. Passende Spender werden aufgrund der Expression ihrer HLA Molekle
bestimmt. Diese sollte so ahnlich wie mdglich dem Expression-Profil des Patienten sein
um AbstolRungsreaktionen zu minimieren. Doch selbst passende HLA-Individuen
schliellen Beeintrachtigungen nicht aus. So hangt die Effektivitdt der Transplantation
auch von den Nebenhistokompatibilitdtsantigenen (MHA Abkdrzung fur ,Minor
histocompatibility antigens®), vom Alter des Patienten, der Quelle der Stammzellen und
dem Verwandtschaftsgrad von Spender und Empfanger ab (Kai and Hara 2003).

Die ,Graft-versus-Host-Disease’ ((GvHD) deutsch: Graft-versus-Host-Krankheit) ist eine
haufige Komplikation, die Patienten einer allogenen Stammzeltransplantation erleiden.
Dabei richten sich die im Transplantat enthaltenen T-Zellen des Spenders gegen den
Empfangerorganismus. Die Inzidenz eine GvHD zu erleiden reicht von 35-45%, in
Fallen einer HLA-identischen Spende bei Geschwistern, zu 60-80% fiir Patienten, die
Zellen eines nicht verwandten HLA-unpassenden Spenders erhalten (J. Ferrara et al.
2009). Es wird unterschieden zwischen der akuten GvHD, die innerhalb 100 Tage nach
Gabe des Transplantats auftritt und der chronischen GvHD, die nach dieser Zeit
entsteht (J. L. Ferrara and Deeg 1991). Die Entstehung der GvHD wird in drei
aufeinanderfolgende Phasen unterteilt. In Phase eins kommt es, aufgrund des
Konditionierungsregimes, zu Gewebeschadigungen, was Inflammationen und die
Aktivierung der APC des Patienten Uber Zytokine zur Folge hat. Dies aktiviert, in Phase
zwei, die transplantierten T-Zellen welches zu deren Proliferation und Migration fihrt.
Diese Aktivierung kann durch Tgreg und deren suppressiven Einfluss auf T-Zellen
abgeschwacht werden. So kommt es in der finalen Phase zu Zerstérung des Gewebes
im Patienten, vermittelt durch die aktivierten T-Zellen des Spenders (siehe Abbildung
1.2).
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Abbildung 1.2 Die drei aufeinanderfolgenden Phasen der Graft-versus-Host-Disease.
(A) Durch die bestehende Erkrankung und die Konditionierung fur die
Transplantation werden am Wirtsgewebe Schaden induziert, die die
Freisetzung proinflammatorischer Zytokine zur Folge haben. Dies aktiviert die
antigenprasentierenden Zellen (APC) des Wirts. (B) Die Interaktion der APC
des Wirts und der Spender T-Zellen induziert deren Aktivierung, Proliferation,
Differenzierung und Migration. Dies kann durch regulatorische T-Zellen (Treg)
abgeschwacht werden. (C) Eine Kaskade von zellularen und I8slichen
Entziindungseffektoren 16st die Apoptose von Zielzellen, die durch zytotoxische
T-Lymphozyten (CTL) vermittelt wird, aus. Zusatzlich fuhrt die Freisetzung von
Interferon gamma (IFN-y) durch T-Helferzellen (Th1) und bakterieller
Membranbestandteile wie Lipopolysaccharid (LPS), zur Aktivierung von
Makrophagen (M®). Dies fiihrt beides zur Entziindung und Zerstérung des
Zielgewebes. Adaptiert aus: Ferrara et al.(J. Ferrara et al. 2009), 2009.

Die am haufigsten von einer GvHD betroffenen Organe sind Haut, Leber und der
Gastrointestinaltrakt. Dabei werden 4 Subtypen, anhand der betroffenen Organe und
der Auspragung der Symptome, unterschieden (Glucksberg et al. 1974). Die
Behandlung der GvHD erfolgt durch Immunsuppressiva. Besonders Patienten, die ein
allogenes Transplantat eines nicht verwandten Spenders erhielten, bendtigen eine
intensive immunsuppressive Behandlung z.B. durch eine ex-vivo oder in-vivo-T-Zell-
Depletion (Pavletic et al. 2005; Slavin et al. 1998) oder der Blockade von T-Zell co-
stimulatorischen Signalwege durch Antikoper (Soiffer 2004; Guinan et al. 1999). Die
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etablierte GvHD wird durch die Gabe von Steroiden oder durch die extrakorporale
Photopherese behandelt (MacMillan et al. 2002; Greinix et al. 2006). Allerdings
sprechen nur ca. 50% der Patienten auf die Therapie mit Corticosteroiden an (Deeg
2007). Steroidrefraktare GvHD wird durch die Blockade der Januns Kinasen (JAK) 1/2
durch Antikorper (z.B. Ruxolitinib) behandelt (Spoerl et al. 2014). Da der JAK 1/2
Signalweg essentiell fur das T-Zell-Ansprechen ist, bewirkt seine Blockade reduzierte
Zytokinlevel und damit einhergehend verringerte GvHD-Symptomatik (Schindler, Levy,
and Decker 2007). Die Nebenwirkungen von Ruxolitinib sind Anamie,
Thrombozytopenie und Infektionen, begrindet durch die herbeigefiihrte
Immundefizienz (Verstovsek et al. 2012; Wysham, Sullivan, and Allada 2013).
Andererseits ist eine gerichtete Reaktion der transplantieren T-Zellen auf die malignen
Zellen des Patienten durchaus erwinscht, da der sogenannte ,Graft-versus-
Leukemia“-Effekt die Rezidivrate verringert. So kann tbermaflige GvHD Pravention, in
Form von Immunosuppression, zu héheren Infektionsraten und vor allem, zu erhéhten
Ruckfallraten fihren (Chalandon et al. 2006).

Da eine deutliche Zunahme der allogenen Stammzelltransplantationen und damit
einhergehend, die Inzidenz der GvHD in den kommenden Jahren erwartet wird,
werden neue Therapien intensiver erforscht. Eine mdgliche Anwendung in der
Behandlung der GvHD bieten mesenchymale Stammzellen (Katarina Le Blanc et al.
2008; Amorin et al. 2014; Ringdén et al. 2006).

1.6 Klinische Anwendung mesenchymaler Stammzellen
(MSC)

Durch ihr hohes, regeneratives Potential, das sich durch die angesprochene
Differenzierungskapazitat der Produktion von Wachstumsfaktoren sowie der Sekretion
von parakrinen Faktoren begrindet, sind MSC als Zelltherapeutikum Gegenstand
zahlreicher Klinischer Studien. MSC sind nach den blutbildenden Stammzellen die
derzeit am zweit7haufigsten therapeutisch eingesetzten Stammzellen beim Menschen.
Derzeit sind ca. 600 Studien in unterschiedlichen klinischen Phasen (Phase |, Il etc.)
registriert und decken ein grolRes Behandlungsspektrum ab
(http://www.clinicaltrials.gov (abgerufen am 20. Mai 2016)). Das Anwendungsspektrum
reicht dabei von Wundheilung bis zur Behandlung von Schlaganféllen, Diabetes, der
Regeneration von verletzten Geweben der Lunge, Leber, Niere und des Herzens sowie

der Bekampfung von Autoimmunkrankheiten (Wang, Qu, and Zhao 2012).



Basierend auf ihrem immunmodulatorischen Effekt behandelten 2004 Katarina Le
Blanc und Kollegen, in einem Heilversuch, einen Patienten der nach
Stammzelltransplantation unter einer schweren GvHD litt erfolgreich mit MSC (Katarina
Le Blanc et al. 2004). Daraufhin wurden MSC, in einer klinischen Phase-lI-Studie von
Le Blanc et al., erfolgreich zur Behandlung der Graft versus Host Disease (GvHD)
eingesetzt (Katarina Le Blanc et al. 2008). Als Folge davon wurden allogene MSC
mehrfach zur Therapie der steroid-refraktaren GvHD eingesetzt (Wang, Qu, and Zhao
2012). Betrachtet man die Vielzahl an publizierten Studien, allein fiir die Behandlung
der GvHD, die MSC als Zelltherapeutikum nutzen so fallt die hohe Varianz der
Kulturbedingungen der eingesetzten MSC auf. So werden MSC frisch, krykonserviert,
in unterschiedlicher Passagezahl und in unterschiedlichen Medienzusatzen (fetales
Kalberserum (engl.: fetal calf serum’, (Abk. FCS)), HPL (humanes Platichenlysat))
expandiert. Die gegebene Dosis variiert ebenso wie der Ursprung (Knochenmark,
Periphere MSC; allogene oder autologe Spende) aus dem die MSC gewonnen wurden
(Amorin et al. 2014). Die Konsequenz dieser Heterogenitat spiegelt sich in den
abweichenden Ergebnissen, die teilweise sogar gegenlaufig sind, wider. Eine
Vergleichbarkeit der Studien untereinander ist damit erheblich erschwert. Die bisher
einzige Phase-lll-Studie die MSC als Zelltherapeutikum bei GvHD einsetzte ergab
keinen Vorteil gegenlber der Kontrollgruppe (Martin et al. 2010).

Die Heterogenitat der bisher publizierten Studien, die MSC als Zelltherapeutikum
nutzen, hinsichtlich Kulturbedingungen wie Medium, Passagezahl, frische oder
kryokonservierte MSC aber auch der Ursprung aus denen MSC gewonnen werden,

wird als moglicher Grund fir die gegenlaufigen Resultate diskutiert (Galipeau 2013).
1.6.1 Expansion von MSC im Bioreaktor

Der geschatzte Anteil von MSC im menschlichen Knochenmark liegt bei ca.
0,001-0,01% an der Gesamtheit der nuklearen Zellen (Caplan 1994). Fur eine Dosis
werden 1-5 Mio Zellen pro kg Korpergewicht eingesetzt (Subbanna 2007). Somit ist ein
zuverlassiges, schnelles ex-vivo Expansionssystem erforderlich. Die begrenzte
Verflgbarkeit ist daher ein Hauptproblem in Bezug auf den klinischen Einsatz von
MSC. AufRerdem kann die klinische Wirksamkeit auf der Gabe von mehreren Dosen
beruhen, was eine umfangreiche Amplifikation voraussetzt, um ausreichend MSC zu
generieren. Die gegenwartige Methode zur Generierung von MSC in grof3er Anzahl ist
die Verwendung von Zellkulturflaschen oder Zellfabrik-basierten Methoden (Katarina
Le Blanc et al. 2008). Dazu werden hunderte von Flaschen bendtigt, um die

erforderlichen Zellzahlen zu erreichen. Diese Methodik ist sehr arbeitsaufwandig und
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verknUpft mit einer hohen Anzahl von Manipulationen an der offenen Flasche was die
Wahrscheinlichkeit einer Kontamination deutlich erhéht (Hanley et al. 2013). Weitere
Probleme bereiten dabei unter anderem die schlechte Skalierbarkeit sowie
Standardisierbarkeit, um MSC in klinischen Mal3stab zu generieren.

In dieser Arbeit wurden daher MSC, unter zu Hilfenahme des ,Quantum Cell Expansion
System’ expandiert. Das Quantum Cell Expansion System ist ein funktionell
geschlossener, automatisierter Bioreaktor, der adharente- sowie Suspensionszellen
kultiviert. Das Kultursystem ist aus einem mit Hohlfasern bestlickten Bioreaktor
aufgebaut, der wiederum Teil eines sterilen Schlauchkreislaufs fur den Austausch von
Medium und Gas ist. Es besteht die Mdglichkeit, Zellen im Innern der Hohlfasern
innerkapillar sowie an der Aullenseite, extrakapillar, zu kultivieren. Die Hohlfasern
bilden dabei auf der intrakapillaren Seite eine Flache von ca. 2,1 m? und ersetzen
damit 120 Zellkulturflaschen (a 175 cm?). Das System ist optimiert auf die Expansion
von adharenten Zellen in FCS-haltigem Kulturmedium (Startz, Vang, and Baila 2012).
Die Beschaffenheit der Hohlfasern ist so gewahlt, dass Nahrstoffe, Metabolite und
Gase leicht durch die Faser diffundieren kénnen, wahrend Proteine und gréler
makromolekulare Medium-Komponenten auf der intrakapillaren Seite verbleiben. Durch
den sogenannten ,Sample Port' ist eine sterile Probenentnahme des Mediums der
extrakapillaren Seite mdglich, um darin beispielsweise die Glukose- oder
Laktatkonzentration zu messen.

Typische Arbeitsschritte der Zellkultur wie Zellaussaat, Mediumwechsel, Ablésen und
Ernte von Zellen werden, kontrolliert vom System, durch Pumpen und automatisierte
Ventile, die die Flussigkeitsstrome durch das System lenken, durchgefihrt. Die
einzelnen Arbeitsschritte kdnnen dabei manuell definiert oder komplett automatisiert
durchgefuhrt werden. Die Verwendung von sterilen Schlauchscheiflgeraten ermoglicht
es, die funktionell geschlossene Einheit des Systems aufrechtzuerhalten. So ist es
moglich Beutel fur den Zu- und Abfluss von Medium zu verbinden und so die Zell-
Aussaat sowie Ernte steril durchzufiihren. Im Gegensatz zur klassischen Zellkultur in
Flaschen, ermoglicht der Bioreaktor kontinuierlichen Zufluss von frischem Medium, bei
aquivalentem Abfluss von verbrauchtem Medium. Dabei kann die gewahlte Zuflussrate
anhand der bestimmten Glukose und/oder Laktatwerte so gewahlt werden dass eine
optimale Versorgung der Zellen mit Nahrstoffen gewahrleistet ist.

