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AND KNOW THE PLACE FOR THE FIRST TIME.
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1. EINLEITUNG

Die Zellkulturtechnologie schafft die Voraussetzungen flir den groBtechnischen oder
klinischen Einsatz zahlreicher biotechnologischer Entwicklungen. So sind klassische
biotechnologische Prozesse wie die Abwasserkldrung oder das Bierbrauen im
kommerziellen MaBstab auch Paradebeispiele flir das Heraufskalieren von
Zellkulturanwendungen bis in den 100m® MaBstab (Meier et al., 2005). In der
pharmazeutischen Industrie sind die Herstellungsprozesse flir rekombinantes tPA,
EPO und Koagulationsfaktor VIII nur einige Beispiele flir den Einsatz von Zellkulturen

zur Produktion klinisch zugelassener Erzeugnisse (Kretzmer, 2002).

Dardber hinausgehende Bedeutung gewinnt die Zellkulturtechnologie, wenn das
Produkt nicht ein Protein oder ein anderer Zellbestandteil, sondern eine lebende
Séugerzelle selbst ist. Da hergebrachte Methoden zur Aufreinigung und Sterilisation
in diesem Fall nicht ohne weiteres anwendbar sind, muss ein entsprechendes
Verfahren héchsten Ansprlichen auf den Gebieten Standardisierung, Validierung und
Qualitatssicherung gentigen. Dartiber hinaus erfordert die Kultivierung von Séauger-
zellen im groBen MaBstab ein besonderes Verstdndnis der zelluldren Prozesse
sowie eine komplexe Kontrolle der Kultivierungsparameter (Meier et al., 2005). Vor
diesem Hintergrund wird evident, dass die Gewinnung und der Einsatz Stammzell-
basierter Produkte nicht nur von biologischen Differenzierungsverfahren, sondern in
hohem MaBe auch von der Verflugbarkeit geeigneter Produktionstechnologien

abhangig sind.



Einleitung 13

1.1 Stammzellen

Stammzellen stellen eine maBgebliche Grundlage sowohl flir die Entwicklung von
Geweben und Organen als auch fuir die Regenerationsféhigkeit zahlreicher Organe
dar. Eine Stammzelle definiert sich zum einen durch ihre Fahigkeit zur Selbst-
erneuerung (self-renewal). Selbsterneuerung kann Uber asymmetrische Zellteilung
(Generierung einer Tochterzelle mit Stammzelleigenschaften sowie einer differen-
zierten Tochterzelle) oder symmetrische Zellteilung (das Hervorbringen zweier
Tochterzellen mit Stammzelleigenschaften) erfolgen (Molofsky et al., 2004). Die
symmetrische Teilung einer Stammzelle kann jedoch auch in zwei differenzierten
Tochterzellen und damit dem Verlust des Selbsterneuerungspotentials resultieren
(Abb. 1.1.1).

@ @ @ Stammzelle

/ \4 / % / \4
@ ' @ @ . ' Tochterzellen
asymmetrische

Zellteilung symmetrische Zellteilung

Abb. 1.1.1 Selbsterneuerung von Stammzellen. Stammzellen besitzen zwei Zellteilungsmodi, die
asymmetrische und die symmetrische Teilung. Aus der asymmetrischen Zellteilung gehen eine Stammzelle sowie
eine differenzierte Tochterzelle hervor. Die symmetrische Zellteilung kann in zwei Stammzellen resultieren. Das
Selbsterneuerungspotential geht verloren, wenn die symmetrische Teilung zwei differenzierte Tochterzellen
hervorbringt.

Das zweite entscheidende Kennzeichen einer Stammzelle ist ihre Befdhigung zur
Differenzierung. Besitzt eine Zelle das Potential, auf der Grundlage von Selbst-
erneuerung und Differenzierung einen vollsténdigen Organismus hervorzubringen, so
wird sie als totipotent bezeichnet. Dies trifft auf die Zygote und die Blastomere zu. Im
Vergleich hierzu ist eine pluripotente Stammzelle ausschlieBlich dazu in der Lage, in
Zellen aller drei Keimblétter, ergo in alle somatischen Zelltypen, zu differenzieren
(Abb. 1.1.2).
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Innere Zellmasse o%e%e®

Blastozyste

00 ES Zellen Pluripotent

Gewebe-spezifische Multipotent
Stammzellen

Abb. 1.1.2 Stammzellhierarchie. Stammzellen unterscheiden sich in ihrem Differenzierungspotential. Wahrend
totipotente Zellen dazu in der Lage sind, einen vollstdndigen Organismus hervorzubringen, kénnen pluripotente
Zellen noch in alle somatischen Zelltypen differenzieren. Multipotente Zellen besitzen die Féhigkeit, sich zu
verschiedenen Zelltypen eines Keimblatts zu entwickeln.

Noch weiter eingeschrénkt ist das Differenzierungspotential multipotenter Zellen.
Diese somatischen Stammzellen kénnen in Zelltypen des Keimblatts, dem sie selbst
zugehdren, differenzieren. Sie residieren in zahlreichen adulten Geweben und
gewahrleisten dort den Grundumsatz an differenzierten Zellen. Neben einer
eingeschrinkten Differenzierungsféhigkeit besitzen somatische Stammzellen auch
ein begrenztes Selbsterneuerungspotential. Nichtsdestotrotz findet dieser Stammzell-
typ bereits seit Jahrzehnten klinische Anwendungen (z. B. bei der Knochenmarks-
transplantation). In jlingerer Zeit wurde wiederholt das Dogma, dass somatische
Stammzellen in ihrer Differenzierung die Keimblattgrenze nicht Uberschreiten
kénnen, in Frage gestellt (Brazelton et al., 2000; Mezey et al., 2000). Zumindest ein
Teil der nach Transplantation solcher Stammzellen beobachteten Transdifferen-
zierungsphdnomene lésst sich jedoch auf deren Fusion mit residenten Kérperzellen
zurlickfdhren (Terada et al.,, 2002; Ying et al.,, 2002). Wie groB die Plastizitat

somatischer Stammzellen tatséchlich ist, ist zur Zeit noch nicht abschlieBend geklért.

Embryonale Stammzellen (ES Zellen) hingegen sind nachweislich pluripotent

(Bradley et al., 1984). Sie verfligen zudem Uber ein héheres Selbsterneuerungs-
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potential als somatische Stammzellen und sind leicht flir genetische Verédnderungen
zugénglich. Erstmals 1981 aus der Maus isoliert (Evans und Kaufman, 1981; Martin,
1981), liegen ES Zellen heute aus einer Reihe von Spezies vor (Graves und
Moreadith, 1993; lannaccone et al., 1994; Pain et al., 1996; Thomson et al., 1995;
Wheeler, 1994). Die Gewinnung humaner ES Zellen durch James A. Thomson
(Thomson et al., 1998) im Jahre 1998 stellte einen ersten Durchbruch auf dem Weg
zum Einsatz embryonaler Stammzellen in der pharmakologischen Forschung und

Entwicklung und der Klinik dar.

1.1.1  Gewinnung embryonaler Stammzellen

Die klassische Isolierung von ES Zellen erfolgt aus der prdimplantierten Blastozyste.
Beim Menschen entspricht dieses Stadium etwa Tag 5 der Embryonalentwicklung.
Zu diesem Zeitpunkt hat das erste Differenzierungsereignis der Embryonalent-
wicklung bereits stattgefunden, die Blastozyste besteht aus zwei Zelltypen: der
Inneren Zellmasse sowie den Trophoblast-Zellen. Wahrend der Trophoblast im Laufe
der weiteren Entwicklung das Chorion - den embryonalen Teil der Plazenta - bildet,
entsteht aus der Inneren Zellmasse der eigentliche Embryo (Gilbert, 2003) (Abb.
1.1.3).

Abb. 1.1.3 Menschliche Blastozyste an Tag 5 der Embryonalentwicklung. Embryonale Stammzellen werden
aus der Blastozyste gewonnen. Diese besteht aus der Inneren Zellmasse (inner cell mass, ICM), dem
Trophoblast (T) sowie dem Flussigkeits-geflilllen Blastocoel (C). Wéhrend der Trophoblast spéater den
embryonalen Teil der Plazenta bilden wird, entwickelt sich die Innere Zellmasse zum Embryo selbst. Die Innere
Zellmasse ist auch der eigentliche Ursprung der ES Zellen.

Bildquelle: http://www.advancedfertility.com/blastocystimages.htm

Die Innere Zellmasse ist somit pluripotent; aus ihr allein kann sich kein lebensféhiger

Organismus entwickeln, sie ist jedoch der Ursprung aller somatischen Gewebe. Aus
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der Inneren Zellmasse, die zu diesem Zeitpunkt aus 30 bis 34 Zellen (Department of
Health and Human Services, 2001) besteht, werden die ebenfalls pluripotenten ES
Zellen gewonnen. Zu diesem Zweck wird die Blastozyste der sog. Immunosurgery
(sl/mmunchirurgie®) (Solter und Knowles, 1975) unterzogen. Durch Komplement-
abhangige Antikdérper-Zytotoxizitat wird hierbei der Trophoblast lysiert, so dass die
Innere Zellmasse isoliert und in Kultur genommen werden kann. Die Kultivierung der
Inneren Zellmasse erfolgt in Gegenwart sog. Feeder-Zellen, meist primérer
embryonaler Fibroblasten der Maus, die liber die Sekretion von Wachstumsfaktoren
und den Zell-Zell-Kontakt das Uberleben und die Proliferation der Inneren Zellmasse
ermdglichen. Uber Passagierung des Auswuchses der Inneren Zellmasse kann

schlieBlich eine ES Zelllinie gewonnen werden (Thomson et al., 1998) (Abb. 1.1.4).

isolierte
Innere Zellmasse

Morula kultivierte
Blastozyste

=
;'.’ ’*‘!.'f‘. Feeder-Zellen (z.B. embryonale
Fibroblasten der Maus)

dissoziierte und
replattierte Zellen

etablierte ES Zelllinie

Abb. 1.1.4 Gewinnung embryonaler Stammzellen. Zur Gewinnung embryonaler Stammzellen wird zun&chst
die Innere Zellmasse einer Blastozyste durch Immunosurgery isoliert. Die Innere Zellmasse wird in Gegenwart
mitotisch inaktivierter Feeder-Zellen kultiviert. Gelingt es im Folgenden, die Zellen zu replattieren, so wurde eine
neue ES Zelllinie etabliert.

Adaptiert nach: Department of Health and Human Services, 2001

Aus unterschiedlichen Griinden werden Anstrengungen unternommen, das klas-
sische Verfahren zur ES Zell-Gewinnung zu modifizieren. Zum einen flihrt die hier

beschriebene Methodik unweigerlich zur Zerstérung des Embryos. Dies kdnnte
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vermieden werden, entndhme man dem Embryo, wie bei der Praimplantations-
diagnostik ublich, im 8-Zell-Stadium eine Blastomere. Arbeiten an der Maus konnten
zeigen, dass sich auch aus einer einzelnen Blastomere ES Zell-dhnliche Zelllinien
ableiten lassen (Chung et al., 2005). Des Weiteren bringt der klassische Ansatz zur
ES Zell-Gewinnung die Innere Zellmasse in Kontakt mit undefinierten tierischen
Substanzen. Dies wurde ein Ausschlusskriterium ftir die klinische Zulassung von ES
Zell-Produkten darstellen. Aus diesem Grund wurden bereits Verfahren entwickelt,
die auf die Immunosurgery und damit auf den Kontakt zu tierischem Komplement
vollstéandig verzichten kénnen, indem die Innere Zellmasse durch Mikromanipulation
isoliert wird (Kim et al., 2005). Um auf tierische Feeder-Zellen bei der Gewinnung
humaner ES Zellen zu verzichten, wurden zundchst menschliche Feeder-Zellen
verwendet (Inzunza et al., 2005). Mittlerweile konnte auch ein vollstdndig definiertes
Medium entwickelt werden, mit dem es gelang, humane ES Zellen in Abwesenheit

tierischer Zellen und tierischer Medienbestandteile abzuleiten (Ludwig et al., 2006).

1.1.2 Kennzeichen embryonaler Stammzellen

Die flir ES Zellen charakteristische Pluripotenz l&sst sich Uber die Préasenz einer
Reihe von Markern auf Protein- und RNA-Ebene sowie Uber funktionelle
Untersuchungen nachweisen (Tab. 1.1.1). ES Zellen unterschiedlicher Spezies
gemein ist ihre Féhigkeit, in Zellen aller drei Keimblétter differenzieren zu kénnen.
Dies lésst sich in vitro tber die Bildung sogenannter Embryoidkérper (embryoid
bodies, EBs) funktionell untersuchen. Werden ES Zellen in Suspensionskultur
gebracht, so I6st dies die spontane Aggregation zu EBs aus. Innerhalb des EBs
findet im Folgenden eine Differenzierung statt, die die ersten Differenzierungsschritte
der Inneren Zellmasse in vivo rekapituliert. So bildet sich in der Peripherie des EBs
zunéchst primitives Entoderm aus. Dies induziert in benachbarten ES Zellen die
Differenzierung zu primitivem ektodermalem Epithel. Im Folgenden flihrt
programmierter Zelltod epithelialer Zellen zur Kavitation des EBs (Murray und Edgar,
2004). Im Laufe dieses Differenzierungsprozesses entstehen in den EBs Zellen des
Ektoderms, des Mesoderms sowie des Entoderms, die lber immunhistologische

Verfahren detektiert werden kénnen.
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Marker Markertyp Murine ES Zellen Humane ES Zellen
SSEA-1 Protein + -
SSEA-3 Protein - +
SSEA-4 Protein - +
Tra-1-60 Protein - +
Tra-1-81 Protein - +
AIkaIisch:klzcict);tphatase- funktionell + +
Telomerase-Aktivitat funktionell / mMRNA + +
Oct-3/4 Protein / mRNA + +
Nanog Protein / mRNA + +
Rex-1 mRNA + +
kompakte,

dreidimensionale,

flache, deutlich

Wachstum in vitro morphologisch deutlich abgegrenzte abgegre_nzte
: Kolonien
Kolonien
EB-Bildung funktionell + +
Teratom-Bildung funktionell + +
Chiméren-Bildung funktionell + /

Tab. 1.1.1 Charakterisierung embryonaler Stammzellen.

Adaptiert nach: Department of Health and Human Services, 2001.

In vivo kann die Pluripotenz von ES Zellen Uber die Bildung von Teratomen belegt

werden: Die Transplantation von ES Zellen in einen Empféngerorganismus fuhrt zur

Entstehung von zumeist gutartigen Tumoren, die Zellen aller drei Keimblétter ent-

halten (Evans und Kaufman, 1981). Der endgliltige Beweis flr die Pluripotenz einer

ES Zelle besteht darin, dass die Nachkommenschaft der Zelle nach Blastozysten-

injektion an allen Geweben des entstehenden Embryos partizipiert (Bradley et al.,

1984). Dieser Beweis ldsst sich aus offensichtlichen ethischen Grtinden flir mensch-

liche ES Zellen jedoch nicht fiihren.
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Neben den hier beschriebenen funktionellen Nachweisen kann die Expression
Pluripotenz-assoziierter Marker als starkes Indiz flr die Pluripotenz einer Zelle
gelten. Hierzu zahlen die Transkriptionsfaktoren Oct-4 (Okamoto et al., 1990), Nanog
(Chambers et al., 2003; Mitsui et al., 2003) und Rex-1 (Rogers et al., 1991) sowie die
Oberflachenantigene SSEA-1 (Solter und Knowles, 1978), SSEA-3, SSEA-4, Tra-1-
60 und Tra-1-81 (Henderson et al., 2002). Starke alkalische Phosphatase- (AP)
sowie Telomerase-Aktivitdt (Thomson et al., 1998) gehdren ebenfalls zu den Kenn-
zeichen pluripotenter Zellen. Zu beachten ist in diesem Zusammenhang, dass es
Spezies-spezifische Unterschiede in der Expression Pluripotenz-assoziierter Marker
gibt. So ist SSEA-1 ein Marker fir die Pluripotenz muriner ES Zellen, tritt jedoch im
Gegensatz dazu beim Menschen nur in differenzierten Zellen auf (Thomson et al.,
1998) (s. Tab. 1.1.1).

Morphologische Kriterien kénnen erste Anhaltspunkte fir die Qualitdt einer ES-
Zellkultur geben. Auch die Morphologie von ES Zellkolonien ist Spezies-abhéngig
(Abb. 1.1.5). Wahrend murine ES Zellen in von der Umgebung stark abgegrenzten,
sehr kompakten und dreidimensionalen Kolonien wachsen, bilden humane ES Zellen
zwar auch deutlich umgrenzte Kolonien, die jedoch flach und wesentlich weniger
kompakt sind. Anzeichen von Differenzierungsvorgédngen in der Kultur sind ein
Verlust der scharfen Abgrenzung der Kolonie nach auBBen sowie die Bildung von

Lticken oder Strukturen im Inneren der Kolonie.

Abb. 1.1.5 ES Zellkolonien. W&hrend murine ES Zellkolonien (A) klein, kompakt und von ihrer Umgebung sehr
deutlich abgegrenzt sind, sind humane ES Zellkolonien (B) sehr viel flacher und weniger kompakt.



Einleitung 20

1.1.3 Selbsterneuerung embryonaler Stammzellen

Die Kultivierung muriner embryonaler Stammzellen in der Gegenwart von Feeder-
Zellen, Serum und leukemia inhibitory factor (LIF) ist ausreichend, um den
undifferenzierten Status der ES Zellen aufrechtzuerhalten (Smith et al., 1988;
Williams et al., 1988). Bei humanen ES Zellen treten unter diesen Kulturbedingungen
jedoch spontane Differenzierungsphédnomene auf. Standardkultivierungsmethoden
fur humane ES Zellen sind zur Zeit die Kokultivierung mit murinen (Thomson et al.,
1998) oder humanen (Amit et al., 2003) Fibroblasten in der Gegenwart von Serum
(Thomson et al., 1998) oder Serumersatz (Serum Replacement®, Invitrogen; Amit et
al., 2000) und unter Zugabe von Fibroblastenwachstumsfaktor-2 (fibroblast growth
factor-2, FGF-2). Vielfach verwendet wird auch Fibroblasten-konditioniertes Medium
anstelle der direkten Kokultur (Xu et al., 2001). Die hier beschriebenen Kultivierungs-
verfahren fur humane ES Zellen erfordern jedoch ein regelméBiges manuelles
Entfernen differenzierter Kolonien. Kdrzlich wurde ein definiertes Kulturmedium
entwickelt, das nicht nur zur Gewinnung humaner ES Zelllinien, sondern auch zur
Kultivierung bestehender humaner ES Zelllinien eingesetzt werden konnte. Dieses
Medium ist frei von tierischen Bestandteilen und ermdglicht eine Feeder-freie Kultur
(Ludwig et al., 2006).

An der Aufrechterhaltung der Selbsterneuerung von ES Zellen sind eine Reihe von
Signalwegen beteiligt. Dies verwundert nicht, da der Selbsterneuerungsprozess sich
aus zwei Komponenten zusammensetzt: Proliferation und Erhaltung des undifferen-
zierten Zustands (Molofsky et al., 2004). Sowohl bei der Selbsterneuerung muriner
als auch humaner ES Zellen spielen der POU-Doménen Transkriptionsfaktor Oct-4
(Okamoto et al., 1990) und das Homdodoménen-Protein Nanog (Chambers et al.,
2003; Mitsui et al., 2003) eine entscheidende Rolle. Ein fur die Aufrechterhaltung der
Pluripotenz von murinen ES Zellen grundlegender Signalweg ist der JAK/STAT-
Pathway. Uber die Bindung an das Heterodimer LIF-Rezeptor/gp130 aktiviert LIF, ein
Mitglied der Interleukin 6-Cytokinfamilie, tiber Stat3-Aktivierung die Selbsterneuerung
von ES Zellen der Maus und unterdriickt die Differenzierung in Entoderm und
Mesoderm (Niwa et al., 1998). Trotz eines funktionellen Stat3-Signalwegs (Daheron
et al., 2004) hat LIF diesen Effekt jedoch nicht auf humane ES Zellen.

Unterschiedliche Funktionen von gp130 wahrend der Entwicklung von Mensch und
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Maus kénnen diese Divergenz erklaren. So ist gp130 bei der Maus flir die Diapause
verantwortlich (Nichols et al., 2001). In der Abwesenheit von Serum reicht jedoch LIF
auch bei murinen ES Zellen nicht flir die Aufrechterhaltung der Selbsterneuerung
aus. Vielmehr ist ein zweiter Signalweg nétig, um eine neurale Differenzierung der
ES Zellen zu verhindern (Abb. 1.1.6). Hierbei handelt es sich um die Induktion von Id
(Inhibitor of differentiation) durch bone morphogenetic protein (BMP) tiber den Smad-
Pathway (Ying et al., 2003a).

Embryonale Stammzelle (

Mesoderm
Entoderm Neuroektoderm

Abb. 1.1.6 Selbsterneuerung muriner ES Zellen. Die Transkriptionsfaktoren Oct-3/4 und Nanog regulieren die
Selbsterneuerung von embryonalen Stammzellen. Uber Aktivierung des JAK/STAT-Signalwegs inhibiert LIF die
Differenzierung in Meso- und Entoderm. BMP-vermittelte Induktion des Smad-Signalwegs flihrt zu einer Inhibition
der Differenzierung in neuroektodermale Zellen.

Adaptiert nach: Ying et al., 2003a

Wiederum zeigen sich hier Spezies-spezifische Unterschiede, denn bei humanen ES
Zellen induzieren BMPs die Differenzierung in Trophoblast-Zellen (Xu et al., 2002).
Fir humane ES Zellen konnte gezeigt werden, dass in der Anwesenheit von FGF-2
und des BMP-Antagonisten Noggin eine Proliferation im undifferenzierten Zustand
erreicht werden kann (Xu et al., 2005b). Weitere Arbeiten postulieren, dass FGF-2
allein ausreichend ist, um das Selbsterneuerungspotential humaner ES Zellen
aufrechtzuerhalten (Levenstein et al., 2005; Xu et al.,, 2005a), wahrend andere
Autoren auf eine entscheidende Funktion des Wnt-Signalwegs hinweisen (Sato et al.,

2004). Eine vollstdndige Aufkldrung der molekularen Mechanismen der Selbst-

erneuerung insbesondere humaner ES Zellen steht somit noch aus.
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1.1.4 In vitro Differenzierung von ES Zellen

Ilhre praktisch unbegrenzte Vermehrbarkeit in vitro und ihre Pluripotenz machen ES
Zellen zu vielversprechenden Kandidaten als Donorzellen flir die regenerative Medi-
zin. Verschiedene Methoden werden eingesetzt, um differenzierte ES Zell-abgeleite-
te Populationen zu gewinnen. Hierzu z&hlen die Bildung von EBs (Keller, 1995), die
Kokultur mit anderen Zelllinien (Barberi et al., 2003) und die adhédrente Konversion
(Ying et al., 2003b). Mittels dieser Verfahren gewonnene Vorlduferzellen kénnen tber
die sequentielle Gabe von Wachstumsfaktoren gerichtet weiterdifferenziert werden
(Brustle et al., 1999) oder mit Hilfe eines selektierbaren Markers aufgereinigt werden
(Klug et al., 1996) (Abb. 1.1.7).

¥ \ Selbsterneuerung
Embryonale Stammzellen 07

l Induktion der Differenzierung

/ \ __ Faktor 1
\

—— ~ / \
Antibiotikaresistenzgen / =X
unter Kontrolle eines / Faktor 2~ \
Neuronen-spezifischen / \
Promotors
/4.\ Antibiotika- \ - Faktor3
/ Selektion \'¢
/ \
\
¥ «
L ] L ] (=)
e o
® ®© o L] i
2 e e
o0
Neurone Neurone
Linienselektion Gerichtete Differenzierung

Abb. 1.1.7 In vitro Differenzierung embryonaler Stammzellen. Aufgereinigte ES Zell-abgeleitete somatische
Zellpopulationen kénnen Uber Verfahren der Linienselektion oder der gerichteten Differenzierung gewonnen
werden.

Differenzierte Zellen aller drei Keimbléatter kénnen (ber die hier angedeuteten
Methoden in variierender Reinheit aus ES Zellen gewonnen werden (Keller, 2005).
Sehr hohe Aufreinigungen konnten dabei fliir aus ES Zellen der Maus abgeleitete
Oligodendrozyten (Glaser et al., 2005) und Cardiomyozyten (Klug et al., 1996)

erreicht werden. Nach Transplantation ES Zell-abgeleiteter glialer Vorldufer in das
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Gehirn Myelin-defizienter Ratten konnte eine Myelinbildung festgestellt werden
(Brustle et al., 1999), und die Transplantation aus ES Zellen gewonnener Insulin-
produzierender Zellen in diabetische Méause resultierte in einer Normalisierung der
Glykédmie (Leon-Quinto et al., 2004). In einigen Studien wurde die funktionelle
Integration ES Zell-abgeleiteter Neurone in das Wirtsgewebe nachgewiesen
(Benninger et al., 2003; Wernig et al., 2004).

Auch aus humanen ES Zellen konnten bereits klinisch relevante somatische Zell-
populationen gewonnen werden. Als Beispiele seien hier Neurone (Zhang et al.,
2001), Kardiomyozyten (Kehat et al., 2004) sowie Insulin-produzierende Zellen
(Assady et al.,, 2001) genannt. Vielfach erreichen die entwickelten Ansétze zur
gerichteten Differenzierung humaner ES Zellen jedoch noch nicht die Effizienzen und
Reinheiten, die flir einen Einsatz ES Zell-abgeleiteter Zellen als Zellersatz nétig
wéren. Im Hinblick auf dieses Fernziel sind zudem genauere Untersuchungen zur
Funktionalitdt und Integration ES Zell-abgeleiteter Zellen in das Wirtsgewebe eine
unumgéngliche Voraussetzung. Auch definierte Kulturbedingungen, die vollstdndig
auf tierische Produkte verzichten, mussen entwickelt werden, bevor an eine klinische

Zulassung ES Zell-abgeleiteten Zellersatzes zu denken ist.

Mittelfristig jedoch er6ffnen humane ES Zellen und ihre Derivate bereits faszinierende
Perspektiven fur die Forschung und Entwicklung der pharmazeutischen Industrie.
Ihre Vermehrbarkeit und Pluripotenz machen humane Zellpopulationen im groBen
MaBstab verfligbar, die bislang, wie etwa Neurone, kaum zugénglich waren. Dies
kénnte die Grundlage flir eine Revolution im pharmakologischen und toxikologischen
Screening darstellen, das bislang auf immortalisierte Zelllinien und Tiermodelle
angewiesen ist. Neben der Tatsache, dass humane Zellen hier das direktere Modell
darstellen, besitzen ES Zellen das Atout einer ausgezeichneten Zugénglichkeit fur
genetische Verdnderungen. Dies ist eine entscheidende Grundlage fuir das Design
leicht auslesbarer Zell-basierter Assays. Weiterhin erlaubt es die Gewinnung
krankheitsspezifischer humaner ES Zelllinien (Verlinsky et al., 2005), vollkommen

neuartige, unmittelbare Krankheitsmodelle auf Zellebene zu generieren.
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1.2 Zellkulturautomatisierung

Ein Einsatz ES Zell-abgeleiteter Zellen im pharmakologischen und toxikologischen
Screening setzt ein hohes MaB an Reproduzierbarkeit und Standardisierung in der
Gewinnung der entsprechenden Zellpopulationen voraus. Bereits die Kultur undiffe-
renzierter humaner ES Zellen stellt ein extrem fragiles und komplexes System dar,
das durch geringe Abweichungen in den Kulturbedingungen stark beeinflusst werden
kann. Hierzu zdhlen Variationen in den Medienkomponenten ebenso wie
Schwankungen in der Qualitat der Feederzellen und die individuelle Vorgehensweise
des Zellkulturanwenders. Bereits banal erscheinende Faktoren wie die Offnungs-
dauer des Brutschranks, die zu Schwankungen in Temperatur und pH-Wert des
Mediums (Lo et al.,, 1994) flihren kann, oder die Dauer der Phase des Trocken-
stehens der Zellen beim Mediumwechsel kénnen Auswirkungen auf die Qualitat der
humanen ES Zellkultur zeigen. Insbesondere interindividuelle Variationen in der
Zellkulturtechnik kénnen einen Einfluss auf Wachstumsverhalten und Pluripotenz
humaner ES Zellen haben. Ein Beispiel hierfuir sind unterschiedliche Strategien bei
der Passagierung humaner ES Zellen in Form kleiner Aggregate. Umso deutlicher
sind die Auswirkungen von Variationen wéhrend des Ablaufs komplexer mehrstufiger

Differenzierungsprotokolle.

Eine zuverldssige Standardisierung der humanen ES Zellkultur und -differenzierung
kann insbesondere durch eine Automatisierung der Prozesse erreicht werden.
Wahrend zahlreiche molekularbiologische Anwendungen wie DNA-Isolierung, PCR
und Proteinkristallisation bereits erfolgreich automatisiert wurden, ist die Automa-
tisierung von Zellkulturen lange vernachldssigt worden. So existieren zwar in der
pharmazeutischen Industrie Systeme flir die Durchflihrung Zell-basierter Assays. Die
Aufrechterhaltung von Zellkulturen Uber einen lédngeren Zeitraum hinweg, was
Mediumwechsel und Passagierung einschlieBt, wurde jedoch als nicht oder nur
schwer automatisierbar eingestuft. Als entscheidende Faktoren ftir die Zurtickhaltung
auf diesem Gebiet sind die Gefahr bakterieller Kontaminationen, die Notwendigkeit
einer flexiblen Reaktion auf den Zustand der Zellkultur und die vielfach
vorherrschende irrationale Ansicht, man misse ,ein Gefuhl* fiir die Zellkultur

besitzen, anzusehen.
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1.3 Skalierbare Zellkulturverfahren

Die Entwicklung eines automatisierten Zellkultursystems, das Anleihen bei der
konventionellen manuellen Zellkultur nimmt, eréffnet den Vorteil, Zellkulturen unter
weitestgehender Beibehaltung einer bewadhrten Methodik standardisiert vermehren
zu kénnen. Ein solches parallelisiertes System besitzt jedoch deutliche Limitierungen,
wenn es das Ziel ist, groBe Zellzahlen zu produzieren. Zum einen ist die Kapazitat
des Systems im Sinne von rdumlicher und zeitlicher Auslastung begrenzt. Zudem
bringt die Kultivierung von Zellen in Zellkulturschalen oder -flaschen eine inhérente
Variabilitdt zwischen den einzelnen Anséatzen, sprich Zellkulturschalen, mit sich, die
sich durch ansatzweise Passagierung weiter propagiert. Selbst innerhalb einer
Zellkulturschale liegen an unterschiedlichen Positionen andere Mikroumgebungen
vor (Castilho und Medronho, 2002).

Um humane ES Zellen zur Gewinnung von Zell-basierten Produkten flir Zellersatz
und Screening einsetzen zu kénnen, mussen ausreichende Zellzahlen an méglichst
homogenen, pluripotenten ES Zellen als Ausgangsmaterial bereitgestellt werden.
Dabei ist zu bedenken, dass zunéchst kleinere Zellzahlen fir proof-of-concept
Studien bendtigt werden, bei Erfolg dieser Studien jedoch mit einer wachsenden
Nachfrage zu rechnen ist. Als ideale L6sung wére somit ein skalierbares System

anzusehen.

