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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, neue Strategien zur funktionserhaltenden Kryokonservierung von differen-
zierten Immun- und differenzierbaren Stammzellen im Hinblick auf eine standardisierte therapeuti-
sche Verwendung zu entwickeln. Dazu wurden die dreidimensionale Struktur von humanen embryo-
nalen Stammzell (hESC) Kolonien und der Einfluss der notwendigen Mausfibroblasten untersucht.
Auch wurden die Effekte unterschiedlicher Zellpraparationen, der Zell-Substrat-Adhdsion und ver-
schiedener Kiihlraten auf die Membranintegritdt von hESCs wahrend der Kryokonservierung eva-
luiert. Innovative Mikroskopiemethoden erméglichten die Untersuchung der Mechanismen, die wah-
rend des Einfrierens mit reduzierter DMSO-Konzentration und in serumfreien Medien auf die
Stammzellen wirken.

Mit diesen Erkenntnissen wurde ein oberflaichenbasiertes, serumfreies Vitrifikationsprotokoll etab-
liert, das die Vitalitat und Pluripotenz nahezu vollstandig erhalt und fir die Kryokonservierung einer
groRen Anzahl an hESCs geeignet ist. Weiterhin wurde ein proteinfreies, chemisch definiertes Kryo-
medium gefunden, das die Eigenschaften und Funktion von adulten Stammzellen, sowie von Immun-
zellen aus dem Blut auch wahrend einer Langzeitlagerung konserviert.

Um eine sichere Aufbewahrung der Proben technisch zu gewahrleisten, wurde ein neues Kryordhr-
chen, das die Speicherung der Probeninformation mittels integrierten Speicherchips direkt an den
Zellen ermdglicht, auf Funktionalitatserhalt und Uberlebensrate der Zellen evaluiert.

Abstract

Aim of this work was the development of new strategies for the cryopreservation of differentiated
blood cells and human stem cells that still can evolve into various cell types with regard to standar-
dized, therapeutic applications. Therefore, the three-dimensional structure of human embryonic
stem cell (hESC) colonies and the influence of murine embryonic fibroblasts, necessary for a stable
cultivation of hESCs, were investigated. Additionally, the effect of cell preparation methods, cell-
substrate-contact, and different cooling rates on membrane integrity of hESCs was analyzed. Innova-
tive optical methods enabled the observation of damage mechanisms during cryopreservation of
cells with reduced DMSO concentration as well as in serum-free media.

Based on these results, a surface-based and serum-free vitrification protocol maintaining viability
and pluripotency could be established for the bulk cryopreservation of hESCs. Furthermore, use of a
protein-free and fully chemically defined cryopreservation medium resulted in preserved cell func-
tion and cell characteristics for different human adult stem and blood cells, even after long-term
storage.

To provide technology for a safe and controlled storage of biological material, a new cryovial was
evaluated that allows data storage of sample information directly connected to the cells. For this, cell
functionality and viability were investigated after cryopreservation in these cryovials.



EinfUhrung

2. Einfiihrung

Die Zelle ist die kleinste lebensfdhige und funktionelle Einheit aller Lebewesen. Ein erwachsener
Mensch besteht aus 100 Billionen (10') Zellen, die sich in tiber 200 unterschiedliche Zelltypen auf-
teilen. Jede Zelle des menschlichen Korpers wird durch ihre spezifische Funktion definiert, die durch
das biologische Milieu und das Genom der Zelle geprdgt wird: so transportieren Erythrozyten
Sauerstoff von der Lunge in jeden Teil des Kérpers und ermoglichen Neuronen die Erregungsleitung
innerhalb des Korpers. Nur diese Spezialisierung ermoglicht den Aufbau eines funktionierenden mul-
tizelluldren Organismus. Fiir die Funktionalitdt einer Zelle besitzt die Zellmembran eine entschei-
dende Bedeutung. Sie bildet einen abgeschlossenen Reaktionsraum, das Zytoplasma, in dem der
Zellmetabolismus und die Proteinsynthese stattfinden konnen. AuRerdem kénnen sich durch diese
semipermeable Barriere Konzentrationsgradienten aufbauen, die das Ausbilden eines Membranpo-
tentials und somit die Funktion von z.B. Neuronen und Herzmuskelzellen erméglicht. Zusatzlich be-
finden sich auf und in der Membran Rezeptoren und lonenkanale, die eine Signaltransduktion und
somit eine Reaktion der Zelle auf duere Einfliisse gewahrleistet. Auch fiir viele Zellcharakteristika,
wie zum Beispiel Zellteilung, Zellbewegung und Zelladhasion ist die Membranfunktionalitdt entschei-
dend.