Ein geschlossenes System, wie es der Bioreaktor bietet, ist dabei vorteilhaft, da es die
kontinuierliche Uberwachung der Produktionsprozesse durch in-Prozess-Kontrollen
ermoglicht. Diese spielen eine wichtige Rolle bei der Sicherstellung der Konsistenz und

der Qualitat von biologischen Arzneimitteln.
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1.7 Ziel der Arbeit

Die vielfache Verwendung von MSC in klinischen Heilversuchen und Studien (Katarina
Le Blanc et al. 2004; Wang, Qu, and Zhao 2012; De Becker and Van Riet 2015) flihrte
zu einigen vielversprechenden Resultaten, wahrend andere hinter den Erwartungen
zurtick blieben (Galipeau 2013). Diese Inkonsistenzen evozieren den Bedarf eines
standardisierten medizinischen Zellprodukts mit verlasslicher Effizienz. MSC werden im
Rahmen der Vorschriften in der Europaischen Union als Arzneimittel fir neuartige
Therapien (engl.: ,Advanced Therapy Medicinal Products‘, Abk. ATMP) klassifiziert
(Slaper-Cortenbach 2008). Die Europaische Arzneimittel-Agentur (engl.: ,European
Medicines Agency‘, Abk. EMA) hat daher spezielle angepasste Vorschriften
ausgegeben die die biologische Sicherheit und Wirksamkeit des Zellprodukts betreffen,
um einen optimalen Schutz zu gewahrleisten. Dabei soll das Zellprodukt nur minimale
Manipulationen ausgesetzt und das Kulturmedium sowie verwendete Reagenzien
humanen oder synthetischen Ursprung haben. Eine klinische Herstellung von MSC
muss daher gemal, der guten Herstellungspraxis (engl.: ,Good Manufacturing
Practice’, Abk. GMP) flr Arzneimittel durchgefiihrt werden (Bieback, Kinzebach, and
Karagianni 2011; Sensebé, Gadelorge, and Fleury-Cappellesso 2013).

Ziel dieser Arbeit ist es, ein Protokoll fur die GMP-gerechte ex-vivo Expansion fir MSC
zu etablieren. Dabei soll auf den Einsatz tierischer Komponenten und Produkte
weitestgehend verzichtet werden. Die so gewonnen MSC sollen charakterisiert und auf
ihr immunmodulatorisches Potential Uberprift werden. Eine Optimierung des
Expansionsprotokolls soll im Hinblick auf Funktionalitat und Sicherheit des Zellprodukts
vorgenommen  werden. Dabei sollen Einflussgroflen wie Passagezahl,

Krykonservierung und Bestrahlung Uberprtift werden.
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2 Material
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Tabelle 2.1

Losungen und Chemikalien

Liste der verwendeten Losungen und Chemikalien und deren Hersteller

Bezeichnung

Hersteller

RPMI 1640 Flissigmedium

Gibco life technologies

DMEM Flissigmedium

Biochrom GmbH

Fetales Kalberserum

PAN Biotech GmbH

Penicillin/Streptomycin (P/S) Pantec
Dimethyle sulfoxid (DMSO) Carl Roth GmbH & Co. KG
Trypanblau Lésung Sigma Aldrich

Phosphate buffered saline (PBS) Tabletten

Gibco (Invitrogen)

Aqua destillata (Aqua dest.)

Arium 611 VF, Sartorius AG

DAPI A1001

AppliChem

AnnexinV apoptosis detection kit

eBioscience

N(2)-L-alanyl-L-Glutamin (Dipeptamin®)

Fresenius Kabi

Heparin-Natrium 25000 I.E Injektionslésung

Ratiopharm GmbH

AB Serum

Eigenherstellung Transfusionsmedizin
GieRRen

HPL

Eigenherstellung Transfusionsmedizin
GieRen

Sodiumpyruvat 100mM

Gibco life technologies

Hepes (1M)

Gibco life technologies

nicht essentielle Aminosauren

Sigma—Aldrich

GlutaMAX 100x

Gibco life technologies

Ficoll-Paque Plus

GE Healthcare

0.25% Trypsin/EDTA

(Ethylendiamintetraessigsaure) Lésung

Gibco life technologies

5,6-carboxyfluorescein di-acetate N-

succinimidyl ester (CFSE)

Molecular Probes

Sytox

Life technologies

NH-AdipoDiff und NH-OsteoDiff Medium

Miltenyi Biotec GmbH

Silbernitrat - Losung 5 %

AppliChem GmbH

Colchicin Sigma—Aldrich
Natriumthiosulfatidsung 0,1 mol/l Carl Roth GmbH & Co. KG
Methanol Sigma—Aldrich
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2.2 Verbrauchsmaterial

Tabelle 2.2 Liste der Verbauchsmaterialien und deren Hersteller

Bezeichnung

Hersteller

Zentrifugenréhrchen, konisch, (15 mL, 50 mL)

Greiner Bio-One

Zellkulturflaschen (25 cm?, 75 cm?, 175 cm?)

Greiner Bio-One

Reaktionsgefale (0,5; 1,5; 2 mL)

Eppendorf AG

Pipettenspitzen; (10, 200, 1000 pl)

Sarstedt AG & Co.

Serologische Pipetten (1, 2, 5, 10, 25, 50 mL)

Sarstedt AG & Co.

Vakuum Filtersysteme 0,22um

Merck Millipore

Zellkulturplatte, 24 Vertiefungen

Greiner Bio-One

Parafilm M

Pechiney

Kryo-Réhrchen

Greiner Bio-One

FACS-Rohrchen

Sarstedt AG & Co.

Flouridmonovetten 05.1073 Sarstedt
In-Line Filter 200 Micron TerumoBCT
Waste Bag 4 L, Accessory Set TerumoBCT
Cell Inlet Bag 0,5 L, Accessory Set TerumoBCT
Cell Expansion Set TerumoBCT
Omnifix®-Einmalspritze (5; 20 ml Luer-Lock

Solo) B.Braun
Perfusor®-Spritze (50 ml) B.Braun
Mini-Spike B.Braun

Zellkulturschalen (35 mm, 145 mm)

Greiner Bio-One

Mr. Frosty™ Gefrierbehalter

Nalgene
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2.3 Gerate

Tabelle 2.3 Liste verwendeter Gerate und deren Hersteller
Bezeichnung Hersteller
WasserbadType 1003 GFL GmbH
Vortex REAX top Heidolph
Sicherheits-Werkbank class Il VFR 1006 clanLAF

Micro-Zentrifuge SPROUT

Heathrow Scientific

Mikroskop 10x40

Helmut Hund GmbH

Zentrifuge Rotina 420R

Andreas Hettich GmbH & Co.KG

Accu-jet pro Pipettierhilfe

Brand GmbH & Co.KG

Zahlkammer; Neubauer-improved

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG

HERACcell CO;, Inkubator

Heraeus

Eismaschine Ziegra ZBE 70-35

Ziegra Eismaschinen GmbH

Micro-Pipetten; (10, 20, 200, 1000 p)l

Gilson/Eppendorf

Schlauchversiegeler Composeal Mobilea Il

Fresenius Kabi

Steriles Schlauchschweiflgerat TSCD®II

TerumoBCT

Durchflusszytometer:
FACSCanto Il, FACSCalibur, LSR Il

BD Biosciences

X-Rad320iX Gamma Bestrahlungsgerat

Precision X-Ray

2.4 Verwendete Software

Tabelle 2.4 Verwendete Software

Bezeichnung

Hersteller

BD FACS DIVA, Vers. 6.0

BD Biosciences

FlowdJo, Vers.7.6.5

Tree Star, Inc.

GraphPad Prism, Vers. 5.01

GraphPad Software, Inc.

CellQuest Pro

BD Biosciences
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2.5 Zellkultur

Tabelle 2.5 Zusammensetzung des Kulturmediums fir PBMC (engl.: ,Peripheral Blood
Mononuclear Cell")

Kulturmedium PBMC/Co-Kultur

86 Vol.-% | RPMI 1640 mit L-Glutamine
10 Vol.-% | AB-Serum
1 Vol.-% | nicht essentielle Aminosauren (100x)
1 Vol.-% | Sodiumpyruvat (100 mM)
1 Vol.-% | Hepes
1 Vol.-% | Penicillin/Streptomycin

Tabelle 2.6 Zusammensetzung des Kulturmediums der mesenchymalen Stammzellen

Kulturmedium mesenchymale Stammzellen

87,9 Vol.-% | DMEM
10 Vol.-% | HPL
1 Vol.-% | Glutamax 100x
1 Vol.-% | Penicillin/Streptomycin
0,1% Vol.-% | Phenolrot
2Unit / mL | Heparin

Tabelle 2.7 Zusammensetzung des Einfriermediums

Einfriermedium

90 Vol.-% | Fotales Kalberserum
10 Vol.-% | Dimethyle sulfoxid (DMSO)

2.5.1 Humanes Plattchenlysat

Humanes Platichenlysat, von der Transfusionsmedizin Giessen bezogen, wurde aus
Thrombozytenspenden nach dem Protokoll von Schallmoser und Kollegen
(Schallmoser and Strunk 2009) hergestellt. Es wurden frische

Thrombozytenkonzentrate von 4 Einzelspendern gemischt.

16



2.5.2 GMP-konformes Zellkulturmedium

Bei Einsatz von GMP-konformen Medium wurde Glutamax durch 1% N(2)-L-alanyl-L-

Glutamin ersetzt. Es wurde kein Phenolrot zugesetzt und kein Penicillin/Streptoymcin

verwendet.

2.6 Antikorper

Tabelle 2.8 Verwendete Antikorper fir die Immunophanotypisierung von MSC

Bezeichnung Klon Hersteller
anti-CD14-PE- MoP9 BD Biosciences
anti-CD19-PerCp-Cy5.5 SJ25C1 BD Biosciences
anti-CD34-FITC 8G12 BD Biosciences
anti-CD45-PerCp-Cy5.5 3d1 BD Biosciences
anti-CD73-PE AD2 BD Biosciences
anti-CD90-APC 5E10 BD Biosciences
anti-CD105-APC 266 BD Biosciences
anti-HLA-DR-FITC B8.12.2 Immunotech
anti-lgG1-PE X40 BD Biosciences
anti-lgG1-PerCp-Cy5.5 X40 BD Biosciences
anti-lgG-FITC X39 BD Biosciences
anti-lgG1-APC X40 BD Biosciences

Tabelle 2.9 Verwendete Antikdrper fur den T-Zell Proliferationsassay

Bezeichnung Klon Hersteller
anti-CD3 purified HIT3a BD Biosciences
anti-CD28 purified CD28.2 BD Biosciences
anti-CD4APC-Cy7 RPA-T4 BD Biosciences
anti-CD8PE-Cy7 SK1 BioLegend
anti-CD45-PE HI30 BioLegend
anti-CD90-APC 5E10 BD Biosciences
anti-CD274-PE-Cy7 29E.2A3 BioLegend
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3 Methoden

3.1 Isolierung und Kultivierung von MSC

Knochenmark aus dem Beckenkamm und Spongiosastiicke aus Hiftoperationen
wurden von freiwilligen gesunden Spendern gewonnen, nachdem die Patienten ihr
schriftliches Einverstandnis gegeben hatten. Beide Eingriffe sind von der lokalen
Ethikkommission der Philipps-Universitat Marburg (Studien-Nr. 64/01 und 25/10)
zugelassen.

Zur Knochenmarkaspiration wurden mit 160 1.U. Heparin Antikoagulantium vorgeftillte
10 mL Spritzen verwendet.

Spongiosasticke wurden mit einer sterilen OP-Klemme in PBS zerdrickt und das
Gemisch durch ein 70 pm Filter gegeben. Das gewonne Filtrat wurde einer
Dichtegradzentrifugation  unterzogen. Knochenmarkaspirat wurde direkt der
Dichtegradzentrifugation zugefuhrt. Die so gewonnenen Mononukledren Zellen wurden
von Erythrozyten per Lyse befreit und anschlieBend in PBS gewaschen und in Medium
resuspendiert. Flr eine Expansion in Plastikflaschen wurden das Zellgemisch in einer
Dichte von 5.000 Zelle / cm? ausplattiert und in einem CO, — Inkubator bei 37 °C
kultiviert. Nach 48h wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt, um nicht adharente Zellen
zu entfernen. Im Folgenden wurde das Medium alle 3-4 Tage ausgetauscht, bis eine
Konfluenz von 80% erreicht wurde. Zur Ernte der Zellen wurde das Medium entfernt,
mit PBS gewaschen und die Flasche mit Trypsin/EDTA fir 5min bei 37 °C inkubiert.
Die so gewonnen Zellen wurden mit einer Dichte von 5.000 Zellen / cm? in eine
entsprechende Anzahl Zellkulturflaschen ausgesat und die Passagennummer um eins
erhoht. Die so vorangereicherten Zellen wurden in Passage 1-4 fir Versuche

verwendet.
3.1.1 Kryokonservierung und Auftauen von MSC

Mit Trypsin abgeldste Zellen wurden in PBS gewaschen und im Einfriermedium
eingefroren. Dazu wurden 1*10° Zellen in 1,5 ml Einfriermedium (siehe Tabelle 2.7)
resuspendiert, in Kryo-Réhrchen pipettiert und umgehend in einen Einfriercontainer bei
-80°C verbracht. Dieser ermdglicht ein schonendes Einfrieren durch schrittweises
Absenken der Temperatur um 1°C pro Minute. Nach 24h wurden die Roéhrchen in

flissigem Stickstoff gelagert.
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Zum Auftauen der Zellen wurden die Kryo-Réhrchen im Wasserbad bei 37°C inkubiert.
Sobald das Einfriermedium begann fllissig zu werden, wurde es in ein Réhrchen mit
vorgewarmtem Kulturmedium verbracht, anschlielend umgehend mit PBS gewaschen

und fur Versuche verwendet.