Fir die Kultivierung von Séugerzellen kommen zwei Typen skalierbarer Systeme in
Betracht: Ruhrkesselreaktoren und Festbettreaktoren (Abb. 1.3.1). Da humane ES
Zellen adhdrent wachsende Zellen sind, wére ein Festbettreaktor wie das
Hohlfasermodul eine nahe liegende Wahl. Bei diesem System wachsen die Zellen
adhérent auf der AuBenseite von Hohlfasern, widhrend das Medium das Innere der
Hohlfasern durchstrémt. Ein Festbettreaktor ist jedoch in erster Linie daflir geeignet,
ein sekretiertes Produkt herzustellen. Die Ernte von Zellen als Produkt erweist sich
dagegen als eher schwierig. Zudem treten bei der Besiedlung des Reaktors
zwangslaufig Inhomogenitdten in der Zellverteilung auf, und Konzentrations-
gradienten in Strémungsrichtung des Mediums sind nicht zu vermeiden. Eine

Skalierung ist bei diesem Prinzip nur begrenzt méglich (Chmiel, 1991).
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Abb. 1.3.1 Reaktoren zur Kultivierung von Tierzellen. Tierische Zellen kdénnen in klassischen
Rihrkesselreaktoren (A) kultiviert werden. In einem solchen System befinden sich die Zellen in Suspension. Fir
adhdrent wachsende Zellen kommen auch Festbetireaktoren wie das Hohlfasermodul (B, Léngs- und
Querschnitt) in Frage. In einem Hohlfasermodul wachsen die Zellen auf von Medium durchstrdmten Membranen.
Adaptiert nach: Chmiel, 1991

Gertihrte Systeme bieten den Vorteil einer besonders robusten zeitlichen und
raumlichen Kontrolle (Chu und Robinson, 2001). Sie sind hervorragend skalierbar,
ausgezeichnet homogenisierbar und besitzen eine gute Zugénglichkeit fur die online-
und offline-Analytik. Kontrollierbarkeit und Homogenisierbarkeit ermdglichen
Hochdichte-Kulturen, was es in Kombination mit der Skalierbarkeit erlaubt, die
Haufigkeit der Benutzerintervention und damit auch das Kontaminationsrisiko
deutlich zu reduzieren (Crespi und Thilly, 1981). Die Kontrollierbarkeit von Rhr-
kesselreaktoren schafft zudem ausgezeichnete Voraussetzungen flir die Optimierung
von Kulturbedingungen wie Geldstsauerstoffgehalt, pH-Wert und Medienversorgung.
Insbesondere flir die Kultivierung von humanen ES Zellen ist dies ein unschétzbarer
Vorteil, da eine systematische Optimierung der Kulturbedingungen ftir diesen Zelltyp
noch aussteht. Ein gertihrtes System kann jedoch auch in negativer Hinsicht auf die
kultivierten Zellen einwirken. Insbesondere die durch das Ruhren erzeugten Scher-
stromungen, Dehnstrémungen und Turbulenzen konnen Zellschadigungen verur-
sachen. Aus diesem Grund ist auf die Optimierung der Rthrparameter besonderes
Augenmerk zu legen.

Sollen adhérent wachsende Zellen wie humane ES Zellen in einem gertihrten System

kultiviert werden, so bendtigen sie ein geeignetes Tragermaterial, sog. Microcarrier
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(van Wezel, 1967) (Abb. 1.3.2). Ein idealer Microcarrier muss Oberfldcheneigen-
schaften besitzen, die es den Zellen erlauben zu adhérieren und zu proliferieren. Die
Dichte des Carriers sollte es gestatten, den mit Zellen bewachsenen Carrier bereits
bei geringen Rihrgeschwindigkeiten in Suspension zu halten; andererseits sollte der
Carrier leicht vom Kulturmedium abzutrennen sein. Um ein zeitgleiches Erreichen der
Konfluenz zu gewéhrleisten, sollte die GréBenverteilung der Microcarrier vergleichs-
weise eng sein. Idealerweise erlauben die optischen Eigenschaften der Carrier eine
mikroskopische Beurteilung der Kultur. Das Autoklavieren der Carrier sollte méglich
sein (Amersham Pharmacia Biotech, 1999). Um den Anforderungen unterschied-
licher Zelltypen Rechnung zu tragen, sind Microcarrier mit verschiedenen Beschich-

tungen kommerziell erhéltlich (z. B. Kollagen, Fibronektin).

Abb. 1.3.2 Microcarrier. Durch Kultivierung auf Microcarriern kénnen adhédrent wachsende Zellen in
Suspensionskultur gebracht werden. Hier sind humane Osteosarkom-Zellen auf Cytodex-Microcarriern gezeigt.
Aus: Amersham Pharmacia Biotech, 1999

Die Microcarrier-basierte Kulturflihrung ist ein etabliertes Verfahren fuir die Produktion
von Impfstoffen (Mered et al., 1981; van Wezel und van Steenis, 1978) und Interferon
(Clark und Hirtenstein, 1981) im industriellen MaBstab. Wahrend bereits erste
Ansétze zur Skalierung von differenzierenden EB-Kulturen erarbeitet wurden (Dang
et al., 2004; Schroeder et al., 2005; Zandstra et al., 2003), handelt es sich bei der
Microcarrier-basierten Suspensionskultur undifferenzierter ES Zellen um ein

innovatives Verfahren.
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1.4 Ziel der Arbeit

Im Rahmen dieser Dissertation sollten in einem industrienahen Kontext
automatisierte und skalierbare Verfahren zur Kultivierung humaner ES Zellen
entwickelt werden. Solche Prozesse stellen essentielle Voraussetzungen fr
kommerzielle Anwendungen der Stammzellforschung dar. Um von ES Zellen
abgeleitete somatische Zellen im pharmakologischen und toxikologischen Screening
einsetzen zu kdénnen, ist es unabdingbar, ltber im hdchsten MaBe standardisierte
Methoden zu verfligen und groBe Zellzahlen in gleich bleibender Qualitat produzieren

zu kénnen.

1.4.1 Etablierung der humanen ES Zellkultur

In einem ersten Teil der Arbeit sollte die konventionelle Kultivierung humaner ES
Zellen in Gegenwart und Abwesenheit von Feeder-Zellen etabliert werden. Hierzu
zéhlte auch die Charakterisierung der humanen ES Zellen hinsichtlich der Expression

Pluripotenz-assoziierter Marker auf Protein- und mRNA-Ebene.

1.4.2 Entwicklung eines automatisierten Systems zur Kultivierung
humaner ES Zellen

Auf Grundlage der im ersten Teil erarbeiteten Methoden zur Kultivierung humaner ES
Zellen sollte in Kooperation mit Hamilton Life Science Robotics ein automatisiertes
System zur Kultivierung und Differenzierung von ES Zellen entwickelt werden.
AnschlieBend sollte dieses System im Rahmen einer Langzeitkultivierung muriner
und humaner ES Zellen validiert werden. Im Falle einer erfolgreichen Validierung war
es vorgesehen, das automatisierte System mit dem Ziel einer stand-alone-L6sung

weiterzuentwickeln.



Einleitung 29

1.4.3 Entwicklung eines skalierbaren Prozesses zur Kultivierung
humaner ES Zellen

Um einen skalierbaren Prozess zur Kultivierung humaner ES Zellen zu entwickeln,
sollten zunéchst verschiedene Carriertypen auf ihre Fahigkeit hin getestet werden,
die Pluripotenz und die Proliferation humaner ES Zellen zu gewdhrleisten. Parallel
dazu sollten verschiedene Ansétze zur Feeder-freien Kultivierung humaner ES Zellen
untersucht werden. Im Folgenden war geplant, Rahmenbedingungen flir eine
Microcarrier-basierte Kultivierung humaner ES Zellen in einem unkontrollierten
Suspensionssystem abzustecken. AbschlieBend sollte eine Prozessoptimierung in

einem kontrollierten System angegangen werden.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Allgemeines

Alle Arbeiten mit humanen ES Zellen wurden im Rahmen von durch das Robert-
Koch-Institut genehmigten Projekten und im Einklang mit dem deutschen Stammzell-

gesetz durchgefuhrt.

Fir die Zellkultur verwendete Geréte, Materialien und Lésungen wurden vor der
Verwendung auf geeignete Weise (Autoklavieren, Sterilfiltrieren, Hitzesterilisation)

sterilisiert oder bereits steril vom Hersteller bezogen.

Eine vollstdndige Auflistung aller verwendeten Geréte, Materialien, Chemikalien,

Lésungen und Antikérper mit Herstellerangabe befindet sich im Anhang (s. 9.1-9.7).

2.2 Zelllinien

Zur Validierung des Systems zur Zellkulturautomatisierung wurden die murine ES
Zelllinie J1 sowie die humanen ES Zelllinien H9.2 und I3 eingesetzt. Alle Arbeiten zur
skalierbaren Kultivierung wurden mit der ES Zelllinie H9.2 durchgefthrt. Zur Kokultur
und zur Gewinnung konditionierten Mediums wurden y—bestrahlte primére embryo-
nale Fibroblasten der Maus (murine embryonale Fibroblasten, MEF; gewonnen aus
dem Stamm CD1, Charles River, Sulzfeld) sowie humane Vorhaut-Fibroblasten

(human foreskin fibroblasts, HFF) eingesetzt.

Die humanen ES Zelllinien sowie die humanen Fibroblasten wurden von Joseph

ltskovitz-Eldor, Haifa, Israel, bezogen.
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2.3 Besondere Systeme zur Zellkultivierung
2.3.1 Robotiksystem

Das System zur Zellkulturautomatisierung wurde im Rahmen dieser Dissertation
gemeinsam mit der Firma Hamilton Life Science Robotics, Bonaduz, Schweiz,
entwickelt. Es basiert auf dem Liquid-Handling-Instrument Microlab STAR®. Eine

ausfuhrliche Darstellung aller Komponenten ist Bestandteil der Ergebnisdarstellung.

2.3.2 Spinnersysteme

Zur Entwicklung skalierbarer Verfahren fiuir die Kultivierung humaner ES Zellen
wurden unkontrollierte und kontrollierte Spinnersysteme eingesetzt. Um zu
verhindern, dass Zellen und Microcarrier an die negativ geladene Glasoberflache
dieser Systeme adhérierten, wurden die GefédBe regelmdaBig fur 30 Minuten mit
RepelSilane (Amersham) hydrophobisiert und anschlieBend mit Reinstwasser

(Millipore) gespulilt.

Als unkontrollierte Spinner (Abb. 2.3.1) wurden GefédBe der Firmen Bellco (A;
Durchmesser 55mm), Wheaton (B; Durchmesser 60mm) und Corning (C;
Durchmesser 65mm) verwendet, die lber unterschiedliche Ruhrertypen verfligten.
Dabei handelte es sich um Glasballtaumelrtihnrer (D; Durchmesser 20mm),
Paddelrtihrer (E; Durchmesser 40mm) und Blattrihrer (F; Durchmesser 40mm), die
tber Kopplung an einen Magnetrihrer betrieben wurden. Zur Durchmischung der
Kultur wurden Rulhrgeschwindigkeiten von 20 bis 30rpm eingesetzt. Die
unkontrollierten Spinnersysteme mit einem Arbeitsvolumen von 20 bis 50ml wurden
im Brutschrank bei einer Temperatur von 37°C und einer Atmosphére von 21%
Sauerstoff und 5% Kohlendioxid inkubiert. Hierbei wurde der Gasaustausch

gewadbhrleistet, indem die Deckel auf den Spinnerarmen leicht gedffnet blieben.
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Abb. 2.3.1 Unkontrollierte Spinner mit ihren Riihrern. In dieser Arbeit wurden Spinner von Bellco (A),
Wheaton (B) und Corning (C) verwendet. Diese Spinner waren mit unterschiedlichen Rihrern ausgestattet. Der
Spinner von Bellco verfligte (ber einen Glasballtaumelrtihrer (D), der Wheaton-Spinner war mit einem
Paddelrtihrer (E) ausgertistet und der Spinner von Corning besaB einen Blattriihrer (F).

Zur weiteren Optimierung der Kulturbedingungen wurde ein kontrolliertes Mini-
spinnersystem (Cellferm-pro®) mit vier unabhéngig voneinander regelbaren Spinnern
der Firma DASGIP eingesetzt (Abb. 2.3.2; Durchmesser der GefdBe: 35mm). Dieses
System ist daflir ausgelegt, bereits bei einem sehr niedrigen Arbeitsvolumen von
40ml eine Messung und Regelung wichtiger Kulturparameter zu ermdglichen.
Zugleich kann das Minispinnersystem aufgrund des geringen Einsatzes an
Zellmaterial, Microcarriern und Medien sehr 6konomisch betrieben werden, was
insbesondere wéhrend einer Optimierungsphase von Bedeutung ist. Ein
kontinuierlicher Betrieb des Systems Uber ein Schlauchquetschpumpensystem zur
Medienzu- und -abfuhr ist méglich. Bei den in diesem System verwendeten Ruhrern
handelte es sich um Spezialanfertigungen mit Rdhrerblattern aus PTFE-Folie
(Durchmesser 30mm), die ebenso wie die Rtihrer der unkontrollierten Spinnern tber
Magnetruihrer gesteuert wurden. Die Temperaturregelung erfolgte tiber Inkubation in
einem Brutschrank. pH-Wert und Geldstsauerstoffgehalt der Kulturmedien wurden

online Uber pH- bzw. Sauerstoff-Elektroden gemessen. Entsprechend den von der
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Prozesskontrolle gelieferten Sollwerten wurde der pH-Wert tber die Begasung mit
Kohlendioxid und der Geldstsauerstoffgehalt tber die Einspeisung von Sauerstoff
bzw. Stickstoff geregelt. Dies erfolgte mit 0,2sl/h tber eine Gasmischstation, als
Grundbegasung diente Druckluft. Um Grenzflichenspannungen zwischen Luftblasen
und Zellen zu vermeiden, wurde eine blasenfreie Kopfraumbegasung gewéhlt. Alle
Gaszuleitungen waren mit 0,2um Sterilfiltern versehen. Die Prozesskontrolle erfolgte
tber die Software Cellferm pro (DASGIP).

o A s e
i A

“‘- L/ #“n' A\ % /

Abb. 2.3.2 Geregeltes Minispinnersystem. Das Minispinnersystem (A) der Firma DASGIP erlaubt es, pH-Wert
und Geléstsauerstoffgehalt in niedrigvolumigen Kulturen zu messen und zu regulieren. Jeder Spinner ist mit pH-
und Sauerstoff-Elektroden ausgestattet (B). Bei dem verwendeten Rihrer (C) handelt es sich um eine
Spezialanfertigung.

Bildquelle zu A: http://www.dasgip.de/de/prozess/index2.php3?choice1=labor&choice2=produkte

2.3.3 Microcarrier

Die in dieser Arbeit evaluierten Microcarrier sind mit ihren Charakteristika in Tab.
2.3.1 dargestellt. Bei der Vorbereitung von Carriern fiir die Kultivierung humaner ES
Zellen wurde wie folgt vorgegangen: Vor der Verwendung zu quellende Carrier
wurden tber Nacht bei Raumtemperatur in 50ml PBS pro Gramm Carrier inkubiert.
AnschlieBend wurden sowohl gequollene als auch nicht-quellende Carrier zweimal
mit PBS gewaschen, autoklaviert und bei 4°C aufbewahrt. Vor der Inokulation mit

Zellen wurden die Carrier dreimal mit angewéarmtem Kulturmedium gewaschen.
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Fldche .
Name des (m?/s Dichte Eingesetzte
. X Hersteller Material Beschichtung 9 Porositét Quellbar | Konzentration
Microcarriers Trocken- | (g/ml)
. (mg/mi)
gewicht)
Cytodex 1 GE Dextran keine 4,4 1,03 mikropords ja 0,8
y Healthcare ’ ’ P ! ’
Cytodex 3 GE Dextran Kollagen 2,7 1,04 mikropords ja 0,8
y Healthcare 9 ’ ’ P ! ’
Cultispher G Perbio Kollagen keine nicht 1,04 makropords ja 1
P 9 bekannt ’ P !
Cultispher S Perbio Kollagen keine nicht 1,04 makropords ja 1
P 9 bekannt ’ P !
Cytopore GE Zellulose keine 1,1 1,03 makroporés ja 2
ytop Healthcare ’ ’ P !
Biosilon Nunc Nunclon® keine 0,026 1,05 nicht pords nein 24
FACT Sigma Polystyren Kollagen 0,036 1,02 nicht pordés nein 20
Pronectin Sigma Polystyren RGD- 0,036 1,02 nicht porés nein 20
9 ysty Bindedoméne ’ ’ P

Tab. 2.3.1 Eigenschaften und Konzentrationen der verwendeten Microcarrier.

24 Zellbiologische Methoden
2.4.1 Fibroblasten fiir die ES Zellkultur
2.4.1.1 Praparation priméarer muriner embryonaler Fibroblasten (MEF)

Die Kokultur mit mitotisch inaktivierten murinen oder humanen Fibroblasten ist eine

Voraussetzung zur Erhaltung der Pluripotenz der verwendeten ES Zelllinien.

Mé&use des Stammes CD1 wurden an Tag 13,5 oder 14,5 der Embryonalentwicklung
prépariert und in frischem PBS gewaschen. Nach Entfernen des Kopfes und
Entnahme der inneren Organe wurde das verbleibende Bindegewebe erneut
gewaschen und anschlieBend mit einer Schere fein zerkleinert. Die resultierenden
Gewebestlicke wurden in 50ml 1,5x Trypsin/EDTA resuspendiert und in einen
Erlenmeyerkolben mit Glaskugeln (& 4mm) tberflihrt. Nach 30-minttigem Ruhren
bei 37°C auf einem Magnetrihrer (50rpm) wurde das Trypsin durch Zugabe von 50ml
FCS-haltigem MEF-Medium inaktiviert. Die Zellsuspension wurde gesiebt, um
Glaskugeln und verbleibende Gewebestlicke zu entfernen und fiir 5 Minuten bei
1200rpm abzentrifugiert. Das Pellet wurde resuspendiert, und die vereinzelten Zellen

wurden in einer Dichte von 5x10° Zellen pro 15cm-Zellkulturschale ausplattiert und
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bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Nach drei bis vier Tagen wurde Medium von den
subkonfluenten Schalen abgenommen und auf Mycoplasmen hin untersucht. Hierzu
wurde das Mycoplasma Plus PCR Primer Set nach Anweisungen des Herstellers
verwendet. Bei negativem Mycoplasma-Testergebnis wurden die Zellen bei
Erreichen der Konfluenz eingefroren. Hierzu wurden die Schalen zweimal mit PBS
gewaschen, fir 5 Minuten bei 37°C mit 1x Trypsin/EDTA inkubiert und anschlieBend
mit FCS-haltigem MEF-Medium gesplilt. Die Zellsuspension wurde fur flinf Minuten
bei 1200rpm abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 1ml MEF-Medium pro 15cm-
Zellkulturschale resuspendiert. Nach Zugabe DMSO-haltigen MEF-Gefriermediums
im Verhéltnis 1:1 wurden die Zellen in Kryoréhrchen a 1ml Zellsuspension
eingefroren. Die Kryoréhrchen wurden hierzu in Styroporboxen fur 1 Stunde bei
-20°C und anschlieBend lber Nacht bei -80°C inkubiert. Die Langzeitlagerung

erfolgte in fltissigem Stickstoff.

2.4.1.2 Kultivierung primarer muriner embryonaler Fibroblasten

Roéhrchen mit kryokonservierten murinen embryonalen Fibroblasten wurden zligig bei
37°C im Wasserbad aufgetaut und in 5ml vorgelegtes MEF-Medium pro Kryo-
réhrchen dberfihrt. Die Zellsuspension wurde bei 1200rpm fir 5 Minuten
abzentrifugiert, in MEF-Medium resuspendiert und auf eine 15cm-Zellkulturschale pro
Kryoréhrchen ausplattiert. Die Schalen wurden bis zur Konfluenz bei 37°C und 5%
CO, inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen wie unter 2.4.1.1 beschrieben
abtrypsiniert und im Verhéltnis 1:3 erneut ausplattiert. Die Zellen wurden bis maximal

zur vierten Passage propagiert.

2.4.1.3 Kultivierung humaner Vorhaut-Fibroblasten

15cm-Zellkulturschalen wurden flir 20 Minuten bei Raumtemperatur mit 0,1%
Gelatine beschichtet. R6hrchen mit kryokonservierten humanen Vorhaut-Fibroblasten
(human foreskin fibroblasts, HFF) wurden zUgig bei 37°C im Wasserbad aufgetaut
und in 5ml vorgelegtes MEF-Medium pro Kryoréhrchen Uberflihrt. Die Zellsuspension
wurde bei 1500rpm fiir 5 Minuten abzentrifugiert, in MEF-Medium resuspendiert und

auf eine Gelatine-beschichtete 15cm-Zellkulturschale pro Kryoréhrchen ausplattiert.
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Die Schalen wurden bis zur Konfluenz bei 37°C und 5% CO, inkubiert. AnschlieBend
wurden die Zellen wie unter 2.4.1.1 beschrieben abtrypsiniert und im Verhéltnis 1:2
erneut ausplattiert. HFF konnten fur mehr als 50 Passagen propagiert und in einem
Verhdltnis von 2 Kryoréhrchen pro konfluenter 15cm-Zellkulturschale nach der unter

2.4.1.1 beschriebenen Methode in MEF-Gefriermedium eingefroren werden.

2.4.1.4 Mitotische Inaktivierung muriner embryonaler Fibroblasten und
humaner Vorhaut-Fibroblasten durch y-Bestrahlung

Die Kokultur embryonaler Stammzellen mit Fibroblasten setzt voraus, dass die
Fibroblasten mit ihrer schnelleren Wachstumsrate die ES Zellkultur nicht

tiberwuchern. Aus diesem Grund werden Feeder-Zellen mitotisch inaktiviert.

Mit MEF oder HFF konfluent bewachsene 15cm-Schalen wurden zur y-Bestrahlung
verwendet. Hierzu wurden die Zellen wie beschrieben abtrypsiniert (vgl. 2.4.1.1). Zell-
pellets von 25 15cm-Zellkulturschalen wurden in 35ml MEF-Medium resuspendiert
und in eine T125-Zellkulturflasche lberflhrt. Die y-Bestrahlung fand in der Funktions-
einheit Strahlentherapie der Radiologischen Universitatsklinik Bonn statt. Sie erfolgte
an einem medizinischen Linearbeschleuniger (MEVATRON MD2, Siemens) mit 6MV
Photonen im Dosismaximum (17mm) oder alternativ in einem gewebeéquivalenten
Festkdrperphantom (RW3, PTW Freiburg) bei einem Fokus-Haut-Abstand von
100cm. Die Fibroblasten wurden mit 15Gy Einzeldosis bestrahlt. Im Anschluss an die
Bestrahlung wurden die Fibroblasten auf Gelatine-beschichtete 15cm-Zellkultur-
schalen ausplattiert (zur Gelatine-Beschichtung s. 2.4.1.3) und tber Nacht inkubiert.
Nach 24 Stunden wurden die y-bestrahlten Fibroblasten wie unter 2.4.1.1 beschrie-
ben eingefroren. Hierbei wurde eine Zellzahl von 2,4x10° Zellen pro Kryoréhrchen

eingestellt.
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2.4.1.5 Auftauen mitotisch inaktivierter muriner embryonaler Fibroblasten und
humaner Vorhaut-Fibroblasten

Das in dieser Arbeit fir die humane ES Zellkultur verwendete serumfreie Medium ist
nicht zur Kultivierung von Fibroblasten geeignet. Bereits nach 24 Stunden in diesem
Medium nehmen Fibroblasten eine spindelférmige Struktur an und Idsen sich nach
etwa einer Woche von der Zellkulturschale ab. Um eine gute Qualitdt der mitotisch
inaktivierten Fibroblasten zu gewéhrleisten, werden diese zundchst in serumhaltigem
Medium ausgesédt und nur tiber wenige Tage nach dem Plattieren ftr die humane ES

Zellkultur verwendet.

Sechs-Well-Zellkulturplatten wurden fur 20 Minuten bei Raumtemperatur mit 0,1%
Gelatine beschichtet. R6hrchen mit kryokonservierten mitotisch inaktivierten Fibro-
blasten wurden ztigig bei 37°C im Wasserbad aufgetaut und in 5ml vorgelegtes MEF-
Medium pro Kryoréhrchen Uberflinrt. Die Zellsuspension wurde bei 1200rpm
(1500rpm fur HFF) fur 5 Minuten abzentrifugiert, in MEF-Medium resuspendiert und
auf zwei Gelatine-beschichtete Sechs-Well-Zellkulturplatten pro Kryoréhrchen
ausplattiert. Dies entspricht einer Zelldichte von 2x10° Fibroblasten pro Well einer
Sechs-Well-Zellkulturplatte. Die Schalen wurden mindestens tber Nacht bei 37°C
und 5% CO, inkubiert, bevor humane ES Zellen darauf ausgeséat wurden. Plattierte
mitotisch inaktivierte Fibroblasten wurden flir h6chstens drei Tage nach dem

Ausplattieren fuir die humane ES Zellkultur verwendet.

2.4.1.6 Gewinnung konditionierten Mediums von mitotisch inaktivierten
murinen embryonalen Fibroblasten und humanen Vorhaut-
Fibroblasten

Statt in direkter Kokultur mit mitotisch inaktivierten Fibroblasten kénnen humane ES
Zellen auch in Gegenwart von Fibroblasten-konditioniertem Medium (conditioned

medium, CM) auf Matrigel®-beschichteten Zellkulturschalen kultiviert werden.

15cm-Zellkulturschalen wurden flir 20 Minuten bei Raumtemperatur mit 0,1%
Gelatine beschichtet. R6hrchen mit kryokonservierten mitotisch inaktivierten Fibro-
blasten wurden ztigig bei 37°C im Wasserbad aufgetaut und in 5ml vorgelegtes MEF-
Medium pro Kryoréhrchen Uberflinrt. Die Zellsuspension wurde bei 1200rpm

(1500rpm fur HFF) fur 5 Minuten abzentrifugiert und in MEF-Medium resuspendiert.
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Pro Gelatine-beschichteter 15cm-Zellkulturschale wurden 7,2x10° Fibroblasten
ausplattiert. Nach Inkubation tber Nacht bei 37°C und 5% CO, wurde das MEF-
Medium durch 50ml hES Zellmedium ohne FGF-2 ersetzt. Alle 24 Stunden wurde das
CM geerntet, Uber eine 0,22um-Filtereinheit sterilfiltriert und flir bis zu vier Wochen
bei -20°C gelagert. Nach spéatestens sieben Tagen wurden die Fibroblasten verwor-

fen. Vor Gebrauch wurden dem CM 4ng/ml FGF-2 zugesetzt.

2.4.2 Kultivierung humaner ES Zellen
2.4.2.1 Auftauen humaner ES Zellen

Die Effizienz des Einfrier- und Auftauprozesses humaner ES Zellen ist relativ niedrig.
Neben einer geringen Uberlebensrate ist die Spontandifferenzierung nach dem
Auftauen zundchst besonders hoch. Aus diesem Grund werden humane ES Zellen

moglichst in Dauerkultur gehalten und nur so selten wie méglich aufgetaut.

Das Medium eines mit Fibroblasten beschichteten Wells einer Sechs-Well-Zellkultur-
platte wurde abgesaugt und durch 1ml hES Zellmedium ersetzt. Ein Kryoréhrchen mit
humanen ES Zellen wurde zligig im Wasserbad bei 37°C aufgetaut und in ein 15ml-
Falcon-Réhrchen dberflinrt. Sehr vorsichtig und langsam wurden 5ml hES
Zellmedium zugegeben, dann wurden die Zellen bei 800rpm flir 3 Minuten abzentri-
fugiert. Das Pellet wurde vorsichtig in 1ml hES Zellmedium resuspendiert, dabei
wurde darauf geachtet, Aggregate nicht zu stark zu zerkleinern. Die Zellen wurden
gleichméBig auf das Fibroblasten-beschichtete Well ausplattiert und bei 37°C, 5%
CO, inkubiert.
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2.4.2.2 Passagieren humaner ES Zellen

Humane ES Zellen werden mdglichst in kleinen Zellverbdnden passagiert. Diese
Vorgehensweise erhoht die Plattierungseffizienz und vermindert Spontandifferen-
zierung sowie Karyotyp-Verdnderungen. Da das zur Passagierung géngige Trypsin
Zellverbénde auflést, wird zur Passagierung humaner ES Zellen Kollagenase 1V in

Kombination mit mechanischen Verfahren verwendet.

Das Kulturmedium der humanen ES Zellen wurde téglich erneuert. Alle drei bis sechs
Tage wurden die humanen ES Zellen passagiert. Hierzu wurde zun&chst das
Medium abgenommen, und die Zellen wurden fiir 45 Minuten mit 1mg/ml
Kollagenase IV (0,5ml pro Well) bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde die
Kollagenase mit 1ml hES Zellmedium pro Well verdiinnt, und die Kolonien wurden
von der Zellkulturplatte abgesptlt oder vorsichtig mit der Spitze einer 5ml-
Zellkulturpipette abgekratzt. Die Zellsuspension wurde flir 3 Minuten bei 800rpm
abzentrifugiert. AnschlieBend wurde das Pellet in 1ml hES Zellmedium aufgenom-
men. Die hES Zellaggregate wurden mit einer 1000ul-Eppendorfpipette resuspen-
diert, bis nur noch kleine Aggregate sichtbar waren. Die Zellen wurden im Verhéltnis
1:1 bis 1:6 in hES Zellmedium auf mit mitotisch inaktivierten Fibroblasten beschichte-
ten Sechs-Well-Zellkulturplatten ausplattiert. Nach spéatestens acht Tagen wurden die

hES Zellen auf einen frischen Fibroblastenrasen umgesetzt.

2.4.2.3 Manuelles Entfernen differenzierter Kolonien aus humanen ES
Zellkulturen

Auch in Gegenwart von Feederzellen weisen humane ES Zellen eine gewisse Rate
an Spontandifferenzierung auf. Meist gehen differenzierte Zellen beim Passagieren
verloren. Uberschreitet der Anteil an differenzierten Zellen jedoch 5% einer Kultur, so
mdssen differenzierte Kolonien manuell entfernt werden. Anzeichen von Differen-
zierung konnen der Verlust einer klaren Umgrenzung der Kolonie und die Bildung

von Strukturen innerhalb der Kolonie sein.

Das Beseitigen differenzierter Kolonien erfolgte unter Verwendung eines Binokulars

in einer horizontalen Sterilbank. Mittels einer mit einer Kantile (26 g 3/8, 0.45 x 10)
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versehenen 1ml-Injektionsspritze wurden differenzierte Kolonien aus der Kultur

entfernt. AnschlieBend wurde die Kultur wie unter 2.4.2.2 beschrieben passagiert.

2.4.2.4 Feeder-freie Kultivierung humaner ES Zellen

Matrigel® wurde Uber Nacht bei 4°C auf Eis aufgetaut und in eiskaltem Knockout-
DMEM 1:30 verdiinnt. Mit dieser L6sung wurden Sechs-Well-Zellkulturplatten tber
Nacht bei 4°C oder fuir zwei Stunden bei Raumtemperatur beschichtet. AnschlieBend
wurde das Matrigel® entfernt, und humane ES Zellen konnten wie unter 2.4.2.2
beschrieben auf die beschichteten Schalen passagiert werden. Als Kulturmedium
wurde Fibroblasten-konditioniertes Medium (CM) verwendet. Bei der Feeder-freien
Kultivierung wurde ein Passageverhéltnis von 1:2 eingehalten, der Passagerhythmus

betrug etwa sieben Tage.

2.4.2.5 Einfrieren humaner ES Zellen

Humane ES Zellen wurden wie unter 2.4.2.2 beschrieben mit Kollagenase 1V von den
Zellkulturplatten abgelést und abzentrifigiert. Je nach Dichte der Kultur wurden 1 bis
3 Wells pro Kryoréhrchen eingefroren. Das Pellet wurde mit einer 5ml-
Zellkulturpipette in 0,5ml hES-Zellmedium pro Kryoréhrchen vorsichtig und langsam
resuspendiert, um die Zellaggregate aufrechtzuerhalten. Tropfenweise wurden 0,5ml
hES-Gefriermedium pro Kryoréhrchen zugegeben und je 1ml Zellsuspension pro
Kryoréhrchen aliquotiert. Die Zellen wurden in einem Gefrierbehélter bei -80°C
kontrolliert um 1°C pro Minute heruntergekthlt und am nédchsten Tag in fllissigen
Stickstoff tiberftihrt.

2.4.2.6 In vitro Induktion der Multikeimblatt-Differenzierung humaner ES
Zellen

Unter geeigneten Kulturbedingungen bilden ES Zellen sog. EBs, die Zellen aller drei

Keimblétter enthalten. Dies ist ein Indiz fir die Aufrechterhaltung der ES Zellidentitat.

Humane ES Zellen wurden wie beim Passagieren (vgl. 2.4.2.2) mit Kollagenase
abgeldst und abzentrifugiert. Im Folgenden wurde das Pellet vorsichtig in FCS-

haltigem EB-Medium resuspendiert, um die Zellaggregate aufrechtzuerhalten. Die
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Aggregate wurden anschlieBend auf Petrischalen in Suspensionskultur gebracht.
Jeden zweiten Tag wurde ein Mediumwechsel durchgeftihrt, indem die EBs in ein
Falconréhrchen tberflihrt wurden. Nach dem Absinken der EBs wurde das Medium
abgesaugt und durch frisches Medium ersetzt. Die EBs wurden daraufhin auf die
Petrischalen zurtickgegeben. Nach dreiwéchiger Suspensionskultur wurden die EBs
fixiert, geschnitten und Uber immunhistologische Férbungen auf die Prdsenz von

Zellen des Ekto-, Meso- und Entoderms hin untersucht (vgl. 2.5.3.6).