Alle unterschiedlichen Zelltypen entstehen aus nur einer einzigen Ausgangszelle: der befruchteten
Zygote. Im Blastozystenstadium enthédlt diese sogenannte embryonale Stammzellen (hESCs), die
durch asymmetrische Teilung Tochterzellen bilden, aus denen Zellen aller drei Keimblatter (Reubinoff
et al., 2000; Odorico et al., 2001) und somit alle Zellen des Kdrpers entstehen kdnnen (Pluripotenz).
AulRerdem besitzen sie das Potential zur Selbsterneuerung und eine hohe Telomeraseaktivitat, wo-
durch sie sich prinzipiell unbegrenzt vermehren kénnen. Durch diese Eigenschaften stehen Stamm-
zellen seit der ersten Isolierung von hESCs 1994 (Bongso et al., 1994) und der Etablierung einer
permanenten Kultur 1998 (Thomson et al., 1998) im Mittelpunkt der Forschung und stellen eines der
vielversprechendsten Gebiete der Biotechnologie dar. Dabei wachsen hESCs in vitro in dreidimensio-
nalen, eng gepackten Zellkolonien, die normalerweise 3x10* bis 5x10* Zellen enthalten (Hunt, 2007)
und werden auf einem Monolayer aus mitotisch inaktivierten, embryonalen Mausfibroblasten
(PMEF) kultiviert, um die Pluripotenz der Zellen zu erhalten.

Durch das aulRergewdhnliche Potential der hESCs riickt eine mdgliche Entwicklung neuer Methoden
zur Reparatur oder zum Ersatz von Zellen und Geweben, die durch Verletzungen oder Krankheiten
geschadigt wurden, in greifbare Ndhe (Daley et al., 2003; Henningson et al., 2003). Somit kdnnten mit
Hilfe der Stammzelltherapie in Zukunft ernste Erkrankungen, wie zum Beispiel Herzischdmie oder
Morbus Parkinson behandelt werden (Lerou und Daley, 2005; Cohen et al., 2006).

Eine direkte Transplantation dieser Zellen ist aufgrund ihres tumorbildenden Potentials und der not-
wendigen Co-Kultur mit murinen Fibroblasten allerdings nicht mdglich (Thomson et al., 1998). AulRer-
dem werden die Zellen nicht als korpereigen erkannt, so dass es zu AbstoBungsreaktionen kommen
wirde und die Patienten ihr Leben lang Immunsuppressiva mit starken Nebenwirkungen einnehmen
missten. Ihre Kultivierbarkeit und ihre Fahigkeit, sich in jeden somatischen Zelltypen zu entwickeln,
macht sie aber zu einer idealen Quelle fiir Zellersatztherapien und zu einem optimalen Modellsystem
fir toxikologische Screenings. Zusatzlich zur kontrollierten Differenzierung der Zellen bendtigen
kommerzielle Anwendungen von hESCs wie zum Beispiel im Bereich der Medikamentenentwicklung
eine Hochskalierung der aktuellen Prozessierungsmethoden: ein Gebiet, das nicht nur hohe Anforde-
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rungen an die Bioprozesstechnik, sondern auch an die Produktion von Zellen stellt, die fir einen
kommerziellen Nutzen geeignet sind (Thomson, 2007).