3.2 Expansion von MSC im Bioreaktor

]
Celllnlet Bag |
‘Attachment ]

Abbildung 3.1 Aufbau der Hohlfasern und Hydraulisches Layout des Quantum Cell Expansion
Systems.
Links: pordse Hohlfasern im Querschnitt mit einer PorengréRe von < 10nm,
Rechts: Schematische Darstellung des extrakapillaren in blau sowie des
innerkapillaren Mediumkreislaufs in Rot. GTM bezeichnet das zur Begasung
des Mediums verbaute Gastransfermodul. Es sind in Gruin diverse Ventile sowie
diverse Peristaltik - Pumpen als schwarze Kreise dargestellt. Pfeile geben die
Pumprichtung des Mediums an. ©Terumo BCT

Zur GMP-gerechten Expansion von MSC wurde das Quantum Cell Expansion System
von TerumoBCT verwendet. Dieses Gerat ermdglicht es Routineaufgaben der
Zellkultur, wie Aussaat, Mediumzugabe, Ablosen sowie Ernte der Zellen automatisiert
durchzufiihren (siehe Tabelle 3.1). Diese werden aufgrund des Gerateaufbaus als
geschlossenes System steril durchgefuhrt. Als zentrales Element dient im Cell
Expansion Set der Bioreaktor, welcher pordse Hohlfasern beinhaltet, die zusammen
einer Oberflache von 21.000 cm? entsprechen. Dieser Reaktor verfugt Uber 2
Mediumkreislaufe: Einen innerkapillaren, durch die Faser hindurch, sowie einen
extrakapillaren der an der Aulenseite der Faser vorbei verlauft, wobei die Zellen auf
der innerkapillaren Seite kultiviert werden (siehe Abbildung 3.1). Die Versorgung der
Zellen wird durch Medium aus Beuteln gewahrleistet welche, ebenso wie verbrauchtes
Medium im Abfallbeutel, steril per Schlauchschweilgerat an die entsprechende Leitung

des Cell Expansion Set angeschweil3t bzw. abgeschweil3t werden (siehe Abbildung
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3.2). Eine ausreichende Begasung der Zellen wird durch ein Gastransfermodul
gewahrleistet, welches das Medium mit Gas versetzt.

Einen Tag vor Beladung des Bioreaktors mit Zellen oder Knochenmarkaspirat wurde
das Cell Expansion Set in das Gerat installiert und mit PBS vorgeflllt. Um den Zellen
eine Matrix zum Anwachsen zu bieten, wurden die Hohlfasern des Reaktors mit 5 mg
Fibronektin nach Herstellerangaben, Uber Nacht ausgekleidet. Der Cell Inlet Bag, der
vorangereicherten Zellen oder Knochenmarkaspirat enthielt, wurde dann mit MSC
GMP Medium auf 100 mL Volumen aufgeflllt, steril per Schlauchschweil3gerat an den
Zellschlauch verbunden und per automatischer Funktion in den Bioreaktor geladen.
Nach 48h wurde ein kompletter Mediumwechsel durchgefihrt, um ungewollte Zellen
(z.B. Erythrozyten oder nonviable Zellen) zu entfernen. Die Versorgung der Zellen mit
Medium wurde durch einen kontinuierlichen Mediumfluss gewahrleistet. Dieser betrug
initial 0,1 ml/ min und wurde Anhand von Messungen des Laktat sowie Glukosewerts
im Medium schrittweise erhoht. Bei Erreichen eines Laktatwertes von 5 mmol/L
und/oder Unterschreiten einer Glukosekonzentration von 70 mg/dL wurde die
Zuflussrate verdoppelt Tabelle 3.2. Dazu wurden regelmaflig Mediumproben uber
einen Sample Port steril per 5 mL Luer-Lock Spritze aspiriert. Bei Erreichen einer
definierten Zuflussrate wurde am darauffolgenden Tag die Zellernte eingeleitet (siehe
Tabelle 3.2). Zur Abldsung der Zellen von der Oberflache wurde ein mit 180 mL 0,25%
Trypsin/EDTA Ldsung vorgefiliter Cell Inlet Bag an den Reagenzschlauch geschweilft
und der Bioreaktor automatisiert beladen. Nach 4-6 mindtiger Inkubation wurden die
abgeldsten Zellen mit Hilfe von 500 mL Medium in den Erntebeutel gespllt und flr

weitere Versuche verwendet.
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Abbildung 3.2 Quantum Cell Expansion System. Links in der AuRenansicht.
Erkennbar ist das Touchpad mit Status Menu sowie der am Beutelhalter
hangende Medium-, Abfall- und Erntebeutel. Rechts das Cell Expansion Set mit
Bioreaktor im installierten Zustand. ©Terumo BCT
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Tabelle 3.1

FlieRschema der MSC Expansion im Bioreaktor

Prozess Ablauf Zeit
Vorbereiten des - Einsetzen des Cell Expansion Sets
Bioreaktors - Priming des Cell Expansion Sets mit
PBS Tag -1
- Coating des Bioreaktors mit
(Tag vor
Fibronektin
Beladung)

- DMEM-Medium mit 10% HPL
herstellen und 50ml in Cell Inlet Bag

fur Beladung vorbereiten

Vorbereiten des

- Mediumbeutel an System anschweil}en

Bioreaktors - Uberschiissiges Fibronektin mit Tag 0
Medium auswaschen

Bioreaktor beladen Knochenmarkaspirat in Cell Inlet Bag (CIB)

uberfuhren und in Bioreaktor infundieren
Tag 0

Zelladharenzphase Ermoglicht MSC das Anwachsen an die
Fibronektin-Matrix (48h)

Ausspullen des Systems | Entfernen von unerwiinschten nicht- Tag 2

mit Medium adharenten Zellen (z.B. Erythrozyten)

Zellexpansionsphase Probenentnahme aus Sample Port zur
Uberwachung des MSC- Wachstums per
Bestimmung der Glukose- bzw. _
Laktatkonzentration jlzhe Tabelle
Verdopplung der Inlet-Rate wenn -
Glukosekonzentration <70 mg/dl und/oder
Laktatkonzentration >5 mmol/L

MSC-Kultivierung wenn Inlet-Rate 0,8 ml/min

beenden

Ernte der MSC - 180 mL 0,25% Trypsin/EDTA L&sung

in CIB Uberflhren Tag nach

- Medium mit PBS aus System spiilen Verdopplung

- Trypsin/EDTA Lésung in System
infundieren

- Inkubation um MSC abzulésen

- Nach 4-6min Stoppen der

enzymatischen Reaktion durch

Zufiihren von Medium

der Inlet-Rate

auf 0,8 ml/min
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Tabelle 3.2 Laktat bzw. Glukosekonzentrationsabhanige Zuflussrate sowie
Probenentnahmeplan

Zuflussrate Probenentnahme

an Tag 3 und 5 Laktat- und

Glukosekonzentrationsbestimmung im

Start

0,1 ml/min = 144 ml/d
Medium

Glukosekonzentration <70 mg/dl und/oder Laktatkonzentration >5 mmol/L

tagliche Laktat- und
Zuflussrate verdoppeln:

Glukosekonzentrationsbestimmung im
0,2 ml/min = 288 ml/d

Medium

Glukosekonzentration <70 mg/dl und/oder Laktatkonzentration >5 mmol/L

tagliche Laktat- und
Glukosekonzentrationsbestimmung im
Zuflussrate verdoppeln Medium

Schema fortsetzen bis Zuflussrate auf 0,8

ml/min verdoppelt wird

Ernte fur darauffolgenden Tag initiieren

3.3 T-Zell Proliferationsassay

Um die Auswirkungen von MSC auf die Proliferation von T-Zellen zu testen, wurden
PBMC / MSC Ko-Kultur Experimente durchgefiihrt. Zu Beginn wurden MSC in 24 Well
Platten ausgesat, um diese anwachsen und aquilibieren zu lassen. Nach 24h folgte die
Zugabe von 1*10° frischen PBMC, die zuvor mit 1uM CFSE, fiir 10 min bei 37°C im
Dunkeln, gefarbt wurden. Die Proliferation der PBMC wurde mit je 0,1 ug / ml CD3 und
CD28 Antikdrper induziert. Nach einer Inkubation von 5 Tagen in PBMC/Co-
Kulturmedium (siehe Tabelle 2.5) im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, wurden die
PBMC mit monoklonalen Antikérpern gegen CD4 und CD8 gefarbt. Fur die Farbung
wurden die PBMC mit PBS gewaschen und nach Zugabe von AB-Serum zur
Unterbindung unspezifischer Bindungen der Antikdrper fur 30 min bei 4°C inkubiert.
Vor der Messung am Durchflusszytometer wurde zur Detektion von toten Zellen Sytox
Farbstoff hinzugegeben. Die CFSE Intensitat wurde auf CD4+ und CD8+ Zellen per
FACSCanto Il Durchflusszytometer mit BD FACS DIVA, Vers. 6.0, gemessen. Weitere
Analysen wurden mit FlowJo, Vers.7.6.5 und GraphPad Prism, Vers. 5.01
durchgeflhrt.
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3.3.1 Versuchsdurchfiihrung CFSE Farbung:

. Wasserbad auf 37°C erhitzen

. PBMC in PBS aufnehmen (5x10° PBMC / ml)

. Reaktionsgefald mit Alufolie umwickeln

. CFSE (1uM Endkonzentration) zugeben

. 10min ins Wasserbad stellen (37°C)

. Lésung bei 500g fir 5min  zentrifugieren, anschlieRend Uberstand
dekantieren

. Pellet in 37°C warmen PBMC Medium (1x10° PBMC / ml) resuspendieren

. 15min ins Wasserbad stellen (37°C)

. Losung bei 500g fir 5min zentrifugieren, anschlieBend Uberstand
dekantieren

. Pellet in 37°C warmen PBMC Medium (1x10° PBMC / ml) resuspendieren

3.3.2 Versuchsdurchfiihrung Antikorper Farbung:

. PBMC in FACS Tube pipettieren. Dabei eventuelle Cluster durch Auf und
Ab-pipettieren vereinzeln

. Lésung bei 500g fir 5min zentrifugieren, anschlieRend Uberstand
dekantieren

. Pellet in 1 ml PBS resuspendieren

. Lésung bei 500g fir 5min  zentrifugieren, anschlieBend Uberstand
dekantieren

. 10 ul AB Serum hinzugeben

. Antikdrper hinzugeben und kurz durchmischen

. 30 min auf Eis im Dunkeln inkubieren

. 1 ml PBS hinzugeben

. Lésung bei 500g fir 5min zentrifugieren, anschlieRend Uberstand
dekantieren

. Pellet in Restvolumen resuspendieren

. Messung per Durchflusszytometrie

3.3.3 CD274 Expression auf MSC in Ko-Kultur

Zur Detektion der CD274 (PD-L1) Expression auf MSC im T-Zell Proliferationsassay

wurden diese, analog zu den gemessenen PBMC, nach Ende des T-Zell
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Proliferationsassays (siehe Abschnitt 3.3), mit monoklonalen Antikérpern gegen CD45,
CD90 und CD274 gefarbt (Durchfihrung wie in Abschnitt 3.3.2 beschrieben )und nach

Zugabe von Sytox am FACS gemessen.

3.4 Differenzierungen von MSC

3.4.1 Adipogene Differenzierung

Die Differenzierung in adipogene Zellen wurde mit Hilfe des NH-AdipoDiff Media von
Mitltenyi nach Anleitung des Herstellers durchgefuhrt. Dazu wurden 8.500 Zellen pro
cm? in 35 mm Zellkulturschalen mit NH-AdipoDiff-Medium ausgesat und im
Brutschrank bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Alle 3-4 Tage wurde ein Mediumwechsel
durchgefiihrt. Nach 18-21 Tagen und Bildung der typischen Lipidtrépfchen wurden die
Zellen mit 0,5% Oil-Red O Lésung fur 20 Minuten gefarbt. Schlie3lich wurde nach dem
Abwaschen der Farbelosung Aqua dest. auf die Zellen gegeben und die Farbung unter

dem Lichtmikroskop fotografiert.
Vorgehensweise:

e Zellsuspension mit 7,5x10* MSC in 1,5 ml NH-Adipo Diff herstellen

o Zellsuspension in eine kleine Zellkulturschale (35 mm) pipettieren

e Feuchte Kammer herstellen: Dazu 2- 3 kleine 35mm-Zellkulturschalen mit 1,5
ml sterilem Aqua dest beflillen. Diese unverschlossen zusammen mit den
Proben in eine groRe Zellkulturschale (145 mm) stellen.