2.4.2.7 Kultivierung humaner ES Zellen in Spinnersystemen

Humane ES Zellen wurden wie beim Passagieren mit Kollagenase behandelt,
abzentrifugiert und resuspendiert, bis nur noch kleine Zellaggregate erkennbar waren
(vg. 2.4.2.2). Im Anschluss daran wurden, je nach Zelldichte, die Zellen von 8 bis 10
Wells in einen Spinner Uberftihrt. Die Microcarrier wurden wie unter 2.3.3
beschrieben vorbehandelt und in den in Tab. 2.3.1 dargestellten Konzentrationen mit
den Zellen vermischt. Als Medium wurde Fibroblasten-konditioniertes Medium
verwendet. Um ein gutes Anheften der Zellen an die Microcarrier zu ermdglichen,
wurden die Spinner zunéchst statisch bei 37°C inkubiert. Zudem wurde nur das halbe
Endkulturvolumen an Medium eingesetzt, um die Konzentration an Zellen und
Microcarriern wahrend der Besiedelungsphase zu erhéhen. 24 Stunden nach der
Inokulation wurden die Spinner auf das Endkulturvolumen aufgeflillt, und die
Ruhrprozedur wurde gestartet. Jeden Tag erfolgte eine Probenahme vom
Medientberstand zur Bestimmung metabolischer Parameter (Glukose- und Laktat-
konzentrationen, vgl. 2.5.2) sowie eine Probenahme der Microcarrier-Suspension zur
Zellzahlbestimmung (vgl. 2.5.1.2). Im Anschluss an eine Sedimentationsphase wurde

das Kulturmedium ausgetauscht.

Alle hier nicht mit einem Zahlenwert angegebenen Kulturparameter wie
Ruhrgeschwindigkeit und Sauerstoffkonzentration stellten Variablen dar und sind im

Zusammenhang mit den erzielten Resultaten im Ergebnisteil dargestellt.
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2.4.3 Kultivierung muriner ES Zellen
2.4.3.1 Auftauen muriner ES Zellen

Das Medium einer mit Fibroblasten beschichteten Sechs-Well-Zellkulturplatte wurde
abgesaugt und durch mES Zellmedium ersetzt. Ein Kryor6hrchen mit murinen ES
Zellen wurde zligig im Wasserbad bei 37°C aufgetaut und in 5ml vorgelegtes mES-
Zellmedium pro Kryoréhrchen tberftinrt. Die Zellsuspension wurde bei 1200rpm flir 5
Minuten abzentrifugiert und in mES Zellmedium resuspendiert. Murine ES Zellen
wurden in einer Zelldichte von 1,3x10° Zellen/cm? auf der Fibroblasten-beschichteten
Zellkulturplatte ausplattiert und bei 37°C, 5% CO, inkubiert.

2.4.3.2 Passagieren muriner ES Zellen

Das Kulturmedium der murinen ES Zellen wurde téglich erneuert. Alle zwei bis drei
Tage wurden die Zellen passagiert. Hierzu wurden die Zellen zunachst zweimal mit
PBS gewaschen und anschlieBend fir 5 Minuten mit Trypsin/EDTA bei 37°C
inkubiert. Daraufhin wurde das Trypsin mit FCS-haltigem mES Zellmedium inaktiviert,
die Zellen wurden von der Zellkulturschale abgespdilt, in einem Falconréhrchen
gesammelt und bei 1200rpm flir 5 Minuten abzentrifugiert. AnschlieBend wurde das
Pellet in mES Zellmedium resuspendiert, und die Zellen wurden in einer
Konzentration von 1,3x10° Zellen/cm? auf mit mitotisch inaktivierten Fibroblasten

beschichteten Sechs-Well-Zellkulturplatten ausplattiert.

2.4.3.3 Einfrieren muriner ES Zellen

Murine ES Zellen wurden wie unter 2.4.3.2 beschrieben mit Trypsin von den
Zellkulturplatten abgel6st und abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 0,5ml mES-
Zellmedium pro Kryoréhrchen resuspendiert, dann wurden 0,5ml mES-Gefrier-
medium pro Kryoréhrchen zugegeben und je 1ml Zellsuspension pro Kryoréhrchen
aliquotiert. Die Zelldichte pro Kryoréhrchen betrug 1,4x10° Zellen/ml. Die Zellen
wurden in einem Gefrierbehélter bei -80°C kontrolliert um 1°C pro Minute herunter-

gekuhlt und am néchsten Tag in fltissigen Stickstoff tiberftihrt.
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2.4.3.4 In vitro Induktion der Multikeimblatt-Differenzierung muriner ES Zellen

Murine ES Zellen wurden wie beim Passagieren (vgl. 2.4.3.2) mit Trypsin abgel6st
und abzentrifugiert. Im Folgenden wurde das Pellet in FCS-haltigem EB-Medium
resuspendiert, und die Zellsuspension wurde auf Petrischalen Uberflihrt. Jeden
zweiten Tag wurde das Medium gewechselt, indem die EBs in ein Falconréhrchen
dberflihrt wurden. Nach dem Absinken der EBs wurde das Medium abgesaugt und
durch frisches Medium ersetzt. AnschlieBend wurden die EBs wieder auf die
Petrischalen zurtickgeftihrt. Nach zweiwdchiger Suspensionskultur wurden die EBs
fixiert, geschnitten und Uber immunhistologische Férbungen auf die Prdsenz von

Zellen des Ekto-, Meso- und Entoderms hin untersucht (vgl. 2.5.3.6).

2.5 Analytische Methoden

2.5.1 Zellzahlbestimmung und Ermittlung der spezifischen Wachs-
tumsrate

2.5.1.1 Bestimmung der Zellviabilitat

Die Zellviabilitdt wurde Uber Trypanblau-Farbung ermittelt. Der Azofarbstoff
Trypanblau kann die Membran toter Zellen permeieren, wahrend lebende Zellen
ungefarbt bleiben. Der Anteil lebender Zellen in der Zellkultur ergibt sich aus dem
Quotienten lebender (ungefdrbter) Zellen zur Gesamizellzahl (ungefdrbte und

gefarbte Zellen).

Zur Bestimmung der Zellviabilitdt wurde die durch Trypsin- oder Accutase II-
Behandlung erzeugte Zellsuspension 1:2 mit Trypanblau verdidnnt und mittels eines

Fuchs-Rosenthal Hamozytometers ausgezahilt.

2.5.1.2 Bestimmung der Zellzahl in Microcarrierkulturen

Um die Zellzahl in Microcarrierkulturen zu ermitteln, missen die Zellen zunédchst von
den Microcarriern geldst und getrennt werden. Dies kann prinzipiell tber
enzymatische Behandlung und anschlieBendes Sieben erfolgen. Die einfachere
Alternative hierzu ist die Kernzahlung tber die Kristallviolett-Methode. Dabei werden

die Zell-Microcarrier-Aggregate in eine hypotonische Ldésung dberfihrt und die
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freiwerdenden Kerne angefdrbt. Uber die Kristallviolett-Methode kann die
Lebendzellzahl bestimmt werden, nicht jedoch die Zellviabilitdt, da tote Zellen mit

diesem Verfahren nicht erfasst werden.

Um den Fehler bei der Probenahme mdglichst gering zu halten, wurden von jeder
Kultur drei parallele Proben der Microcarrier-Zell-Suspension gezogen. Die Proben
wurden abzentrifugiert (2000rpm, 3 Minuten), das Pellet wurde in Kristallviolettlésung
aufgenommen und kréftig gevortext. Die Proben wurden tber Nacht bei Raum-
temperatur  inkubiert und anschlieBend mittels eines Fuchs-Rosenthal-
Hamozytometers gezdhlt. Beim Auftragen der Proben auf das H&mozytometer
konnten nur die Zellkerne in die Zéhlkammer eindringen, wéhrend die Microcarrier

am Rande des Deckglaschens blieben.

2.5.1.3 Ermittlung der spezifischen Wachstumsrate y

Die Kulturfihrung bei allen in dieser Arbeit verwendeten Systemen war
diskontinuierlich. Das Kulturmedium wurde sowohl bei Spinnerkulturen als auch bei
Kulturen auf Zellkulturschalen téglich ausgetauscht. Obwohl bei der
Spinnerkultivierung keine Zellrtickhaltesysteme eingesetzt wurden, ist aufgrund der
Sedimentationsphase wie bei den Kulturen auf Zellkulturschalen von einem
minimalen Zellverlust beim Mediumwechsel auszugehen. Damit entspricht die Kinetik
des Zellwachstums in den hier durchgeflihrten Versuchen der eines Batchprozesses.

Das Zellwachstum kann somit mathematisch beschrieben werden durch:
dx/dt = px

Durch Umstellen und Bildung eines Differenzenquotienten ergibt sich:
U= (X4-Xo)/(t4-to) 2 2/(X+X,)

Die Verdopplungszeit ergibt sich aus:

ty=In2/u

Wobei x: Zelldichte [Zellzahl/ml], t: Zeit, y: spezifische Wachstumsrate, tg:

Verdopplungszeit.
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2.5.2 Enzymatische Bestimmung von Glukose- und Laktat-
Konzentrationen im Medium

Zur Bestimmung des Glukoseverbrauchs und der Laktatproduktion der Zellen wurde
jeden Tag vor dem Mediumwechsel eine Probe des Mediumuberstands genommen
und entweder sofort vermessen oder bei -20°C gelagert. Als Bezugswert diente das
frische Ausgangsmedium. Die Messung erfolgte lber enzymatischen Umsatz an
einem YSI 2700 Select Analyzer. Zur Glukosemessung verfligt das Gerét Uber eine
Membran, an der immobilisierte Glukoseoxidase die im Medium enthaltene Glukose
zu D-Glukono-d-Lakton und Wasserstoffperoxid oxidiert. Die Laktatbestimmung
erfolgt an einer zweiten Membran, an der immobilisierte Laktatoxidase Laktat zu
Pyruvat und Wasserstoffperoxid oxidiert. Das bei diesen Reaktionen entstandene
Wasserstoffperoxid zerféllt im Folgenden an einer Platinanode zu 2H*, O, und 2e'.
Der Elektronenstrom ist damit der Glukose- bzw. Laktatkonzentration indirekt

proportional.

2.5.3 Immunzytochemie
2.5.3.1 Allgemeines

Primére und sekundére Antikérper, Hersteller, Verdiinnung und Besonderheiten bei

der Farbung sind im Anhang unter 9.4 und 9.5 aufgeftihrt.

Mikroskopische Auswertung und Dokumentation erfolgten an einem Zeiss Axioskop 2
bzw. an einem konfokalen Laser Scanning Mikroskop (Olympus Fluoview 1000). Das
jeweils verwendete Mikroskop sowie ein Lédngenstandard sind in allen gezeigten

Abbildungen angegeben.

2.5.3.2 Nachweis von Oberflachenantigenen in humanen ES Zellkulturen

Zum Nachweis der Oberflichenmarker Tra-1-60 und Tra-1-81 wurden adhérente
humane ES Zellkulturen flir 30 Minuten bei 37°C mit dem entsprechenden priméren
Antikérper in hES Zellmedium inkubiert. Nach einem Waschschritt wurde das Antigen
durch eine weitere 30-minttige Inkubation bei 37°C mit dem geeigneten Cy3-
konjugierten sekundédren Antikérper visualisiert. AnschlieBend wurden die Kulturen

durch 10-minttige Behandlung mit 4% Paraformaldehyd (PFA) fixiert. Die Zellkerne
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wurden mit DAPI (1:10000 in NaHCO,) gegengeférbt und die Prdparate mit Mowiol

eingedeckelt.

2.5.3.3 Nachweis des Oberflaichenantigens SSEA-1 in murinen ES Zellkulturen

Die Zellkulturen wurden bei Raumtemperatur ftir 10 Minuten mit 4% PFA fixiert. Nach
einem 1-stiindigen Blockierungsschritt mit Blockierungslésung 1 bei Raumtemperatur
wurden die Zellen Uber Nacht mit dem primédren anti-SSEA1 Antikérper in
Blockierungslésung 1 inkubiert. Im Anschluss an einen Waschschritt wurde das
Antigen durch 1-stlindige Inkubation mit dem geeigneten Cy3-konjugierten sekun-
daren Antikdrper in Blockierungslésung 1 visualisiert. Die Zellkerne wurden mit DAPI

(1:10000 in NaHCO,) gegengeféarbt und die Préparate mit Mowiol eingedeckelt.

2.5.3.4 Nachweis von Kernmarkern

Zur Detektion von Kernmarkern wurden die Kulturen bei Raumtemperatur flir 10
Minuten mit 4% PFA behandelt und anschlieBend bei Raumtemperatur flir weitere 10
Minuten mit 0,5% Triton-X100 in PBS permeabilisiert. Nach einem 1-stlindigen
Blockierungsschritt mit Blockierungslésung 2 bei Raumtemperatur wurden die Zellen
tber Nacht mit dem jeweiligen primaren AntikGrper in Blockierungslésung 2 inkubiert.
Darauf folgte ein Waschschritt, anschlieBend wurde das Antigen durch 1-stlindige
Inkubation mit dem geeigneten Cy3-konjugierten sekundéren Antikérper in
Blockierungslésung 2 visualisiert. Die Zellkerne wurden mit DAPI (1:10000 in

NaHCO,) gegengefarbt und die Praparate mit Mowiol eingedeckelt.

2.5.3.5 Proliferationsassay bei humanen ES Zellkulturen

Zur Quantifizierung der Zellen in der S-Phase des Zellzyklus wurden die Kulturen je
nach Koloniegr6B8e an Tag 3 oder 4 nach der Passagierung mit 10uM 5’-Bromo-2’-
Deoxyuridin (BrdU) gepulst. Sechs Stunden spéater wurden die Kulturen fir 10
Minuten bei Raumtemperatur mit 4% PFA fixiert. Die fixierten Zellen wurden mit 0,5%
Triton-X100 in PBS fuir 30 Minuten permeabilisiert, anschlieBend wurde die DNA fur
10 Minuten mit 2N HCI denaturiert. Im Anschluss an eine 10-minttige Neutralisierung

mit 0,1M Boratpuffer (pH 9,5) wurden die Kulturen fir 30 Minuten mit
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Blockierungslésung 2 geblockt. Im Folgenden wurden die Zellen tGber Nacht mit dem
priméren anti-BrdU Antikérper in Blockierungslésung 2 inkubiert. Die Visualisierung
erfolgte im Anschluss an einen Waschschritt durch 1-stlindige Inkubation mit dem
geeigneten Rhodamin-konjugierten sekundéren Antikérper in Blockierungslésung 2.
Die Zellkerne wurden mit DAPI (1:10000 in NaHCO,) gegengefarbt und die Préaparate

mit Mowiol eingedeckelt.

2.5.3.6 Analyse der Multikeimblattdifferenzierung humaner und muriner ES
Zellen

Ganze EBs wurden fuir 30 Minuten bei Raumtemperatur mit 4% PFA fixiert und dann
fur 3 Stunden in 30% Saccharose in PBS inkubiert. AnschlieBend wurden die EBs in
Tissue-Tek eingebettet und eingefroren. Am Kryostat wurden im Folgenden 13ym

dicke Schnitte angefertigt und auf Objekttrédger aufgezogen.

Zum Nachweis einer Multikeimblattdifferenzierung wurden die EB-Schnitte auf die
Marker Zytokeratin (Ektoderm), Desmin (Mesoderm) und o—Fetoprotein (Entoderm)
gefarbt. Hierzu wurden die Schnitte fir 10 Minuten mit 0,5% Triton-X100 in PBS
permeabilisiert. Nach einem 1-stlindigen Blockierungsschritt mit Blockierungslésung
2 bei Raumtemperatur wurden die Zellen tber Nacht mit dem jeweiligen priméren
Antikérper in Blockierungslésung 2 inkubiert. Nach einem Waschschritt wurde das
Antigen durch 1-stiindige Inkubation mit dem geeigneten Cy3- oder FITC-
konjugierten sekundaren Antikérper in Blockierungslésung 2 visualisiert. Die
Zellkerne wurden mit DAPI (1:10000 in NaHCO,) gegengeférbt und die Préparate mit

Mowiol eingedeckelt.

2.5.3.7 Histochemischer Nachweis endogener alkalische Phosphatase-
Aktivitat

Zunachst wurden die Zellkulturen flir 10 Minuten bei Raumtemperatur mit 4% PFA

fixiert. Alkalische Phosphatase-Aktivitdt wurde mittels des Vector Blue Alkaline

Phosphatase Substrate Kit bestimmt, welches den Angaben des Herstellers

entsprechend eingesetzt wurde. AnschlieBend wurden die Préparate mit Mowiol

eingedeckelt.
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2.5.4 Durchflusszytometrie

Aufgrund der sehr punktuellen Expression von Tra-1-60 und Tra-1-81 an der
Zelloberflédche ist es an den kompakten hES Zellkolonien nur schwer madglich, eine
visuelle Quantifizierung der fur diese Antigene positiven Zellen durchzufihren. Aus
diesem Grund wurden die Anteile an Tra-1-60- und Tra-1-81-positiven Zellen an den

humanen ES Zellkulturen durchflusszytometrisch bestimmit.

Durch 5-mindtige Accutase |lI-Behandlung wurden Einzelzellsuspensionen der zu
untersuchenden Zellen hergestellt. Alle weiteren Schritte wurden auf Eis
durchgefihrt. In einem Volumen von 500u1 PBS wurden 1x10° Zellen fiir 15 Minuten
mit dem entsprechenden priméaren AntikGrper inkubiert. Die Antigene wurden nach
einem Waschschritt durch 15-minttige Inkubation mit einem geeigneten Cy5-
konjugierten sekundédren AntikGrper visualisiert. Als Kontrolle fur unspezifische
Antikérperbindung und Autofluoreszenz wurden Zellen mitgefuihrt, bei denen auf eine
Inkubation mit dem primaren oder dem sekundaren Antikérper verzichtet wurde.
Nach einem Waschschritt wurden die Proben in 500ul PBS mit 1,2ug/ml Hoechst
33258 resuspendiert, um tote Zellen nachzuweisen, und fir 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Fluorochrome wurden auf einem mit drei Lasern
ausgestatteten analytischen Durchflusszytometer (LSRII) angeregt und ausgelesen.
Fur die Messung der Hoechst-Fluoreszenz wurden eine Anregungswellenldnge von
405nm sowie ein 440/40 Bandpassfilter eingesetzt. Als Einstellungen flr die Cy5-
Messung wurden eine Anregungswellenlange von 635nm und ein 660/20
Bandpassfilter gewdahlt. Die Daten wurden mit Hilfe der Flowjo Analysesoftware
analysiert und dargestellt. Bei der Auswertung wurden Feeder-Zellen Uber
Vorwértsstreulicht- (Forward Scatter, FSC) und Seitwéartsstreulicht- (Sideward
Scatter, SSC) Eigenschaften und tote Zellen lber Hoechst 33258-Fluoreszenz

identifiziert und aus der zu analysierenden Zellpopulation eliminiert.
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2.5.5 RT-PCR-Analyse
2.5.5.1 Isolierung von Gesamt-RNA

Bei allen Arbeiten mit RNA wurden RNase-freie Gefdal3e und Filterspitzen verwendet.
Das eingesetzte Wasser wurde durch Behandlung mit Diethylpyrocarbonat (DEPC)

von RNasen befreit.

Das Kulturmedium wurde abgenommen und die Zellen wurden in 80ul Trizol pro cm?
Zellkulturoberflache lysiert. Das Lysat wurde entweder bei -80°C eingefroren oder
sofort weiterverarbeitet. Im Anschluss an eine 15-minttige Inkubation bei
Raumtemperatur wurden dem Lysat 200ul Chloroform pro ml Trizol zugesetzt. Nach
grindlichem Vermischen erfolgte eine weitere 15-minttige Inkubation bei
Raumtemperatur. Durch Zentrifugation fiir 15 Minuten bei 12000xg und 4°C wurde
eine Phasentrennung vorgenommen. Die obere, wassrige Phase wurde in ein neues
Reaktionsgefal tberflihrt und mit 1 Volumen 70% Ethanol in DEPC-Wasser versetzt.
Die weitere Aufreinigung dieser Suspension erfolgte mit dem RNeasy-Kit nach
Angaben des Herstellers. Kontaminierende DNA wurde durch Verwendung des
RNase-free DNase Set eliminiert, das ebenfalls nach Anleitung des Herstellers

eingesetzt wurde.

Die Konzentration der isolierten Gesamt-RNA wurde photometrisch durch Messung
der optischen Dichte bei 260nm (OD,4,) bestimmt. 1 OD,q, Einheit entspricht dabei
40ug/ml RNA. Die RNA wurde bei -80°C gelagert oder sofort in die Reverse

Transkription eingesetzt.

2.5.5.2 Reverse Transkription

Als Ausgangsmaterial fir die Reverse Transkription diente Gesamt-RNA. Um bei der
Reversen Transkription lediglich mRNA zu erfassen, wurden oligo(dT),s-Primer

verwendet.

Zur Reversen Transkription (RT) wurden 0,8ug Gesamt-RNA pro Reaktion
eingesetzt. RNA und 160pmol oligo(dT),s-Primer wurden flir 10 Minuten bei 65°C
denaturiert. Dann erfolgte die eigentliche RT (1 Stunde, 37°C) in Gegenwart von 1x
Expand Reverse Transcriptase Puffer, 10mM DTT, je 1mM dNTP, 20U RNase
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Inhibitor und 50U Expand Reverse Transcriptase. AbschlieBend wurde die Reverse
Transkriptase durch Hitzebehandlung (5 Minuten bei 93°C) inaktiviert. Die gebildete

cDNA wurde bei -20°C eingefroren oder sofort in die PCR eingesetzt.

2.5.5.3 Semi-quantitative PCR

Da viele der untersuchten Proben RNA von Feedern enthielten, wurden bei semi-
quantitativer und quantitativer PCR human-spezifische Primer eingesetzt, um das

Resultat nicht zu verfdlschen.

Die semi-quantitative PCR wurde auf 2ul cDNA pro Ansatz durchgeftihrt. Es wurden
je 25pmol der Primer, 200uM je dNTP und 2,5U Tag-Polymerase eingesetzt. Primer-
Sequenzen, Annealing-Temperaturen, Anzahl der PCR-Zyklen, Gr6Be des PCR-
Produkts sowie die eingesetzten MgCl,-Konzentrationen sind Anhang 9.6 zu
entnehmen. Die PCR-Produkte wurden auf 1%igen Agarosegelen analysiert und mit

dem Geldokumentationssystem GelDoc2000 dokumentiert.

2.5.5.4 Quantitative PCR

Die cDNA fir die quantitative PCR wurde wie unter 2.5.5.1 und 2.5.5.2 beschrieben
gewonnen. Die quantitative PCR wurde unter Verwendung der SYBR-Green-
Methode an einem iCycler-System durchgeftinrt. Hierfir wurden 1ul cDNA, je
31,25pmol der Primer, 200uM je dNTP, 3mM MgCl,, 3% DMSO, 1:2.000.000 SYBR
Green |, 10uM Fluorescein und 0,5U Tag-Polymerase eingesetzt. Primer-Sequenzen,
Annealing-Temperaturen, Anzahl der PCR-Zyklen sowie Schmelztemperatur des
PCR-Produkts sind Anhang 9.6 zu entnehmen. Die Spezifitdt der PCR-Produkte

wurde Uber Schmelzkurvenanalyse verifiziert.
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2.5.6 Karyotypisierung von humanen ES Zellen

Humane ES Zellen kdnnen im Laufe einer Langzeitkultivierung Karyotyp-
verdanderungen erfahren. Insbesondere ein Erwerb der Chromosomen 12 und 17q

verschafft humanen ES Zellen einen Selektionsvorteil.

Um Feeder-freie Kulturen zur Karyotypisierung zu erhalten, wurden humane ES
Zellen zunéchst auf Matrigel passagiert (vgl. 2.4.2.4) und in Gegenwart von CM uber
zwei Passagen Kkultiviert. Bei Subkonfluenz wurde das Medium erneuert, und
0,2ug/ml Colcemid wurden zugegeben. Nach 23 Stunden wurden die Zellen zweimal
mit PBS gewaschen, durch 5-mintitige Trypsin-Behandlung in eine
Einzelzellsuspension uberfuhrt und abzentrifugiert. Das Pellet wurde vorsichtig in 1ml
0,075M KCI-L6sung resuspendiert, anschlieBend wurde mit KCI-Lésung auf 3ml
aufgeflllt und die Zellsuspension fur 10 Minuten bei 37°C inkubiert. Nun erfolgte die
Zugabe von 3 Tropfen Fixativ, gefolgt von einer 10-minttigen Zentrifugation bei
1500rpm. Im Folgenden wurde das Pellet zweimal mit Fixativ gewaschen, in 1ml
Fixativ aufgenommen und auf zuvor entfettete und bei -20°C vorgekuhlte
Objekttrager aufgetropft. Uber einem 60°C warmen Wasserbad wurden die
Chromosomen flir ca. 20 Sekunden gespreitet, dann wurden die Objekttrager auf
einer Wéarmeplatte (60°C) getrocknet. Die Proben wurden daraufhin tiber Nacht bei
60°C im Warmeschrank gealtert und am néchsten Tag einer G-Béanderung
unterzogen. Hierzu wurden die Préparate fir 55 Sekunden in einer auf 37°C
angewdrmten Kivette mit 2,5ul Bactotrypsin / ml PBS inkubiert. Nach zweimaligem
Spdlen in PBS wurden die Proben flir 20 Minuten in Giemsa-L&sung angeférbt und
anschlieBend in Leitungswasser gesplilt. Die Auswertung erfolgte in Zusammenarbeit
mit Christina Ergang am Institut flir Humangenetik der Universitétskliniken Bonn an
einem Leitz Diaplan 68236 Mikroskop. Dabei wurde die Software CytoVision Ultra

verwendet.
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2.5.7 Rasterelektronenmikroskopie

Um die zellbewachsenen Microcarrier rasterelektronenmikroskopisch  zu
untersuchen, wurden die Kulturen zunéachst fir 10 Minuten mit 2% PFA / 0,5%
Glutaraldehyd fixiert. AnschlieBend wurden die Microcarrier lber eine aufsteigende
Ethanolreihe (je 10-minttige Inkubation in 10%, 30%, 50%, 70%, 90% Ethanol,
zweimal 10-minutige Inkubation in 99,8% Ethanol, zweimal 15-minttige Inkubation in
100% Ethanol) dehydriert. Nach der Entwésserung wurde eine Kritisch-Punkt-
Trocknung durchgeftihrt. Hierzu wurden die Proben in einer Haltevorrichtung in den
Kritisch-Punkt-Trockner eingebracht. Die Probenkammer wurde neunmal mit
flissigem Kohlendioxid gewaschen; bei 40°C und 95bar wurden die Préparate
anschlieBend durch Verdampfen des Kohlendioxids getrocknet. Die so getrockneten
Proben wurden mit einer etwa 0,5nm dicken Platinschicht bedampft. Die
Rasterelektronenmikroskopie erfolgte unter Vakuum und bei einer Beschleunigungs-
spannung von 3,0kV an einem Philips XL 30 SEM. Die Rasterelektronenmikroskopie
wurde in Zusammenarbeit mit Alexander Rigort am Institut flir Zellbiologie der

Universitat Bonn durchgeftihrt.

2.6 Statistische Analyse

Zellzahlen in Microcarrierkulturen stellen Mittelwerte aus drei parallelen Proben dar.
Zur Berechnung von Wachstumsraten, Glukoseverbrauchsraten und Laktat-
produktionsraten wurden mindestens drei unabhéngige Experimente herangezogen;
die dargestellten Werte sind, wenn nicht anders vermerkt, als Mittelwerte =
Standardabweichung angegeben. Zur statistischen Analyse der Experimente zur
Zellkulturautomatisierung sowie der mittleren spezifischen Wachstumsraten in
Microcarrierkulturen wurde der t-Test nach Student eingesetzt. Zuvor wurde ein F-

Test auf Gleichheit der Varianzen durchgeftihrt.

Zur immunzytochemischen Charakterisierung wurden mindestens 800 Zellen pro

Farbung ausgezahlt. Diese Daten wurden als Mittelwerte + Standardabweichung

dargestellt und basieren auf mindestens drei unabhéngigen Experimenten.
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Bei der durchflusszytometrischen Analyse wurden jeweils 30000 Ereignisse
aufgenommen. Die dargestellten Daten sind jeweils einem einzelnen Versuch
entnommen, sind aber, sofern im Ergebnisteil nicht ausdricklich erwéhnt,

représentativ fir mindestens drei unabhéngige Experimente.

Zur Berechnung der relativen Genexpressionen auf Grundlage der aus der
quantitativen PCR gewonnenen Daten wurde die AACP-Methode verwendet, wobei
der CP (Crossing Point)-Wert der Anzahl an PCR-Zyklen entspricht, die nétig ist, um
ein konstant definiertes Fluoreszenzniveau zu erreichen. Am CP befindet sich in allen
ReaktionsgefdBen die gleiche Menge an neu synthetisierter DNA. Die Expression
des jeweiligen Zielgens wird auf die Expression eines homogen exprimierten
Referenzgens bezogen: ACP = CPZielgen — CPReferenzgen. Nach dieser
Normierung wird vom ACP-Wert der Proben der ACP-Wert der Kontrolle abgezogen:
AACP = ACPProbe - ACPKontrolle. Der relative Expressionsunterschied (Ratio) einer
Probe zur Kontrolle, normalisiert auf ein Referenzgen, ergibt sich aus der Formel
Ratio = 2*°", Liegt der relative Expressionsunterschied unter 1, so ist das
analysierte Gen in der Probe im Vergleich zur Kontrolle herunterreguliert, liegt er tiber
1, so ist das Gen im Vergleich zur Kontrolle heraufreguliert. Als Referenzgen wurde
Glyceraldehyd-3-phosphat-dehydrogenase (GAPDH) gewdhlt. Diese Daten wurden
als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt und basieren auf mindestens drei

unabhéngigen Experimenten.

Bei der Karyotypisierung wurden mindestens 20 Metaphasen ausgezaéhlt.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Etablierung der humanen ES Zellkultur

Um innovative Verfahren zur Kultivierung humaner ES Zellen entwickeln zu kénnen,
musste zunéchst die konventionelle Kultur etabliert werden. Im Unterschied zu
murinen ES Zellen zeigen humane ES Zellen eine erhéhte Spontandifferen-
zierungsrate. Die Qualitdt der hES Zellkultur erwies sich dabei als in hohem MaBe
abhéngig von der Herkunft, dem Zustand und der Dichte der verwendeten Feeder-
Zellen. Als besonders geeignet zur Gewinnung primérer Feeder-Zellen zeigte sich
der Mausstamm CD1, da aus diesem Stamm isolierte Fibroblasten robust genug
waren, um in dem zur hES Zellkultur verwendeten serumfreien Medium flir etwa eine
Woche zu Uberleben. Dartiber hinaus konnte festgestellt werden, dass nach dem
Ausplattieren der Feeder-Zellen mehr als zwélf Stunden vergehen mussten, bevor
hES Zellen auf den Fibroblastenrasen ausgesdt werden konnten. Erfolgte das
Plattieren der hES Zellen eher, so wurden die Feeder von den hES Zellen verdréngt
und es kam zu einer verstérkten Differenzierung in der Kultur. Wurden die Feeder-
Zellen hingegen mehr als drei Tage vor dem Ausséden der hES Zellen ausplattiert, so
Uberlebten die Fibroblasten nicht gut in dem serumfreien Medium, was wiederum zu
einer Differenzierung der hES Zellen flihrte. Generell war die Dichte der Feeder-
Zellen ein ausschlaggebender Faktor fur die Spontandifferenzierungsrate der hES
Zellen. Eine Zelldichte von 2,1x10* Fibroblasten pro cm? erwies sich als ideal fiir die
Kultivierung von hES Zellen. Sowohl eine niedrigere als auch eine héhere Feeder-

Dichte fudhrten zu erhéhten Differenzierungsraten.

Uber den Einfluss der Feeder-Zellen hinaus konnte festgestellt werden, dass ein
taglicher Mediumwechsel nétig war, um die Qualitdt der hES Zellkultur
aufrechtzuerhalten. Zudem spielten der Zeitpunkt des Passagierens sowie die hierbei
verwendete Vorgehensweise eine groBe Rolle. Beim Passagieren humaner ES
Zellen werden Ublicherweise kleine Zellverbdnde aufrechterhalten. Als ideal erwies
es sich, die GréBe dieser Zellverbdnde so einzustellen, dass alle vier Tage eine
regelméBige Passagierung durchgefiihrt werden konnte. Um durch enzymatische
Passagierung induzierte Karyotypveréanderungen zu vermeiden, wurde das mecha-

nische Passagieren von Stock-Kulturen eingeftihrt. Ein gelegentliches Entfernen
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differenzierter Kolonien aus den hES Zellkulturen stellte sich als unumgénglich
heraus. Dies sollte jedoch auch nicht zu oft durchgeflihrt werden. Optimal war es,

dies héchstens alle funf bis zehn Passagen vorzunehmen.