Allerdings ist es notwendig, fiir die Erzeugung von hESCs Embryonen zu zerstoren, daher unterliegt
die Forschung mit diesen Zellen in vielen Landern, auch in Deutschland (Embryonenschutzgesetz,
ESchG), strengen ethischen Beschrdankungen. So wurden auch alle in dieser Arbeit dargestellten Ver-
suche mit hESCs gemal der 16. und 44. Genehmigung des Robert-Koch-Instituts (§6 des Stammzell-
gesetzes, StZG) durchgefiihrt. Alternativ kdnnten induziert pluripotente Zellen (iPS) eingesetzt wer-
den, die aus somatischen Zellen von Spendern gewonnen und reprogrammiert werden. Diese zeigen
jedoch ebenfalls, wie embryonale Stammzellen, die Fahigkeit zur Teratombildung. Aullerdem enthal-
ten sie aufgrund der Nutzung von Lenti- oder Retroviren bei der Reprogrammierung Transgene, die
bei einer Reaktivierung zu einer Tumorgenese fihren kénnten (Okita et al., 2007).

Auch im adulten Korper befinden sich noch Stammzellen, die aus Knochenmark, Fettgewebe oder
Nabelschnurblut isoliert und fir mehrere Passagen kultiviert werden kénnen (Asahara et al., 1997).
Diese Zellen gelten als multipotent, kdnnen also vor allem Zellen ihres Ursprungsgewebes bilden und
sorgen dadurch in einem spezifischen Bereich des Korpers fiir die Zellerneuerung bzw. die Regenera-
tion nach Verletzungen (Watt und Hogan, 2000; Schéler, 2007). Diese urspriingliche Definition wird
allerdings in den letzten Jahren kontrovers diskutiert, da mehrfach auch die Transdifferenzierung
adulter Stammzellen in Zelltypen eines anderen Keimblattes beobachten wurde (Wagers und
Weissman, 2004; Phinney und Prockop, 2007). Dies wiirde ein deutlich groReres Potential dieser Zel-
len implizieren und kdnnte zu einer Erweiterung ihrer therapeutischen Anwendbarkeit fihren.

Da adulte Stamm- und Vorlauferzellen ohne groRe Schadigungen fiir den Spender entnommen wer-
den konnen, ist die Forschung mit diesen Zellen nicht signifikant beschrdnkt. Die therapeutische
Verwendung adulter Stammzellen kombiniert die Vorteile einer kérpereigenen (autologen) Zellquelle
mit dem Differenzierungspotential multipotenter Stammzellen, so dass keine zusatzliche Behandlung
der Patienten mit Immunsuppressiva notig ist. Daher kénnten bei einer Vielzahl an Krankheitsbildern,
wie z.B. bei Knorpelschaden oder Myokardinfarkt, adulte Stammzellen aus Gewebe des Betroffenen
isoliert, diese in vitro in den bendétigten Zelltyp differenziert und wieder in den Patienten retransplan-
tiert werden, ohne dass eine Immunreaktion zu erwarten ist. Verschiedene Ansitze dazu werden
derzeit in klinischen oder praklinischen Studien getestet (Korbling und Estrov, 2003). Allerdings kon-
nen nur geringe Zellmengen durch ein meist invasives Verfahren isoliert werden und die Zellcharak-
teristika variieren von Spender zu Spender. Die Transplantation von hamatopoetischen Stammzellen
und Knochenmarkstransplantationen werden bereits routinemalig durchgefihrt, um Patienten mit
Leukdmie oder anderen Krankheiten des Blut- und Immunsystems zu behandeln (Goldman et al.,,
1988; Stuart, 1993). Dabei wird, bei Ubereinstimmung der HLA-Typen, auch eine Ubertragung der
Zellen auf vom Spender unterschiedliche Patienten durchgefiihrt.