e Verschlossene, grofde Zellkulturschale bei 37°C und 5% CO, inkubieren

e Alle 3 Tage das NH Adipo Medium wechseln

e Nach ca. 3 Wochen Kultur Zellen Anfarben und Auswerten

o Dazu eine 0,5% Oil red O Losung mit Isopropanol herstellen

e Medium aus Zellkulturschale komplett entfernen

e 2 x mitjeweils 2 ml PBS waschen

e PBS komplett entfernen

e 2 ml Methanol hinzufigen

e 5 Min. inkubieren lassen

¢ Methanol komplett entfernen

e 2 x mitjeweils 2 ml Aqua dest. waschen

25



e 1,5 ml 0,5% Oil Red O Ldsung mit 1 ml Aqua dest. mischen und 2 ml der
Ldsung in Kulturschale pipettieren

e 20 Min. bei RT auf einer Schittelplattform inkubieren

o 2 x mit jeweils 2 ml Aqua dest. waschen

e Aqua dest. komplett entfernen

e 300 pl Aqua dest. je Schale pipettieren, um die Zellen feucht zu halten

o Differenzierung sofort durchfiihren.
3.4.2 Osteogene Differenzierung

Die osteogene Differenzierung der Zellen wurde in 35 mm Zellkulturschalen mit 5.000
Zellen pro cm? in NH-OsteoDiff Medium durchgeflihrt. Nach einer 10-15 tatigen
Inkubation im Brutschrank (37°C, 5% CO,), bei 2-3 tagigen Mediumwechseln, wurden
die Zellen mit Aceton/Methanol (1:1) fir 5 min bei -20°C fixiert. Anschlielend wurde
eine von Kossa-Farbung (Meloan and Puchtler 1985) der extrazellularen Kalziummatrix
durchgefuhrt, indem die Zellen mit 5 % Silbernitrat - Losung fur 20 min auf einer
Schuttelplattform bei RT inkubiert wurden. Nach Absptlen der Farbeldsung mit PBS

wurde die Farbung per Lichtmikroskop dokumentiert.
Vorgehensweise:

e Zellsuspension mit 4,5x104 MSC in 1,5 ml NH-Osteo Diff herstellen

e Zellsuspension in eine kleine Zellkulturschale (35 mm) pipettieren

e Feuchte Kammer herstellen: Dazu 2- 3 kleine 35mm Zellkulturschalen mit 1,5
ml sterilem Aqua dest befiillen. Diese unverschlossen zusammen mit den
Proben in eine grofRe Zellkulturschale (145 mm) stellen.

e Verschlossene, grofde Zellkulturschale bei 37°C und 5% CO, inkubieren

e Alle 3 Tage das NH Osteo Medium wechseln

e Nach ca. 10 Tagen Kultur Zellen anfarben und auswerten

o Dazu 5%iger Silbernitratlésung herstellen

e Medium aus Zellkulturschale komplett entfernen

e 2 x mitjeweils 2 ml PBS, waschen

e PBS komplett entfernen

e Zellen mit -20°C kaltem Methanol bedecken

e 5 min bei -20°C inkubieren

¢ Methanol entfernen und mit 2 ml Aqua dest. waschen
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e mit 5%iger Silbernitratidsung bedecken und maximal 10 min unter UV- Lampe
stellen

e mit 2 ml Aqua dest. waschen

e 2 min mit 5%iger Natriumthiosulfatlésung fixieren

¢ Natriumthiosulfatldsung entfernen und 2x mit Aqua dest. spllen300 ul Aqua
dest. je Schale pipettieren, um die Zellen feucht zu halten.

o Differenzierung sofort durchfihren.

3.5 Bestrahlung von MSC

Zur Testung des Einflusses von y-Strahlung auf Vitalitat, Proliferation und die T-Zell
supprimierende Eigenschaft auf MSC, wurden diese mit verschiedenen Dosen
bestrahlt.

3.5.1 Vitalitatstestung nach Bestrahlung

Um den Einfluss von y-Strahlung auf Vitalitdt und Apoptose auf MSC zu Uberprifen,
wurden 5.000 Zellen / cm? in T-25 Zellkulturflaschen ausgesat und mit 0, 30, 90, 180
und 240 Gray bestrahlt. Nach Bestrahlung mit dem Gerat X-Rad320iX wurden die
Proben fir 3 Tage im Brutschrank (37°C, 5% CO.,) inkubiert. AnschlieRend wurden die
Zellen, nach Ablosen aus der Flasche und Waschen in PBS, fir 15min bei RT mit
AnnexinV (annexinV apoptosis detection kit) angefarbt. Nach Zugabe von DAPI

wurden die Proben umgehend per Durchflusszytometer (LSR Il) gemessen.
3.5.2 Proliferation nach Bestrahlung

Vor Bestrahlung wurden die Zellen mit CFSE, analog wie in Abschnitt 3.3 aufgeflihrt
markiert und in T-25 Zellkulturflaschen mit 5.000 Zellen/ cm? ausgesat. Danach wurden
die Ansatze mit den Dosen 0, 30, 60, 90 und 120 Gray bestrahlt. Als
nichtproliferierende Kontrolle dienten Zellen, deren Kulturmedium mit 1mM Colchicin
versetzt wurde. Colchicin hemmt als Gift der Herbstzeitlosen (Colchicum autumnale)
die Mitose. Die in T-25 Zellkulturflaschen bestrahlten Zellen wurden fur 7 Tage im

Brutschrank inkubiert.
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3.5.3 T-Zell supprimierende Eigenschaft nach Bestrahlung

Die in den Dosen 0, 30 und 60 Gray bestrahlten MSC wurden fir den T-Zell
Proliferationsassay wie in Abschnitt 0 beschrieben verwendet. Als einziger Unterschied

zur beschriebenen Methode wurden bestrahlte MSC in die 24 Well-Platte verbracht.

3.6 MSC unter Hypoxie Bedingungen

Zur Testung des Einflusses von Hypoxie Konditionen auf das Wachstum und die
T-Zell-supprimierende Kapazitat von MSC wurden diese mit 5% O, im Brutschrank
begast. Dieser Zustand wurde als Hypoxie definiert. Im Gegensatz dazu wurden
normoxische Bedingungen als 21% O, Gasanteil in der Begasung festgelegt (siehe
Tabelle 3.3).

Tabelle 3.3 Normoxie und Hypoxie Bedingungen

Gasanteil (%) Normoxie Hypoxie

0, 21

CO, 5

N, 74 90

3.6.1 Proliferation von MSC unter Hypoxie Bedingungen

Zur Analyse der Proliferation wurden 3.000 MSC / cm? unter Hypoxie und Normoxie
Bedingungen inkubiert. Nach 3 Tagen oder Erreichen von 80% Konfluenz, wurden
sowohl die MSC unter Normoxie als auch die Zellen, die unter Hypoxie kultiviert
wurden, geerntet. Nach Anfarben mit Trypanblau wurden die lebenden Zellen mit Hilfe
eines Hamozytometers gezahlt. Dieses Vorgehen wurde fur weitere 5 Passagen
fortgeflhrt.

3.6.2 T-Zell suppressives Potential von Hypoxie kultivierten MSC

MSC aus Hypoxie- und Normoxie-Kulturen wurden in dem im Abschnitt 3.3
beschriebenen T-Zell Proliferationsassay auf ihre T-Zell supprimierenden

Eigenschaften getestet.
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3.7 Durchflusszytometrische Charakterisierung von MSC

Zur Analyse der Oberflachenmarker Expression von MSC wurden sowohl Zellen aus
Normoxie- als auch Zellen aus Hypoxie-Kulturen, nach 7-tagiger Kultur im Brutschrank,
per Durchflusszytometrie gemessen. Hierfur wurden die Proben 30 min bei 4°C mit
Antikoérper gegen CD14, CD19, CD34, CD45, CD73, CD105, CD90 und HLA-DR (siehe
Tabelle 2.8) angefarbt (siehe 3.3.2), anschlieRend mit PBS gewaschen und
resuspendiert. Die Proben wurden mit Hilfe eines Durchflusszytometers
(FACSCalibur), ausgestattet mit 4 Farben und der Software CellQuest Pro, gemessen.
Als Negativkontrollen wurden die Isotypen-Klone der entsprechenden Antikdrper
verwendet (siehe Tabelle 2.8). Die erhaltenen Daten wurden mit Hilfe der Software

FlowJo analysiert.

3.8 Statistik

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte angegeben. Die Standardabweichung wurde aus
unabhangig durchgefuhrten Experimenten berechnet. Statistische Analysen zur
Berechnung der Wahrscheinlichkeit von Unterschieden wurden mit Hilfe des Student’s
t-test oder der einfaktoriellen Varianzanalyse, mit nachgeschaltetem Bonferroni-Test,
unter Verwendung der Software GraphPad Prism Vers. 5.01, durchgefiihrt. P-Werte

von < 0,05 < 0.01, und < 0.001 wurden als signifikant erachtet.
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4 Ergebnisse

4.1 Expansion von MSC im Bioreaktor

Es wurde der Einfluss des Bioreaktors auf Vitalitat, Wachstumsrate, Phanotyp und
Suppressions-Potential der MSC Uberpriift.

Zur Kontrolle der Proliferation der MSC wurden, ab Beginn der Expansion, Laktat
sowie Glukosewerte im Medium bestimmt. Diese sollen als Indikator fir das Wachstum
der Zellen im Reaktor dienen. Abbildung 4.1 zeigt die Entwicklung der Laktat- und
Glukosewerte einer exemplarischen Expansion. Erkennbar sind der typische,
ansteigende Verbrauch von Glukose und die daran gekoppelte Laktatentstehung,

anhand des gegensatzlichen Verlaufs beider Kurven.
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Abbildung 4.1 Exemplarischer Verlauf der Lakatgeneration sowie des Glukosekonsum
wahrend der Expansion von MSC im Bioreaktor.
Der Konsum von Glukose verlauft gegensatzlich zur Laktatentstehung. Die
Pfeile markieren den Zeitpunkt der jeweiligen Verdopplung des
Mediumzuflusses. Adaptiert aus Nold et al., 2012
In Tabelle 4.1 sind die erreichten Zellmengen nach Expansion aus
Knochenmarkaspirat (primare Expansion) bzw. aus vorselektierten MSC (Tabelle 4.2)
aufgetragen. Es zeigt sich eine Korrelation von Expansionsdauer und Zellzahl nach

Ernte.
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Tabelle 4.1 MSC Expansion aus primaren Knochenmarkaspirat.

Modifiziert aus: Nold et al., 2012.

Spender 1 2 3 4 5 6
Knochenmarkaspirat (ml) 30 8 30 26 32 30
Expansionsdauer (Tage) 15 19 15 18 27 14
Zellernte (Mio.) 2 6 7 9 58 125
Tabelle 4.2 Expansion vorselektierter MSC.
Modifiziert aus: Nold et al., 2012.

Spender A B C D 5 6
ausgesate Zellen (Mio.) 2 3.5 5 59 7.6 17
Expansionsdauer (Tage) 6 11 13 13 13 11
Zellernte (Mio.) 18.7 50 98 124 17.2 418
Faktor Expansion 9.4 14.2 20 21 2.3 24
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4.2 Charakterisierung von Bioreaktor expandierten MSC

MSC wurden in HPL-Medium, bestehend aus individuellen Plattchenlysaten im
Bioreaktor expandiert. Direkt nach Beendigung der Expansion schlossen sich

Differenzierungs- sowie Immunphantoypisierungsversuche an.

421 MSC aus dem Bioreaktor exprimieren typische

Oberflachenmarker

Umgehend nach Ernte des Bioreaktors wurden die Zellen auf die Expression der nach
ISCT Kiriterien definierten Marker (Dominici et al. 2006) Uberpruft.

Abbildung 4.2 zeigt exemplarisch die Expression charakteristischer MSC-Marker von
bioreaktor-expandierten MSC, im Vergleich zu MSC aus Flaschenkultivierung. Beide
Kultivierungsarten fuhrten zu vergleichbarer Markerexpressionen. Beide exprimieren
CD73, CD90 und CD105, aber nicht CD14, CD19, CD34, CD45 und HLA-DR. Dabei
zeigen bioreaktor-expandierte MSC eine konstant niedrige Expression der Marker
CD14 und CD19 bzw. eine hohe Expression von CD73 und CD105.

CD14 CD19 CD34 CD45

Abbildung 4.2 Typische Expression von charakteristischen Markern fur MSC aus Bioreaktor
bzw. Flaschenkulturen.
Reprasentative FACS - Histogramme der MSC Oberflachenmarker; schwarze
Linie = MSC expandiert im Bioreaktor, gestrichelte Linie = MSC aus
Flaschenkultur, ausgefiillte graue Kurve = Isotyp Kontrolle
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In Tabelle 4.3 sind die Expressionen der jeweiligen Oberflachenmarker, der einzelnen

Bioreaktor-Expansionen, zusammenfasst. Die Expansionen No. 4 und 5, bei denen aus

primaren Knochenmarkaspirat expandiert wurde, zeigen gegenuber den Laufen mit

vorselektierten MSC eine vergleichsweise erhéhte Expression der Marker CD14, 19

und 34.
Tabelle 4.3 Expression von Oberflachenmarkern nach ISCT-Kriterien auf MSC nach
Kultivierung im Bioreaktor.
Selektierte MSC (Sel. MSC) wurden in Flaschenkulturen per Adharenz
vorkultiviert. KMA = Knochenmarkaspirat, n.a. = nicht akquiriert
Spender 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Sel. Sel. Sel. Sel. Sel. Sel. Sel.
Quelle KMA | KMA KMA
MSC | MSC | MSC MSC | MSC MSC | MSC
CDh14 0,44 0,21 0,87 8,32 1,63 1,44 0,47 0,1 0,17 1,45
S
= CD19 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. 0,88 0,1 1,58 | 0,97
"4
§ CD34 0,44 0,48 0,06 4,54 1,66 1,47 0,39 0 0,02 0,14
()
>
"'3 CD45 0,48 0,34 0,02 0,32 0,24 0,7 0,15 0,2 0,04 0,46
)]
Q
Z HLA-DR n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. 0,24 0,31 1,1 0,59 0,51
—| CD73 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. | 97,02 92 99 99,8 92,5
o X
%E CD90 n.a. 99,97 | 96,33 | 85,95 | 94,05 | 98,36 | 99,17 | 98,9 99,8 | 92,27
[ ™
o ®
=| CD105 n.a. n.a. n.a. n.a. na. | 89,41 | 96,22 | 994 98,9 | 90,93
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4.2.2 MSC aus dem Bioreaktor erhalten ihr Differenzierungspotential

Analog zur Immphanotypbestimmung wurden Differenzierungsversuche im Anschluss
der Zellexpansion im Bioreaktor initiiert.