Unter diesen Feeder-abhéngigen Kultivierungsbedingungen zeigten hES Zellen eine
spezifische Wachstumsrate von 0,26+0,09d". Die hES Zellkolonien wiesen eine
deutliche Abgrenzung zum Fibroblasten-Rasen hin auf. In der Immunzytochemie
waren die Kolonien positiv flir die Pluripotenz-assoziierten Marker Tra-1-60 und Tra-
1-81. hES Zellkolonien exprimierten Nanog (Expression in 94+4% der Zellen) sowie
Oct-4 (Expression in 96+1% der Zellen) und zeigten alkalische Phosphatase-
Aktivitat. Die Expression der Oberflachenantigene Tra-1-60 und Tra-1-81 konnte tber

Durchflusszytometrie quantitativ erfasst werden (Abb. 3.1.1).

100 pm 100 pm
@ F H T
( \."“;‘\» 114
\:'\"' 100 pm
e o o8 Tra-1-81

Abb. 3.1.1 Charakterisierung von hES Zellen liber Inmunzytochemie. In Kokultur mit murinen Fibroblasten
bilden hES Zellen (hier dargestellt: Zelllinie 13) Kolonien, die eine klare Abgrenzung zur Umgebung besitzen (A).
hES Zellen zeigen eine starke alkalische Phosphatase-Aktivitdt (B), sind in der Immunzytochemie positiv flir die
Transkriptionsfaktoren Oct-4 (C) und Nanog (D) und exprimieren die Oberfladchenantigene Tra-1-60 (E) und Tra-1-
81 (F). Tra-1-60- und Tra-1-81-Expression humaner ES Zellen lassen sich auch durchflusszytometrisch
quantifizieren (G, H). Zur Darstellung der durchflusszytometrischen Daten wurden Feederzellen und tote Zellen
liber Gating nach Forward Scatter- und Sideward Scatter-Eigenschaften sowie nach Hoechst 33258-Aufnahme
von der Analyse ausgeschlossen. Offene Histogramme entsprechen Negativkontrollen, geflillie Histogramme
stellen Farbungen auf die angegebenen Pluripotenz-assoziierten Marker dar.

% of max

% of max

Bei der Analyse der durchflusszytometrischen Daten konnten Feederzellen, tote
Zellen sowie Debris, die eine Autofluoreszenz aufwiesen, anhand von Vorwérts- und
Seitwdrtsstreulichtparametern von der hES Zellpopulation getrennt werden (Abb.
3.1.2). Diese Methode lieB sich Uber Markierung der Feederzellen mit 5-

Carboxyfluorescein-Diacetat-Succinimidyl-Ester validieren (Winter, 2005).
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Abb. 3.1.2 Trennung der hES Zellpopulation von Feederzellen und Debris bei der durchfluss-
zytometrischen Analyse. Die Scatterplot-Darstellung von Seitwértsstreulicht (SSC) gegen Vorwdrtsstreulicht
(FSC) (A, B) zeigt, dass mehrere Zellpopulationen vorliegen. Bei Populationen mit geringer Intensitdt der SSC-
bzw. FSC-Signale handelt es sich hauptséchlich um tote Zellen und Debris. Feederzellen sind gréBer und
komplexer als hES Zellen, was sich in starkeren SSC- und FSC-Signalen widerspiegelt. Wie die Abbildungen C, E
und F zeigen, besitzen sowohl Feederzellen als auch tote Zellen und Debris eine Autofluoreszenz im Bereich der
Fluoreszenz des Cy5-gekoppelten Antikérpers, der zur Detektion des a-Tra-1-81-AntikGrpers eingesetzt wird.
Werden diese drei Populationen nicht durch Gating von der Analyse ausgeschlossen, so wird der Anteil an Tra-1-
81-positiven Zellen verfédlscht dargestellt (D). Der korrekte Prozentsatz an Tra-1-81-positiven Zellen kann
bestimmt werden, wenn nur die hES Zellpopulation zur Analyse herangezogen wird (G). Analog wurde auch bei
der Bestimmung des Anteils an Tra-1-60-positiven Zellen verfahren.

Auf mRNA Ebene wurde Uber RT-PCR mit human-spezifischen Primern die
Expression der Pluripotenz-assoziierten Marker Rex-1, Nanog und Oct-4

nachgewiesen (Abb. 3.1.3).

hOct-4
hRex-1
hNanog

hGAPDH
hAktin

Aktin

Abb. 3.1.3 Charakterisierung von hES Zellen iiber RT-PCR. hES Zellen exprimieren die Transkriptionsfaktoren
Oct-4, Nanog und Rex-1. In Kokulturen mit murinen Fibroblasten erlaubt es die Verwendung human-spezifischer
Primer, hES Zell-Transkripte spezifisch zu amplifizieren. Dies ist von besonderer Bedeutung flir die Bestimmung
des Expressionsniveaus von Referenzgenen, hier dargestellt sind Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH) und Aktin. Werden nicht-human-spezifische Primer flir Aktin verwendet, so werden (ber die RT-PCR
auch Transkripte der murinen embryonalen Fibroblasten (EF) erfasst. Um Verunreinigungen mit genomischer
DNA auszuschlieBen, wurden bei der Reversen Transkription und den anschlieBenden PCRs neben den
eigentlichen Proben (+) Kontrollen ohne Reverse Transkriptase (-) mitgeftihrt. Als Ldngenstandard wurde der 1kb
plus-Marker (Invitrogen) eingesetzt.
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Insbesondere flir die Etablierung eines skalierbaren Prozesses flir die Kultivierung
humaner ES Zellen stellt eine direkte Kokultur mit Fibroblasten eine Erschwernis dar.
Aus diesem Grund wurde eine Feeder-freie Kultur etabliert. In diesem Paradigma
werden hES Zellen unter Verwendung Fibroblasten-konditionierten Mediums auf
Matrigel-beschichteten Zellkulturschalen kultiviert. Flr diese Art der Kultivierung
humaner ES Zellen erwies es sich als auBerordentlich wichtig, die Kulturen erst bei
einer sehr hohen Zelldichte zu passagieren und zudem hierbei wesentlich
vorsichtiger vorzugehen. Mit einer spezifischen Wachstumsrate von 0,2+0,08d"
proliferierten hES Zellen unter Feeder-freien Bedingungen etwas langsamer als in
Fibroblasten-Kokultur. Die Abgrenzung der Kolonien zur Umgebung war aufgrund der
héheren Zelldichte unter diesen Kultivierungsbedingungen nicht ganz so deutlich,
jedoch konnte immunzytochemisch die Expression von Tra-1-60, Tra-1-81, Nanog
(Expression in 96+1% der Zellen) und Oct-4 (Expression in 93+1% der Zellen) sowie

alkalische Phosphatase-Aktivitdt nachgewiesen werden (Abb. 3.1.4).

% of max

Tra-1-60
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Tra-1-81

Abb. 3.1.4 Charakterisierung von hES Zellen iiber Immunzytochemie. In Feeder-freier Kultur mit
Fibroblasten-konditioniertem Medium bilden hES Zellen (hier dargestellt: Zelllinie H9.2) nicht so deutlich
abgegrenzte Kolonien wie in Kokultur mit Fibroblasten (A). Auch in Feeder-freier Kultur zeigen hES Zellen starke
alkalische Phosphatase-Aktivitdt (B). Sie sind in der Immunzytochemie positiv flir die Transkriptionsfaktoren Oct-4
(C) und Nanog (D) und exprimieren die Oberfldichenantigene Tra-1-60 (E) und Tra-1-81 (F). Tra-1-60- und Tra-1-
81-Expression lassen sich durchflusszytometrisch  quantifizieren (G, H). Zur Darstellung der
durchflusszytometrischen Daten wurden tote Zellen tiber Gating nach Hoechst 33258-Aufnahme von der Analyse
ausgeschlossen. Offene Histogramme entsprechen Negativkontrollen, geftillte Histogramme stellen Farbungen
auf die angegebenen Pluripotenz-assoziierten Marker dar.

Ebenso zeigte die RT-PCR Analyse, dass Feeder-frei kultivierte hES Zellen Rex-1-,
Nanog- und Oct-4-mRNA exprimierten (Abb. 3.1.5). Zwar werden diese Marker unter

Feeder-freien Bedingungen tendenziell schwécher exprimiert als in Feeder-

Kokulturen. Ihr Nachweis auf mMRNA-Ebene wie auf Proteinebene weist jedoch darauf
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hin, dass die Zellpopulationen ihre Pluripotenz unter Feeder-freien Bedingungen
aufrechterhalten.

H9.2 H9 13
Marker + = + =i — H;0

s | I T
et [
—

hGAPDH
hAKktin

Abb. 3.1.5 Charakterisierung von hES Zellen liber RT-PCR. Werden hES Zellen nicht in direkter Kokultur mit
murinen Fibroblasten, sondern in der Gegenwart Fibroblasten-konditionierten Mediums kultiviert, so bleibt die
Expression der Pluripotenz-assoziierten Transkriptionsfaktoren Oct-4, Nanog und Rex-1 erhalten. Um
Verunreinigungen mit genomischer DNA auszuschlieBen, wurden bei der Reversen Transkription und den
anschlieBenden PCRs neben den eigentlichen Proben (+) Kontrollen ohne Reverse Transkriptase (-) mitgeftihrt.
Als Léngenstandard wurde der 1kb plus-Marker (Invitrogen) eingesetzt.

Sowohl die konventionelle Feeder-abhédngige als auch die Feeder-freie Kultivierung
humaner ES Zellen konnte etabliert werden. In diesem Zuge wurden zudem

Methoden zum Nachweis Pluripotenz-assoziierter Marker implementiert, die eine

wichtige Voraussetzung flir die Evaluierung neuartiger Kultivierungsverfahren

darstellen.
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3.2 Entwicklung eines automatisierten Systems fiir die ES
Zellkultur

3.2.1 Konzeptionierung eines automatisierten Systems fiir die ES
Zellkultur

Die Entwicklung eines automatisierten Zellkultursystems erfolgte in Kooperation mit
der Firma Hamilton Life Science Robotics. Als Basis flir die Konzeptionierung diente
die Pipettierplattform Microlab STAR®. Gerédtebau und Programmierung wurden von
Hamilton entsprechend der im Rahmen dieser Dissertation erarbeiteten

Spezifikationen vorgenommen.

In einer ersten Arbeitsphase wurden die bei der Kultivierung von murinen und
humanen ES Zellen sowie bei der Differenzierung muriner ES Zellen bislang manuell
ausgeftihrten Protokolle in einzelne Schritte aufgegliedert, hier beispielhaft gezeigt fr
die Kultivierung humaner ES Zellen (Abb. 3.2.1). Bei einer ndheren Betrachtung der
so entstandenen Flussdiagramme mussten einige der Prozesse als schwer
automatisierbar eingestuft werden. Hierzu zéhlten die Schritte, bei denen Zellen
abgeschabt und differenzierte Kolonien aus den Kulturen entfernt wurden sowie die
EB-Suspensionskulturen. Da zudem der Erfolg der Zellkulturautomatisierung nicht
vollsténdig absehbar war, wurde aus Kostengriinden zunéchst auf eine automa-

tisierte Zentrifugation verzichtet.
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Abb. 3.2.1 Aufgliederung der Protokolle zur hES Zell-Kultivierung. Um die hES Zellkultur automatisieren zu
kénnen, wurden die einzelnen Prozesse zundchst in liberschaubare Einzelschritte aufgeschlisselt.

Hiermit reduzierten sich die zu automatisierenden Prozesse auf das Gelatinisieren
von Zellkulturplatten, das Ausplattieren und Abtrypsinieren von Feederzellen, den
Mediumwechsel bei Feederzellen, das Ausplattieren von murinen und humanen ES
Zellen, den Mediumwechsel bei ES Zellen sowie die Zugabe von

Wachstumsfaktoren. Um Feederzellen automatisiert mitotisch inaktivieren zu kénnen,
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wurde ein Prozess flir die Mitomycin C-Behandlung implementiert, der die manuell
eingesetzte y-Bestrahlung ersetzte. Zudem mussten Prozesse vorgesehen werden,
um dem System Zellkulturplatten zuzuftihren bzw. um Zellkulturplatten zu entnehmen
(Abb. 3.2.2).

Praparation von Praparation von
Gelatineplatten ES Zellplatten

A
Praparation von I Inkubation Mitomycin- inaktivierte
Feedemlatten > bei 37°C > Behandlung > »| Feedemlatten
P i Medi |
< e L ’—@ ES Zellplatten

i . < Inkubation
Mediumwechsel |[¢——— bei 37°C

Hilfsprogramm

Passagieren
Systemgrenze H ﬁ

Entnahme von Zuflihrung von
Platten fiir Platten
Analysen

/L/

Abb. 3.2.2 Durch das Zellkultursystem automatisierte Prozesse der hES Zellkultur. Das automatisierte
Zellkultursystem verfligt iber Prozesse zur Gelatine-Beschichtung von Zellkulturplatten, zum Ausplattieren und
Passagieren von Feederzellen sowie zum Mediumwechsel und zur mitotischen Inaktivierung von Feederzellen.
Auf Zellkulturplatten mit mitotisch inaktivierten Feederzellen kénnen hES Zellen plattiert werden. Ein
automatisierter Mediumwechsel flir hES Zellen wurde implementiert, das Passagieren erfordert jedoch manuelle
Intervention, da das Abschaben von hES Zellkolonien nur schwer automatisierbar ist. Das Zuftihren und die
Entnahme von Zellkulturplatten aus dem Zellkultursystem wird elektronisch dokumentiert, so dass flr alle Platten
eine lickenlose Nachverfolgung gewéhrleistet ist.

Auf gerétetechnischer Seite wurden eine Pipettierplattform, ein automatisierter
Brutschrank sowie ein automatisierter Kuihlschrank als grundlegende Bestandteile
eines automatisierten Zellkultursystems definiert. Als weitere wichtige Komponenten
des Zellkultursystems wurden ein Heizelement zum Vorwdrmen der Medien, eine
Absaugvorrichtung fiir Medienabfélle sowie ein Behdlter fur feste Abfélle vorgesehen

(Abb. 3.2.3). Da das Gerat auch zur mitotischen Inaktivierung von Feeder-Zellen ein-

gesetzt werden sollte, wurde sowohl beim Flissig- als auch beim Feststoff-Abfall



Ergebnisse 62

eine Trennung zwischen unschédlichen Abféllen und Mitomycin C-haltigen Abféllen

vorgenommen.

Carrier flr Zellkulturplatten
Heizschittler Heizpositionen fir und Medienwannen

Medienwannen ;
Pipetten- Waschstation far
\ / spitzen 200u! Pipettiernadeln
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Platienheber fir 6-Well Pipetten- Carrier fir Falcon-Réhrchen Abfall
Platte spitzen 1000p!

> zum
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zum |
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Ablage fir Deckel der Vakuum-Absaugstation
6-Well-Platte

Abb. 3.2.3 Aufbau der Pipettierplattform des automatisierten Zellkultursystems. Die Pipettierplattform ist
Uber lineare Transfereinheiten mit dem Inkubator und dem Kdhlschrank verbunden. Zellkulturmedien werden auf
Heizpositionen temperiert. Um Medien von Zellkulturplatten vollstdndig abnehmen zu kénnen, wurde ein
Plattenheber entwickelt, der die Platten schrag stellt. Uber eine Vakuum-Absaugstation wird das alte Medium dem
Flissigabfall zugeflihrt. Zum Pipettieren stehen Pipettenspitzen und waschbare Pipettiernadeln zur Verfligung.
Um das Trypsinieren von Zellkulturen zu ermdéglichen, verfligt das System Uber einen Heizschlittler. Des weiteren
kénnen Uber spezielle Carrier Zellkulturplatten, Medienwannen und Falcon-Réhrchen in das System gebracht
werden.

Ein Prinzip bei der Konzeptionierung des Zellkultursystems war es, die manuelle
Vorgehensweise weitestgehend zu imitieren. So wurde ein Hebemechanismus zum
Schrégstellen der Zellkulturplatten wahrend des Mediumwechsels entworfen (Abb.
3.2.4 C), der es ermdglichte, das alte Medium vollstdndig von den Platten zu
entfernen. Weiterhin wurde das manuell eingesetzte Mischungskreuz zum
gleichméBigen Plattieren von Zellen durch den Roboterarm nachgeahmt.
Andererseits war es in mancher Hinsicht notwendig, die Zellkulturverfahren an den
automatisierten Prozess anzupassen. Vor diesem Hintergrund wurde ein
Heizschuttler zum Trypsinieren von Zellkulturen eingeplant, um das Ablésen von

Zellen zu erleichtern.

Durch eine mit HEPA-Filtern ausgestattete und mit einer UV-Dekontaminations-

routine versehene Einhausung wurde eine sterile Umgebung geschaffen, die durch
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Brutschrank und Klihlschrank Uber lineare Transferstationen nahtlos bedient werden

kann und in der alle Pipettierschritte durchgeflinrt werden (Abb. 3.2.4 A).

A

Abb. 3.2.4 System zur automatisierten Zellkultur. Das im Rahmen dieser Dissertation mitentwickelte und
validierte automatisierte Zellkultursystem (A) basiert auf einer Microlab STAR-Pipettierplattform (B). Diese
Plattform wurde in eine sterile Werkbank (Bigneat) eingehaust und hat Zugriff auf einen automatisierten Inkubator
(A, links) sowie auf einen automatisierten Kuhlschrank (A, rechts). Sowohl Inkubator als auch Kihlschrank sind
mit Strichcode-Lesegerdten ausgestattet. Um Kosten einzusparen, wurde das Zellkultursystem mit einer
Waschstation flir wiederverwendbare Pipettiernadeln ausgertistet (A, rechts unten). Das System verfligt Uber
Sonderanfertigungen flir die Zellkultur wie den Plattenheber zum rlickstandslosen Abnehmen von Medien (C).

Bildquelle: Hamilton Life Science Robotics
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Dartiber hinaus wurde vorgesehen, die Geschwindigkeit des Roboterarms auf die
Hélfte zu reduzieren, um Luftverwirbelungen gering zu halten. Durch das ausschlieB3-
liche Verwenden von Einmalspitzen flir alle Pipettiervorgdnge hétte sich eine
Kontaminationsgefahr weiter minimieren lassen. Da dies jedoch zu einem
erheblichen Kostenaufwand flr Verbrauchsmaterial geflihrt hétte, sollte die
Verwendung wieder verwendbarer Pipettiernadeln evaluiert werden. Die zur
Reinigung der Nadeln nétige Waschstation sollte idealerweise ausschlieBlich mit
Reinstwasser betrieben werden, um einen negativen Effekt von Reinigungslésungen

auf die Zellkulturen auszuschlieBen.

Mit dem Ziel, einen mdglichst sicheren Prozess zu gewdhrleisten, wurde auf eine
parallele Prozessierung von Zellkulturplatten verzichtet. Auch die Transportschritte
mit dem Roboterarm wurden auf ein Minimum reduziert, um Problemen beim
Plattentransport vorzubeugen. Im Hinblick auf einen mdéglichen Einsatz des
Zellkultursystems unter GMP-Bedingungen wurde zudem auf eine Ruickverfolgbarkeit
der einzelnen Zellkulturplatten geachtet. Alle Platten und Medienbehélter sollten mit
Barcodes versehen werden. Eine Ausgabe von Zellkulturplatten und
Medienbehaltern sollte nur liber das installierte Barcode-Lesegerat mdglich sein. Fur
jede Zellkulturplatte wurde ein ,Plate Trail® vorgesehen, der in elektronischer Form
alle Schritte, denen die Platte unterworfen wurde, aufzeichnen sollte. Zu den
dokumentierten Daten sollten der Anwender, Datum und Uhrzeit, durchgeflihrter

Prozess sowie verwendetes Medium mit Chargennummer zéhlen.

Um einen anschaulicheren Eindruck zu vermitteln, sei an dieser Stelle ein typischer
Prozess beschrieben. In einem ersten Schritt wird ein vom Anwender ausgewéhltes
Mediengefa3 auf dem Heizelement auf 37°C aufgewérmt. AnschlieBend wird eine
ebenfalls vom Anwender bestimmte Zellkulturplatte vom Inkubator auf die Pipettier-
plattform tiberfiihrt. Uber kapazitive Detektion des Fliissigkeitsstandes tberprtift das
Zellkultursystem, ob das Mediengefd3 ausreichend Medium flr einen Medium-
wechsel bei der gewéhlten Platte enthalt. Mit Hilfe des Plattenhebers wird das
verbrauchte Medium vollstdndig von der Zellkulturplatte entfernt, und neues Medium
wird zugegeben. Wahrend Zellkulturplatte und Medienbehélter in den Inkubator bzw.

Kulhlschrank zurticktransportiert werden, wird der Plate Trail aktualisiert.
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Das hier dargestellte Konzept ist dazu geeignet, entscheidende Schritte der ES
Zellkultur zu automatisieren. Bevor dieses System jedoch in die Produktion gehen
konnte, mussten in einer Machbarkeitsstudie noch einige grundlegende Fragen
geklart werden. Hierzu zéhlte insbesondere, ob ein Pipettierroboter Zellen schonend
genug resuspendiert und dispensiert bzw. ob durch einen Mediumwechsel der
Zellrasen beschéadigt wird. Weiterhin stellte sich die Frage, ob ein gleichméaBiges
Plattieren der Zellen mdglich ist. Sollten aus Kostengriinden wieder verwendbare
Pipettiernadeln eingesetzt werden, so musste eine mit Reinstwasser betriebene

Waschstation ein kontaminationsfreies Arbeiten gewéhrleisten.

3.2.2 Machbarkeitsstudie flir den Einsatz eines automatisierten
Systems in der ES Zellkultur

In Zusammenarbeit mit Dr. Peter Kiesau (Hamilton Life Science Robotics) wurden an
einer isolierten Microlab STAR® Pipettierplattform grundlegende Untersuchungen zur
Automatisierbarkeit von Zellkulturen durchgefthrt.

Zunéachst wurden wesentliche Parameter des Liquid Handling betrachtet. Da die
verwendeten Medien unterschiedliche Konzentrationen an FCS und Serum
Replacement® enthielten, musste gepriift werden, ob es beim Pipettieren dieser
Medien zu einer problematischen Schaumbildung kommen konnte. Alle in den
geplanten Prozessen einzusetzenden Medien erwiesen sich in dieser Hinsicht als
unkritisch. Als weiterer entscheidender Parameter bei der Durchflihrung eines
Mediumwechsels musste das Restvolumen nach Abnahme des verbrauchten
Mediums gelten. Wahrend bei einem manuellen Mediumwechsel ein Restvolumen
von etwa 50ul pro Well einer Sechs-Well-Platte vorlag, betrug dieses bei einer
automatisierten Medienabnahme von gerade stehenden Platten ca. 200ul. Bei einem
Gesamtvolumen von 2000ul pro Well ist dies als kritisch zu betrachten. Wurde die
Sechs-Well-Platte tber einen Plattenheber schrdg gestellt, so lieB sich das
Restvolumen auf 50ul reduzieren. Die Implementierung eines Plattenhebers musste
somit als Grundvoraussetzung fuir einen automatisierten Mediumwechsel betrachtet
werden. Dartiber hinaus wurde untersucht, wie lange Sechs-Well-Zellkulturplatten
wéhrend eines automatisierten Mediumwechsels trockenstehen. Diese Phase

musste minimiert werden, um negative Effekte des Austrocknens auf die Zellen zu
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vermeiden. In den Handen eines Zellkultur-erfahrenen Wissenschaftlers betrug die
Dauer des Trockenstehens etwa 30s, wenn eine Sechs-Well-Platte bearbeitet wurde.
In der t4glichen Praxis werden auch Medienwechsel an zwei Sechs-Well-Platten
parallel durchgeftihrt, die Platten stehen dann flir etwa 60s trocken. Bei einem
automatisierten Mediumwechsel betrug die Dauer des Trockenstehens 45s und lag
somit innerhalb des Toleranzbereichs. AbschlieBend wurde untersucht, ob es
mdoglich ist, geringe Volumina an Wachstumsfaktoren homogen im Zellkulturmedium
zu verteilen. Hierzu wurden 2ul Trypanblau zu 2ml Wasser in ein Well einer Sechs-
Well-Platte pipettiert. Durch das Ausflihren von 2x3 Kreuzschritten mit dem

Roboterarm konnte eine homogene Verteilung des Farbstoffs erreicht werden.

Im Folgenden wurden flir die Automatisierung fundamentale Fragestellungen an
lebenden Zellkulturen untersucht. Zundchst musste abgesichert werden, dass die
automatisierte Zugabe von Medien zu adhdrenten Zellkulturen nicht zu einer
Beschadigung des Zellrasens flhrte. Bei der Zugabe von Medien mit
Dispensiergeschwindigkeiten von 50ul/s, 200ul/s und 400ul/s konnte weder fur
wachsende noch mitotisch inaktivierte Fibroblasten noch flir murine oder humane ES
Zellkulturen eine Auswirkung auf die Integritdt des Zellrasens festgestellt werden.
Auch nach drei Tagen automatisierten Mediumwechsels konnte bei diesen Kulturen
kein Abldsen von Zellen beobachtet werden (Abb. 3.2.5).

Abb. 3.2.5 Wiederholter automatisierter Mediumwechsel beeintrachtigt die Integritit des Zellrasens nicht.
Uber jeweils drei Tage wurden Mediumwechsel bei murinen Fibroblasten (A), murinen ES Zellen (B) und
humanen ES Zellen (C) durch das automatisiete System vorgenommen. Obwohl eine hohe
Dispensiergeschwindigkeit von 400ul/s eingesetzt wurde, konnte keine Beschédigung des Zellrasens beobachtet
werden.

Des Weiteren wurden Bedingungen eingestellt, um ein homogenes Resuspendieren
und Plattieren von Zellen zu erreichen. Flir Feeder-Zellen und murine ES Zellen

konnte eine homogene Verteilung erreicht werden, wenn diese Zellen zunéchst mit
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1000u1-Spitzen zweimal mit einer Dispensiergeschwindigkeit von 250ul/s
resuspendiert und auf die Kulturplatten tberftihrt wurden. AnschlieBend wurden die
Zellen dber 3x3 Kreuzbewegungen mit dem Roboterarm gleichmé&Big auf der Platte
verteilt (Abb. 3.2.6 A).
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Abb. 3.2.6 Mit dem Zellkultursystem wird eine gleichméBige Verteilung der Zellen auf der Zellkulturschale
erreicht. Uber 3x3 Kreuzbewegungen mit dem Roboterarm konnten mES Zellen homogen auf der Zellkulturplatte
verteilt werden (A). Fir hES Zellen wurde mit 6x3 Kreuzbewegungen ein vergleichbares Resultat erzielt (B). Eine
geeignete AggregatgréBe der hES Zellen wurde Uber Zerkleinerung mittels 300ul-Pipettenspitzen eingestellt.
Hierzu wurden 30 Zyklen mit einer Dispensiergeschwindigkeit von 500ul/s eingesetzt. Zur Visualisierung wurde
flir mES und hES Zellen ein histochemischer Nachweis der alkalische Phosphatase-Aktivitdt durchgeftihrt.

Diese Parameter mussten flir das Plattieren humaner ES Zellen modifiziert werden,
da diese Zellen in Aggregatform passagiert wurden. Unter Verwendung von 200ul-
Spitzen wurden die hES Zell-Aggregate zundchst mit einer Dispensier-
geschwindigkeit von 500ul/s tber 30 Zyklen zerkleinert. AnschlieBend wurden die
Zellen mit 1000uI-Spitzen flinfmal mit einer Dispensiergeschwindigkeit von 500ul/s
resuspendiert und auf die Zellkulturplatten gegeben. Die Verteilung auf der Platte
erfolgte Uber 6x3 Kreuzbewegungen. Unter Verwendung dieser Parameter konnte

sowohl eine adédquate Gr6Be der hES Zell-Aggregate als auch eine homogene
Verteilung erreicht werden (Abb. 3.2.6 B).

Zwei Tage nach dem Plattieren von Feederzellen, mES Zellen und hES Zellen wurde
der Einfluss des automatisierten Prozesses auf das Uberleben der Zellen (iberpriift.
Hierzu wurde eine Lebend-/Totzellzahlbestimmung durchgeftihrt. Fur alle drei
untersuchten Zelltypen war der Anteil an lebenden Zellen nach Behandlung durch

den Pipettierroboter vergleichbar mit der manuellen Kontrolle (Abb. 3.2.7).
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Abb. 3.2.7 Automatisiertes Plattieren hat keinen Einfluss auf die Viabilitidt der Zellen. Nach dem Plattieren
von murinen Fibroblasten, mitotisch inaktivierten murinen Fibroblasten, murinen ES Zellen und humanen ES
Zellen wurde eine Lebend-/Totzellzahlbestimmung Uber Trypanblau-Farbung vorgenommen. Der Anteil an
lebenden Zellen unterscheidet sich flir keine der untersuchten Zellpopulationen signifikant von der manuell
plattierten Kontrolle. Dargestellt sind jeweils die Ergebnisse eines Einzelexperiments.

Des Weiteren wurde im Verlauf der Machbarkeitsstudie Uberprtft, inwieweit ein
Abtrypsinieren von Fibroblasten automatisiert werden kann. Hierflir wurde ein
Heizschlittler eingesetzt. Bei einer Temperatur von 37°C, einer Amplitude von 2cm
und 100rpm wurden die Zellkulturplatten jeweils flir 150s im Querformat und im
Langsformat  geschittelt.  AnschlieBend wurden die Zellen mit einer
Dispensiergeschwindigkeit von 500ul/s je zweimal an drei Punkten pro Well
abgesplilt und in ein Falcon-Réhrchen Uberflihrt. Mit diesen Einstellungen konnte
eine mit manuellen Trypsinierungsverfahren vergleichbare Restzellzahl auf der
Zellkulturplatte erreicht werden (Abb. 3.2.8 A-C). Einen Tag nach dem Trypsinieren
und erneuten Ausplattieren der Zellen wurde das Uberleben der Zellen mittels
Lebend-/Totzellzahlbestimmung untersucht. Ein vergleichbarer Anteil an lebenden
Zellen im automatisierten und im manuellen Experiment konnte festgestellt werden
(Abb. 3.2.8 D).
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Abb. 3.2.8 Automatisiertes Trypsinieren von Zellkulturen erfolgt mit derselben Effizienz wie das manuelle
Verfahren. Murine Fibroblasten (A, vor dem Trypsinieren) wurden manuell (B) und durch das automatisierte
System (C) mittels Trypsinbehandlung von der Zellkulturplatte abgeldst. Der Anteil an auf der Zellkulturplatte
zurlickbleibenden Zellen ist flir beide Verfahren vergleichbar. Im Anschluss an das Trypsinieren wurde die
Viabilitdt der Zellen lber Lebend-/Totzellzahlbestimmung festgestellt. Der Anteil an lebenden Zellen war flr
automatisiert behandelte Kulturen vergleichbar mit dem an manuellen Kontrollen. Dargestellt sind Daten aus
Einzelexperimenten.

AbschlieBend wurde untersucht, ob mit wieder verwendbaren Pipettiernadeln
kontaminationsfrei gearbeitet werden kann. Hierzu wurde ein Bakterien-
verschleppungsexperiment durchgeftihrt. Ampicillin-resistente  Escherichia coli-
Bakterien in LB-Medium wurden mit Pipettiernadeln aufgenommen und wieder
abgegeben. Daraufhin wurden die Nadeln in einer Waschstation bei einer
Durchflussrate von 12ml/s mit 3%iger Natriumhypochlorit-L6sung und anschlieBend
mit sterilem Wasser bzw. nur mit sterilem Wasser gespdlt und in LB-Medium
getaucht. Dieses LB-Medium wurde auf LB-Platten mit Ampicillin ausplattiert und bei
37°C inkubiert. Am n&chsten Tag waren die Positivkontrollen dicht mit
Bakterienkolonien bewachsen, der Bakterientiter lag bei 1,36x10'. Weder bei mit
Hypochlorit noch mit Wasser gespllten Nadeln konnte ein Koloniewachstum

beobachtet werden.
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3.2.3 Langzeitkultivierung muriner und humaner ES Zellen in einem
automatisierten System

Um das Zellkultursystem abschlieBend zu validieren, wurden automatisierte
Langzeitkulturen muriner und humaner ES Zellen durchgefiihrt. Uber Kultivierungs-
zeitradume von vier Wochen und bei taglichem Mediumwechsel konnte bestatigt
werden, dass automatisierte Medienwechsel sowie das automatisierte Plattieren von
ES Zellen auf Fibroblastenrasen die Integritidt des Zellrasens nicht beeintréchtigten.
Beim Ausplattieren von Zellen wurde reproduzierbar eine homogene Verteilung
erreicht. Nach vierwdchiger automatisierter Kultivierung zeigten sowohl murine als
auch humane ES Zellkolonien dieselben typischen Morphologien wie in der
manuellen Kultur. Wahrend mES Zellkolonien eine kompakte Form aufwiesen,
zeigten hES Zellkolonien klar abgegrenzte Rénder und keine Anzeichen von
Differenzierungsphédnomenen (Abb.3.2.9, A mES; B hES). Obwohl die ES Zellen in
Antibiotika-freien Medien kultiviert wurden, war in den automatisierten Kulturen keine

mikrobielle Kontamination zu beobachten.