Insgesamt kénnen also alle Zelltypen im Korper in zwei groRe Gruppen eingeteilt werden: in differen-
zierbare und differenzierte Zellen.

Eine Langzeitkultivierung kann die Zellcharakteristik verandern und erhéht das Risiko einer Kontami-
nation mit Viren und Mykoplasmen. Zusatzlich ist bei adulten Stammzellen wahrend der Kultivierung
ex vivo eine sogenannte Seneszenz, d.h. die Alterung der Zellen zu beobachten (Bonab et al., 2006).
Dies stellt die Stammzellforschung vor erhebliche Probleme, da ein gut definierter und sicherer Be-
stand von therapeutisch relevanten Stammzellen entscheidend ist, um standardisierte und reprodu-
zierbare Resultate erzielen zu kénnen (Stacey, 2008). Zusatzlich ist flr zukiinftige Therapieansatze
eine standige Verfligbarkeit an qualitativ hochwertigen Stammzellen oder daraus abgeleiteten Zellen
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notig (Gearhart, 1998). Auch fir die retrospektive Untersuchung von Patientenproben ist die sichere
Aufbewahrung von biologischem Material von entscheidender Bedeutung, um Riickschlisse auf ei-
nen Krankheitsverlauf zu ermdéglichen bzw. Medikamententests an spezifischem Probenmaterial
durchfiihren zu kénnen.

Der Aufbau von Biobanken fiir die Konservierung von Stammzell- bzw. Patientenproben wiirde eine
Losung fiir dieses Problem darstellen, da eine kryogene Lagerung der Zellen unterhalb der Glastber-
gangstemperatur von -130 °C eine dauerhafte Konservierung der Zellen ohne Vitalitatsverluste und
genetische Veranderungen der Proben ermoéglicht, indem Stoffwechsel und chemische Reaktionen
nahezu eingestellt werden (Mazur et al., 1972; Friedler et al., 1988). Unter der Voraussetzung einer
gleichbleibenden, ionisierenden Hintergrundstrahlung von 0,1 rd/Jahr konnte Mazur fur M&use-
oozyten berechnen, dass erst nach 200 Jahren Lagerung bei -196°C eine Schadigung der Zellen
auftreten wiirde (Mazur, 1980). Aber die Etablierung von sicheren Lagerbedingungen von gut
charakterisierten Stammzellen und von Einfrierprotokollen fiir eine zuverlassige Reaktivierung von
Stammzellen steht noch ganz am Anfang.

Bei vielen ausdifferenzierten Zellen ermdglicht der aktuelle Stand der Einfriermethoden bereits eine
gute Konservierung der Funktionalitat und Vitalitat. Allerdings sind die momentan angewandten
Methoden zur Kryokonservierung von hESCs nicht standardisiert und besitzen nur eine geringe Effi-
zienz: so garantieren selbst kommerzielle Stammzellanbieter wie das WiCell Research Institute nur
eine Ausbeute von 0,1-1% und die Reproduzierbarkeit dieser Ergebnisse ist sehr gering. AuRerdem
benétigen hESCs unter normalen Bedingungen den Zell-Zell-Kontakt untereinander zum Uberleben.
Daher werden sie auch, im Gegensatz zu permanenten Zelllinien, als dreidimensionale Koloniefrag-
mente kryokonserviert. Doch durch diese Struktur kann eine optimalen Warmeleitung und Diffusion
der Kryoprotektiva zwischen dem Kolonieinneren und —aulReren nur schwer erreicht werden (Mazur
et al., 1972; Pegg, 2001). Dies erhoht das Risiko einer Eiskristallbildung innerhalb der Kolonie und
flihrt damit zum Aufsprengen der Zell-Zell-Kontakte und betrdchtlichen Zellschadigungen. Zusétzlich
ist der Einfluss der PMEF-Zellen auf die Koloniestruktur und Stammzellmorphologie noch nicht ver-
standen.