Eine Anfarbung der charakteristischen Fettvakuolen flr Adipozyten wurde erfolgreich
mit Oli-Red-O durchgefliihrt, wie in. Abbildung 4.3 darstellt. Die nach von Kossa-
Farbung schwarz erscheinenden Kalziumablagerungen, lassen die Differenzierung der
MSC in Osteozyten erkennen (Abbildung 4.3).

Abbildung 4.3 In Vitro-Differenzierung von MSC in Adipozyten (links) und Osteozyten (rechts).
Die rot erscheinenden Fettvakuolen wurden mit Oil-Red-O und die schwarzen
Kalziumablagerungen wurden mit AQNO3; angefarbt. Adaptiert aus Nold et al.,
2012.

4.2.3 Hemmung der T-Zell Proliferation durch Bioreaktor MSC

In Abbildung 4.4 ist die Hemmung der CD4+ und CD8+ T-Zell-Proliferation durch MSC
aus dem Bioreaktor dargestellt. MSC inhibieren signifikant die Proliferation von
stimulierten allogenen PBMC sowohl der CD4+ als auch der CD8+ T-Zellen. Diese
Hemmung verlauft abhangig der eingesetzten Dosis an MSC. So lag die Proliferation
bei Zugabe von 10% MSC im Mittel bei 71% bzw. bei Zugabe von 20% MSC bei 58%
der CD4+ Zellen. Es fallen bei jeder Dosis Spender auf, die eine deutliche Hemmung
der Proliferation der T-Zellen zur Folge hatten. So ist z.B. die Proliferation der CD8+
Zellen bei Zugabe von 20% MSC bei einem Spender auf 3% gesunken.
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Abbildung 4.4 Dosisabhangige Hemmung der T-Zell-Proliferation.
Die Ko-Kultur von 10% bzw. 20% bioreaktorexpandierten MSC flihrte zu einer
signifikanten Hemmung der T-Zell Proliferation gegeniber der Kontrolle
(kultiviert ohne MSC), n=9. Dargestellt sind Mittelwerte und
Standardabweichungen; **p < 0,01; ***p < 0,001. Adaptiert aus: Nold et al.,
2012.

4.2.4 Differentielles Ansprechverhalten von T-Zellen auf MSC-Ko-
Kultur

Um zu untersuchen, ob die Hemmung der T-Zell Proliferation durch MSC nur von den
Eigenschaften der MSC abhangt oder, ob auch die T-Zellen der einzelnen PBMC
Spender ein unterschiedliches Ansprechen zeigen, wurden PBMC mehrerer Spender
mit gleichen MSC-Linien im T-Zell Proliferationsassay Uberpruft. In Abbildung 4.5 sind
die Proliferationsraten von CD4+ und CD8+ T-Zellen dargestellt. So zeigen die T-
Zellen in Abbildung 4.5 (A) jeweils ein differentielles Ansprechen auf die
supprimierdene Wirkung der eingesetzten MSC Linie. Wahrend die T-Zellen des PBMC
Spenders A stark durch die MSC Linie in ihrer Proliferation gehemmt werden, sprechen
die T-Zellen des Spenders C deutlich schlechter auf die gleiche MSC Linie an. In
Abbildung 4.5 (B) ist das Ansprechen der T-Zellen eines PBMC Spenders auf die T-
Zell Proliferationshemmung vier verschiedener MSC Linien dargestellt. Es zeigt sich
ein differentiell starkes Ansprechen der T-Zellen auf die jeweiligen eingesetzten,
unterschiedlichen MSC Linien. Wahrend MSC Linie | die T-Zell Proliferation des PBMC
Spenders nur in geringem MalRe hemmte, konnte z.B. die MSC Linie IV einen deutlich

starkeren supprimierenden Effekt ausiben (siehe auch Anhang Tabelle 1).
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Abbildung 4.5 Spenderabhangiges, immunsuppressives Potential von MSC.

Aufgetragen ist jeweils die Proliferationsrate der CD4+- und CD8+-Zellen der
PBMC-Spender als Prozentangabe, abhangig von der im jeweiligen Ansatz
verwendeten Positivkontrolle. In (A) sind die verringerten Proliferationsraten der
T-Zellen aller drei PBMC-Spender, unter Einfluss einer MSC Linie, dargestellt.
Es ergaben sich deutliche Unterschiede in der Proliferationshemmung durch die
gleiche MSC Linie zwischen den einzelnen Spendern A, B und C. In (B) ist die
T-Zell Proliferation eines PBMC-Spenders in Abhangigkeit unterschiedlicher
MSC Linien aufgetragen. So konnte die MSC Linie | nicht die T-Zell Proliferation
hemmen, wohingegen die T-Zellen durch MSC Linie IV, deutlich in ihrer
Proliferation gehemmt wurden. Die Experimente wurden gemeinsam mit der
Masterstudentin Tabea Riedlinger durchgefiihrt (Riedlinger 2014).
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4.2.5 CD274 Expression von MSC im T-Zell Proliferationsassay

Die im T-Zell Proliferationsassay verwendeten ko-kultivierten MSC exprimieren
signifikant mehr CD274, im Vergleich zu MSC, die ohne PBMC ko-kultiviert wurden
(siehe Abbildung 4.6). Die alleinige Kultur von MSC mit CD3/28 ist ebenfalls nicht mit
erhohter PD-L1 Expression verbunden.
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Abbildung 4.6 Expression von CD274 auf MSC.
Ohne Ko-Kultur mit stimulierten PBMC (links), nach Zugabe der
Stimulations-Antikérper CD3/CD28 (Mitte) und in Ko-Kultur mit stimulierten
PBMC (rechts), n=3. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen;
*p < 0,05. Adaptiert aus: Nold et al., 2014.
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4.3 Einfluss von Kryokonservierung auf MSC

Die nach Expansion im Bioreaktor gewonnen MSC wurden in N, eingefroren, um den
Einfluss der Kryokonservierung auf Vitalitdt und das immunmodulatorische Potential

der Zellen zu Uberprifen.
4.3.1 MSC zeigen nach Auftauen hohe Vitalitat

Nach Auftauen der Zellen wurden diese umgehend, per Trypanblaufarbung in der
Zahlkammer, auf ihre Vitalitdt kotrolliert. Tabelle 4.4 zeigt die Vitalitdt von 6
unabhangigen MSC Expansionen aus dem Bioreaktor. Die Vitalitat ist konstant Uber
80%.

Tabelle 4.4 Vitalitdt von MSC vor- und nach Auftauen anhand Trypanblau-Farbung
bestimmt per Hemazytometer.
Selektierte MSC (Sel. MSC) wurden in Flaschenkulturen per Adharenz kultiviert.
KMA = Knochenmarkaspirat.

Spender 1 2 3 4 5 6 STABW
Sel. Sel. Sel.
Quelle |\ or | 1ot | msc | KMA | KMA | KMA
ZeIIza;hI 7 7 5 6 7 10
[x10°]
Vor Kryo-
konservierung Lebende
Zellen 99 99 92 (8950 | 945 | 94 3,79
[%]
Dauer Kryo- 18 21 35 17 18 | 193
konservierung [t]
Z[‘:('LZO%?' 591 | 6,00 | 494 | 521 | 581 | 7,36
Nach Kryo- Lebende
konservierung | “zellen | 8342 | 95,83 | 8502 | 84,84 | 92,25 | 9507 | 5,61
[%]

4.3.2 Lange Kryokonservierung beeintrachtigt die T-Zell-

suppressiven Eigenschaften von MSC

In Abbildung 4.7 ist der Einfluss von Kryokonservierung auf die suppressiven
Eigenschaften wvon MSC im T-Zell Proliferationsassay dargestellt. Eine
Krykonservierung von uber 10 Monaten fuhrte zu signifikant héheren T-Zell

Proliferationsraten im Vergleich zu MSC, die kurzer eingefroren waren.

38



*k*k

—
s 100 ——
c
g 754
'
Q
= _
S 50
| .
& — —
— 25_ — 1
N
|_
0 | Ll L] I
MSC - - + +
Monate <10 >10

Abbildung 4.7 Suppression der T-Zell Proliferation von MSC die unter bzw. tGber 10 Monaten
kryokonserviert wurden, n=3.
Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen; ***p < 0,001. Adaptiert
aus: Nold et al., 2014.
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4.4 Einfluss von Kulturbedingungen auf T-Zell-suppressive

Eigenschaften von MSC

Zur Untersuchung des Einflusses von Zellkulturbedingungen, wie Passagezahl und
Aquilibrierungsdauer, nach Auftauen auf die MSC, wurden T-Zell Assays nach den

genannten Parametern ausgewertet.

4.4.1 MSC mit hoher Passagezahl induzieren eine reduzierte T-Zell-

Proliferationshemmung

Abbildung 4.8 zeigt den Verlust des hemmenden Potentials von MSC, die mehr als 5-
mal (Median 6) passagiert wurden auf die T-Zell Proliferation. Im Gegensatz dazu
hemmen MSC, die geringere Passagezahlen als 5 (Median 2) aufweisen, die T-Zell

Proliferation signifikant besser.

— 7 _
E;‘?- 100 ——— — —
c
2 751 i
o _
]
h—
3 50
| -
o.
T 254
ﬁ. 1
|—
0 || ) ] ||
MSC h A + H
P No. <5 >5

Abbildung 4.8 Verminderte T-Zell Proliferationshemmung durch MSC in Passagen =5, n=3.
Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen; *p < 0,05. Adaptiert
aus: Nold et al., 2014.

4.4.2 Aufgetaute MSC erlangen ihr supprimierendes Potential nach

Aquilibrierung zuriick

MSC, die direkt nach auftauen im T-Zell Proliferationsassay verwendet wurden, wiesen
einen temporaren Verlust ihrer suppressiven Kapazitat auf. Eine Aquilibrierungsdauer
von 5 Tagen oder mehr (Median 7), fuhrte zu einer signifikant starkeren T-

Zellsuppression (siehe Abbildung 4.9).
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Abbildung 4.9 Wiedererlangen des supprimierenden Potentials von MSC auf T-Zellen, nach
Aquilibrierung.
Eine Aquilibrierungsdauer von =5 Tagen, vor Beginn des T-Zell
Proliferationsassays, stellt dieses Potential wieder her, n=6. Dargestellt sind
Mittelwerte und Standardabweichungen; ***p < 0,001. Adaptiert aus: Nold et al.,
2014.
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4.5 Kultivierung von MSC unter Hypoxiebedingungen

In Abbildung 4.10 sind die Zellzahlen von MSC, die unter Normoxie sowie Hypoxie
(siehe auch Tabelle 3.3) gewachsen sind, Uber mehrere Passagen aufgetragen. Es
zeigt sich, dass MSC die unter Hypoxie inkubiert wurden, im Vergleich zu normoxisch

kultivierten MSC siginifikant héhere Zellzahlen erreichten.
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Abbildung 4.10 Gesteigertes Zellwachstum unter Hypoxie.
Es wurde die gleiche Anzahl an MSC ausgesat und unter normoxischen und
hypoxischen Bedingungen fiir 3 Tage oder bis zu 80% Konfluenz kultiviert und
die Zellzahl bestimmt. Anschlielend wurden die Zellen erneut in gleicher
Zellzahl aufgeteilt und beiden Kulturbedingungen zugefihrt, n=4. Dargestellt
sind Mittelwerte und Standardabweichungen; **p < 0,01; ***p < 0,001. Adaptiert
aus: Nold et al., 2014.

Hypoxie Bedingungen im Vergleich zu normoxischen Bedingungen fuhrten zu keiner
Anderung der Oberflachenexpression charakteristischner MSC Marker. Dies ist in
Abbildung 4.11 dargestellt.

42



CD14 CD19 CD34 CD45

Abbildung 4.11 MSC, die in normoxischen oder hypoxischen Kulturbedingungen expandiert
wurden weisen keine Unterschiede in ihrem Immunphéanotyp auf.
Exemplarische FACS-Histogramme der MSC Oberflachenmarker; normoxische
(schwarze Linie) und hypoxische (gestrichelte Linie) Kulturbedingungen,
ausgefillte graue Kurve = Isotyp Kontrolle. Modifiziert nach: Nold et al., 2014.

4.5.1 Hypoxisch kultivierte @ MSC supprimieren die T-Zell

Proliferation

MSC, die nach Hypoxie-Kultur im T-Zell Proliferationsassay erprobt wurden, zeigten im
Vergleich zu normoxisch kultivierten MSC keine Anderung in ihrem Potential die

Proliferation von T-Zellen zu supprimieren (siehe Abbildung 4.12).

1 Normoxie
= Hypoxie
1

100+ . *x .

*%*

804

60+

T-Zell Proliferation (%)

I
w/o 10%
MSC
Abbildung 4.12 Signifikante Hemmung der T-Zell Proliferation von MSC die unter Normoxie
bzw. Hypoxiebedingungen kultiviert wurden, n=5.

Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen; **p < 0,01. Adaptiert
aus: Nold et al., 2014.
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4.6 Effekt von y-Bestrahlung auf MSC

MSC, die in verschiedenen Dosen bestrahlt wurden, zeigen veranderte Vitalitats-,

Proliferations- und immunologische Eigenschaften.
4.6.1 MSC zeigen relativ hohe Resistenz gegeniiber y-Bestrahlung

Abbildung 4.13 zeigt den Einfluss von 0, 30, 90, 180 und 240 Gray auf die Vitalitat und
die Apoptose von MSC. Die Annexin- und DAPI- negative Population steht fur den
Anteil vitaler MSC. Es zeigt sich keine signifikante Beeintrachtigung der Vitalitat der

MSC durch die verwendeten Strahlendosen.