Wahrend der Langzeitkultivierung zeigten ES Zellen, die im automatisierten System
kultiviert wurden, ein mit den manuellen Kontrollen vergleichbares Wachstums-
verhalten. Die mittleren spezifischen Wachstumsraten von mES und hES Zellen, die
automatisiert kultiviert wurden, entsprachen mit 0,72+0,06d" bzw. 0,22+0,003d" den
Wachstumsraten der manuellen Kontrollen (Abb. 3.2.9, C mES; D hES). Die
metabolische Analyse lieB erkennen, dass sowohl die Glukoseverbrauchsrate von
mES Zellen (0,9+0,17 mM/d*10°Zellen) als auch die von hES Zellen (5,28+0,9
mM/d*10°Zellen) durch die automatisierte Kultivierung nicht beeinflusst wurden. Auch
die Laktatproduktionsraten von mES Zellen (2,45+0,44 mM/d*10°Zellen) und hES
Zellen (11,99+1,15 mM/d*10%Zellen) unterschieden sich nicht signifikant von denen

der manuellen Kontrollen (Abb. 3.2.9, E mES; F hES).
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Abb. 3.2.9 Morphologie, Wachstumsrate und metabolische Aktivitit von ES Zellen werden durch
automatisierte Kultivierung nicht beeinflusst. Durch das automatisierte System kultivierte ES Zellen zeigen
typische Morphologien (A, mES Zellen; B, hES Zellen). Mittlere spezifische Wachstumsrate (C, mES Zellen; D,
hES Zellen) sowie Glukoseverbrauchs- und Laktatproduktionsraten (E, mES Zellen; F, hES Zellen) von
automatisiert kultivierten ES Zellen sind vergleichbar mit denen manuell kultivierter Zellen. Quantitative
Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung von mindestens drei unabhéngigen Experimenten
dargestellt. T-Tests ergaben p-Werte von 0,78 (Wachstumsrate, mES Zellen), 0,80 (Wachstumsrate, hES Zellen),
0,91 (Glukoseverbrauchsrate, mES Zellen), 0,28 (Glukoseverbrauchsrate, hES Zellen), 0,66
(Laktatproduktionsrate, mES Zellen) und 0,77 (Laktatproduktionsrate, hES Zellen). Dies ldsst darauf schliessen,
dass es keine statistischen Unterschiede zwischen automatisieter und manueller Kultivierung gibt.
Wachstumsraten von 0,7d"" und 0,2d™" entsprechen Verdopplungszeiten von 1d bzw. 3,5d.

Uber immunzytochemische Analyse konnte gezeigt werden, dass die Expression der
Pluripotenz-assoziierten Marker Oct-4 und SSEA-1 in mES Zellkulturen (ber den
gesamten Zeitraum der automatisierten Kultivierung hinweg erhalten blieb (Abb.
3.2.10). Mit 96+2% entsprach der Anteil an Oct-4-exprimierenden Zellen in den
automatisierten mES Zellkulturen dem in manuellen Kulturen (97+1%; Abb. 3.2.10 A-
C). Der Oberflaichenmarker SSEA-1 wurde von 94+2% der automatisiert kultivierten

mES Zellen und, im Vergleich, von 92+2% der manuell kultivierten Zellen exprimiert
(Abb. 3.2.10 D-F).
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Abb. 3.2.10 Die Expression Pluripotenz-assoziierter Marker bei durch das automatisierte System
propagierten mES Zellen bleibt erhalten. Nach vierwdchiger automatisierter Kultivierung ist das
Expressionsniveau der Pluripotenz-assoziierten Marker Oct-4 (A, B, C) und SSEA-1 (D, E, F) vergleichbar mit
dem bei manuellen Kontrollen. Die Kernfdrbung erfolgte mit DAPI (blau). Die quantitativen Immunfluoreszenz-
Daten basieren auf mindestens drei unabhéngigen Experimenten und sind als Mittelwerte + Standardabweichung
dargestellt.

Ebenso wenig unterschied sich mit einem Anteil von 96+1% positiven Zellen das
Expressionsniveau von Oct-4 in automatisierten hES Zellkulturen von dem in
manuellen Kontrollen (96+1%; Abb. 3.2.11 A-C). Durchflusszytometrische Analysen
zeigten, dass 87x4% der hES Zellen, die automatisiert kultiviert worden waren,
positiv flir den Pluripotenz-assoziierten Oberflichenmarker Tra-1-60 waren (manuelle

Kontrolle: 84+2%; Abb. 3.2.11 D), wahrend 89+2% eine Farbung fur Tra-1-81 zeigten
(manuelle Kontrolle: 86+5%; Abb. 3.2.11 E).
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Abb. 3.2.11 Automatisiert kultivierte hES Zellen zeigen keine Verdnderung in der Expression Pluripotenz-
assoziierter Marker. Immunfluoreszenzanalysen (A, B, C) und Durchflusszytometrie (E, F) zeigen, dass durch
das Zellkultursystem propagierte hES Zellen eine mit der Kontrolle vergleichbare Expression von Oct-4, Tra-1-60
und Tra-1-81 aufweisen. Die Kernfarbung erfolgte mit DAPI (blau). Die quantitativen Immunfluoreszenz-Daten
basieren auf mindestens drei unabhdngigen Experimenten und sind als Mittelwerte + Standardabweichung
dargestellt. Die durchflusszytometrischen Daten beziehen sich auf einzelne, reprdsentative Experimente.
Feederzellen und tote Zellen wurden (iber Gating nach Forward Scatter- und Sideward Scatter-Eigenschaften
sowie nach Hoechst 33258-Aufnahme von der Analyse ausgeschlossen. Offene Histogramme entsprechen
Negativkontrollen, geflillte Histogramme stellen Férbungen auf die angegebenen Pluripotenz-assoziierten Marker
dar. Die Balken zeigen den Bereich der Fluoreszenzintensitét an, der in die Berechnung des Anteils an ftir einen
Pluripotenz-assoziierten Marker positiven Zellen einging. Als negativ flir den jeweiligen Marker wurden die Zellen
betrachtet, deren Fluoreszenzintensitdt im Bereich der Negativkontrolle lag.

Die Daten zur Expression Pluripotenz-assoziierter Marker konnten flir humane ES
Zellen auf mRNA Ebene Uber quantitative RT-PCR bestéatigt werden. hES Zellen, die
automatisiert kultiviert wurden, zeigten keine Reduktion in der Expression der
Pluripotenz-assoziierten Marker Oct-4, Nanog und Rex-1 (Abb. 3.2.12 A). Zugleich

war bei diesen Zellen keine Erh6hung in der Expression Differenzierungs-assoziierter

Marker wie a-Fetoprotein, Nestin oder Vimentin festzustellen (Abb. 3.2.12 B).
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Abb. 3.2.12 Expressionsmuster Pluripotenz-assoziierter und Differenzierungs-assoziierter Gene werden
durch automatisierte Kultivierung nicht beeinflusst. Nach einer vierw6chigen automatisierten Kultivierung
zeigen hES Zellen in quantitativen RT-PCR-Untersuchungen keine signifikante Verdnderung in der Expression
der Pluripotenz-assoziierten Transkriptionsfaktoren Oct-4, Rex-1 und Nanog (A). Die Expression der
Differenzierungs-assoziierten Gene a-Fetoprotein (AFP), Nestin und Vimentin unterscheidet sich ebenfalls nicht
von der Expression bei Kontrollzellen (B). Dargestellt sind Mittelwerte aus drei Experimenten =
Standardabweichung. Die flir die automatisierten Kulturen erhobenen Daten wurden nach der AACP-Methode auf
ein Referenzgen sowie auf Daten, die fiir manuell kultivierte Kontrollkulturen gewonnen wurden, bezogen.

Eine vierwdchige automatisierte Kultivierung zeigte keine Auswirkungen auf den
Karyotyp humaner ES Zellen. Uber G-Binderung konnte nachgewiesen werden,
dass sowohl die Zelllinie 13 als auch die Zelllinie H9.2 (Daten nicht gezeigt) im

Anschluss an eine automatisierte Kultivierung einen stabilen Karyotyp besaBen (Abb.
3.2.13).
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Abb. 3.2.13 Automatisiert kultivierte hES Zellen besitzen einen stabilen Karyotyp. Die durchgefiihrten
Karyotypisierungen zeigen, dass die hES Zelllinien I3 und H9.2 nach einer vierwdchigen automatisierten
Kultivierung einen stabilen Karyotyp (46XX) aufweisen. Abgebildet ist ein Karyogramm der Zelllinie 13.
Mindestens 20 Metaphasen pro Zelllinie wurden ausgewertet. Die Karyogramm-Darstellung erfolgte unter
Verwendung der Software CytoVision Ultra.

Um das in vitro-Differenzierungspotential der ES Zellen nach einer vierwochigen

automatisierten Kultivierung zu untersuchen, wurde eine EB-Bildung eingeleitet.
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Sowohl mES als auch hES Zellen waren im Anschluss an die automatisierte Kultur
dazu in der Lage, EBs auszubilden. Die immunzytochemische Analyse von
Kryoschnitten durch aus mES und hES Zellen gebildete EBs zeigte die Anwesenheit
von a-Fetoprotein-, Desmin- und Zytokeratin-positiven Zellen (Abb. 3.2.14). Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass ES Zellen ihr Multi-Keimblatt-

Differenzierungspotential wéhrend der automatisierten Kultivierung erhalten.

Zytokeratin

D

Zytokeratin — | Desmin

Abb. 3.2.14 Erhalt des in vitro Differenzierungspotentials. Nach vierwdchiger automatisierter Kultivierung
bilden mES Zellen (A-C) und hES Zellen (D-F) Embryoidkérper, die die Keimblatt-assoziierten Marker Zytokeratin
(A, D; Ektoderm), Desmin (B, E; Mesoderm) und a-Fetoprotein (AFP, C, F; Entoderm) exprimieren. Kerne wurden
mit DAPI (blau) gegengefarbt. MaBstab = 50pm.

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass es madglich ist, ES Zellen tber einen
l&ngeren Zeitraum hinweg automatisiert zu kultivieren, ohne ihr Wachstumsverhalten

und ihr in vitro-Multikeimblatt-Differenzierungspotential zu beeinflussen.

3.24 Weiterentwicklung des automatisierten Systems fiir die ES
Zellkultur

Um die Eigensténdigkeit des Systems fir die ES Zellkultur zu erhéhen, wurde in
Zusammenarbeit mit Hamilton Life Science Robotics eine Zentrifuge mit den dazu-
gehdrigen Methoden implementiert (Abb. 3.2.15). Bei der eingesetzten Zentrifuge
handelt es sich um eine Platten-Zentrifuge, die durch einen Roboter-Greifarm bedient
werden kann. Fur die Zentrifugation werden Deep-Well-Platten verwendet, die 96

Wells mit einem Volumen von je 2ml besitzen und problemlos von einem Roboterarm
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transportiert werden kénnen. Die entsprechenden Methoden verknlipfen die bereits

zuvor existierenden Methoden zum Abtrypsinieren und zum Plattieren von Zellen.

Carrier fur Zellkulturplatten
Heizschittler Heizpositionen flr und Medienwannen

Medienwannen :
Pipetten- Waschstation fiir
\ / spitzen 200p! Pipettiernadeln
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Plattenheber fir 6-Well- .Pipenen- Carrier fir Falcon-Réhrchen Abfall
Platte spitzen 1000u!
Ablage fur Deckel Vakuum-Absaugstation
der Platten-Zentrifuge
6-Well-Platte

Platten-Greifer

Abb. 3.2.15 Erweiterung des automatisierten Zellkultursystems. Das Zellkultursystem wurde um eine
Platten-Zentrifuge erweitert, die es nunmehr ermdglicht, das Passagieren von Zellkulturen vollstdndig zu
automatisieren. Zum Beschicken der Zentrifuge ist ein spezieller Platten-Greifer nétig.

Ein automatisiertes Zellkultursystem flir die Kultivierung muriner und humaner ES
Zellen konnte entwickelt und validiert werden. SchlieBlich war es mdglich, die
Haufigkeit der Anwender-Intervention durch die Implementierung einer Zentrifuge
deutlich zu verringern. Die bislang durchgeflinrten Experimente deuten darauf hin,
dass eine automatisierte Kultivierung in Verbindung mit einer automatisierten
Zentrifugation keine negativen Auswirkungen auf die Proliferation und die Pluri-

potenzerhaltung humaner ES Zellen hat.
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3.3 Entwicklung eines skalierbaren Prozesses zur Kultivierung
humaner ES Zellen

3.3.1 Untersuchung konditionierter Medien aus Bioreaktor-basierten
Prozessen

Eine Heraufskalierung der humanen ES Zellkultur unter Beibehaltung des
klassischen Kokultur-Paradigmas ist duBerst komplex. Zum einen erfordert ein
solcher Prozess zwei Besiedlungsphasen, zum anderen miussen Verfahren
entwickelt werden, um die beiden Zelltypen am Ende des Prozesses effizient
voneinander zu trennen. Zugleich war zu Beginn dieser Arbeit die Entwicklung eines
vollsténdig definierten Kulturmediums absehbar; mit der Verfligbarkeit eines solchen
definierten Mediums wirde ein skalierbarer Prozess das fehlende Glied zur
Produktion groBer hES Zellzahlen unter standardisierten Bedingungen darstellen.
Vor diesem Hintergrund wurde bei der Entwicklung des skalierbaren Prozesses auf
eine direkte Kokultur mit Feederzellen verzichtet und stattdessen Fibroblasten-
konditioniertes Medium eingesetzt. Der vorauszusehende Umfang an Etablierungs-
und Optimierungsarbeiten machte groBe Mengen an konditioniertem Medium
erforderlich. Daher wurde eine Kooperation mit Prof Dr. Jirgen Lehmann
(Technische Fakultdt der Universitat Bielefeld) initiiert. An der Universitét Bielefeld
sollten Bioreaktor-basierte Verfahren zur Produktion konditionierten Mediums
entwickelt werden. Die hierbei gewonnenen Medien wurden im Rahmen dieser
Dissertation auf ihre Funktionalitdt in der Erhaltung der Pluripotenz humaner ES
Zellen hin untersucht. In Bielefeld wurden primdre murine Fibroblasten, humane
Fibroblasten sowie die Fibroblastenzelllinie STO in Microcarrier-basierten Prozessen
fur die Produktion konditionierter Medien eingesetzt (Nottorf, 2003). Die in diesen
Prozessen gewonnenen Medien wurden nach Bonn transferiert und in einem
Screening-Ansatz auf ihre Pluripotenz-erhaltende Wirkung hin getestet. Hierbei
wurden humane ES Zellen Uber drei Passagen in den entsprechenden Medien
kultiviert und am Ende jeder Passage auf alkalische Phosphatase-Aktivitdt hin
untersucht. Als Kontrollen dienten in Monolayer-Kulturen hergestelltes konditioniertes
Medium sowie nicht konditioniertes hES Zellmedium. Auf Grundlage dieses

Assaysystems konnte eine gute erste Abschéatzung lber die Funktionalitat des
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konditionierten Mediums vorgenommen werden, da in nicht konditioniertem Medium

am Ende der dritten Passage keine hES Zellen mehr zu detektieren waren.

hES Zellen konnten unter Erhalt ihrer alkalische Phosphatase-Aktivitat (ber drei
Passagen in Medien, die von murinen Fibroblasten in einem Spinnerprozess kon-
ditioniert worden waren, kultiviert werden (Abb. 3.3.1 A-D). Wurden jedoch in Spin-
nerprozessen gewonnene konditionierte Medien von humanen Fibroblasten oder
STO-Zellen eingesetzt, so lieBen sich nach spétestens drei Passagen keine hES Zel-
len mit alkalischer Phosphatase-Aktivitdt mehr vorfinden. Die Pluripotenz-erhaltende

Wirkung dieser Medien war somit als duBerst eingeschrénkt zu betrachten.
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Abb. 3.3.1 In Microcarrier-basierten Prozessen erzeugte Fibroblasten-konditionierte Medien weisen
deutliche Qualitdtsunterschiede auf. In einem Spinnerprozess gewonnenes konditioniertes Medium von
murinen Fibroblasten ist dazu geeignet, das Wachstum alkalische Phosphatase (AP)-positiver hES Zellen Uber
drei Passagen aufrechtzuerhalten (A, D). Es ist damit vergleichbar mit in Monolayer-Kulturen hergestelltem
konditionierten Medium (MCM) von murinen Fibroblasten (B, D). Im Gegensatz hierzu kénnen nach einer Kulti-
vierung Uber drei Passagen in unkonditioniertem hES Zellmedium (UM) keine AP-positiven hES Zellkolonien mehr
detektiert werden (C, D). In Spinnerprozessen gewonnenes konditioniertes Medium von humanen Fibroblasten
oder STO-Zellen zeigt keine Funktionalitdt (D). Eine starke Variabilitdt besteht zwischen von murinen Fibroblasten
konditionierten Medien, die zu verschiedenen Zeitpunkten von zwei kontrollierten Bioreaktorprozessen geerntet
wurden (BCM, E). Wéhrend zu Beginn der Prozesse (Tage 3-5 der Kultivierung) gewonnenes konditioniertes
Medium (BCM 1, BCM 3) dazu geeignet ist, das Wachstum AP-positiver hES Zellen (iber drei Passagen aufrecht-
zuerhalten, zeigt das am Ende der Prozesse (Tage 7-10 der Kultivierung) gewonnene konditionierte Medium
(BCM 2, BCM 4) keine Funktionalitét.

Uber jeweils drei Passagen wurden hES Zellen in den untersuchten konditionierten Medien kultiviert. Am Ende
jeder Passage wurde ein histochemischer Nachweis auf AP-Aktivitdt durchgeflihrt (A-C) und die Konfluenz der
AP-positiven hES Zellkolonien bestimmt (D, E). Dargestellt sind Mittelwerte flir mindestens zwei unabhéngig
voneinander hergestellte konditionierte Medien + Standardabweichung (D) bzw. Einzelwerte fir zu jeweils zwei
unterschiedlichen Zeitpunkten zweier Reaktorldufe gewonnene konditionierte Medien und Mittelwerte =
Standardabweichung ftir jeweils vier unabhéngige Positiv- (MCM) und Negativkontrollen (UM) (E).
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Im Folgenden wurden murine Fibroblasten zur Produktion konditionierten Mediums
im Bioreaktor eingesetzt. Bei der Analyse dieser Medien musste eine sehr groB3e
Variabilitdt zwischen den zu unterschiedlichen Zeitpunkten des Prozesses
gewonnenen Medien festgestellt werden (Abb. 3.3.1 E). So besaBen Medien, die zu
Beginn der Bioreaktorprozesse (Tage 3-5 des Prozesses) gewonnen wurden, eine
gute Qualitat fur die Kultivierung humaner ES Zellen (BCM 1, BCM 3). Fir Medien,
die gegen Ende der Bioreaktorprozesse (Tage 7-10 des Prozesses) geerntet wurden,
konnte jedoch keine Pluripotenz-erhaltende Wirkung Uber drei Passagen gezeigt
werden (BCM 2, BCM 4). Wie die Standardabweichungen in Abb. 3.3.1 E zeigen, war
diese Variabilitit zwischen verschiedenen Chargen von in Monolayerkultur
hergestelltem konditionierten Medium nicht zu beobachten.

Mit dem Ziel, eine Standardisierung des Produktionsprozesses fur konditionierte
Medien zu erreichen, wurde in Bielefeld eine Optimierung der Kulturfiihrung
vorgenommen (Bauwens, 2005). Die in dem optimierten Prozess gewonnenen
konditionierten Medien wurden flir die Kultivierung humaner ES Zellen Uber drei
Passagen eingesetzt. Im Anschluss wurden die hES Zellkulturen durchfluss-
zytometrisch auf die Expression der Pluripotenz-assoziierten Marker Tra-1-60 und
Tra-1-81 hin untersucht (Abb. 3.3.2). Fur die Uberprtiften von murinen Fibroblasten
konditionierten Medien musste festgestellt werden, dass sowohl der Anteil an Tra-1-
60 (21,1% bis 1,91%) als auch der Anteil an Tra-1-81 exprimierenden Zellen (25,5%
bis 2,5%) gegenuber der Kontrolle (Tra-1-60: 91,2%; Tra-1-81: 95,7%) erheblich

reduziert war.
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Abb. 3.3.2 Der Bioreaktorprozess zur Gewinnung konditionierter Medien fiir die hES Zellkultur bedarf
weiterer Optimierung. hES Zellen, die in konditionierten Medien von murinen Fibroblasten aus Monolayer-
Kulturen (MCM) kultiviert werden, sind in der Durchflusszytometrie zu (iber 90% positiv flir die Pluripotenz-
assoziierten Oberflichenmarker Tra-1-60 und Tra-1-81. Bei Einsatz konditionierten Mediums aus zwei L&ufen
eines optimierten Bioreaktorprozesses (BCM 1, BCM 2) zeigen hES Zellen eine deutliche Reduktion bzw. einen
Verlust der Tra-1-60- und Tra-1-81-Expression.

hES Zellen wurden fiir drei Passagen in den untersuchten konditionierten Medien kultiviert und anschlieBend
durchflusszytometrisch auf ihre Tra-1-60- und Tra-1-81-Expression hin untersucht. Tote Zellen wurden Uber
Gating nach Hoechst 33258-Aufnahme von der Analyse ausgeschlossen. Offene Histogramme entsprechen
Negativkontrollen, geflillte Histogramme stellen Farbungen auf die angegebenen Pluripotenz-assoziierten Marker
dar. Die Balken zeigen den Bereich der Fluoreszenzintensitét an, der in die Berechnung des Anteils an ftir einen
Pluripotenz-assoziierten Marker positiven Zellen einging. Als negativ flir den jeweiligen Marker wurden die Zellen
betrachtet, deren Fluoreszenzintensitdt im Bereich der Negativkontrolle lag. Dargestellt sind Ergebnisse aus
Einzelexperimenten.

In den ersten Ansétzen, einen Bioreaktor-basierten Prozess zur Produktion kondi-
tionierten Mediums fur die Kultivierung humaner ES Zellen zu entwickeln, konnte
nicht die gewtinschte Qualitdt und Standardisierung erreicht werden. Im Folgenden

wurden daher ausschlieBlich konditionierte Medien eingesetzt, die in Monolayer-

Kulturen hergestellt worden waren.
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3.3.2 Evaluierung verschiedener Microcarrier fiir die humane ES
Zellkultur

Der erste Schritt in der Entwicklung eines skalierbaren Prozesses flr die
Suspensionskultur humaner ES Zellen ist die Wahl eines geeigneten Tragermaterials
fir diese adhdrent wachsenden Zellen. Verschiedene kommerziell erhéltliche
Microcarrier (vgl. 2.3.3) wurden auf ihre Eignung hin untersucht, die Proliferation

undifferenzierter humaner ES Zellen zu untersttitzen.

Zunéachst wurden hES Zellen statisch mit den unterschiedlichen Microcarriern
inkubiert und eine Kinetik der Adhésion erstellt. Schon nach zwei Stunden war die
Besiedlung der Carrier durch die Zellen abgeschlossen (Abb. 3.3.3). Bereits im
initialen Adhésionsverhalten der hES Zellen an die verschiedenen Microcarriertypen
konnten Unterschiede beobachtet werden. So hefteten sich die Zellen am schnellsten
an die Carrier Cytopore, Cytodex1 und Cytodex3, Pronectin und Biosilon an,
wéhrend die Adhésion an die Carrier CultispherG und CultispherS etwas langsamer
verlief. Am schlechtesten erwies sich die Adh&sion an den Carrier FACT, an den sich

nach 2 Stunden nur etwa 70% der Zellen angeheftet hatten.
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Abb. 3.3.3 Im Laufe von zwei Stunden adhérieren in Suspension befindliche hES Zellen an Microcarrier.
Die schnellste Adhdsionskinetik zeigen hES Zellen bei Verwendung des Carriers Cytopore. Etwa vergleichbar ist
das Adhdsionsverhalten an die Microcarrier Cytodex1, Cytodex3, Pronectin und Biosilon, wahrend die Anheftung
an die Carrier CultispherG und CultispherS etwas langsamer verlduft. Die geringste Zellzahl adhériert an den
Microcarrier FACT. Nach etwa zwei Stunden ist die maximale adhérente Zellzahl erreicht.

hES Zellen wurden mit den untersuchten Microcarriern in Suspension inkubiert. Jede Stunde wurde der Anteil der
noch in Suspension befindlichen Zellen an der eingesetzten Gesamtzellzahl bestimmt.
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Die hES Zellen wurden im Folgenden unter statischen Inkubationsbedingungen ftir
eine Woche auf den Microcarriern kultiviert. Uber diesen Zeitraum wurde eine
Wachstumskurve der Zellen erstellt. Am Ende des Kultivierungszeitraums wurde eine
Abschatzung der Pluripotenzerhaltung lber Bestimmung der alkalische Phospha-
tase-Aktivitdt vorgenommen. Die héchste Proliferationsrate zeigten hES Zellen, die
auf Cytodex- bzw. Cultispher-Microcarriern kultiviert worden waren. Mit Ausnahme
der Carrier Pronectin und FACT, auf denen sich keine alkalische Phosphatase-
positiven Zellen detektieren lieBen, waren zwischen den einzelnen Carriertypen keine
deutlichen Unterschiede in der alkalische Phosphatase-Aktivitat zu beobachten. Es
wurde apparent, dass unter den hier verwendeten Kultivierungsbedingungen eine
Verklumpung der hES Zellen und der Carrier stattfand. Im Inneren der so
entstandenen Aggregate nahm die alkalische Phosphatase-Aktivitat deutlich ab. Eine
Ausnahme bildete der Microcarrier Cytopore. Bei diesem Carrier wuchsen die hES
Zellen innerhalb der makroporésen Struktur, wodurch eine Aggregatbildung
verhindert wurde. Allerdings war die Proliferation der auf diesem Microcarrier
kultivierten hES Zellen deutlich niedriger als diejenige flir die tbrigen Carrier (Abb.
3.3.4).

Da es das Ziel war, die hES Zellen auf den Microcarriern in einem gerthrten System
zu kultivieren, wurde ein weiterer Versuch durchgeftihrt, um das Adh&sionsverhalten
der Zellen unter Scherstress zu untersuchen. Hierzu wurden die hES Zellen in
Gegenwart der Microcarrier fir eine Woche auf einem Wippschlttler inkubiert. Die
alkalische Phosphatase-Aktivitédt der hES Zellen sowie ihre Tendenz zur Aggregation
wurden durch den erzeugten Scherstress im Vergleich zu der statischen
Versuchsanordnung nicht beeinflusst. Im Wachstumsverhalten der hES Zellen
konnten jedoch Unterschiede zu dem stationdr durchgefliihrten Versuch beobachtet
werden. Diese betrafen vor allem die Carrier Cytodex1 und Cytodex3, fuir die unter
Scherstress ein deutlich geringeres Zellwachstum zu verzeichnen war. Unter
Scherstress zeigten hES Zellen auf dem Microcarrier CultispherG die hdchste
Proliferationsrate (Abb. 3.3.5).
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Abb. 3.3.4 hES Zellen kénnen unter statischen Bedingungen auf Microcarriern kultiviert werden. Die
héchste Proliferationsrate besitzen hierbei hES Zellen, die auf Cytodex1 oder Cytodex3-Microcarriern kultiviert
werden (A,). Nach sechs Tagen zeigen diese Zellen eine deutliche Tendenz zur Aggregatbildung, weisen jedoch
zu einem GroBteil alkalische Phosphatase (AP)-Aktivitdt auf (A, Cytodex1, A, Cytodex3). Wahrend auf Cytopore-
Carriern kultivierte hES Zellen keinen Zellzuwachs verzeichnen (A,), verhindert die makroporése Struktur dieses
Carriers eine Zellaggregation (A,). Eine Zellproliferation unter Erhalt der AP-Aktivitdt ist flir die Microcarrier
CultispherG (B, B,) und CultispherS (B,, B;) zu beobachten. Kaum ein Wachstum zeigen hES Zellen auf
Biosilon-, Pronectin- und FACT-Carriern (C,). Wéhrend auf Biosilon-Microcarriern AP-positive hES Zellen zu
detektieren sind (C,), zeigen hES Zellen auf Pronectin- (C,;) und FACT-Carriern (C,) keine AP-Aktivitdt. Bei
Verwendung von FACT tendieren die hES Zellen dazu, Aggregate untereinander zu bilden, statt auf den
Microcarriern zu wachsen.

hES Zellen wurden Ulber sechs Tage statisch mit den angegebenen Microcarriern auf Petrischalen inkubiert. Es
wurde konditioniertes Medium aus Monolayerkulturen muriner Fibroblasten verwendet, das téglich erneuert
wurde. Vor jedem Mediumwechsel wurde die Zellzahl tber Kristallviolett-Farbung bestimmt, nach sechs Tagen
wurde ein histochemischer AP-Nachweis durchgefiihrt. In A;, B, und C, sind Mittelwerte + Standardfehler aus
jeweils drei unabhéngigen Versuchen dargestellt.
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Abb. 3.3.5 hES Zellen kénnen unter Scherstress auf Microcarriern kultiviert werden. Unter Scherstress
besitzen hES Zellen, die auf Cytodex1 oder Cytodex3-Microcarriern kultiviert werden (A,), eine niedrigere
Wachstumsrate als unter statischen Kultivierungsbedingungen. Trotz einer Aggregatbildung zeigen diese Zellen
alkalische Phosphatase (AP)-Aktivitdt (A, Cytodex1, A, Cytodex3). Auf Cytopore-Carriern kultivierte hES Zellen
weisen keine Proliferation auf (A,), zeigen jedoch auch keine Zellaggregation (A,). Das beste
Wachstumsverhalten unter Scherstress zeigen hES Zellen auf den Microcarriern CultispherG (B, B,) und
CultispherS (B, B;). Die AP-Aktivitat bleibt hierbei erhalten. Kaum ein Wachstum weisen hES Zellen auf Biosilon-,
Pronectin- und FACT-Carriern (C,) auf. Wahrend auf Biosilon-Microcarriern AP-positive hES Zellen zu detektieren
sind (C,), zeigen hES Zellen auf Pronectin- (C,) und FACT-Carriern (C,) keine AP-Aktivitét.

hES Zellen wurden (iber sechs Tage auf einem Wippschtttler mit den angegebenen Microcarriern inkubiert. Es
wurde konditioniertes Medium aus Monolayerkulturen muriner Fibroblasten verwendet, das téglich erneuert
wurde. Vor jedem Mediumwechsel wurde die Zellzahl tber Kristallviolett-Farbung bestimmt, nach sechs Tagen
wurde ein histochemischer AP-Nachweis durchgefiihrt. In A;, B, und C, sind Mittelwerte + Standardfehler aus
jeweils drei unabhéngigen Versuchen dargestellt.

Auf Grundlage der hier beschriebenen Daten wurden die Microcarrier CultispherG
und Cytodex3 flir weitere Untersuchungen ausgewdhlt. Dartiber hinaus wurde der
Carrier Cytopore trotz des schlechten Abschneidens hinsichtlich der Proliferation in

die engere Wahl gezogen, da die Kulturen mit diesem Carrier die geringste Tendenz

zur Aggregatbildung aufwiesen.
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3.3.3 Kultivierung humaner ES Zellen in einem unkontrollierten,
Microcarrier-basierten System

Mit den Microcarriern Cytodex3, CultispherG und Cytopore wurden erste Versuche
im gertihrten System durchgeftihrt. Hierzu wurden Glasballspinner verwendet. Die
hES Zellen wurden zunéchst tber Nacht in einem geringen Medienvolumen statisch
mit den Microcarriern inkubiert, um eine initiale Adhésion zu erreichen. Am nachsten
Tag wurde das Kulturmedium verdoppelt und mit dem Rihren begonnen. Hierzu
wurde Intervallriihren eingesetzt (30 Minuten 20rpm, 30 Minuten Ruhrpause), um es
Zellen, die durch das Ruhren von den Carriern abgelést wurden, zu ermdglichen,
erneut an Microcarrier zu adhérieren. Es wurde konditioniertes Medium aus
Monolayerkulturen muriner Fibroblasten verwendet, das téaglich erneuert wurde. Die
Kultivierungsdauer betrug jeweils 12 Tage. Im gertihrten System zeigten auf dem
Carrier Cytodex3 kultivierte hES Zellen mit 0,34+0,02d" die beste Wachstumsrate
(Abb. 3.3.6).
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Abb. 3.3.6 hES Zellen proliferieren in Microcarrier-basierten Suspensionskulturen. Uber 12 Tage in
Suspension kultivierte hES Zellen zeigen bei Verwendung des Carriers Cytodex3 eine gegenuber der
Monolayerkultur erh6hte Proliferation. Wird der Microcarrier CultispherG eingesetzt, so ist das Wachstum der hES
Zellen mit der konventionellen Monolayerkultur vergleichbar. Eine Kultivierung der hES Zellen auf dem Carrier
Cytopore flihrt nicht zu einer Proliferation der Zellen. Die mittleren spezifischen Wachstumsraten von hES Zellen
auf Cytodex3-Carriern (0,34%0,02d") und CultispherG-Carriern (0,24+0,03d™") unterscheiden sich signifikant von

denen von hES Zellen auf Cytopore-Carriern (-0,12+0,03d™"; p<0,01).