Obwohl vor allem adulte, hamatopoetische Stammzellen, aus denen sich Blutzellen bilden, zur Be-
handlung von Leukamiepatienten bereits haufig erfolgreich eingesetzt werden, sind Knochenmark-
banken hauptsachlich virtuell aufgebaut und speichern Informationen beziiglich der HLA-Typisierung
moglicher Spender, anstatt die bendtigten hamatopoetischen Stammzellen selbst zu lagern. Nabel-
schnurblutbanken sind weiter verbreitet und werden auch kommerziell betrieben, so dass Patienten
die Moglichkeit gegeben wird, autologe Stammzellen fiir den Fall zu lagern, dass diese zur Behand-
lung einer Erkrankung bendtigt werden. Auch der Aufbau von Biobanken zur Aufbewahrung von zum
Beispiel Tumormaterial fir retrospektive Untersuchungen gewinnt immer mehr an Bedeutung.

Allerdings basieren aktuelle Kryoprotokolle auf der Verwendung von DMSO in einer hohen
Konzentration (normalerweise 10%) und tierischem Serum (FBS) als Kryoprotektiv, um eine tédliche
Eiskristallbildung in den gefrorenen Zellen zu vermeiden. Die Verwendung von FBS ist jedoch ein
standiger Kritikpunkt der zustandigen Regulierungsbehorden (Korhonen, 2007), da es die Gefahr mit
sich bringt, potentiell infektiose Viren und Erreger auf den Menschen zu tibertragen (Will et al., 1996;
Bradley, 2004). Zusétzlich kann eine Ubertragung von Pathogenen zwischen den Proben durch den
flissigen Stickstoff wahrend der Lagerung nicht ausgeschlossen werden (Bielanski et al., 2003;
Hubalek, 2003). FBS enthadlt auRerdem eine natirliche und undefinierte Mischung aus
Wachstumsfaktoren, Hormonen und N&hrstoffen, die das Uberleben und die Proliferation der Zellen
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beeinflussen. Die schwankende Zusammensetzung dieses Naturproduktes macht daher eine stan-
dardisierte Zellpraparation und Lagerung fast unmoglich. Deshalb sind serum- oder proteinfreie
Einfrier- und Zellkulturbedingungen fiir eine spatere therapeutische Anwendung und retrospektive
Untersuchungen dringend erforderlich. Auch mussen kurz- sowie mittelfristige Effekte des Einfrierens
auf die zellularen Eigenschaften noch untersucht werden.

Zusatzlich bestehen noch einige offene Fragen beziiglich der Wirkung von DMSO auf die Zellen, da
DMSO bei falscher Anwendung zum Zelltod wahrend des Einfrierens oder Auftauens fihren kann.
Dariliberhinaus wurde wiederholt gezeigt, dass DMSO per se im Verdacht steht, eine Differenzierung
von Stammzellen auszuldsen (Adler et al., 2006). Daher ist es von groRRer Bedeutung, DMSO durch
Kryomedien mit einer geringeren zelluldaren Toxizitat zu ersetzen. In diesem Zusammenhang wurde
bereits in Studien berichtet, dass kleinere Molekile wie Sorbitol oder 1,6-Anhydroglukose die Pro-
teinstruktur stabilisieren kénnen und damit die Uberlebensrate der Zellen nach dem Auftauen ver-
bessern (Noventa-Jordao et al., 1999). Dies eroffnet Ansatzpunkte flir eine Reduzierung der DMSO-
Konzentration.