0 Gy 30 Gy 90 Gy
Amst 105j 105j

S—X 033>

Lebende Zellen (%)

0 T T T T T

Strahlung [Gy]

-
DAPI

Abbildung 4.13 Durchflusszytometrische Analyse der Vitalitdt von MSC nach Bestrahlung.
Diese wurde per Annexin/DAPI Farbung 3 Tage nach Bestrahlung gemessen.
Das Diagramm stellt das Ergebnis von 3 unabhangigen Versuchen dar. Darin
sind Mittelwerte und Standardabweichungen dargestellt. Adaptiert aus: Nold et
al., 2014.

4.6.2 y-Strahlung beeinflusst die Proliferation von MSC

Abbildung 4.14 zeigt die Proliferation von MSC nach vy-Bestrahlung und
AnschlieBender 7-tagiger Inkubation. Eine Bestrahlung mit 30 Gray hemmt die
Proliferation von MSC &hnlich stark wie eine Vorbehandlung mit dem Mitosegift
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Colchicin. Einer Erhéhung der Strahlendosis bis zu 120 Gray fuhrt nicht zu einer

starkeren Hemmung (siehe auch Anhang Abbildung 1).

CFSE Intensitit

Abbildung 4.14 Reprasentatives Histogramm fir den Verlust der Proliferationsfahigkeit von
MSC nach Bestrahlung.
CFSE gefarbte MSC wurden 7 Tage nach Bestrahlung per FACS analysiert. Als
Positiv-Kontrolle (+Ctrl) dienten mit Colchicin behandelte MSC. Adaptiert aus:
Nold et al., 2014.

4.6.3 Bestrahlte MSC behalten ihr T-Zell-supprimierendes Potential

Wie in Abbildung 4.15 aufgetragen ist, zeigt sich keine signifikante Anderung in der T-
Zell-Suppression von bestrahlten im Vergleich mit unbestrahlten MSC. Dies gilt sowohl
fur 30 Gray als auch fur 60 Gray bestrahlte MSC die im T-Zell Proliferationsassay

verwendet wurden.
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Abbildung 4.15 y-Bestrahlung von MSC beeinflusst nicht deren T-Zell-supprimierendes
Potential.
Messung der T-Zell Proliferation anhand des CFSE Signals nach Ko-Kultur mit
MSC, die zuvor in den angegebenen Dosen bestrahlt wurden. Unterschiede in
der T-Zell Proliferation zwischen bestrahlten und unbestrahlten Proben waren
nicht signifikant, n=6. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen.
Adaptiert aus: Nold et al., 2014.
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5 Diskussion

Die Plastizitat, das regenerative sowie immunmodulatorische Potential von MSC
werden intensiv wissenschaftlich untersucht.

Die immunmodulatorischen und regenerativen Eigenschaften fihrten dazu dass sie in
zahlreichen Klinischen Studien der Phase | und Il geprift wurden (Katarina Le Blanc et
al. 2008; Wang, Qu, and Zhao 2012; De Becker and Van Riet 2015). Diese
Anwendungen bendtigen eine groRe Anzahl an standarisiert und qualitativ hochwertig
hergestellten MSC. Da mesenchymale Stammzellen in vifro expandiert werden
kénnen, ist ihre Herstellung in Zellkulturflaschen weit verbreitet. Dieses
Herstellungsverfahren ist aufwandig und nur schlecht standardisierbar. Fir die
Herstellung von MSC in groften Mengen fir therapeutische Zwecke ist deren GMP-
gerechte Expansion eine Grundvoraussetzung (Bieback, Kinzebach, and Karagianni
2011; Sensebé, Gadelorge, and Fleury-Cappellesso 2013). Nur dann kann das
Zellprodukt nach ATMP Statuten als Zelltherapeutika am Patienten angewendet
werden. Die Herstellung von klinischen Zelltherapeutika im Bioreaktor erméglicht es
erstmals, groRe Zellmengen in einem funktionell geschlossenen System unter
Sterilbedingungen nach automatisierten Prozeduren zu generieren. Dabei wurde auf
die Verwendung von Komponenten tierischen Ursprungs sowie Antibiotika im

Expansionsprozess verzichtet.

5.1 MSC lassen sich im Bioreaktor expandieren

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine effiziente Expansion von
MSC direkt aus Knochenmarkaspirat im Bioreaktor mdglich ist. Die erlangten
Zellmengen sind dabei abhangig von der eingesetzten Menge an KMA sowie von der
Expansionsdauer. Durch das geschlossene System des Bioreaktors und den Einsatz
von konventionellen Schlauchschweissgeraten fur die Verbindung von z.B.
Mediumbeuteln war es mdglich, sterile Bedingungen ohne den Einsatz von Antibiotika
auch fur Expansionen bis zu 27 Tagen aufrecht zu erhalten (Nold et al. 2013). Wie in
den europaischen GMP-Vorschriften angegeben, missen Zellprodukte unter sterilen
Bedingungen hergestellt werden. Da die Verwendung von Antibiotika in der Zellkultur
unter Anderem als Nachteilig auf die Zellproliferation beschrieben ist (Kuhlmann 1996),
wurde auf deren Einsatz verzichtet. Dadurch sind erhdhte Anspriche an die

Keimfreiheit des Prozesses gestellt. Ein komplett geschlossenes System, wie es der
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Bioreaktor bietet, ist daflir optimal. Weitere Vorteile des verwendeten Hohlfaser-
Bioreaktors gegenuber Flaschenkultivierung sind seine grolde Zell-
Wachstumoberflache im Verhaltnis zum FlUssigkeitsvolumen, sein geschlossenes
System, die automatisierte Zell -aussaat und -ernte und die automatische Kontrolle der
Kulturparameter. Die Zellexpansion konnte so durch vordefinierte Programmablaufe,
die durch die Kontrollsoftware Uberwacht wurden, standardisiert durchgeflhrt werden.
Eine optimale Versorgung mit Medium Uber den Expansionszeitraum konnte mit Hilfe
von Glukose und Laktatproben gewahrleistet werden. Ebenso ermdglichten diese das
Zellwachstum bzw. die Sterilitdt der Expansion zu kontrollieren und dienten damit als
Kriterium fir den Endpunkt der Expansion.

Fur die Behandlung der GvHD werden fir eine Dosis 1-5 Mio. Zellen pro kg
Korpergewicht benétigt (Subbanna 2007). Aufgrund des geringen Anteils von MSC im
KMA (Caplan 1994) bewegt sich deren Dichte bei Aussaat annahernd auf klonaler
Ebene. Um innerhalb einer Passage eine hohe Anzahl von MSC zu generieren ist
daher eine grofflachige Aussaat und folglich eine groRe Oberflache notwendig [87].
Zur Generierung einer ausreichenden Zellmenge, je nach Kérpergewicht des Patienten
und zu applizierenden Dosis 50-500 Mio. Zellen, ist dann eine zweite Expansion der
MSC aus primarer KMA-Expansion nétig. Die Anzahl an MSC die nach 2-4 Wochen
Expansion aus primarem Material erzielt wurden, waren stets ausreichend um eine
zweite Expansion mit den so selektierten MSC zu initiieren. Mehr noch war die
erhaltene Zellzahl der primaren Expansion ausreichend fir mehrere Zweit-
Expansionen zur MSC-Generierung. So konnten, durch eine hdhere Start-Zellzahl der
Zweit-Expansion, mehr Zellen in kiirzerer Zeit kultiviert werden. Mehrfache Gaben sind
so, abhangig von der applizierten Dosis von MSC pro kg Koérpergewicht, innerhalb
kurzer Zeit moglich (Subbanna 2007).

Durch seine grol3e Zell-Wachstumoberflache im Verhaltnis zum geringen Platzbedarf
ist es mit dem Hohlfaser Bioreaktor System maoglich, innerhalb 2 Passagen deutlich
uber 100 Millionen MSC zu generieren, was die Moglichkeit einer klinischen

Anwendung eroéffnet (Rojewski et al. 2013a).

5.2 Optimierung der Kulturbedingungen

Die meisten Kulturmedien fir die ex vivo Expansion von MSC beinhalten FCS in
verschiedenen Konzentrationen als wachstumsférdernden Zusatz. FCS als xenogener
Zusatz birgt ein erhebliches Risiko hinsichtlich infektioser Kontaminationen, wie z.B.

Prionen (Erreger der Ubertragbaren spongiformen Enzephalopathie), aber auch die
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Gefahr von unerwiinschten Immunreaktionen (Senseb?? et al. 2010) und ist daher fir
die klinische Anwendung abzulehnen. Als Konsequenz daraus wird FCS von den
Zulassungsbehorden kritisch bewertet und GMP-gerechte MSC Produktionen
bendtigen eine solide wissenschaftliche Begrindung dafiir, dass FCS unverzichtbar ist
sowie spezifische Analysen, die das Fehlen von Rinder-Viren und Prionen zusichern
(Medicines Agency 2013). Als Alternative zu FCS wurde in mehreren Studien HPL zur
in vitro Expansion von MSC eingesetzt (Amorin et al. 2014; von Bonin et al. 2009). Aus
diesen Grinden wurde in dieser Arbeit auf FCS verzichtet und HPL als
wachstumsférdernden Zusatz fur das Kulturmedium etabliert. DarGber hinaus konnte
gezeigt werden, dass eine verlassliche MSC-Expansion mit HPL aus gepoolten
Thrombozytenkonzentraten geringer Spender Anzahl moéglich ist. Die, im Vergleich mit
z.B. kommerziellen Produkten, definiert geringe Anzahl von Spendern zur Herstellung
der Plattchenlysate. ermoglicht so eine Rickverfolgbarkeit des Produkts. In Verbindung
mit einer ausreichend langen Quarantanelagerung des HPL koénnte so eine
Verhinderung der Freigabe bei gegebenenfalls auftretenden Infektionen nach Spende
erfolgen. Dies dient der Erhdéhung der Sicherheit des Zellprodukts da das
Infektionsrisiko entsprechend minimiert ist. Der Verwendung von individuellen
Plattchenlysaten stehen die schwankenden Zytokinlevel bei Einzelspendern und somit
einer fehlenden Standardisierbarkeit der Expansion entgegen. Durch die hohen
Mengen an enthaltenen Wachstumsfaktoren beférdert HPL die Proliferation von MSC
(Fekete et al. 2012). So konnte gezeigt werden, dass MSC, die in HPL-haltigem
Medium expandiert wurden, ihr immunmodualtorisches Potential erhielten. Darlber
hinaus fuhrte die Verwendung von HPL als Mediumzusatz zu einem erhdhten
immunsuppressiven Effekt auf Immunzellen (Flemming et al. 2011). Dadurch eignet
sich HPL als Ersatz von FCS, da es eine effiziente und sichere Expansion ermoglicht
(Schallmoser et al. 2007) ohne dabei MSC in ihren Charakteristika nachteilig zu
beeinflussen (Bieback et al. 2009; Chevallier et al. 2010). So erhdht der Einsatz von
FCS als Medium-Zusatz das Risiko genetischer und epigenetischer Instabilitat in MSC
(Dahl et al. 2008). Im Gegensatz dazu konnte chromosomale Instabilitdt durch den
Einsatz von autologem Serum, statt FCS vermieden werden (Dahl et al. 2008). Um die
Fibrinbildung in HPL-haltigem Medium zu unterbinden, wurde in dieser Arbeit sowie in
einer Vielzahl von anderen Studien Heparin als Antikoagulanz eingesetzt (Schallmoser
et al. 2007; Capelli et al. 2007). Walenda et al. berichten von einem nachteiligen Effekt
von Heparin in hohen Dosen auf die Proliferation von MSC (Hemeda et al. 2013).
Zusatzlich dazu wurde von Moretta et al eine Verminderung der inhibitorischen
Kapazitat von MSC auf T-Zellen durch die Verwendung von HPL publiziert (Abdelrazik

et al. 2011). Die beobachteten Effekte werden von Walenda et. al auf die zytotoxische
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Wirkung von Heparin in hohen Dosen zurtickgefuihrt. So wurde bei der Herstellung des
verwendeten HPL in der Arbeit von Moretta et al. eine hohe Heparin Dosis eingesetzt.
Die verwendete Dosis in dieser Arbeit entsprach einer Dosis in der Walenda et. al
keine signifikante Verminderung der Proliferation beobachteten.

Der Einsatz des Bioreaktors zur Expansion flhrte nicht zu nachteilig veranderter
Expression von typischen Oberflachenmarkern und Differenzierungskapazitat der
MSC. Flaschenkultivierte MSC zeigten im Vergleich mit bioreaktorexpandierten MSC
eine geringere Expression von Positiv-Markern und gleichzeitig eine starkere
Expression von Ausschlussmarkern (Dominici et al. 2006). So deutet die
Vergleichsweise leicht erhdhte Expression von Markern fir Monozyten und
hamatopoetischen Vorlauferzellen der Primaren Expansionen aus Knochenmark auf
eine Kontamination der MSC mit zuvor genannten Zelltypen hin. Eine Depletion dieser
unerwilnschten Zellen wird durch die Zweit-Expansion erreicht (Sensebé 2008).
Genetische  Stabilitat, Differenzierungskapazitdt sowie Expression typischer
Oberflachenmarker bioreaktorgenerierter MSC wurden als gleichwertig zu
Flaschenkulturen beschrieben (Jones et al. 2013). Dies deutet auf eine optimierte
Kultur von MSC im Bioreaktor hin. So wurde die Kultur von Zellen im Monolayer, im
Gegensatz zu 3D-Kultivierungsarten, als nachteilig flr die Erhaltung der
Stammzelleigenschaften beschrieben (Gottwald et al. 2007). Durch die sehr geringe
Expression des Leukozytenmarkers (<2%) ist die Basis fiur eine immunmodulatorische
Anwendung gegeben (Wuchter et al. 2014).