Vor jedem Mediumwechsel wurden zur Zellzahlbestimmung Proben flir eine Kristallviolett-Fdrbung genommen.
Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus jeweils drei unabhéngigen Versuchen.

Die Pluripotenzerhaltung, abgeschéatzt Uber die Bestimmung der alkalische

Phosphatase-Aktivitat, erwies sich flir die Kulturen mit dem Carrier Cytopore am
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besten, diese Kulturen zeigten zudem die geringste Verklumpung, jedoch mit
-0,12+0,03d" auch eine negative Wachstumsrate. Dartiber hinaus lieBen sich die
hES Zellen nur schwer von den Cytopore-Microcarriern ernten. In Verbindung mit der
niedrigen Wachstumsrate flihrte dies zu unbefriedigenden Zellausbeuten. Mit einer
Wachstumsrate von 0,24+0,03d" proliferierten hES Zellen auch auf CultispherG-
Carriern erheblich schlechter als auf Cytodex3-Microcarriern. Vor diesem Hintergrund
wurde der Carrier Cytodex3 als am besten geeigneter Microcarrier fur die

Kultivierung humaner ES Zellen ausgewéhlt.

Uber Rasterelektronenmikroskopie konnte ein optischer Eindruck von der Ober-
flachenstruktur der Microcarrier gewonnen werden. So besitzt der Carrier Cytodex3
(Abb. 3.3.7 A) eine glatte Oberflache, wéahrend die Carrier CultispherG (Abb. 3.3.7 B)
und Cytopore (Abb. 3.3.7 C) eine makroporése Oberflachenstruktur aufweisen. Im
Folgenden konnte fur die Carrier, bei denen vornehmlich eine Oberfld&chenbesiedlung

mit Zellen erfolgt, der Bewuchs mit hES Zellen ndher untersucht werden.

Abb. 3.3.7 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung unbewachsener und bewachsener
Microcarrier. Der Carrier Cytodex3 (A) besitzt eine glatte Oberflachenstruktur, auf der die hES Zellen adhérieren
und proliferieren (D). Im Gegensatz hierzu ist der Carrier CultispherG (B) makropords, die hES Zellen wachsen
nicht nur auf der Oberflaiche des Carriers, sondern dringen auch in die Poren ein (E). Auch der Microcarrier
Cytopore (C) weist eine makroporése Struktur auf. Uber Rasterelektronenmikroskopie (REM) kénnen auch
apoptotische Zellen detektiert werden (F), ihr Anteil erwies sich als sehr niedrig.

An Tag 12 der Kultivierung wurden Proben flir die REM enthommen. Die REM erfolgte an einem Philips XL 30
SEM.

Trotz der Scherkrédfte im gertihrten System zeigten die hES Zellen eine gute
Adhérenz an die Carrier Cytodex3 (Abb. 3.3.7 D). und CultispherG (Abb. 3.3.7 E). Da

der Carrier Cytodex3 eine glatte Oberfldchenstruktur aufweist, konnten die hES
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Zellen bei diesem Carrier ausschlieBlich die Oberflaiche bewachsen. CultispherG-
Carrier hingegen besitzen eine makroporése Struktur, die in geringem Umfang das
Einwachsen von Zellen in die Poren ermdglichte. Im Rasterelektronenmikroskop
lieBen die hES Zellen eine unaufféllige Zellmorphologie erkennen. Nur einige wenige

apoptotische Zellen (Abb. 3.3.7 F) waren zu beobachten.

Wurden hES Zell-bewachsene Cytodex3-Carrier nach einer 12-tdgigen Kultivierung
in Suspension auf murine Fibroblasten replattiert, so bildeten sich Kolonien. Bei einer
durchschnittlichen Zellausbeute von 1,5x10°+0,1 Zellen/ml entstanden pro ml
ausplattierter Microcarrier-Zell-Suspension 126+23 Kolonien. Dies entspricht einem
Ausbeutekoeffizienten von 8,4x10° Kolonien/eingesetzte Zelle. Die entstandenen
Kolonien zeigten eine Expression der Pluripotenz-assoziierten Oberflachenantigene
Tra-1-60 (Abb. 3.3.8 A) und Tra-1-81 (Abb. 3.3.8 B) und wiesen eine typische
Morphologie sowie eine klare Abgrenzung zum Feederrasen hin auf (Abb. 3.3.8 C).
Sie besaBen alkalische Phosphatase-Aktivitat (Abb. 3.3.8 D) und waren zu 97,7%
Oct-4-positiv (Abb. 3.3.8 E, F).

Abb. 3.3.8 Die Microcarrier-basierte Suspensionskultur erlaubt den Erhalt von hES Zelleigenschaften.
Werden die hES Zell-bewachsenen Carrier auf murine Fibroblasten ausplattiert, so bilden sich Kolonien, die
positiv fir die Pluripotenz-assoziierten Oberflaichenantigene Tra-1-60 (A) und Tra-1-81 (B) sind, eine typische
hES Zellmorphologie (C) aufweisen und alkalische Phosphatase (AP)-Aktivitdt besitzen (D). Die Kolonien sind in
der Immunzytochemie positiv flir den Transkriptionsfaktor Oct-4 (E). Die Gegenfarbung der Kerne in F erfolgte mit
DAPI. Die Pfeile weisen auf Microcarrier, von denen hES Zellkolonien ausgewachsen sind. Die Pfeilspitzen
deuten auf Stellen innerhalb der Kolonien, von denen sich Microcarrier im Verlauf der Farbungen abgeldst haben.

An Tag 12 der Kultivierung wurden bewachsene Microcarrier entnommen und auf murine Fibroblasten aus-
plattiert. Nach vier Tagen wurden die Kolonien im Phasenkontrast und nach histochemischem AP-Nachweis an
dem inversen Lichtmikroskop Axiovert 25 dokumentiert. Der immunzytochemische Nachweis von Tra-1-60, Tra-1-
81 und Oct-4 erfolgte ebenfalls an Tag 4 nach dem Ausplattieren der Microcarrier. Die Dokumentation erfolgte an
einem Axioskop 2.
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Dartber hinaus lieBen sich aus hES Zellen, die fuir eine Woche im gertihrten System
kultiviert worden waren, EBs bilden. Die Anwesenheit a-Fetoprotein-, Desmin- und
Zytokeratin-positiver Zellen in diesen EBs deutete darauf hin, dass die Microcarrier-
basierte Spinnerkultivierung der hES Zellen nicht zu einem Verlust des Multikeim-

blatt-Differenzierungspotentials geftihrt hatte (Abb. 3.3.9).

Abb. 3.3.9 Erhalt des in vitro Differenzierungspotentials. Nach 12tdgiger Microcarrier-basierter
Suspensionskultur bilden hES Zellen Embryoidkérper, die die Keimblatt-assoziierten Marker o-Fetoprotein (A,
griin; Entoderm), Desmin (B, rot; Mesoderm) und Zytokeratin (C, rot; Ektoderm) exprimieren. Kerne wurden mit
DAPI (blau) gegengetarbt.

Deutlich wurde jedoch auch, dass es in diesem System zu einer offensichtlichen
Aggregatbildung kam, die von Differenzierungsphdnomenen begleitet wurde. So
zeigte die Untersuchung von hES Zellen nach einer 12-t4gigen Spinnerkultivierung
am konfokalen Laser Scanning Mikroskop, dass ein Teil der Zellen auf den hES Zell-
Microcarrier-Aggregaten positiv fir die Pluripotenz-assoziierten Oberfldchenantigene
Tra-1-60 und Tra-1-81 war. Es war jedoch aufféllig, dass sich insbesondere im
Inneren der Aggregate auch ein groBer Anteil an Tra-1-60- und Tra-1-81-negativen
Zellen befand (Abb. 3.3.10, A Tra-1-60; B Tra-1-81). Durchflusszytometrische
Analysen bestétigten, dass nach einer 12-t4gigen Spinnerkultivierung zwar ein
deutlicher Anteil an Zellen in den Kulturen zu detektieren war, der die Pluripotenz-
assoziierten Oberflichenmarker Tra-1-60 und Tra-1-81 exprimierte. Es bildete sich
aber auch eine Zellpopulation heraus, die negativ fur diese beiden Marker war (Abb.
3.3.10). Dies flihrte dazu, dass der Gesamtanteil an Tra-1-60- und Tra-1-81-positiven
Zellen in Spinnerkulturen deutlich unter dem in Monolayer-Kulturen lag. Betrug der
Anteil an Tra-1-60-exprimierenden Zellen in Monolayer-Kulturen 88+8,3%, so lag er
in Spinnerkulturen bei nur 36,6+13%. In Monolayer-Kulturen zeigten 91,7+5% der
Zellen eine Tra-1-81-Expression, im Gegensatz hierzu waren nur 44,9+13,2% der

Zellen in Spinnerkulturen positiv fuir diesen Marker.
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Abb. 3.3.10 Die Microcarrier-basierte Suspensionskultur erlaubt den Erhalt von hES Zelleigenschaften.
Ein Teil der auf Cytodex3-Microcarrier wachsenden hES Zellen exprimiert die Pluripotenz-assoziierten
Oberflachenantigene Tra-1-60 (A) und Tra-1-81 (B). Dies wird anhand von durchflusszytometrischen Analysen
bestétigt. Der Anteil an Tra-1-60- und Tra-1-81-positiven Zellen in Suspensionskultur ist jedoch gegentiber hES
Zell-Monolayer-Kulturen deutlich reduziert.

An Tag 12 der Kultivierung wurden Proben fiir die Untersuchung der Tra-1-60- und Tra-1-81-Expression
genommen. Die mikroskopische Dokumentation erfolgte an dem konfokalen Laser Scanning Mikroskop Olympus
Fluoview 1000. Ebenfalls an Tag 12 erfolgte die durchflusszytometrische Analyse. Im Anschluss an das
enzymatische Ablésen der Zellen von den Carriern wurde mikroskopisch Uberprift, dass keine Zellen auf den
Carriern zurlickblieben. Tote Zellen wurden (ber Gating nach Hoechst 33258-Aufnahme von der Analyse
ausgeschlossen. Offene Histogramme entsprechen Negativkontrollen, geflillte Histogramme stellen Farbungen
auf die angegebenen Pluripotenz-assoziierten Marker dar. Die Balken zeigen den Bereich der
Fluoreszenzintensitdt an, der in die Berechnung des Anteils an flir einen Pluripotenz-assoziierten Marker
positiven Zellen einging. Als negativ flir den jeweiligen Marker wurden die Zellen betrachtet, deren
Fluoreszenzintensitdt im Bereich der Negativkontrolle lag. Dargestellt sind Daten aus reprdsentativen
Einzelexperimenten.

In den folgenden Experimenten wurde das Ziel verfolgt, eine Aggregatbildung und
eine damit verbundene Differenzierung der hES Zellen zu minimieren. Zunéchst
wurde die Ruhrerdrehzahl von 20rpm auf 30rpm heraufgesetzt, um die Scherkréfte
im System zu erhéhen. Diese MaBnahme flihrte zu einer Verringerung der
Proliferation (Abb. 3.3.11), nicht jedoch zu der gewlinschten Reduktion der

Aggregatbildung. Um das Wachstum der hES Zellen nicht zu stark zu

beeintrachtigen, kam eine weitere Erhéhung der Rulhrerdrehzahl nicht in Frage.



Ergebnisse 90

- N
N O O

H

Zellzahl / ml * 10°
(0]

o

Zeit [d]

— 20 rpm = 30 rpm

Abb. 3.3.11 Eine Erh6hung der Riihrerdrehzahl fiihrt zu einer Verringerung der hES Zellproliferation. Wird
die Ruhrerdrehzahl von 20rpm auf 30rpm heraufgesetzt, so resultiert dies in einer Reduktion der erreichbaren
Zellzahl. Die mittlere spezifische Wachstumsrate von hES Zellen, die bei einer Rihrerdrehzahl von 20rpm
kultiviert wurden (0,33%0,02d"), unterscheidet sich signifikant von der von hES Zellen, die bei einer

Ruhrerdrehzahl von 30rpm kultiviert wurden (0,22+0,02d™"; p<0,05).

hES Zellen wurden tber Nacht statisch mit Cytodex3-Microcarriern in einem Glasballspinner inkubiert. Ab dem
ndchsten Tag wurde Intervallriihren (30 Minuten 20rpm bzw. 30rpm, 30 Minuten Ruhrpause) eingesetzt und das
Kulturvolumen verdoppelt. Es wurde konditioniertes Medium aus Monolayerkulturen muriner Fibroblasten
verwendet, das téglich erneuert wurde. Vor jedem Mediumwechsel wurden zur Zellzahlbestimmung Proben flr
eine Kiristallviolett-Farbung genommen. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus jeweils drei
unabhéngigen Versuchen.

Daher wurden im Folgenden zwei andere Ruhrertypen, Paddelrdhrer und Blattruhrer,
eingesetzt. Die Geometrie dieser Ruhrer lieB eine Vergré6Berung der auf die Zell-
Microcarrier-Aggregate wirkenden Scherkréfte erwarten. In der Anwendung zeigten
hES Zellen, die unter Verwendung eines Paddelrihrers kultiviert wurden, vergleich-
bare Wachstumsraten zu hES Zellen, die in Spinnersystemen mit Glasballrtihrern
propagiert wurden (Abb. 3.3.12). Wurde ein Blattriihrer eingesetzt, so flihrte dies zu
einer leichten Verringerung der hES Zellproliferation. Eine Verminderung der

Aggregatbildung konnte jedoch weder durch die Verwendung eines Paddelrihrers

noch durch die eines Blattriihrers erzielt werden.
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Abb. 3.3.12 Einfluss verschiedener Riihrertypen auf das Wachstum von hES Zellen in Microcarrier-
basierter Suspensionskultur. Bei Verwendung von Glasball- und Paddelriihrern weisen hES Zellen eine
vergleichbare Proliferation auf. Wird ein Blattriihrer eingesetzt, so flihrt dies zu einer Reduktion des hES
Zellwachstums gegentber Kulturen mit Glasballriihrern. Die mittlere spezifische Wachstumsrate von hES Zellen,
die unter Einsatz eines Glasballriihrers kultiviert wurden (0,31+0,03d™"), unterscheidet sich signifikant von der von

hES Zellen, die unter Verwendung eines Blattriihrers kultiviert wurden (0,26+0,17d™; p<0,05).

hES Zellen wurden tber Nacht statisch mit Cytodex3-Microcarriern in Spinnern mit einem Glasballrtihrer, einem
Paddelrtihrer bzw. einem Blattrihrer inkubiert. Ab dem nédchsten Tag wurde Intervallriihren (30 Minuten 20rpm,
30 Minuten Rihrpause) eingesetzt und das Kulturvolumen verdoppelt. Es wurde konditioniertes Medium aus
Monolayerkulturen muriner Fibroblasten verwendet, das téglich erneuert wurde. Vor jedem Mediumwechsel
wurden zur Zellzahlbestimmung Proben flir eine Kristallviolett-Farbung genommen. Dargestellt sind Mittelwerte +
Standardfehler aus jeweils drei unabhangigen Versuchen.

Eine weitere Mdglichkeit, die Scherkréfte im System zu erh6hen, bestand darin, von
dem bislang eingesetzten Intervallriihren (30 Minuten Rihren, 30 Minuten Pause)
zum Dauerrtihren Uberzugehen. Wurde bei 20rpm unter Verwendung eines
Glasballrtihrers stetig gerthrt, so flihrte dies zu einem Absterben eines GroBteils der
inokulierten Zellen (Abb. 3.3.13 A). Zugleich lieB die quantitative RT-PCR unter

Dauerriihren eine Tendenz zur Herunterregulierung Pluripotenz-assoziierter Marker

und zur Heraufregulierung Differenzierungs-assoziierter Marker erkennen (Abb.
3.3.13 B).
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Abb. 3.3.13 Dauerriihren in Microcarrier-basierten hES Zell-Suspensionskulturen fiihrt zu Zelltod und zu
einer erhéhten Differenzierungsrate. Werden hES Zellen unter Dauerrihren kultiviert, so I6st dies eine
Verringerung der Wachstumsrate und langfristig Zelltod aus (A). Die mittlere spezifische Wachstumsrate von hES
Zellen, die unter Intervallriihren kultiviert wurden (0,32+0,07d™"), unterscheidet sich signifikant von der von hES
Zellen, die unter Dauerriihren kultiviert wurden (-0,12%0,005d"; p<0,01). Eine Untersuchung der Expression

Pluripotenz- und Differenzierungs-assoziierter Marker (iber quantitative RT-PCR zeigt eine Herunterregulierung
Pluripotenz-assoziierter Marker wie Oct-4 und Rex-1 und eine deutliche Heraufregulierung Differenzierungs-
assoziierter Marker wie Vimentin und a-Fetoprotein (AFP) in hES Zellkulturen, die einem Dauerrlihren ausgesetzt
wurden (B).

hES Zellen wurden Uber Nacht statisch mit Cytodex3-Microcarriern in Glasballspinnern inkubiert. Ab dem
nichsten Tag wurde Intervallriihren (30 Minuten 20rpm, 30 Minuten Rdhrpause) bzw. Dauerrtihren (20rpm)
eingesetzt und das Kulturvolumen verdoppelt. Es wurde konditioniertes Medium aus Monolayerkulturen muriner
Fibroblasten verwendet, das taglich erneuert wurde. Vor jedem Mediumwechsel wurden zur Zellzahlbestimmung
Proben fiir eine Kristallviolett-Farbung genommen. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler aus jeweils drei
unabhéngigen Versuchen. An Tag 12 der Kultivierung wurden Proben flir die quantitative RT-PCR-Analyse
genommen. Dargestellt sind Mittelwerte aus drei Experimenten + Standardabweichung. Die flir die
Spinnerkulturen erhobenen Daten wurden nach der AACP-Methode auf ein Referenzgen sowie auf Daten, die ftr
Monolayer-Kulturen gewonnen wurden, bezogen.

Als geeignetes Mittel, um die Aggregatbildung in Spinnerkulturen zu verhindern,
wurde in der Literatur die Reduktion der Ca*- und Mg?*-lonen-Konzentrationen im
Kulturmedium beschrieben (Amersham Pharmacia Biotech, 1999). Da divalente
Kationen die Zelladhéasion vermitteln, wird die Bildung von Zellaggregaten bei
geringeren Ca*- und Mg*-lonen-Konzentrationen reduziert. Zunéchst wurden
Medien mit verringerten Ca*- und Mg*-Konzentrationen in der konventionellen
Feeder-abhangigen Kultur auf ihre Eignung hin untersucht, die Pluripotenz humaner
ES Zellen zu erhalten. Hierflr wurde das im hES Zellmedium enthaltene Knockout-
DMEM zur Hélfte bzw. zu einem Viertel durch Ca*- und Mg*-freie Medien der
Hersteller Sigma und Gibco ersetzt. hES Zellen, die in diesen Medien kultiviert
wurden, zeigten ein mit der Kontrolle vergleichbares Wachstumsverhalten (Abb.
3.3.14).
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Abb. 3.3.14 Die Kultivierung von hES Zellen in Medien mit reduzierter Ca*- und Mg*-lonen-Konzentration
fiihrt nicht zu einer Verringerung der spezifischen Wachstumsrate. Werden hES Zellen in Monolayerkulturen
und in Gegenwart muriner Fibroblasten unter Verwendung von hES Zellmedium kultiviert, bei dem die
Komponente Knockout-DMEM zur Halfte bzw. zu einem Viertel durch Ca®- und Mg*-freie Medien ersetzt ist, so
I6st dies keine Abnahme in der hES Zellproliferation aus.

Vor jedem Mediumwechsel wurden zur Zellzahlbestimmung Proben flir eine Kristallviolett-Fdrbung genommen.
Dargestellt sind Daten aus einem Einzelexperiment.

Die Expression der Pluripotenz-assoziierten Oberflachenmarker Tra-1-60 und Tra-1-
81 wurde in diesen Kulturen tber Durchflusszytometrie bestimmt. Fir keines der
untersuchten Medien zeigte sich eine Reduktion der Tra-1-60- oder der Tra-1-81-

Expression gegentiber der Kontrolle (Abb. 3.3.15).



Ergebnisse 94

I 0o o
3 2. S 2 B
8. 0, w o N
= Q o st 4 o «

; 0. I o £.
n o =) ¥e] =)
- OF n (0] n:

Tra-1-60

£ ° °
g 5 . : :
o D . wn Al N
= Q o o ©

; 8. = 8. E-
fﬁ Q 2 Q o)
=8 (ON w- (O K n-

Tra-1-81

Abb. 3.3.15 Die Kultivierung von hES Zellen in Medien mit reduzierter Ca*- und Mg*-lonen-Konzentration
hat keinen Einfluss auf die Expression der Pluripotenz-assoziierten Oberflichenmarker Tra-1-60 und Tra-
1-81. Werden hES Zellen in Monolayerkulturen und in Gegenwart muriner Fibroblasten unter Verwendung von
hES Zellmedium kultiviert, bei dem die Komponente Knockout-DMEM zur Hélfte bzw. zu einem Viertel durch
Ca?- und Mg?*-freie Medien ersetzt ist, so bleiben die Tra-1-60- und die Tra-1-81-Expression der hES Zellen
stabil.

Im Anschluss an eine 28-tdgige Kultivierung in den entsprechenden Medien wurden Proben fir die
durchflusszytometrische Analyse genommen. Feederzellen und tote Zellen wurden Uber Gating nach Forward
Scatter- und Sideward Scatter-Eigenschaften sowie nach Hoechst 33258-Aufnahme von der Analyse
ausgeschlossen. Offene Histogramme entsprechen Negativkontrollen, geftillte Histogramme stellen Farbungen
auf die angegebenen Pluripotenz-assoziierten Marker dar. Die Balken zeigen den Bereich der
Fluoreszenzintensitdt an, der in die Berechnung des Anteils an flir einen Pluripotenz-assoziierten Marker
positiven Zellen einging. Als negativ flr den jeweiligen Marker wurden die Zellen betrachtet, deren
Fluoreszenzintensitdt im Bereich der Negativkontrolle lag. Dargestellt sind Daten aus Einzelexperimenten.

In Suspensionskulturen unter Verwendung des Carriers Cytodex3 und eines
Glasballrtiihrers konnte bestétigt werden, dass es nicht zu einer Abnahme der
Proliferation kam, wenn das Knockout-DMEM im Medium zur Hélfte durch Ca*- und
Mg*-freie Medien ersetzt wurde (Abb. 3.3.16 A). Die Verwendung eines 50%igen
Anteils Ca*- und Mg*-freier Medien flihrte jedoch nicht zu einer sichtbaren
Verringerung der Aggregatbildung in den Kulturen. Auch die durchflusszytometrische
Analyse lieB erkennen, dass die Verwendung dieser Medienkomposition nicht zu
einer Erhéhung des Anteils an Tra-1-60- und Tra-1-81-positiven Zellen in den
Microcarrier-Kulturen fiihrte (Daten nicht gezeigt). Wurde jedoch ein 75%iger Anteil
an Ca*- und Mg*-freiem Medium verwendet, so flihrte dies zu einer Verringerung
der Aggregatbildung sowie zu einer Erhéhung des Anteils an Tra-1-60-positiven
Zellen auf 83,2% (konventionelles CM: 36,1%). Fur das Oberfldchenantigen Tra-1-81
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erhéhte sich der Anteil an positiven Zellen von 30% auf 80,5% (Abb. 3.3.16 B). Dies
ging allerdings einher mit einer deutlichen Verringerung der hES Zellproliferation
(Abb. 3.3.16 A). Unter diesen Kultivierungsbedingungen konnte somit zwar die
Pluripotenz der hES Zellen aufrechterhalten werden, die Kultur proliferierte jedoch

nicht, sondern blieb praktisch stationar.
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Abb. 3.3.16 Eine Reduktion in der Ca*- und Mg*-lonen-Konzentration fiihrt zu einer verbesserten
Pluripotenz-Erhaltung humaner ES Zellen in Microcarrier-basierten Suspensionskulturen. Werden hES
Zellen in Spinnerkulturen unter Verwendung von konditioniertem Medium (CM) kultiviert, bei dem die Komponente
Knockout-DMEM zur Halfte durch Ca?- und Mg?-freie Medien ersetzt ist, so I6st dies keine Abnahme in der hES
Zellproliferation aus. Wird das Knockout-DMEM zu 75% durch Ca®- und Mg*-freie Medien ersetzt, so flihrt dies
jedoch zu einer deutlichen Reduktion in der Proliferationsrate (A). Die Expression der Pluripotenz-assoziierten
Oberflichenmarker Tra-1-60 und Tra-1-81 ist gegenuber Suspensionskulturen mit konventionellem CM erhdht,
wenn das Knockout-DMEM im Medium zu 75% durch Ca?*- und Mg*-freie Medien ersetzt ist (B).

hES Zellen wurden tber Nacht statisch mit Cytodex3-Microcarriern in einem Glasballspinner inkubiert. Ab dem
nidchsten Tag wurde Intervallrihren (30 Minuten 20rpm, 30 Minuten Rdhrpause) eingesetzt und das
Kulturvolumen verdoppelt. Es wurde konditioniertes Medium aus Monolayerkulturen muriner Fibroblasten
verwendet, das tédglich erneuert wurde. Vor jedem Mediumwechsel wurden zur Zellzahlbestimmung Proben flr
eine Kristallviolett-Fdrbung genommen. Im Anschluss an eine 10-tdgige Kultivierung wurden Proben fir die
durchflusszytometrische Analyse genommen. Tote Zellen wurden (iber Gating nach Hoechst 33258-Aufnahme
von der Analyse ausgeschlossen. Offene Histogramme entsprechen Negativkontrollen, geflillie Histogramme
stellen Féarbungen auf die angegebenen Pluripotenz-assoziierten Marker dar. Die Balken zeigen den Bereich der
Fluoreszenzintensitdt an, der in die Berechnung des Anteils an flir einen Pluripotenz-assoziierten Marker
positiven Zellen einging. Als negativ flir den jeweiligen Marker wurden die Zellen betrachtet, deren
Fluoreszenzintensitdt im Bereich der Negativkontrolle lag. Dargestellt sind Daten aus Einzelexperimenten.

Zusammenfassend erwies sich eine Kultivierung humaner ES Zellen in Microcarrier-
basierter Suspensionskultur als machbar. Eine starke Tendenz zur Bildung von hES
Zell-Microcarrier-Aggregaten flihrte jedoch zu einer erhéhten Differenzierung

gegenuber konventionellen Monolayer-Kulturen. So bildeten sich zwei Zell-

populationen heraus: Eine dieser Populationen exprimierte Pluripotenz-assoziierte
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Marker und zeigte eine Multikeimblatt-Differenzierung in EBs. Die zweite
Zellpopulation jedoch wies einen Verlust der Expression der Pluripotenz-assoziierten
Oberflachenantigene Tra-1-60 und Tra-1-81 auf und besaB somit keinen ES
Zellcharakter mehr. Um einen Routine-Einsatz zu ermdglichen, war somit eine

weitere Optimierung des Systems notwendig.

3.3.4 Implementierung eines kontrollierten Systems zur Microcarrier-
basierten Expansion humaner ES Zellen

Um die Prozessflihrung fiir die Microcarrier-basierte Kultivierung humaner ES Zellen
in Zukunft optimieren zu kénnen, wurde ein kontrolliertes Minispinnersystem
implementiert. Neben der Einstellung der Ruhrerdrehzahl erlaubt dieses System die
Regulierung der GelGstsauerstoff-Konzentration tiber Einspeisung von Sauerstoff
bzw. Stickstoff und Kontrollierung des pH-Werts Uber Begasung mit Kohlendioxid
sowie die Zuflitterung von Medien und/oder Medienkomponenten (s. 2.3.2). Das
Minispinnersystem verflgt Uber eigens angefertigte Ruhrer, die den im
unkontrollierten System verwendeten Blattriihrern dhneln. Das Minispinnersystem ist
aufgrund seiner parallelen Auslegung ausgezeichnet daflir geeignet, um
Kultivierungsprozesse in einer Vielzahl von Parametern zu optimieren. Zudem erlaubt
es das geringe Kultivierungsvolumen, die Kosten flir Medien und Wachstumsfaktoren

zu reduzieren.

hES Zellen werden aus der Inneren Zellmasse der Blastozyste gewonnen. In vivo ist
die pradimplantierte Blastozyste Sauerstoffkonzentrationen von 5-10% im Ovidukt
(Leese, 1995) bzw. von 1-10% im Uterus (Fischer und Bavister, 1993) ausgesetzt.
Mit dem Ziel, langfristig Proliferation und Pluripotenzerhaltung der hES Zellen zu
optimieren, wurde das geregelte Minispinnersystem in ersten Versuchen dafur
eingesetzt, um physiologische Geléstsauerstoffkonzentrationen von 5% und 10%
sowie GelGstsauerstoffkonzentrationen von 30% und 90% zu untersuchen. Der
Gel6stsauerstoffgehalt in dem als Kontrolle mitgeftihrten ungeregelten Glasball-
spinner betrug etwa 10%. Wurden die hES Zellen unter Intervallriihren bei einer
Ruhrerdrehzahl von 20rpm in dem Sauerstoff-geregelten System kultiviert, so zeigten
sie in ersten Versuchen flr alle vier untersuchten Sauerstoffkonzentrationen eine

deutlich niedrigere Wachstumsrate als im unkontrollierten Glasballspinner. Bei einer
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Gel6stsauerstoffkonzentration von 90% konnte nach etwa vier Tagen ein
vollstdndiges Absterben der inokulierten Zellen beobachtet werden (Abb. 3.3.17 A).
Die schlechte Wachstumsrate der hES Zellen im kontrollierten System deutet auf ein
inhdrentes Problem hin, da hES Zellen im unkontrollierten Glasballspinnersystem bei
einer vergleichbaren Sauerstoffkonzentration von 10% ein deutlich besseres
Wachstum zeigten. Die Aggregatbildung im kontrollierten Spinnersystem erwies sich
als deutlich erh6éht. Die Dokumentation der Prozesswerte fir die Geldstsauer-
stoffkonzentration (Abb. 3.3.17 B) zeigt, das die Regelung auf 5%, 10% und 30%
Gel6stsauerstoff sehr stabil erfolgte, wédhrend bei der Einstellung auf 90% Geldst-
sauerstoff vermutlich aufgrund einer Elektrodendrift gr6Bere Schwankungen auf-

traten. Der pH-Wert wurde ftr alle Spinner konstant bei 7 gehalten (Abb. 3.3.17 C).
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Abb. 3.3.17 Die Proliferation von hES Zellen im kontrollierten Minispinnersystem ist reduziert. hES Zellen,
die lber 12 Tage in Sauerstoff-geregelten Minispinnern kultiviert werden, zeigen eine Verringerung der
Wachstumsrate gegentiber hES Zellen, die in einem ungeregelten Glasballspinner kultiviert werden (A).

hES Zellen wurden (iber Nacht statisch mit Cytodex3-Microcarriern in kontrollierten Minispinnern (DASGIP)
inkubiert. Ab dem néchsten Tag wurde Intervaliriihren (30 Minuten 20rpm, 30 Minuten Rihrpause) eingesetzt und
das Kulturvolumen verdoppelt. Es wurde konditioniertes Medium aus Monolayerkulturen muriner Fibroblasten
verwendet, das téglich erneuert wurde. Vor jedem Mediumwechsel wurden zur Zellzahlbestimmung Proben flr
eine Kristallviolett-Farbung genommen. Die Geldstsauerstoffkonzentration wurde auf 5%, 10%, 30% bzw. 90%
geregelt (B). Der pH-Wert wurde durch Kohlendioxid-Begasung konstant bei pH7 gehalten (C). Die Peaks in B
und C entsprechen dem Zeitpunkt des tédglichen Mediumwechsels, bei dem die Elektroden entfernt wurden. Als
unkontrolliertes System wurde ein Glasballspinner verwendet.



Ergebnisse 98

Erste Daten deuten darauf hin, dass der Anteil an Tra-1-60- und Tra-1-81-
exprimierenden Zellen von der Geldstsauerstoffkonzentration abhéngig war. Nach
einer 12tagigen Kultivierung lag der Anteil an Tra-1-60- und Tra-1-81-exprimierenden
Zellen im ungeregelten Spinner bei unter 40%. Fur Gel6éstsauerstoffkonzentrationen
von 10% und 30% schwankte der Anteil an Tra-1-60- und Tra-1-81-exprimierenden
Zellen zwischen 20% und 45% und bewegte sich somit gréBenordnungsméBig in der
H6he der Werte, die im unkontrollierten Glasballspinnersystem erreicht wurden (Abb.
3.3.18).