Auch wahrend der Kryokonservierung tGbernimmt die Zellmembran entscheidende Schutzfunktionen
der intrazellularen Strukturen gegen Schadigungen durch Eiskristallbildung und fungiert als Barriere
gegen hohe Konzentrationsschwankungen. Auf sie wirken beim Einfrieren und Auftauen starke me-
chanische und osmotische Krafte, so dass die Phospholipid-Doppelschicht und die darin integrierten
Membranproteine und Rezeptoren bei einer suboptimalen Kryokonservierung erheblich geschadigt
werden kdnnen. Durch den Verlust der Membranintegritat kann es zu einer signifikanten Abnahme
der Vitalitdit kommen. AuBerdem konnen Strukturveranderungen der Rezeptoren und lonenkanale
sowohl die Funktionalitat der Zelle als auch die Signaltransduktion beeinflussen. Aus diesem Grund
wurde in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe innovativer Mikroskopiemethoden ein grofes Augenmerk
auf die Membranstruktur und deren Funktionalitadt gelegt.

Ziel dieser Arbeit war es daher, die Probleme bei der Kryokonservierung von hESCs zu verstehen,
indem die dreidimensionale Koloniestruktur und die Interaktion der fir die Kultur notwendigen
PMEF mit den hECS untersucht werden. Um die Konservierung dieser Zellen zu verbessern, sollten
zunachst enzymatische und mechanische Ablésemethoden im Bezug auf die Schadigungen der
Membranintegritat und Adhasionsfunktionalitat verglichen werden. Zusatzlich sollten neben etab-
lierten Kryoprotokollen fir Zellen in Suspension auch oberflaichenbasierte Techniken zur Lagerung
der komplexen hESCs untersucht werden. Das adharente Einfrieren bringt den Vorteil, dass die Zell-
Zell- und Zell-Substrat-Verbindungen der Zellen und Kolonien wahrend des Einfrier- und
Auftauprozesses in ihrem physiologischen Zustand, adhadrent auf der Oberflache, verbleiben und
somit Stressreaktionen minimiert werden (Hornung et al., 1996).

Zusatzlich sollten neue Moglichkeiten zur Vermeidung von tierischen Bestandteilen wahrend der
Kultivierung und Kryokonservierung erarbeitet werden, um eine standardisierte Lagerung und spa-
tere medizinische Verwendung der Zellen zu erméglichen. Diese Untersuchungen fokussierten sich
dabei sowohl auf die Effekte einer xenofreien als auch einer DMSO-reduzierten Kryokonservierung
auf die Membranintegritdt und Zellfunktionalitat.

Dazu wurden neben Langzeituntersuchungen auch Kristallisationsprozesse wahrend des Einfrier- und
Auftauvorgangs mit unterschiedlichen kryoprotektiven Substanzen untersucht. Dies soll das Ver-
standnis der optimalen Lagerbedingungen sowie die daraus resultierenden Auswirkungen auf die
Zellen erhéhen. Um dies zu ermoglichen, wurde neben einem neuartigen kryomikroskopischen Auf-
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bau in Verbindung mit Multiphoton-Laser-Raster-Mikroskopie auch ein paralleles Videomikroskopie-
system und elektronenmikroskopische Methoden verwendet.

Um die Ergebnisse sowohl auf ein moglichst breites Spektrum an Zellen Gbertragen zu kénnen und
die Erkenntnisse statistisch abzusichern, sollten die Untersuchungen zuséatzlich an primaren Suspen-
sionszellen aus dem Blut durchgefiihrt werden, so dass alle moéglichen Zellgruppen (differenzierbar
und differenziert) und Adhéasionszustdande (nicht adharent, adharent als Monolayer und adharent als
dreidimensionale Kolonien) in einem integrierten, systematischen Ansatz berlicksichtigt werden
konnten.