MSC residieren in der Stammzellnische unter sauerstoffarmen, hypoxischen
Bedingungen (Harrison et al. 2002). Lavrentieva et al. berichten von Vorteilen der
Hypoxie in der Kultur von MSC. So ist der oxidative Stress durch reaktive
Sauerstoffverbindungen (ROS - reactive oxygen species) vermindert. Wie gezeigt
werden konnte, fihrten hypoxische Kulturbedingungen zu bis zu 2,5-facher erhdhter
Zellproliferation. Die erhdhte Proliferationsrate kénnte das Ergebnis von geringerer
zellularer Apoptose und Nekrose aufgrund geringere ROS und damit verbundenem
oxidativem Stress sein (Ma et al. 2016). Als weiterer Vorteil ermdglicht die gesteigerte
Zellproliferation in kurzerer Zeit gewlnschte Zelldosen zu expandieren (Subbanna
2007). Die Dauer der ex vivo Expansion kdnnte somit gesenkt werden, was als vorteilig
fur das Ansprechverhalten von GvHD-Patienten auf die Behandlung mit MSC berichtet
wurde (Moll et al. 2014). Zusatzlich wurden nachteilige Effekte von normoxischen
Kulturbedingungen auf MSC wie DNA-Schadigungen (Estrada et al. 2012), schlechtes
Engraftment (Hung et al. 2007) und frihere Seneszenz (Tsai et al. 2011) publiziert.
Eine hypoxie-induzierte Verminderung der immunsuppressiven Kapazitat wurde nicht

detektiert. Dies steht im Einklang mit der Arbeit von Lonne et al., die keine hypoxie-
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induzierte Anderungen der Zytokinexpression auf Proteinebene von MSC aus
Nabelschnurblut feststellen (Lonne et al. 2013). Ebenso konnte keine Abweichung der

Markerexpression von hypoxisch-kultivierten MSC gemessen werden.

5.3 Immunmodulatorische Eigenschaften von MSC

Die inhibierende Wirkung von MSC aus Flaschenkulturen auf die Proliferation von
Lymphozyten konnte 2002 von Bartholomew und Kollegen nachgewiesen werden ( a.
Bartholomew et al. 2002). MSC, die im Bioreaktor expandiert wurden, zeigen ebenfalls
eine dosisabhangige, signifikante Hemmung auf die Proliferation von T-Zellen. Die
Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Expansion von MSC im Bioreaktor als
geschlossenem System mit HPL-haltigem Medium die berichteten immunsuppressiven
Eigenschaften von MSC erhalt. Dabei scheint die Hemmung der Proliferation von T-
Zellen nicht nur von MSC-Seite vermittelt, sondern auch abhangig vom
Ansprechverhalten der jeweiligen T-Zellen. So sprachen einige T-Zell-Linien nicht auf
die Ko-Kultur mit MSC hinsichtlich einer verringerten Proliferation an. Dieselben MSC
zeigten bei Verwendung weiterer T-Zell-Linien aber ihr antiproliferatives Potential auf
T-Zellen. Dieses differentielle Ansprechen der T-Zellen auf MSC hat Auswirkungen auf
klinische Anwendungen von MSC, die zur Behandlung von inflammatorischen
Erkrankungen, wie z.B. der GvHD verwenden werden. Die Heterogenitat der
Erfolgsraten der einzelnen klinischen Studien die MSC zur Behandlung der GvHD
nutzten, wurde mehrfach berichtet (Wang, Qu, and Zhao 2012; De Becker and Van
Riet 2015). Ein moglicher Grund fur diese Heterogenitat kénnte das angesprochene
differenzielle Ansprechen von T-Zellen auf die MSC vermittelte antiproliferative
Wirkung sein. Daraus ergibt sich die Folgerung nicht nur die MSC selbst auf ihr
inhibitorisches Potential zu prifen sondern auch die T-Zellen auf ihr Ansprechverhalten
auf die entsprechenden MSC. In der Anwendung von MSC bei der Behandlung der
GvHD koénnten so die T-Zellen des Empfangers, also des Patienten, auf ein
Ansprechen, der zu verwendenden MSC getestet werden und damit die
Erfolgschancen verbessert werden.

Augello et. al vermuten die antiproliferative Wirkung von MSC auf T-Zellen durch die
Bindung von PD-L1 der antigenprasentierenden Zelle an PD-1 auf der T-Zelle (Augello
et al. 2005). So zeigten antiproliferativ wirkende MSC im T-Zell Proliferationsassay eine
signifikant erhdhte Expression von PD-L1. Dies weist auf eine Reaktion der MSC auf
das inflammatorische Milieu des T-Zell Proliferationsassays hin. So berichten

Fernandez et. al von einer Induktion der PD-L1 Expression auf MSC im Mausmodell
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durch die Anwesenheit von aktivierten T-Zellen. Dieselben Autoren konnten die
antiproliferative  Wirkung von MSC auf aktivierte T-Zellen durch eine
antiképervermittelte Blockade des PD-1 PD-L1 Signalwegs aufheben (Luz-Crawford et
al. 2012).

5.3.1 Einflussfaktoren auf die immunsuppressive Kapazitat von
MSC

Galipeau berichtete von mdglichen EinflussgroRen, auf das Potential von MSC
immunsuppressiv zu wirken. Eine erhdhte Passagenzahl und Kryokonservierung
werden als negative Faktoren auf MSC hinsichtlich ihrer Immunsuppressivitat diskutiert
(Galipeau 2013). So konnte in der vorliegenden Arbeit der Einfluss von Passagenzahl,
Kryokonservierung und fehlender Aquilibrierung nach Auftauen der MSC, hinsichtlich
ihrer Fahigkeit die T-Zell Proliferation zu hemmen, gezeigt werden. MSC, die haufig
passagiert wurden (=5 Passagen), verloren ihre Fahigkeit die T-Zell Proliferation zu
hemmen. So ist die Funktion von MSC schon in friihen Passagen beeintrachtigt, die
Zellen verlieren ihr Differenzierungspotential (Schellenberg et al. 2012) und
sekretorische sowie immunmodulatorische Eigenschaften (Wagner, Ho, and Zenke
2010). Ebenso wirkte sich eine zu lange Kryokonservierung (=10 Monate) aus.
Kryokonservierung scheint dabei die grundlegende funktionelle Charakteristik
hinsichtlich Phanotyp, Differenzierung und Immunsuppressivitat von MSC zu erhalten
(Mamidi et al. 2012; Samuelsson et al. 2009). Allerdings konnte eine temporare
Beeinflussung der Immunsuppressivitat beobachtet werden. So fihrte die Anwendung
von kryokonservierten MSC als Zelltherapeutikum in einer Studie von Moll et al. zu
50% schlechteren Ansprechraten, verglichen mit frisch praparierten MSC. Die Autoren
folgern, dass die beeintrachtigten, immunregulatorischen Eigenschaften der Zellen,
hervorgerufen durch die Kryokonservierung, in einer Eliminierung der MSC durch das
Komplementsystem resultiert (Moll et al. 2014). Obwohl die verwendeten Zellen dieser
Arbeit nach Auftauen eine hohe Vitalitdt aufwiesen, bendtigten sie eine
Aquilibrierungsphase, um ihre volle Wirksamkeit im T-Zell Proliferationsassay zu
entfalten. Francois et al. berichten ebenfalls, dass MSC ihre immunmodulatorischen
Eigenschaften nach Auftauen durch Aquilibrierung wieder erlangen kénnen. Die
Autoren stellten eine erhohte Expression von Hitzeschockproteinen von frisch
aufgetauten MSC fest sowie ein refraktares Ansprechen auf die INF-y —induzierte IDO
Hochregulierung, die unter anderem fir die T-Zell suppressiven Eigenschaften von
MSC verantwortlich gemacht wird (Francgois et al. 2012). Die vorliegenden Ergebnisse

unterstiitzen die Notwendigkeit einer Aquilibrierungsphase von aufgetauten MSC die
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als Zelltherapeutikum eingesetzt werden sollen. Ein Expansionsablauf in 2 Schritten,
der nach primarer Expansion eine Kryokonservierung der MSC vorsieht, ermdglicht es
die Zellen bei Bedarf rechtzeitig aufzutauen in einer zweiten, praselektieren Expansion,
zu expandieren um dann frisch und aquilibriert als Zelltherapeutikum eingesetzt zu

werden.

5.4 Qualitats- und Sicherheitsbetrachtungen

Um die Sicherheit des Zellprodukts zu gewahrleisten muissen Freigabekriterien
definiert werden die eine Beurteilung der expandierten Zellen ermdglichen. Dabei muss
die Sterilitat die Reinheit und, idealerweise, die Funktion der Zellen Uberprift werden.
Da fur die in vitro Expansion von MSC Knochenmarkaspirat als Quelle verwendet
wurde ist vor Beginn der Expansion sicherzustellen dass die Viabilitdt und die
Keimfreiheit des Ausgangsmaterials gewahrleistet sind. Durch die Moglichkeit
Mediumproben wahrend des Expansionsprozesses zu entnehmen koénnen sowohl
Sterilitdt als auch Glukose und Laktatkonzentration als Inprozesskontrollen gewonnen
werden. Somit ist es mdglich mikrobielle Tests des Mediums durchzufihren um
dadurch, im Sinne von GMP, die Sicherheit des Zellprodukts zu erhdhen. Idealerweise
sollten Proben fir mikrobielle Tests des Mediums am Ende des Expansionsprozesses
gewonnen werden. Dadurch ist gewahrleistet dass es zu keiner unbemerkten
Kontamination bei, ansonsten stattfindender Restlaufzeit, der Expansion kommt. Eine
Uberprifung der Zellen selbst sollte dann direkt nach der Ernte erfolgen. Parameter
wie Vitalitdt, Zellzahl und die Charakterisierung der Oberflachenmarker ermdglichen
eine Qualitdtsbeurteilung der Zellen und der Expansion und dienen als
Freigabekriterium (Barckhausen et al. 2016). Daher wurde die Reinheit des
Zellprodukts umgehend nach der Ernte per Durchflusszytometrie auf die Expression
definierte Marker getestet (Dominici et al. 2006). Dabei muss, neben der Expression
typischer MSC-assoziierter Marker auch der Ausschluss von hamatopoetischen
Progenitoren, Leukozyten sowie des co-stimulatorischen Molekils HLA-DR
gewahrleistet werden. Dies ist im Hinblick auf die Verwendung des Zellprodukts bei der
Behandlung der GvHD eine Grundvoraussetzung da eine zusatzliche Infusion von z.B.
T-Zellen die Inflammation weiter verstarken wirde. Die Expression von HLA-DR kénnte
bei allogener Transplantation eine AbstoRung der transplantierten MSC zur Folge
haben (Krensky et al. 2010). Zur Beurteilung der relevanten biologischen Funktion des
Zellproduktes sollte ein Wirksamkeitstest (engl.: ,Potency Assay’) durchgefuhrt werden.

Dabei sollten die Ergebnisse schnell und verlasslich erlangt werden. Im Falle der
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GvHD ist dies die suppressive Funktion von MSC auf die T-Zell-Proliferation. Die
Definition eines pradiktiven Markers fur die Wirksamkeit von MSC wuirde bei der
Auswahl von Probanden fir Studien helfen. Im Bestreben solch ein Marker zu
definieren wurden praklinisch Mausmodelle mit klinischen Studien der GvHD korreliert.
Jedoch ist die Vergleichbarkeit in der Biologie der MSC zwischen Nagern und
Menschen eingeschrankt, weshalb haufig der T-Zell Proliferationsassay als Modell fir
Vorhersage der Wirksamkeit von MSC verwendet wird (Romieu-Mourez, Coutu, and
Galipeau 2012). Durch die angesprochene Varianz im Bezug auf das Ansprechen der
T-Zellen auf MSC ist die Reproduzierbarkeit und damit Standardisierbarkeit des
Assays nur bedingt moglich (Bloom et al. 2015; Ketterl et al. 2015). Fur die
Durchfiihrung des T-Zell-Proliferationsassay werden 5 Tage bendétigt. Diese Dauer ist
im Hinblick auf den pradiktiven Einsatz des Assays zu lang.

Basierend auf dem T-Zell-Proliferationsassay schlugen Zafranskaya et al. die Analyse
der Expression von CD119 auf Gedachtnis T-Zellen vor. Sie diente als Mittel, um die
Wirksamkeit von MSC Therapie in MS Patienten zu antizipieren (Zafranskaya et al.
2013). Als Surrogatmarker fur die Immunsuppressivitat wurden die Eigenschaften von
MSC untersucht. So war die Expression von CXCL12(CXC-Motiv-Chemokin 12)/SDF-1
in immunsuppressiven MSC erhdht. Eine Blockierung der Verbindung zwischen
CXCL12 und seinem Rezeptor CXCR4 (CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 4) fuhrte
allerdings nicht zu einer Beeintrachtigung der T-Zell-suppressiven-Kapazitat von MSC.
Was einer direkten Verbindung dieses Zytokins mit der immunsuppressiven Funktion
von MSC entgegen steht (Nold et al. 2015). Es konnte gezeigt werden, dass eine
positive B-Galaktosidase Farbung bei MSC mit schlechter Wirksamkeit im T-Zell-
Proliferationsassay korrelierte (Nold et al. 2015). Dies legt eine Verbindung von
Seneszenz und fehlender immunsuppressiver Kapazitat nahe. So wurde bereits vom
Einfluss der Seneszenz auf typische MSC Eigenschaften, wie vermindertes
Differenzierungspotential, berichtet (Alessio et al. 2013; Despars et al. 2013).
Langezeit ex vivo Kultur von MSC fiihrt zu hohen Passagezahlen und daraus folgend
zu erhohter Seneszenz die wiederrum einhergeht mit verminderter immunsuppressiver
Kapazitat (Schellenberg et al. 2011; Jin et al. 2016). Daher ist die in dieser Arbeit
angewendete Expansionsmethodik der MSC, mit vergleichsweiser geringer
Kultivierungsdauer und maximal zwei Zell-Passagen, im Hinblick auf potentiellen
Einsatz als Zelltherapeutikum essentiell.