Monolayer
unkontrolliert
30% O,

Tra-1-60

Monolayer
30% O,

un_kontrolliert

Tra-1-81

Abb. 3.3.18 Uber Regelung der Geldst-Sauerstoffkonzentration kann die Pluripotenz-Erhaltung von hES
Zellen in Microcarrier-basierter Suspensionskultur optimiert werden. Durchflusszytometrische Analysen
zeigen, dass der Anteil an hES Zellen in Spinnerkulturen, der die Pluripotenz-assoziierten Oberflichenmarker
Tra-1-60 und Tra-1-81 exprimiert, in einem kontrollierten Prozess erhéht werden kann.

hES Zellen wurden (iber Nacht statisch mit Cytodex3-Microcarriern in kontrollierten Minispinnern (DASGIP)
inkubiert. Ab dem néchsten Tag wurde Intervallriihren (30 Minuten 20rpm, 30 Minuten Rihrpause) eingesetzt und
das Kulturvolumen verdoppelt. Es wurde konditioniertes Medium aus Monolayerkulturen muriner Fibroblasten
verwendet, das tédglich erneuert wurde. Die GelGstsauerstoffkonzentration wurde auf 5%, 10% bzw. 30% geregelt.
Als unkontrolliertes System wurde ein Glasballspinner verwendet. An Tag 12 der Kultivierung wurden Proben fiir
die durchflusszytometrische Analyse genommen. Tote Zellen wurden Uber Gating nach Hoechst 33258-Aufnahme
von der Analyse ausgeschlossen. Offene Histogramme entsprechen Negativkontrollen, geflillie Histogramme
stellen Féarbungen auf die angegebenen Pluripotenz-assoziierten Marker dar. Die Balken zeigen den Bereich der
Fluoreszenzintensitdt an, der in die Berechnung des Anteils an flir einen Pluripotenz-assoziierten Marker
positiven Zellen einging. Als negativ flir den jeweiligen Marker wurden die Zellen betrachtet, deren
Fluoreszenzintensitdt im Bereich der Negativkontrolle lag.

Aufgrund des Absterbens der hES Zellen unter einer Gel6stsauerstoffkonzentration
von 90% konnte flir diese Kultivierungsbedingung keine Durchflusszytometrie

durchgeftihrt werden. Wurde eine Geldstsauerstoffkonzentration von 5% eingesetzt,

so erhéhte sich der Anteil an Tra-1-60-positiven Zellen auf 65,1% und der Anteil an
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Tra-1-81-positiven Zellen auf 53,8%. Im Vergleich zur in konventioneller
Monolayerkultur propagierten Kontrolle war die Expression der beiden Pluripotenz-
assoziierten Oberflachenmarker in diesen ersten Experimenten jedoch auch unter

einer Geldstsauerstoffkonzentration von 5% sichtlich herunterreguliert.

Zusammenfassend l4sst sich sagen, dass ein Prozess zur Microcarrier-basierten
Suspensionskultur humaner ES Zellen entwickelt werden konnte. Erste Anséatze zur
Optimierung dieses Prozesses zeigten das Potential, dass in der Kontrolle Uber
entscheidende Kultivierungsparameter wie etwa der Geldstsauerstoffkonzentration

liegt.
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4. DISKUSSION

4.1 Etablierung der humanen ES Zellkultur

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die hES Zellkultur unter Serum-freien und Feeder-
freien Bedingungen etabliet werden. hES Zellen konnten bei Erhalt ihrer
charakteristischen Marker-Expression stabil tiber langere Zeitrdume hinweg kultiviert
werden. Hiermit wurde die Voraussetzung flir die Entwicklung automatisierter und
skalierbarer Verfahren der hES Zellkultur geschaffen. Methoden zur
Charakterisierung von hES Zellen auf Protein- und mRNA-Ebene wurden eingeftihrt
und optimiert. Sie stellen die Grundlage fur die Beurteilung innovativer

Kultivierungsverfahren hinsichtlich ihrer Eignung flir die hES Zellkultur dar.

Urspruinglich erfolgte die Gewinnung und Kultivierung humaner ES Zellen in
Anwesenheit von Serum sowie in direktem Kontakt mit murinen Fibroblasten
(Thomson et al., 1998) und somit unter schlecht definierten Bedingungen. Amit et al.
(2000) konnten zeigen, dass es mdglich ist, klonale hES Zelllinien unter Verwendung
eines definierten Serumersatzes (Serum Replacement®) abzuleiten und flir mehr als
ein Jahr zu kultivieren, ohne Pluripotenz, Proliferation oder Stabilitédt des Karyotyps
zu beeintrdchtigen. Dass es mdglich ist, hES Zellen unter Verwendung
konditionierten Mediums und ohne direkten Kontakt zu Feederzellen zu propagieren,
wiesen Xu et al. (2001) nach. In dieser Arbeit sowie in zwei Folgestudien (Carpenter
et al., 2004; Rosler et al., 2004) wurde ausftihrlich belegt, dass verschiedene hES
Zelllinien Gber mehr als ein Jahr unter diesen Feeder-freien Bedingungen kultiviert
werden konnten, ohne die Expression Pluripotenz-assoziierter Marker zu verlieren.
Der Karyotyp erwies sich in diesen Untersuchungen als weitgehend stabil, in etwa
20% der Zellkulturen wurden vereinzelte aneuploide Zellen detektiert. Obwohl es der
Einsatz konditionierten Mediums erlaubt, eine direkte Kokultur humaner ES Zellen
mit Feeder-Zellen zu vermeiden, so schafft diese Methode dennoch keine vollstdndig
definierten Kulturbedingungen. Einige Autoren erklarten, definierte Medien-
zusammensetzungen flir die Kultivierung pluripotenter humaner ES Zellen entwickelt
zu haben. So setzten Amit et al. (2004) TGFp und LIF ein, um Proliferation und
Pluripotenz humaner ES Zellen unter definierten Kulturbedingungen zu erhalten. Sato

et al. (2004) postulierten, dass die Aktivierung des Wnt-Signalwegs tiber den GSK-3-
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spezifischen Inhibitor BIO die Pluripotenzerhaltung muriner und humaner ES Zellen
auslése. Andere Autoren (Xu et al., 2005b) verwendeten eine Kombination aus FGF-
2 und dem BMP-Antagonisten Noggin, um eine vergleichbare Wirkung zu erzielen.
Einer weiteren Studie zufolge (Li et al., 2005) fihrte der Einsatz von FGF-2 in
Zusammenwirkung mit flt3-Ligand zu einer Pluripotenzerhaltung humaner ES Zellen.
Wurde FGF-2 in sehr hohen Konzentrationen eingesetzt, so war bereits dies
hinreichend. Dieser Befund wurde durch weitere Arbeiten bestétigt (Levenstein et al.,
2005; Xu et al., 2005a). Xiao et al. (2006) schlugen vor, dass Activin A tiber Induktion
von FGF-2 und BMP-Repression eine Schltisselrolle in der Pluripotenzerhaltung
humaner ES Zellen spiele. Um die Uberlebensrate von hES Zellen unter klonalen
Bedingungen zu erh6hen, erwiesen sich Neurotrophine als deutlich besser geeignet
als FGF-2 und Noggin (Pyle et al., 2006). Die Entwicklung eines vollstdndig
definierten, fur die humane ES Zellkultur optimierten Mediums erfolgte durch Ludwig
et al. (2006). Dieses Medium enthélt FGF-2, GABA, Pipecolinsdure, Lithiumchlorid
und TGFp und erwies sich sowohl als geeignet flir die Isolierung neuer hES Zelllinien

als auch fur die Kultivierung bestehender Linien.

Die hohen Konzentrationen an rekombinanten Faktoren, die in den bislang
publizierten definierten Medien eingesetzt wurden, stellen einen enormen
Kostenfaktor dar. Im Rahmen einer umfangreichen Prozessentwicklung und
-optimierung erwies sich eine Verwendung dieser Medien als kaum finanzierbar. Als
wesentlich wirtschaftlichere Alternative wurden daher konventionelle Kokulturen
sowie der Einsatz konditionierten Mediums gewahlt. Diese Vorgehensweise bot den
Vorteil, die Kosten in der aufwéndigen ersten Phase der Etablierung neuartiger
Kultivierungsverfahren mdglichst gering zu halten. Zugleich ist es mdglich, das
Medium in einer zweiten Phase im Rahmen einer Feineinstellung der einzelnen
Kultivierungsparameter durch ein vollstandig definiertes Medium auszutauschen. Im
Hinblick auf die groBe Forschungsaktivitdt im Bereich der Zusammensetzung von

Medien flir hES Zellen kann zudem flexibel auf neue Entwicklungen reagiert werden.

Im Laufe der Etablierung konventioneller Kultivierungsbedingungen fiir humane ES
Zellen wurde immer wieder deutlich, dass es sich bei hES Zellkulturen um ein
auBerordentlich komplexes System handelt, das sehr sensibel auf feinste

Schwankungen, etwa bei der Feederzell-Dichte oder bei der Vorgehensweise beim
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Passagieren, reagiert. Eine Standardisierung der Zellkulturverfahren flir hES Zellen
stellt somit eine unumgéngliche Voraussetzung flir einen breiten Einsatz von hES

Zellen und hES Zell-abgeleiteten somatischen Zellpopulationen dar.

4.2 Entwicklung eines automatisierten Systems flir die ES
Zellkultur

Die Zusammenarbeit mit Spezialisten auf dem Gebiet des Liquid Handling

ermdglichte es, ein automatisiertes System fur die ES Zellkultur zu entwickeln und zu

validieren. Dieses System erwies sich als geeignet, murine und humane ES Zellen

tber einen langeren Zeitraum unter Erhalt ihrer Proliferationseigenschaften, ihrer

Expression Pluripotenz-assoziierter Marker sowie ihres in vitro Differenzierungs-

potenzials zu kultivieren.

Wéhrend zahlreiche molekularbiologische Methoden wie die Nukleinsdure-
aufreinigung und die Durchftihrung von PCRs seit langem automatisiert durchgeftihrt
werden kénnen, werden erst in jlingster Zeit erste Anstrengungen unternommen,
Zellen automatisiert zu behandeln. Gerade in der Zellkultur besteht jedoch ein groBer
Bedarf flir die Entwicklung automatisierter Verfahren. Dies liegt zum einen darin
begriindet, dass die Zellkultur einen hohen Personal- und Zeitaufwand (auch an
Wochenenden und Feiertagen) erfordert. Zum anderen setzen Zellkulturen ein hohes
MaB an Standardisierung und Reproduzierbarkeit voraus, das von immortalisierten
Zelllinien Uber Primérzellkulturen zu komplexen Differenzierungskulturen humaner
ES Zellen graduell zunimmt. Insbesondere ein wachsender Einsatz von Zellkulturen
im pharmakologischen und toxikologischen Wirkstoffscreening lasst eine ansteigende
Nachfrage nach L&sungen zur Zellkulturautomatisierung entstehen. Vor diesem
Hintergrund entwickelte The Automation Partnership (TAP) in Kooperation mit
groBen Pharmaunternehmen erste Konzepte flir die Automatisierung von Zellkultu-
ren. So ermdglicht es das System SelecT, Zellkulturen in Zellkulturflaschen
vollautomatisch anzuztichten und zu passagieren und anschlieBend auf Multi-Well-
Platten auszuplattieren. Das System Cellmate wurde daflir entwickelt, Zellen in
Rollerflaschen und Zellkulturflaschen zu kultivieren und zu passagieren. Zellkulturen
in Multi-Well-Platten kénnen mit der neuesten Entwicklung, Cello, kultiviert werden.

Seit kurzem bietet auch die Firma Tecan mit Cellerity™ ein Zellkultursystem an, das
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es erlaubt, Zellen in Zellkulturflaschen und in Multi-Well-Platten automatisiert zu
kultivieren. Den Systemen von TAP und Tecan ist gemein, dass das verwendete
Pipettierprinzip auf Systemfltissigkeit beruht. Wéhrend es sich bei Cellerity™ um ein
kompaktes Gerat handelt, haben die Lésungen von TAP einen relativ hohen

Platzbedarf und sind ftir akademische Einrichtungen kaum erschwinglich.

Sowohl das System von Tecan als auch die Gerate von TAP wurden vornehmlich ftir
den Einsatz bei Zelllinien entwickelt. Die Anforderungen fur die Kultivierung von ES
Zellen heben sich in vielerlei Hinsicht deutlich von jenen flr konventionelle Zelllinien
ab. So erfordern ES Zell-Feeder-Kokulturen das Ausplattieren von zwei Zell-
schichten, die bei allen Prozessschritten intakt bleiben miissen. Die Homogenitét der
Zellverteilung spielt bei ES Zellkulturen eine besondere Rolle, da eine Aggregation
von Zellen zu Spontandifferenzierungs-Phanomenen fiihren kann. Das System sollte
zudem Uuber eine ausreichende Flexibilitdt verfigen, um die Kultivierungs-
bedingungen jederzeit optimieren und an unterschiedliche ES Zelllinien anpassen zu
kénnen. Dies ist besonders wichtig, wenn es um den Passagerhythmus und das
Splitverhéltnis geht, die bei ES Zellen wesentlich starker schwanken als bei Zelllinien.
Eine visuelle Kontrolle der Zellkulturen, eventuell eine Entnahme aus dem System,
muss in diesem Zusammenhang erfolgen kénnen. Insbesondere humane ES Zellen
werden zudem in Antibiotika-freien Medien kultiviert. Ein automatisiertes
Zellkultursystem flir humane ES Zellen muss darum einen besonders hohen
Standard hinsichtlich der Sterilitdt erfullen. Vor diesem Hintergrund scheiden
Systemflissigkeits-geflillte Systeme flir die Automatisierung von hES Zellkulturen
aus, da Systemfltissigkeit eine Hauptquelle flir die Verbreitung von Kontaminationen
darstellen kann. Die Tatsache, dass Hamilton Life Science Robotics Uber eine
Systemfliissigkeits-freie Pipettiertechnologie verfligt, ist somit als ausschlaggebend
dafur anzusehen, dass die Entwicklung des Zellkultursystems in Kooperation mit
diesem Unternehmen erfolgte. Pipettierroboter von Hamilton arbeiten nach dem
Prinzip des Air Displacement und damit vergleichbar mit konventionellen Kolbenhub-
Pipetten. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es diese
Technologie erlaubt, unter sterilen Bedingungen Langzeitkulturen muriner und

humaner ES Zellen in Antibiotika-freien Medien durchzuftihren.
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Das entscheidende Ziel der Zellkulturautomatisierung lag in der Standardisierung der
Prozesse. Die sehr kleine Offnung des verwendeten automatisierten Brutschranks
(Thermo Electron) war dazu geeignet, Schwankungen in Temperatur und CO,-
Konzentration gegentiber konventionellen Brutschrénken deutlich zu minimieren.
Dartiber hinaus flihrte die Automatisierung unweigerlich dazu, dass die Dauer aller
einzelnen Schritte, wie etwa die Dauer eines Mediumwechsels, flir alle behandelten
Zellkulturplatten vereinheitlicht wurde. Weitere Parameter, wie die GréBe der
Kraftanwendung beim Resuspendieren von Zellen und die Verteilung der Zellen beim
Ausplattieren wurden durch die Automatisierung gegentber der manuellen Kultur

ebenfalls vereinheitlicht.

In dieser Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass es mdglich ist, ein so
komplexes System wie die ES Zellkultur zu automatisieren. Uber einen Zeitraum von
vier Wochen konnten sowohl mES Zellen als auch hES Zellen unter Erhalt ihres in
vitro-Differenzierungspotenzials automatisiert kultiviert werden. Bietet ein automati-
siertes System auch gegentiber der manuellen Kultur keinen unmittelbaren Zeitvorteil
bezogen auf den einzelnen Arbeitsschritt, so verringert es die Eingriffszeiten durch
den Anwender und setzt dadurch personelle Kapazitdten frei. Zudem ist es mdglich,
ein automatisiertes System Uber 24 Stunden am Tag kontinuierlich zu betreiben. Vor
allem wird durch die Zellkulturautomatisierung jedoch eine Standardisierung der
Verfahren und eine Anwender-Unabhéngigkeit erreicht, die die Voraussetzung fur
einen Einsatz ES Zell-abgeleiteter Zellen in der Biomedizin und der
pharmakologischen Entwicklung darstellen. Eine Erweiterung des automatisierten
Systems um bildgebende Verfahren kann in Zukunft die Anwender-Unabhéngigkeit
weiter erhéhen. Waéhrend weitere Studien zeigen missen, dass eine
Pluripotenzerhaltung und Karyotyp-Stabilitdt von ES Zellen auch nach
mehrmonatiger automatisierter Kultivierung noch gegeben sind, so wird das im
Rahmen dieser Arbeit mitentwickelte automatisierte System bereits erfolgreich als
gemeinsames Produkt von Hamilton Life Science Robotics und der Life & Brain
GmbH unter dem Namen Cell™* vertrieben und flir die Kultivierung von Stammzellen

und Hautmodellen eingesetzt.
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4.3 Entwicklung eines skalierbaren Prozesses zur Kultivierung
humaner ES Zellen

4.3.1 Suspensionskulturen embryonaler Stammzellen

Gertihrte Suspensionskulturen sind relativ leicht skalierbar, so dass sie flir die
Produktion groBer Zellzahlen geeignet sind. Sie sind zudem wesentlich homogener
als Zellkulturen im Platten- oder Flaschenformat. Dartiber hinaus kénnen die
Kulturbedingungen in gertihrten Bioreaktorsystemen kontrolliert und geregelt werden,
so dass eine Standardisierung des Prozesses madglich ist. Wéhrend eine
Automatisierung von Zellkulturen bereits eine weitgehende Standardisierung
stationdrer Zellkulturen ermdglicht, kann eine reproduzierbare Gewinnung grofBer
Zellchargen am besten in gertihrten Suspensionskulturen erfolgen. Kann bei einer
Automatisierung  von  S&ugerzellkulturen das  konventionelle  adhérente
Kultivierungsprinzip beibehalten werden, so erfordert eine Uberfiihrung der Kulturen

in Suspension den Einsatz neuer Techniken.

Am einfachsten ist es, per se in Suspension wachsende Zellen in ein gertihrtes
System zu Uberflihren. Konsequenterweise wurden erste Anséatze zur Kultivierung
embryonaler Stammzellen in gertihrten Systemen mit dem Ziel der Gewinnung von
Embryoidkérpern durchgefiihrt. Erste Versuche von Dang et al. (2002), EBs aus
murinen ES Zellen in Spinnerkulturen zu bilden, scheiterten zunéchst an zu starker
Aggregatbildung. Durch Enkapsulierung muriner ES Zellen in Agarose gelang es der
Gruppe jedoch spéter, eine kontrollierte Differenzierungskultur im Spinnersystem zu
etablieren (Dang et al., 2004). Eine Enkapsulierung konnte in dieser Studie auch ftr
humane ES Zellen durchgeflinrt werden. Weitere Veréffentlichungen zeigten, dass es
mdglich ist, eine Linienselektion in EB-Spinnerkulturen durchzuflihren (Zandstra et
al., 2003) und die Ausbeute an Kardiomyozyten durch Regulierung der Geldst-
sauerstoffkonzentration im System zu optimieren (Bauwens et al., 2005). Durch
Einsatz eines Bioreaktors mit einem Pitch-Blade-Rihrer konnten Schroeder et al.
(2005) die Notwendigkeit flir eine Agarose-Enkapsulierung der mES Zellen umgehen.
Durch eine geeignete Einstellung der Scherkréfte gelang es, eine (berméaBige
Aggregatbildung der EBs zu verhindern und in einem 2L-Prozess 1,28x10°
aufgereinigte Kardiomyozyten zu generieren. Dass es moglich ist, EBs auch in

anderen Bioreaktortypen zu erzeugen und zu kultivieren, zeigten Gerecht-Nir et al.
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(2004), die in ihrem Prozess Rotating Wall-Reaktoren einsetzten. Fok und Zandstra
(2005) setzten Microcarrier-basierte Kulturen sowie Aggregatkulturen ein, um
Differenzierungskulturen muriner ES Zellen zu erhalten. Diese Ansétze beinhalteten
zwar auch eine tempordare Proliferation undifferenzierter Zellen; ein Hauptaugenmerk
der Arbeit lag jedoch auf der Entwicklung eines Prozesses, der einen Schritt zur
Expansion von mES Zellen mit einem Schritt zur Initiierung der Differenzierung in
demselben GefdB verbindet. Die erreichbare Expansionsrate in Aggregatkulturen
erwies sich dabei als duBerst limitiert. Zudem konnten Zellen nicht kontinuierlich tber
einen langeren Zeitraum auf Microcarriern kultiviert werden, sondern wurden alle drei
Tage passagiert und neu inokuliert. Da dies erhebliche manuelle Interventionen
voraussetzt, schrénkt diese Vorgehensweise den erreichbaren ProzessmafBstab und

damit auch die mégliche Zellausbeute erheblich ein.

Dieser Uberblick macht deutlich, dass der Fokus bei der Entwicklung skalierbarer
Verfahren in der ES Zellkultur bislang fast ausschlieBlich auf der Etablierung von
Prozessen ftr Differenzierungskulturen lag. Konnten in skalierbaren EB-Kulturen
bereits groBe Zahlen aufgereinigter somatischer Zellpopulationen aus ES Zellen
gewonnen werden, so besteht weiterhin ein entscheidender Bedarf an skalierbaren
Prozessen fur undifferenzierte ES Zellen. So sind EB-Kulturen auBerordentlich
heterogen. Hoch aufgereinigte somatische Zellpopulationen aus Large-Scale-EB-
Kulturen kénnen praktisch nur (ber genetische Linienselektion gewonnen werden.
Als Ausgangsmaterial flr EB-Kulturen sowie flir EB-unabhéngige Differenzierungs-
verfahren sind homogene und hochgradig standardisierte ES Zellpopulationen eine
unumgéngliche Voraussetzung. Ein skalierbarer Bioreaktorprozess ist ideal daftr

geeignet, solche ES Zellpopulationen zu generieren.

4.3.2 Untersuchung konditionierter Medien aus Bioreaktor-basierten
Prozessen

Sowohl flir die Entwicklung eines Prozesses zur Kultivierung von hES Zellen im
groBBen MaBstab als auch spéter flir den etablierten Prozess werden groBe Mengen
an Kulturmedium bendtigt. Missen diesem Medium rekombinante Wachstums-
faktoren zugesetzt werden, so stellt dies einen enormen Kostenfaktor dar. Eine

kostengtinstigere Alternative wére die Entwicklung eines zweiten Prozesses zur
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Erzeugung Fibroblasten-konditionierten Mediums, das wiederum in den Prozess zur
hES Zellkultivierung eingespeist werden kénnte. An der Technischen Fakultat der
Universitdt Bielefeld wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Lehmann

Anstrengungen unternommen, einen solchen Prozess zu etablieren.

Sowohl primdre murine Fibroblasten als auch die murine Fibroblasten-Zelllinie STO
sowie humane Fibroblasten wurden bereits erfolgreich in Kokulturen mit hES Zellen
eingesetzt (Park et al., 2003; Richards et al., 2002; Thomson et al., 1998). In
Bielefeld wurden diese drei Zelltypen verwendet, um in Microcarrier-basierten
Prozessen konditioniertes Medium zu erzeugen. Wé&hrend primdre murine
Fibroblasten in solchen Prozessen Seneszenzerscheinungen zeigten, erwiesen sich
STO-Zellen und humane Fibroblasten als gut geeignet flr die Produktion von
konditionierten Medien im groBen MaBstab (Nottorf, 2003). Aus diesen Prozessen
gewonnene STO-konditionierte Medien und von humanen Fibroblasten konditionierte
Medien zeigten jedoch eine eingeschrénkte Funktionalitadt fidr die Kultivierung von
hES Zellen. In Spinnerprozessen erzeugtes von primdren murinen Fibroblasten
konditioniertes Medium erwies sich hingegen als geeignet flr den Einsatz in hES
Zellkulturen. Diese Ergebnisse korrelieren mit Daten, die von Xu et al. (2001)
erhoben wurden. Wéhrend es in dieser Studie gelang, die Pluripotenz von hES Zellen
zu erhalten, wenn diese in von primdren murinen Fibroblasten konditioniertem
Medium kultiviert wurden, waren in Medien, die von STO-Zellen oder humanen
Fibroblasten konditioniert worden waren, so gut wie keine undifferenzierten hES

Zellkolonien zu detektieren.

Wahrend konditioniertes Medium von primaren murinen Fibroblasten, das in
Spinnerkulturen erzeugt wurde, durchweg fir die Kultivierung humaner ES Zellen
geeignet war, zeigte sich eine groBe Variabilitdt, wenn dieses Medium aus
Bioreaktorprozessen gewonnen wurde. Dies kénnte auf die Vorbereitung des
Inokulums zurtickzufiihren sein. Die fir den Prozess eingesetzten Microcarrier
wurden in Zellkulturflaschen mit den Fibroblasten besiedelt und anschlieBend in den
Spinner bzw. den Bioreaktor (Uberflihrt. Aufgrund des wesentlich grdBeren
Arbeitsvolumens wurden flir den Bioreaktorprozess deutlich mehr Carrier eingesetzt,
so dass die Besiedelungsphase einen ldngeren Zeitraum in Anspruch nahm. Dies

konnte dazu geflihrt haben, dass es bereits in einer frihen Phase des
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Bioreaktorprozesses zu einer Seneszenz der Zellen kam. Durch die Scherkrafte im
geruhrten System verursachter Zelltod wirde somit nicht mehr ausgeglichen werden,
was Uber den Prozessverlauf eine Abnahme in der Zelldichte zur Folge hétte. Dafur
spréache, dass zu Beginn des Prozesses gewonnenes Medium besser zur
Pluripotenzerhaltung humaner ES Zellen geeignet war als zu spéateren Zeitpunkten
geerntetes Medium. Versuche, den Prozess zur Gewinnung konditionierter Medien
zu optimieren, fuhrten bislang nicht zu einer verbesserten Pluripotenz-erhaltenden

Wirkung der erzeugten Medien.

Als Fazit ist festzuhalten, dass es generell mdglich ist, Fibroblasten-konditioniertes
Medium in einem Microcarrier-basierten Prozess herzustellen, das die Proliferation
undifferenzierter humaner ES Zellen unterstiitzt. Die Skalierung dieses Prozesses

erwies sich jedoch als wesentlich schwieriger als erwartet und bleibt zu optimieren.

4.3.3 Microcarrier-basierte Kultivierung humaner ES Zellen

Im Rahmen dieser Arbeit konnte mit Cytodex3 ein geeigneter Microcarrier flir die
Kultivierung humaner ES Zellen in Suspensionsreaktoren identifiziert werden. Es
erwies sich als mdéglich, in gerlhrten Microcarrier-basierten Suspensionskulturen
eine Population an Zellen mit ES Zelleigenschaften aufrechtzuerhalten. SchlieBlich
konnten Wege aufgezeigt werden, um den Anteil an undifferenzierten ES Zellen in
den Microcarrier-basierten Kulturen durch Modifikation der Medienzusammensetzung

und durch Regulierung der Kultivierungsparameter zu optimieren.

Identifizierung eines geeigneten Microcarriers fir die hES Zellkultur

Im Zuge der ersten Evaluierung verschiedener Microcarrier auf ihre Eignung flir die
Kultivierung undifferenzierter hES Zellen konnte das beste Wachstum auf den
Carriern Cytodex1, Cytodex3, CultispherG und CultispherS beobachtet werden. Das
Proliferationsverhalten korrelierte dabei nicht mit dem Verlauf des initialen
Adhdasionsverhaltens an die Carrier. Da die Carrier CultispherG und CultispherS aus
einer Gelatinematrix bestehen und der Microcarrier Cytodex3 eine Gelatine-
Beschichtung besitzt, kénnte darauf geschlossen werden, dass dem vergleichbaren
Wachstum der hES Zellen auf diesen Carriern diese Gemeinsamkeit zugrunde liegt.

Dem steht entgegen, dass der Carrier Cytodex1 eine unbeschichtete Dextran-
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Oberflache besitzt und die hES Zellen auf dem ebenfalls Gelatine-beschichteten
Carrier FACT ein schlechtes Wachstum zeigten. Sowohl in statischen Kulturen als
auch unter Scherstress konnte eine Aggregation der Zell-bewachsenen Microcarrier
beobachtet werden. Die Scherung flihrte hierbei nicht zu einer Verringerung der
Aggregatbildung. Fast keine Aggregatbildung war flir Kulturen mit dem Microcarrier
Cytopore zu beobachten. Dies lasst sich darauf zurtickflihren, dass die hES Zellen
praktisch ausschlieBlich im Inneren dieses Carriers wachsen konnten und kaum Zell-
Zell-Kontakte an den Carrieroberflichen bestanden. Vermutlich ist die pordse
Struktur dieses Microcarriers auch fur die geringe Proliferation der hES Zellen auf
Cytopore-Microcarriern verantwortlich, da die Poren zu einer zu starken Isolation der
hES Zellen voneinander flihren und hierdurch notwendige Zell-Zell-Kontakte unter-
binden. Unter leichtem Scherstress war auf dem Carrier CultispherG eine bessere
Proliferation der hES Zellen zu beobachten als auf den Cytodex-Carriern, die unter
statischen Kultivierungsbedingungen eine mit Cultispher-Carriern vergleichbare
Performance zeigten. Dies kann durch die makropordse Struktur der Cultispher-
Carrier erklart werden, die einen verbesserten Schutz der Zellen gegen Scherstress
ermdglichte. Fir den Einsatz im gerlihrten Glasballspinnersystem mit seiner
andersartigen Verteilung der Scherkrédfte war die Proliferation der hES Zellen auf
Cytodex3-Carrier jedoch derjenigen auf CultispherG-Carriern Uberlegen. Im
gerdhrten System bestétigte sich, dass der Carrier Cytopore sich nicht flir die
Kultivierung humaner ES Zellen eignete. Der Microcarrier Cytodex3 erwies sich nicht
nur aufgrund seiner guten Eigenschaften fur die hES Zellproliferation als besonders
geeignet flr die hES Zellkultur. Zum einen war die Zellernte von diesem nicht
porésen Carrier wesentlich effizienter als bei den makropor6sen Carriern. Zum
anderen erlaubten die guten Durchlicht-Eigenschaften von Cytodex3 eine

regelméBige mikroskopische Begutachtung der Kulturen.

Pluripotenzerhaltung von hES Zellen in Microcarrier-basierten Kulturen

Die Entstehung von hES Zell-Microcarrier-Aggregaten in Glasballspinnerkulturen
fihrte zur Ausbildung von zwei Zellpopulationen in den Kulturen. Eine Population, die
mehrheitlich als Monolayer auf den Microcarriern wuchs, wies eine Expression der
Pluripotenz-assoziierten Oberflichenantigene Tra-1-60 und Tra-1-81 auf. Diese

Population war nach dem Replattieren der Carrier auf Feeder-Zellen flr das
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Auswachsen von alkalische Phosphatase- und Oct-4-positiven Kolonien mit normaler
hES Zellmorphologie verantwortlich und war in der Lage, eine Multikeimblatt-
Differenzierung in EBs zu zeigen. Eine weitere Zellpopulation bildete sich jedoch im
Inneren der hES Zell-Microcarrier-Aggregate. Diese Population war negativ fir die
Pluripotenz-assoziierten Marker Tra-1-60 und Tra-1-81 und wies somit einen Verlust
der hES Zelleigenschaften auf. Aggregatbildung und damit assoziierter Pluripotenz-
verlust der hES Zellen stellten das zentrale Problem bei der Prozessentwicklung dar.
Konnten in den durchgeflihrten Prozessen im Mittel hervorragende Ausbeuten von
1,5x10°+0,1 Zellen/ml erzielt werden, so bildeten sich nach dem Replattieren nur
8,4x10° Kolonien/eingesetzte Zelle. Dem gegeniliber steht eine Ausbeute von
2,6x10° Kolonien/eingesetzte Zelle bei Monolayerkulturen. Diese Differenz erklart
sich zum Teil dadurch, dass nur rund ein Drittel der im skalierbaren Prozess

gewonnenen Zellen die Expression Pluripotenz-assoziierter Marker aufwiesen.

Optimierung der Rihrparameter

Versuche, die Aggregatbildung durch Variation der Ruhrerdrehzahl, des Ruhrertyps
oder der Ruhrersteuerung (Intervall- / Dauerrtihren) zu reduzieren, erwiesen sich als
erfolglos. Dies ist darauf zurlickzuflhren, dass alle kommerziell fiir Spinner
erhéltlichen Ruhrer eine radiale Fdérderung aufweisen. Hierdurch ergeben sich
Totzonen im Spinner, in denen es zu einer Aggregatbildung kommen kann. In einem
solchen System flihrt eine Erhéhung der Scherkréfte in dem MaBe, wie sie fur eine

Elimination der Totzonen nétig ist, zu einer Zellschadigung.