Es konnten bisher keine genetische Instabilitdten oder die Formierung von Teratomen
von flaschen- und bioreaktorexpandierten MSC beobachtet werden (Jones et al. 2013;
Barkholt et al. 2013; von Bahr et al. 2012; Choumerianou et al. 2008; Rojewski et al.
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2013b). Trotzdem besteht die Moglichkeit der Entwicklung boésartiger Tumore oder
ektopischem Gewebe, aufgrund einer Transplantation von MSC in Patienten.

Es ist eine gangige Methode, Blutprodukte mit 30 Gray zu bestrahlen, um die
Proliferation der Lymphozyten zu unterbinden (Arzteverlag 2010). Daher wurden 30
Gray als minimale Dosis gewdahlt, um Einflisse der y-Bestrahlung auf Vitalitat,
Proliferation und die immunsuppressive Kapazitat von MSCs zu testen. Durch
Bestrahlung mit 30 Gray wurde die Vitalitdt und die immunsuppressive Kapazitat von
MSC nicht beeintrachtig, wahrend die Proliferation aufgehoben wurde. Somit ware eine
Dosis von 30 Gray eine mdégliche Option, um die Proliferation von MSC im Empfanger
zu verhindern. Héhere Strahlungsdosen scheinen, vor dem Hintergrund des erhohten
Risikos von strahlungsinduzierten Aberrationen, nicht sinnvoll. Diese Ergebnisse
bestatigen die Beobachtung einer Proliferationshemmung, bei gleichzeitiger
unbeeintrachtigter Suppressivitat der MSCs nach y-Bestrahlung (de Andrade et al.
2014). Obwohl Andrade et al. eine Anderung der Zytokinexpression nach Bestrahlung
beobachteten, kam es zu keiner Anderungen der immunsuppressiven Kapazitét.
Allerdings waren die verwendeten Dosen geringer. Jedoch sollte im Hinblick auf eine
zuverlassige Proliferationsverhinderung die Dosis hoch genug gewahlt werden, um das
Risiko eines erhohten kanzerogenen Potentials von MSC nach Bestrahlung zu
mindern. Fekete und Kollegen berichten von einer persistierenden MSC Population, die
die Bestrahlung Uberlebte (Fekete et al., n.d.). Diese kdnnten eine potentielle Quelle fur
neoplastische Prozesse sein. Des Weiteren wurde gezeigt, dass Bestrahlung
Seneszenz induziert die, nach unserer Erkenntnis, mit einer beeintrachtigten,
immunsuppressiven Kapazitat einhergeht (Despars et al. 2013). Im Hinblick auf ein
sicheres und effektives Zelltherapeutikum ist es daher wichtig, durch weitere

Forschungsergebnisse, die Vor- und Nachteile der Bestrahlung von MSC abzuwagen.

5.5 Ausblick

Die erhaltenen Ergebnisse weisen auf die Bedeutung der Expansions- sowie
Kulturbedingungen von MSC, auf ihr klinisches Potential als Zelltherapeutikum hin. Die
Vielzahl an Studien zeigen eine hohe Variabilitdt hinsichtlich Expansionsprotokollen,
Quelle der MSC usw. dies resultiert darin, dass sehr oft in vitro und in vivo-Daten
variabel sind, wenn nicht widersprichlich und daher wechselseitig nicht vergleichbar.
Daher ist eine Standardisierung der Herstellung Voraussetzung, um die
angesprochene Heterogenitat zu verhindern und eine Vergleichbarkeit von Studien zu

gewahrleisten. Die Verwendung des Bioreaktors zusammen mit einem definierten
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Expansionsprotokoll ermdglicht es erstmals MSC standardisiert zu generieren die eine
Vergleichbarkeit erst zulassen.

Es zeigt sich, dass eine Verwendung von MSC in mdglichst niedrigen Passagezahlen,
optimaler Weise, nur einmal passagiert zu bevorzugen ist. Die Verwendung des
Bioreaktors ermoglicht dies aufgrund der erreichten Zellmengen in relativ kurzer Zeit.
Da eine Gabe von frischen MSC wunschenswert ist sollte, falls eine Kryokonservierung
nicht zu verhindern ist, eine Aquilibrierungsphase eingehalten werden um die
Wirksamkeit der MSC nicht zu beeintrachtigen. So konnten MSC nach primarer
Expansion kryokonserviert werden und somit als ,Zell-Bank auf Abruf’ zur Verfligung
stehen. Bei Expansion vorselektierter MSC kann die Expansionsdauer bei Einsatz
einer entsprechend hohen Ausgangszellzahl weiter verkurzt werden. was die Planung
der Zelleernte ermdglicht. Bei prospektivem Beginn der Expansion kénnten so MSC zu
einem gewinschten Zeitpunkt aquilibriert und frisch geerntet werden um direkt als
Zelltherapeutikum verwendet zu werden. Bei multizentrischer Anwendung der MSC ist,
ein Transport als Kryokonservat aufgrund der Versanddauer sinnvoll. Auch hier sollte
eine Aquilibrierungsphase vor Transplantation beachtet werden.

Des Weiteren muss ein ,Potency Assay‘’ etabliert werden, der eine verlassliche
Aussage uber die gewlnschte Funktion der zu verwendenden MSC zuldsst. Dieser
muss zugleich robust und schnell in der Anwendung sein. Bislang ist kein
Surrogatparameter bekannt, der verlasslich die immunoregulatorische Kapazitat von
MSC in vivo vorhersagt. Daher werden sowohl standardisierte in vitro Potency Assays
als auch standardisierte klinische Studien bendétigt. Idealerweise kdnnten so in vitro
Surrogatparamter mit in vivo Daten Kkorreliert werden. Die vorliegende Arbeit bietet die
Basis fur zukunftige, standardisierte klinische Studien anhand eines standardisierten ex

vivo Expansion-Protokolls von MSC in GMP-konformer Weise.
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Zusammenfassung

Mesenchymale Stammzellen (MSC) sind aufgrund ihres Differenzierungspotential
sowie ihrer immunmodulatorischen Eigenschaften Gegenstand zahlreicher klinischer
Studien. Ein haufiger Anwendungsbereich von MSC als Zelltherapeutikum ist die
Behandlung der TransplantatabstoRung, nach einer allogenen hamatopoetischen
Stammzelltransplantation, in Form der ,Graft-versus-Host-Disease® (GvHD). Dabei fallt
die hohe Heterogenitat der Studien, bezlglich der Kulturbedingungen, der Quelle, aus
denen die MSC gewonnen wurden, die eingesetzte Zelldosis und diverser weiterer
Faktoren auf. Die Konsequenz ist eine erheblich erschwerte Vergleichbarkeit der
Studien untereinander sowie deren héchst unterschiedlichen Ergebnisse. MSC werden
Ublicherweise in vitro in Zellkulturflaschen in aufwandigen und schlecht
standardisierbaren Prozeduren expandiert. Diese sind nur schwer in Einklang mit den
Vorgaben der der ,Guten Herstellungspraxis® (GMP) zu bringen. In dieser Arbeit
wurde, unter Verwendung eines Bioreaktors, erstmals eine standardisierte
Expansionsmethode fir MSC etabliert, die den Regeln der Guten Herstellungspraxis
entspricht. So war es madglich, in nur 2 Passagen, aus Knochenmarkaspirat tber 400
Mio. MSC innerhalb kurzer Zeit ex-vivo zu expandieren. Durch den Einsatz von HPL
als Ersatz von FCS war es moglich, auf den Einsatz xenogener Reagenzien zu
verzichten. Die so erhaltenen MSC, entsprachen den Vorgaben der ISCT (International
Society for Cellular Therapy) fur Oberflachenmarker und Differenzierbarkeit. Eine
Optimierung der Expansion, im Hinblick auf Zellausbeute und kirzerer
Expansionsdauer, konnte durch die Verwendung hypoxischer Kulturbedingungen
erreicht werden. Durch Anwendung des T-Zell Proliferationsassays war es moglich,
bioreaktorexpandierte MSC hinsichtlich ihrer immunsuppressiven Kapazitat zu
Uberprifen. So konnte in der vorliegenden Arbeit der negative Einfluss von erhdhter
Passagenzahl (25), Kryokonservierung und fehlender Aquilibrierung nach Auftauen der
MSC, auf ihre Fahigkeit, die T-Zell Proliferation zu hemmen, gezeigt werden. Des
Weiteren scheint die Hemmung der Proliferation von T-Zellen nicht nur von MSC-Seite
vermittelt, sondern auch abhangig vom Ansprechverhalten der jeweiligen T-Zellen zu
sein. Durch Bestrahlung der Zellen nach Expansion wurde die Proliferation der MSC
aufgehoben, gleichzeitig blieben die Vitalitat und die T-Zell suppressiven Eigenschaften
der Zellen erhalten. Zusammenfassend bildet die vorliegende Arbeit die Basis flr
zukunftige, vergleichbare klinische Studien, anhand eines standardisierten ex vivo

Expansion-Protokolls von MSC in GMP -konformer Weise.



Summary

Mesenchymal stromal cells (MSC) are subject of numerous clinical studies due to their
differentiation potential and their immunomodulatory properties. A common application
of MSC as a cellular therapeutic is the treatment of transplant rejection after allogeneic
hematopoietic stem cell transplantation in the form of Graft-versus-host disease
(GvHD). Pertinent studies, however, vary widely with respect to culture conditions,
MSC source (e.g., bone marrow or adipose tissue), cell dose, etc., thus limiting
comparability between these studies and therefore the ability to strengthen
conclusions. To date, no standardized MSC culture conditions have been established
to relieve this limitation and strengthen the conclusions of the field.

MSC are typically expanded in vitro in cell culture flasks, a laborious and tedious
process that is prone to variability. Consequently, this traditional process can present
challenges regarding manufacture in accordance with Good Manufacturing Practice
(GMP). In the current work, for the first time, a standardized method of MSC expansion
was established using a bioreactor to conform to the rules of GMP. Additionally, the
use of HPL as a replacement for FCS made it possible to achieve a xeno-free process.
Results demonstrated the ability to achieve ex vivo yields of 400 million MSC within 2
passages. The cells were shown to meet the requirements of ISCT (International
Society for Cellular Therapy) for surface markers and differentiation. An optimization of
the expansion, with respect to cell yield, and a shorter duration of expansion were
achieved by the use of hypoxic culture conditions. Moreover, the immunosuppressive
capacity was assessed using a T-cell proliferation assay. Thus, in the present thesis,
the immunosuppressive capacity was shown to diminish with increased passages (25),
cryopreservation and a lack of equilibration after thawing. Furthermore, the inhibition of
T-cell proliferation seems not only to be dictated by the MSC, but also to be dependent
on the response of the respective T-cell population. Irradiation after expansion led to
proliferation stop but did not diminish the viability or their T-cell suppressive function of
the MSC. In summary, the present thesis provides the basis for a comparability of
future clinical studies, using a standardized ex vivo expansion protocol of MSC in

GMP-compliant manner.
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Anhang

Anhang Tabelle 1 PBMC-Spenderabhangigkeit des immunsuppressiven Potentials von
MSC.
Aufgelistet sind drei verschiedene Ansatze, d.h. die Spender A, B, C
bzw. D, E, F und G, H, | sind in Ansatz 1, 2 und 3 fiir alle in den
jeweiligen Ansatzen verwendeten MSC-Chargen jeweils identisch. Die
Proliferation ist als % der Positiv-Kontrolle angegeben. Adaptiert aus:
Riedlinger, 2014

Ansatz | MSC-Charge | Spender | CD4" Proliferation (%) | CD8" Proliferation (%)

A 56,79 73,18

5713 P6 B 69,16 53,41

1 C 8,66 32,53
A 75,72 82,51

4913 P7 B 36,60 20,28

C 46,07 78,16

D 40,02 40,93

7413 P10 E 92,85 90,34

F 50,01 53,99

D 43,22 39,32

6513 P11 E 85,73 79,21

F 52,83 59,78

2 D 68,76 76,09
114 P2 E 91,36 90,06

F 69,59 79,58

D 42,76 45,72

314 P2 E 85,93 84,13

F 71,74 83,41

G 88,93 98,19

6913 P2 H 88,30 90,71

I 85,25 88,30

3 G 94,42 99,25
6613 P4 H 99,21 99,67

I 95,88 99,22
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Proliferation von MSC nach y-Bestrahlung mit angegeben Dosen.
Eine Dosis von 30 Gray fihrt zu einem signifikanten Proliferations-
Stopp, Die Ergebnisse wurden auf die Proliferation von unbestrahlten

MSC normalisiert, n=4. Dargestellt sind Mittelwerte und
Standardabweichungen; ***p < 0,001.
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