Einfluss der Geldstsauerstoffkonzentration auf Microcarrier-basierte hES Zellkulturen

Eine Regulierung von Prozessparametern wie der Geldstsauerstoffkonzentration
stellt eine vielversprechende Strategie dar, um den Anteil an undifferenzierten hES
Zellen in den Microcarrier-basierten Suspensionskulturen zu erhéhen. So postulierten
Ezashi et al. (2005), dass hES Zellen in Monolayerkulturen unter hypoxischen
Bedingungen eine verringerte Spontandifferenzierungsrate zeigen. Dies wurde darauf
zurlickgeftihrt, dass auch die physiologische Umgebungskonzentration an Sauerstoff
fir die Innere Zellmasse der Blastozyste - als Quelle der hES Zellen - in vivo
subatmosphérisch ist. Erste Untersuchungen im kontrollierten Minispinnersystem
zeigten, dass der Anteil an Tra-1-60- und Tra-1-81-positiven Zellen in

Spinnerkulturen bei einer Gelbéstsauerstoffkonzentration von 5% maximiert werden
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konnte. Die Geléstsauerstoffkonzentration in einem unkontrollierten Spinner liegt bei
etwa 10%; die Fraktion an Tra-1-60- und Tra-1-81-exprimierenden Zellen im
unkontrollierten System war vergleichbar mit jener in einem auf 10% Gel6stsauerstoff
geregelten System. Mit weiter steigender Gel6stsauerstoffkonzentration nahm der
Anteil an Zellen, die die Pluripotenz-assoziierten Marker exprimierten, sowie die
Uberlebensrate der Zellen ab. Letzteres kénnte Folge eines erhéhten oxidativen
Stresses auf die Zellen sein. Die Beobachtung, dass hES Zellen bei
subatmosphdrischen Sauerstoffkonzentrationen eine verbesserte Pluripotenz-
erhaltung zeigen, steht im Einklang mit den Daten von Ezashi et al. (2005). Zugleich
widerspricht dieser Befund eigenen Daten, die unter hypoxischen Bedingungen eine
erhéhte Spontandifferenzierung humaner ES Zellen in Monolayerkulturen zeigen
(Ley, 2005). Unseren Ergebnissen zufolge ldsst eine verminderte Proliferation der
hES Zellen unter hypoxischen Bedingungen, die zu einer kleineren KoloniegréBe
flihrt, den initialen Eindruck entstehen, dass eine verminderte Spontandifferenzierung
vorliegt. Langzeitkulturen von hES Zellen unter hypoxischen Bedingungen weisen
jedoch einen héheren Anteil an differenzierten Zellen auf. hES Zellen wiirden sich
somit in einer hypoxischen Atmosphére vergleichbar mit Inneren-Zellmasse-Zellen
verhalten, die unter physiologischen Bedingungen eine Differenzierung zu den
embryonalen Geweben unterlaufen (Terstegge et al.,, 2005). Zwei mdégliche
Erkldrungen fur die verminderte Differenzierung von hES Zellen in Microcarrier-
basierten Kulturen bei einem GelGstsauerstoffgehalt von 5% bieten sich an: Zum
einen wurde in den Sauerstoff-geregelten Prozessen eine deutlich verringerte
Zellproliferation beobachtet, die wie in den hypoxischen Monolayer-Kulturen fur eine
apparente Verringerung der Differenzierungsrate verantwortlich sein kénnte. Dem
widerspricht, dass die Abnahme der Zellproliferation in allen Sauerstoff-geregelten
Prozessen auftrat, die Erhéhung des Anteils an Tra-1-60- und Tra-1-81-positiven
Zellen jedoch nur bei einem GelGstsauerstoffgehalt von 5% zu beobachten war. Zum
anderen wurde weder bei der Studie von Ezashi et al. noch bei der von Ley der
Gel6stsauerstoffgehalt in den Kulturen bestimmt, sondern der Luftsauerstoffgehalt
geregelt. Es ist anzunehmen, dass der Gel6stsauerstoffgehalt in beiden Studien weit

unter 5% lag, da bei Luftsauerstoffgehalten von 1% bis 10% gearbeitet wurde.
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Alternativen zur Verringerung der Aggregatbildung in Microcarrier-basierten hES
Zellkulturen

In der Literatur wurde beschrieben, dass der Einsatz von DMSO in CHO Zell-
Microcarrier-Kulturen die Bildung von Zellbrticken zwischen den Carriern verhindert
(Borys und Papoutsakis, 1992). Mdglicherweise ist die Reduktion der Aggregat-
bildung jedoch auf eine Verringerung des Zellwachstums durch DMSO
zurlickzufihren. In der Studie von Borys und Papoutsakis wurde DMSO
ausschlieBlich in post-konfluenten Kulturen eingesetzt, um eine Inhibierung des
Zellwachstum zu vermeiden. Wenngleich abtrégliche Einfltisse nicht auszuschlieBen
sind, stellt die Verwendung von DMSO einen mdglichen Ansatz zur Verminderung

der Aggregatbildung in Suspensionskulturen humaner ES Zellen dar.

Als weitere Mdglichkeit, eine Aggregatbildung im Spinnersystem zu verringern,
erwies sich die Reduktion der Ca®*- und Mg?*-lonen-Konzentration im Medium. In
Monolayer-Kulturen war ein 50%iger Anteil Ca*- und Mg*-freien Mediums am
Kulturmedium nicht abtréglich flir die Proliferation und Pluripotenzerhaltung humaner
ES Zellen. In Microcarrier-basierten Spinnerkulturen erwies sich diese
Medienkomposition jedoch nicht als geeignet, um eine Aggregatbildung zu
vermindern. Wurde ein 75%iger Anteil Ca*- und Mg**-freien Mediums eingesetzt, so
konnte eine praktisch Aggregat-freie Kultur erzielt werden. Der Anteil an Tra-1-60-
und Tra-1-81-positiven Zellen in dieser Kultur war fast vergleichbar mit dem Anteil an
Monolayerkulturen. Diese Verminderung der Ca®*- und Mg?*-Konzentration im
Medium flihrte jedoch auch zu einer enormen Reduzierung der hES Zellproliferation,
die mdglicherweise auf eine verringerte Adhdsion der hES Zellen an die Microcarrier
zurlickzuftinren ist. Studien an Zelllinien belegen jedoch, dass niedrige Ca*- und
Mg*-Konzentrationen im Kulturmedium nicht generell zu einer reduzierten
Proliferation in Suspensionskulturen flihren. So beschrieben Keay et al. (1990) einen
Prozess im 100I-MaBstab, bei dem Bowes Melanomzellen fur (iber 4 Monate in Ca®*-
freiem Medium kultiviert wurden. Innerhalb von 5-7 Tagen konnte in diesen Kulturen
eine Verflinffachung der Ausgangszellzahl erreicht werden. Garnier et al. (1994)
zeigten, dass 293S-Zellen in Ca*-freiem Medium Zelldichten von 5x10° Zellen/ml
erreichen kénnen, und Chillakuru et al. (1991) verwendeten Ca*-freies Medium fir

die Kultivierung von HelLa-Zellen. Zukiinftige Untersuchungen miissen zeigen, ob es
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auch fur hES Zellen mdglich ist, die Ca**- und Mg**-Konzentration im Kulturmedium
so einzustellen, dass ein Kompromiss zwischen optimaler Zellproliferation und

Pluripotenzerhaltung mdéglich ist.

Zu den Ca**-abhangigen Zelladhdsionsmolekiilen zéhlen die Cadherine. E-Cadherin,
das erste Cadherin, das wéhrend der Entwicklung von S&ugetieren exprimiert wird,
spielt eine entscheidende Rolle bei der Zelladhédsion in embryonalen Geweben. So
fihrt ein E-Cadherin-Block Uber Antikérper zu einem Verlust der Blastomer-
kompaktion bei Maus-Embryonen (Alberts et al., 2002). E-Cadherin wird in humanen
Blastozysten (Bloor et al., 2002) und ES Zellen (Dang et al., 2004) exprimiert. Ein
Eingriff in die E-Cadherin-vermittelte Zell-Zell-Adhésion stellt somit eine interessante
Méglichkeit dar, um hES Zell-Aggregationen zu verhindern. Larue et al. (1994)
zeigten, dass E-Cadherin”-ES-Zellen einen Defekt in der Zell-Aggregation besitzen.
Obwonhl differenzierende E-Cadherin”-ES-Zellen Differenzierungsmarker expri-
mierten und E-Cadherin”-ES-Zellen auch Teratome bildeten, konnten diese Zellen
innerhalb der Teratome keine Gewebe-dhnlichen Strukturen bilden und trugen
dartiber hinaus kaum zur Bildung chimérer Embryonen bei. Diese Studie wurde durch
Dang et al. (2004) bestétigt, die eine E-Cadherin-vermittelte Agglomeration von
murinen und humanen EBs durch Blockierung der E-Cadherine mittels eines o-E-
Cadherin-Antikérpers sowie durch Agarose-Enkapsulierung der EBs verhindern
konnten. Eine tempordre E-Cadherin-Blockierung kdénnte somit auch eine
Aggregation in undifferenzierten hES Zellkulturen verhindern. Interferiert man mit E-
Cadherin, so ist jedoch zu beachten, dass dies nicht nur eine Auswirkung auf die
Strukturbildung wéhrend der Differenzierung, sondern auch Implikationen auf die f-
Catenin-Aktivitdt haben kénnte. p-Catenin verankert die Cadherine am Aktin-
Cytoskelett, ist aber auch ein Ko-Aktivator flir die Transkription von Wnt-Zielgenen
(Alberts et al., 2002). Die Rolle des Wnt/p-Catenin-Signalwegs in der Pluripotenz-
erhaltung humaner ES Zellen ist momentan noch umstriten. Wahrend Sato et al.
(2004) postulierten, dass eine Aktivierung des Wnt-Signalwegs zum Pluripotenzerhalt
von hES Zellen flihrt, konstatierten Dravid et al. (2005), dass eine Wnt-Inhibierung
eine Verringerung der hESC-Proliferation auslést, nicht jedoch eine Differenzierung.
Vielmehr wurde in dieser Studie beobachtet, dass Wnt3a in Abwesenheit

Pluripotenz-erhaltender Faktoren eine Differenzierung von hES Zellen beschleunigt.
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Zusammenfassend belegt die vorliegende Arbeit, dass es mdglich ist, humane ES
Zellen in Microcarrier-basierten Suspensionskulturen zu kultivieren. Sie zeigt dartiber
hinaus auf, welche Ansétze es ermdglichen kénnen, den Anteil an undifferenzierten

Zellen in diesen Kulturen zu optimieren.

Eine Mdglichkeit, den hier beschriebenen Prozess zu optimieren, liegt in der
Ruhrergeometrie. So sollte in Zukunft geprift werden, ob mit einem Pitch-Blade-
Ruhrer, der eine axiale Durchstrbmung erzeugt, die Aggregatbildung als
grundlegendes Problem bei der Prozessfuhrung reduziert werden kann. Es bleibt
zudem zu untersuchen, ob der optimale Geldstsauerstoffgehalt in den Spinner-
kulturen weiter eingegrenzt werden kann. Dartiber hinaus sollte der Prozess in Bezug
auf pH-Wert und Medienzuflitterung optimiert werden. Von entscheidender
Bedeutung ist es zudem, die Karyotyp-Stabilitdt von hES Zellen, die Uber einen

Microcarrier-basierten Prozess gewonnen wurden, zu belegen.

Berticksichtigt man, dass seit der erstmaligen Gewinnung humaner ES Zelllinien
durch Thomson (1998) weltweit kein skalierbarer Prozess flir die Kultivierung
undifferenzierter humaner ES Zellen und auch fur die Kultivierung undifferenzierter
muriner ES Zellen nur ein erster, unbefriedigender Ansatz (Fok und Zandstra, 2005)
entwickelt wurde, so wird deutlich, dass die Entwicklung skalierbarer Verfahren fur
die Kultivierung von hES Zellen nicht ftrivial ist. Skalierbare und automatisierte
Prozesse zur kontrollierten und reproduzierbaren Generierung groBer Zahlen an
undifferenzierten hES Zellen stellen jedoch die Voraussetzung flir eine breite
Anwendung hES Zell-basierter Produkte dar. Nur unter Einsatz von Bioreaktor-
technologie und Automatisierungslésungen wird es méglich sein, das Potential hES
Zell-abgeleiteter somatischer Zellpopulationen im pharmakologischen Wirkstoff-
screening, als transgene zelluldre Krankheitsmodelle und in der Therapie voll auszu-
schépfen. Ein erster Schritt auf diesem Weg konnte durch diese Dissertation geleistet

werden.
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5. ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Im Rahmen dieser Dissertation wurden Verfahren zur automatisierten und zur
skalierbaren Kultivierung humaner ES Zellen erarbeitet. Hierflir wurde zunéchst die
manuelle humane ES Zellkultur in Gegenwart von Fibroblasten sowie unter
Verwendung Fibroblasten-konditionierten Mediums etabliert. Die hierbei gewonnenen
Erfahrungen bildeten die Grundlage fur die Entwicklung eines automatisierten
Systems fluir die murine und die humane ES Zellkultur, die in Kooperation mit
Hamilton Life Science Robotics durchgeflinrt wurde. Es konnte erstmals gezeigt
werden, dass ein automatisiertes System daflir geeignet ist, mES und hES
Zellkulturen Uber einen ldngeren Zeitraum aufrechtzuerhalten, ohne die Proliferation
oder das in vitro-Differenzierungspotenzial dieser Zellen zu beeinflussen. Die mittlere
spezifische Wachstumsrate von lber vier Wochen automatisiert kultivierten ES
Zellen war mit 0,72+0,06 d™' fir mES Zellen bzw. mit 0,22+0,003 d" flir hES Zellen
vergleichbar zu der manuell kultivierter Zellen. 96+2% der mES Zellen und 96+1%
der hES Zellen zeigten im Anschluss an diesen Kultivierungszeitraum eine
Expression des Pluripotenz-assoziierten Markers Oct-4. Fuir das Oberflachenantigen
SSEA-1 waren 94+2% der Zellen in mES Zellkulturen immunreaktiv. hES Zellkulturen
wiesen eine stabile Tra-1-60- (87+4%) und Tra-1-81-Expression (89+2%) auf. Der

Karyotyp der automatisiert kultivierten hES Zellen blieb stabil.

Des Weiteren wurde in dieser Dissertation ein skalierbarer Prozess zur Microcarrier-
basierten Suspensionskultur humaner ES Zellen entwickelt. Unter Verwendung des
Carriers Cytodex3 sowie eines Glasballrtihrers bei einer Rihrerdrehzahl von 20rpm
und Intervallriihren konnten mittlere spezifischne Wachstumsraten von 0,34+0,02d™
erreicht werden. Diese Wachstumsrate ist mit der konventioneller Monolayerkulturen
(0,26+0,09d") mindestens vergleichbar. Uber diesen Prozess konnte eine Zell-
population gewonnen werden, die die Expression Pluripotenz-assoziierter Marker
sowie ihr in vitro-Differenzierungspotenzial aufrechterhielt. Strategien zur Opti-

mierung dieses Prozesses wurden entwickelt.

In Zusammenarbeit mit der Technischen Fakultdt der Universitat Bielefeld (Prof. Dr.
Lehmann) konnte gezeigt werden, dass konditioniertes Medium aus Microcarrier-

basierten Suspensionskulturen primérer muriner Fibroblasten prinzipiell flir die
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Pluripotenzerhaltung humaner ES Zellen geeignet ist. Die Skalierung dieses
Prozesses kdnnte es ermdglichen, Medien ftir die hES Zellkultur auf kostengtinstige

Weise im groBen MaBstab zu gewinnen.

Insgesamt demonstriert diese Arbeit, dass es madglich ist, humane ES Zellen bei
Erhalt ihrer charakteristischen Eigenschaften unter automatisierten Bedingungen

sowie lber skalierbare Verfahren zu expandieren.

Die in dieser Arbeit entwickelten Verfahren stellen eine Grundlage fuir die Entwicklung
ES Zell-basierter Screeningsysteme dar. Ein skalierbarer Prozess fur die
standardisierte Produktion groBer Zahlen an hES Zellen wére daflir geeignet, das
Ausgangsmaterial fiuir kontrollierte Differenzierungsprozesse zur Verfligung zu
stellen. Diese Differenzierungsverfahren kdénnten in Zukunft mit Hilfe eines
automatisierten Zellkultursystems deutlich besser standardisiert werden. Die
Automatisierung wurde es zudem erlauben, ES Zell-abgeleitete somatische Zellen im
Mikrotiterplatten-Format zu plattieren und der pharmazeutischen Industrie in
validierter Form zur Verfligung zu stellen. Uber die Verwendung nativer
gewebespezifischer Zellen hinaus kann es moglich werden, auf der Basis von hES
Zellen transgene Modelle auf zellularer Ebene flr zahlreiche Erkrankungen zu
erzeugen. Humane Stammzelllinien mit krankheitsspezifischen genetischen
Veranderungen konnten es erlauben, die molekulare Pathogenese von
Erkrankungen auf einem humanen Hintergrund zu entschlisseln und auf Grundlage
dieser Informationen neue Angriffspunkte flr eine medikamentdse Intervention zu
identifizieren. hES Zell-abgeleitete somatische Zellpopulationen kdénnten es in
Zukunft erlauben, die Wirksamkeit neu entwickelter Pharmaka direkt an humanen
Zellen zu evaluieren, die nicht nur den Phanotyp des betroffenen Gewebes
reprasentieren, sondern auch molekulare Charakteristika der betreffenden

Erkrankung widerspiegeln.
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9. ANHANGE

9.1 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

1ml Injektionsspritzen
15 cm Zellkulturschalen
Deckgléser

Einmal-Pipetten (1ml, 2ml, 5ml, 10ml, 25ml)
Einmal-Pipettenspitzen (10ul, 100ul, 200ul,

1000u1)

Falcon-Réhrchen

Filtereinheit (0,2um)
Glaskugeln (Z4mm)
Glaswaren

Kandlen Microlance 3
Kryoréhrchen

Klivetten

Microcarrier:

Biosilon

Cultispher G, Cultispher S
Cytodex1, Cytodex3, Cytopore
FACT, Pronectin

Nylonzellsieb (40 pym)
Objekttrager

ReaktionsgeféBe
ReaktionsgefaBstreifen flir die gPCR
Sechs-Well-Zellkulturplatten
Stericup-Filtriereinheit (0,22p/m)
Sterilfilter (0,2um)
T175-Zellkulturflaschen

Hersteller, Ort

BD Bioscience, Heidelberg
TPP, Trasadingen, CH
Engelbrecht, Edermiinde
Falcon, Heidelberg

ART, San Diego, USA

Falcon, Heidelberg
Nalgene, Hereford, UK
Faust, Schaffhausen
Schott, Mainz

BD Bioscience, Heidelberg
Nunc, Wiesbaden
Eppendorf, Hamburg

Sigma, Deisenhofen
Perbio, Bonn

GE Healthcare, Freiburg
Nunc, Wiesbaden

BD Bioscience, Heidelberg
Menzel, Braunschweig
Eppendorf, Hamburg
Biozym, Hess. Oldendorf
Nunc, Wiesbaden
Millipore, Schwalbach
PALL, Ann Arbor, USA

BD Bioscience, Heidelberg
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9.2 Gerate

Gerat

Bildbearbeitung

Binokular

Brutschrdnke
Datenauswertung
Durchflusszytometrie
Digitalkamera
Durchflusszytometer
Elektrophorese
Fluoreszenzmikroskop
Gefrierbehalter
Geldokumentation
Glukose-Laktat-Analyzer
Inverses Lichtmikroskop
Konfokales Laser Scanning
Mikroskop

Kontrolliertes Minispinnersystem
mit Software

Kryostat

Kuhlzentrifuge
Magnetriihrer mit Steuereinheit
Mikroskop Karyotypisierung
pH-Elektroden

Photometer

Pipettierhilfe

Pipetten
gPCR-Analysesystem und -
Software
Rasterelektronenmikroskop
Reinstwasseranlage
Sauerstoffelektroden
Spinner mit
Glasballtaumelrihrer
Spinner mit Paddelrihrer
Spinner mit Blattrtihrer
Sterile Werkbank (horizontal)
Sterile Werkbank (vertikal)
Thermocycler
Thermomixer
Tischzentrifuge
Uberkopfschiittler
Vakuum-Absaugpumpe
Vortex

Bezeichnung

Photoshop

Openlab
Zeiss
CytoVision Ultra

SMZ 1500
HERAcell
Flowjo

C 5050 Zoom

LSRII

Agagel Mini

Axioskop 2

Cryo 1°C Freezing Container
Geldoc2000

YSI 2700 Select

Axiovert 25

Fluoview1000

Cellferm-pro

HM560

5415R

Variomag Biosystem
Diaplan 68236

pH+

Biophotometer

Pipetboy

10ul, 100ul, 200ul, 1000ul
iCycler

XL 30 SEM

milliQ Synthesis A10
InPro6900

100ml Spinner

125ml Spinner
125ml Spinner
HERAguard
Holten Safe 2000
T3

Compact

Biofuge Pico
REAX 2
Vacuubrand
Genie 2

Hersteller, Ort

Adobe Systems Inc., San Jose,
USA

Improvision, Coventry, GB

Carl Zeiss, Jena

Applied Imaging Inc., San Jose,
USA

Nikon, Disseldorf

Thermo Electron, Waltham, USA
Tree Star Inc, Ashland, USA

Olympus Optical, Hamburg
BD Biosciences, Heidelberg
Biometra, Géttingen

Carl Zeiss, Jena

Nalgene, Hereford, UK
Bio-Rad, Miinchen

YSI Inc., Yellow Springs, USA
Carl Zeiss, Jena

Olympus, Hamburg

DASGIP, Jiilich

Mikrom, Walldorf

Eppendorf, Hamburg

Thermo Electron, Waltham, USA
Leitz, Wetzlar

AppliSens, Schiedam, NL
Eppendorf, Hamburg

Brand, Wertheim

Eppendorf, Hamburg

Bio-Rad, Miinchen

Philips

Millipore, Schwalbach
Mettler Toledo.Giessen
Bellco, Vineland, USA

Wheaton, Millville, USA

Corning, Wiesbaden

Thermo Electron, Waltham, USA
Thermo Electron, Waltham, USA
Biometra, Géttingen

Eppendorf, Hamburg

Thermo Electron, Waltham, USA
Heidolph Instruments, Schwabach
Brand, Wertheim

Scientific Industries, Bohemia,
USA
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Waagen

Wérmeplatte
Wasserbad
Wippschdittler
Z&hlkammer
Zellkultur-Kuhlzentrifuge

Grobwaage BL610
Analysenwaage LA310S
0OTS40

WS10
Fusch-Rosenthal
Megafuge 1.0R

Sartorius, Géttingen

Medite, Burgdorf
Memmert, Schwabach
Edmund Buhler, Tibingen
Faust, Halle

Thermo Electron, Waltham, USA
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9.3 Chemikalien

Chemikalie

1kb plus DNA Leiter
2-Mercaptoethanol

6x DNA Laufpuffer
Accustain

Accutase Il

Agarose, PegGold Universal
Bactotrypsin

Blue Alkaline Phosphatase Substrate Kit
Borax

BrdU

Chloroform

Colcemid

DAPI

DEPC

DMEM

DMEM ohne Kalziumchlorid
DMSO

DTT

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS)
dNTP

EDTA

Eisessig

Ethanol

Ethidiumbromid

Expand Reverse Transcriptase
FGF-2

Fluorescein

FCS

FCS, definiert
Glutaraldehyd

Glycerol

HCI

Hoechst 33258

Gelatine Typ A

Isopropanol

Kaliumchlorid
Knockout-DMEM
Knockout-Serum Replacement
Kollagenase Typ IV
Kristallviolett

LIF (ESGRO)

L-Glutamin
Magnesiumchlorid

Matrigel

Methanol

Minimum Essential Medium Eagle, Spinner
Modification

Mowiol

Hersteller, Ort

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Fermentas, St. Leon-Rot

Sigma, Deisenhofen

PAA, Pasching, Osterreich

PeqgLab, Erlangen

BD Bioscience, Heidelberg
Vector Laboratories, Burlingame, USA

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Fluka, Seelze
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Roche, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe
Roche, Mannheim
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Roche, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Hyclone, Logan, USA
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Chemicon, Hofheim
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

BD Bioscience, Heidelberg

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
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Mycoplasma Plus PCR Primer Set
Natriumacetat
Natriumhydrogencarbonat
Natriumpyruvat
Nicht-essentielle Aminoséuren
Oligo-(dT),5-Primer
Paraformaldehyd
RepelSilane

Reverse Transkriptase
RNase-free DNase Set
RNase Inhibitor

RNeasy Kit

Saccharose

SYBR Green |
Taqg-Polymerase

Tissue Tek

Tris-HCI

Triton-X100

Trizol

Trypan-Blau
Trypsin-EDTA (10x)
Zitronenséaure

Stratagene, Amsterdam, NL
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Roche, Mannheim
Sigma, Deisenhofen

GE Healthcare, Freiburg
Roche, Mannheim
Qiagen, Hilden

Roche, Mannheim
Qiagen, Hilden

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Sakura, Zoeterwoude, NL
ICN Biomedicals, Eschwege
Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
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9.4 Priméare Antikorper
Antigen | Antigen-Beschreibung Art Verdiin- Besonderheiten Hersteller
nung Ort
Entoderm-assoziiert
Alpha- (Foetale Leber, . Dako
Fetoprotein | foetaler Intestinaltrakt, Kanlln((;hen 1:200 Triton-X100 Cytomation
(AFP) embryonaler g Hamburg
Dottersack)
Uridin-Derivat, das Triton-X100, Becton
anstelle von Thymidin in Maus ) : o
BrdU . : ; 1:33 Denaturierung Dickinson
die DNA inkorporiert [s[€}
der DNA San Jose, USA
werden kann
. Mesoderm-assoziiert Kaninchen ] . Chemicon
Desmin (Muskelzellen) IgG 1:100 Triton-X100 Temecula, USA
Pluripotenz-assoziierter | Kaninchen ] . Chemicon
Nanog Transkriptionsfaktor polyklonal 1:5000 Triton-X100 Temecula, USA
Pluripotenz- iiert Kaninchen Santa Cruz
Oct-4 uripotenz-assoziierter 1:400 Triton-X100 Santa Cruz,
Transkriptionsfaktor IgG
USA
Pluripotenz-assoziiertes
Oberfldchenantigen
SSEA-1 (E:‘Jfrme . Maus 1:80 DSHB
erenzierungs- IgM ' lowa City, USA
assoziiertes
Oberfldchenantigen
(humane ES Zellen)
Pluripotenz-assoziiertes Maus Chemicon
Tra-1-60 Oberflachenantigen 1:500 Lebendférbung
IgM Temecula, USA
(humane ES Zellen)
Pluripotenz-assoziiertes Maus Chemicon
Tra-1-81 Oberflachenantigen 1:500 Lebendférbung
IgM Temecula, USA
(humane ES Zellen)
Zytokeratin Ektoderm-assoziert MauslgG 1:200 Triton-X100 Chemicon

(Epithel)

Temecula, USA
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9.5 Sekundare Antikorper

Konjugat Art Verdiinnung Hergtrttaller
Cy3 Ziege anti-Maus IgM+IgG 1:500 JaCkil\cl)zsltmG”r]s:; TJZS:arCh
Cy3 Ziege anti-Kaninchen IgG 1:200 JaCkfl\cl)zsltmGn:s:; TJZS:arCh
Cy5 Ziege anti-Maus IgM 1:500 JaCkil\cl)zsltmG”r]s:; TJZS:arCh
FITC Ziege anti-Kaninchen IgG 1:200 JaCkil\cl)zsltmG”r]s:; TJZS:arCh
Rhodamin Ziege anti-Maus IgG 1100 Jackson Immuno Research

West Grove, USA
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9.6 Primer
) Annealing- Kl\gagcl:r-\- Lir;gsje Schmelzpunkt
Primer Sequenz (5’—3’) Tem(eg;atur Zyklen tration Produkts des F(’:gt):lukts
(mM) (bp)
Fetohp?;)tein FRV\\; ¢CG)CC):ZISAG;§2$$GGAA;§::¢§ 60 38 1.5 200 85,5
PAn | CooAGoATICoATACCCA | B | | 18 | o o
AR | GAGOTOGARGCAGCOGTE | w0 | s | e o
hGAPDH | e oanaT 58-64 30 15 213 86,5
Na09 | Ly PTCTIGACTGRGACCTIAT @ | e | s | s w2
eS| L CGAGTOCTEGATTTCCTICE S B T
oo | "\ CreacaceeeTachemeonn | 0| | 1| e 9.0
RO | oy CAGCATCCTARCAGCTCGOAGRAT | | % | 18 | %09 o7,
hvimentin | 1 GO SACETTACO G oAGaAS 64-66 3 15 200 915
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Lésungen

Lésungen fir die Zellkultur

CM (Konditioniertes Medium)

50 ml hES-Zellmedium ohne FGF-2 pro 10°® mitotisch inaktivierte Fibroblasten
Inkubation (iber Nacht bei 37°C, 5% CO,

Am Folgetag Abnahme und Filtration des Mediumtiberstands

Lagerung bei -20°C

Vor Gebrauch Zugabe von 4ng/ml FGF-2

EB-Medium

Gelatine

FCS 20%
Nicht-essentielle Aminoséduren 1%
L-Glutamin 1mM
in Knockout-DMEM

Gelatine Typ A 0,1%

in ddH,O (Millipore, steril)

Zur Beschichtung wurden die Schalen flir mindestens 20 Minuten inkubiert.

hES-Gefriermedium

in Knockout-DMEM
Sterilfiltrieren

DMSO 10%
FCS, definiert 20%
in Knockout-DMEM

hES-Zellmedium
Knockout-Serum Replacement 20%
Nicht-essentielle Aminosduren 1%
L-Glutamin 1mM
2-Mercaptoethanol 0,1mM
FGF-2 4ng/ml
in Knockout-DMEM

hES-Zellmedium ohne FGF-2
Knockout-Serum Replacement 20%
Nicht-essentielle Aminosduren 1%
L-Glutamin 1mM
2-Mercaptoethanol 0,1mM
in Knockout-DMEM

Kollagenase
Kollagenase Typ IV 1mg/ml
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Matrigel

Matrigel 3,3%

in Knockout-DMEM

Zur Beschichtung wurden die Schalen entweder 2 Stunden bei Raumtemperatur oder tber
Nacht bei 4°C inkubiert.

MEF-Gefriermedium

DMSO 20%
FCS 20%
in DMEM
MEF-Medium

FCS 10%
Natriumpyruvat 1%
Nicht-essentielle Aminoséduren 1%
in DMEM

MES-Gefriermedium

DMSO 10%
FCS 15%
in DMEM

MES-Zellmedium

FCS 20%
LIF 108U/
Nicht-essentielle Aminosduren 1%
L-Glutamin 1mM
2-Mercaptoethanol 0,1mM
in DMEM

Trypsin-EDTA 1x

Trypsin-EDTA (10x) 10%
in PBS

Trypsin-EDTA 1,5x

Trypsin-EDTA (10x) 15%
in PBS

9.7.2 Losungen fir die Bakterienkultur

LB-Medium (pH 7,5)

Trypton 109/l
Hefeextrakt 5g/l
Natriumchlorid 5g/l

Ampicillin 25ug/ml
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9.7.3 Losungen fir analytische Methoden
9.7.3.1 Zellzahlbestimmung

Kristallviolettlosung

Kristallviolett 0,1%
Triton 0,1%
Zitronenséure 0,1M

in ddH20 (Millipore)

9.7.3.2 Immunzytochemie

Blockierungslésung 1

FCS 5%
in PBS

Blockierungslésung 2

FCS 5%
Triton-X100 0,1%
in PBS

Boratpuffer (pH 7,5)

Borax 0,1M
in ddH,O (Millipore)

Mowiol
Glycerol 6g
Mowiol 2,499
0,2M Tris-HCI (pH 8,5) 12ml

in 6 ml ddH,O (Millipore, steril)

PFA

Paraformaldehyd 4%
in PBS

Saccharoselésung

Saccharose 30%
in PBS

9.7.3.3 RNA-Isolierung und PCR

Agarosegele

PeqGold Universal Agarose 1%
Ethidiumbromid 10pg/mi
in TAE (pH 7,8)



Anhénge

141

DEPC-Wasser

DEPC 0,2%
in ddH,O (Millipore)

Uber Nacht geéffnet unter den Abzug stellen, am Folgetag autoklavieren.

TAE (pH 7,8)
Tris-HCI 40mM
Natriumacetat 5mM
EDTA 1mM
in ddH,O

9.7.3.4 Karyotypisierung

Fixativ
Methanol 75%
Eisessig 25%
Giemsa-L6sung

Accustain 5%
in ddH20 (Millipore)

KCI-L6sung

Kaliumchlorid 0,075M
in ddH,O (Millipore)
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