Zellen aus dem peripheren Blut (PBMCs) sind ein wichtiges Instrument in der Impfstoffforschung und
in epidemiologischen Studien. In T-Zell-basierten Nachweismethoden wird die spezifische Reaktivitat
dieser Zellen auf Antigene als Indikator fiir die Effektivitdt von Impfstoffen oder die Evolution von
Krankheiten genutzt. Auch retrospektive Untersuchungen und Multicenter-Studien machen die Ent-
wicklung von standardisierten, langzeitstabilen und effizienten Kryoprotokollen in diesem Bereich
notwendig. Die ethisch unbedenkliche Gewinnung der Zellen von einer Vielzahl unterschiedlicher
Spender und die Moéglichkeit zur hochsensiblen Bestimmung von Funktionalitdtsanderungen bereits
bei geringsten duBeren Einflissen, macht dieses Zellsystem zu einem optimalen Modell und ermog-
licht eine statistischen Absicherung der Ergebnisse.

Neben Protokollen zu einer sicheren und verlustfreien Aufbewahrung ist fiir eine funktionierende
Kryobank auch die technische Wiederauffindbarkeit und Nachverfolgung jeder einzelnen Probe ein
entscheidender Aspekt. Da heutige Kryobanken diese Verwechselungssicherheit und Kontrolle aller-
dings nicht vollstandig gewahrleisten konnen, wurde ein neues Kryosubstrat mit integriertem Daten-
speicherchip entwickelt, das auch bei Tieftemperatur seine volle Funktionalitat besitzt (Ihmig et al.,
2009). Dieses Substrat ermoglicht eine Speicherung der Probeninformation und Bearbeitungsproto-
kolle gemeinsam mit den Zellen im Kryotank, zusatzlich ist durch Kombination mit einer entspre-
chenden Lagerungstechnologie und Tankinfrastruktur eine permanente Positionsbestimmung der
Proben gewahrleistet. Eine kommerzielle Verbreitung dieser Substrate benétigt allerdings zunachst
eine genaue Uberpriifung der Materialeigenschaften und eine Bestitigung der Biokompatibilitat.
AulRerdem muss sichergestellt werden, dass der Einsatz der neuen Substrate die Zelleigenschaften
nicht beeinflusst. Dazu sollten in dieser Arbeit neben materialwissenschaftlichen Untersuchungen
auch die Vitalitat, die Riickgewinnung der Zellen und der Funktionalitdtserhalt mit Hilfe von immu-
nologischen Untersuchungen an PBMCs bestimmt werden.

Die systematischen Analysen in dieser Arbeit, basierend auf mehreren differenzierbaren Stammzell-
typen und differenzierten Zellen des Immunsystems mit therapeutischer Relevanz, sollten die
Erstellung neuer Konzepte und Methoden fiir die standardisierte und langzeitstabile Ablage von Zel-
len in Biobanken vorbereiten. Es war der Anspruch, dass die hier entwickelten Protokolle und Techni-
ken fir zukiinftige Biobanken eine fundierte Grundlage darstellen, um stammzellbasierte Therapien
und T-Zell-basierte Nachweismethoden effektiv und sicher zu gestalten.

10



Grundlagen 3.1 Zellschadigungen beim Einfrieren und Auftauen

3. Grundlagen

3.1 Zellschiadigungen beim Einfrieren und Auftauen

Tierische Zellen sind von Natur aus nicht in der Lage, kryogene Temperaturen zu (berleben. Wird
eine wassrige Losung abgekihlt, so bilden sich Eiskristalle aus reinem, kristallinem Wasser (Nuklea-
tion). Die Nukleation stellt dabei einen stochastischen Effekt dar, wobei die Wahrscheinlichkeit der
Eiskristallisation mit der Temperaturabnahme und dem Volumen zunimmt. Dies flihrt dazu, dass in
den meisten Fallen die Nukleation im Extrazelluldrraum beginnt, nicht innerhalb der Zelle. Da Eis na-
hezu kein Potential besitzt, Stoffe zu |6sen, erhéht sich wahrend der fortschreitenden Eiskristallisa-
tion bestandig die Osmolaritdt in der verbleibenden, flissigen Phase bis zum eutektischen Punkt
(Abbildung 1). An diesem Punkt geht die Losung direkt von der fllssigen in die feste Phase tber und
das komplette System ist kristallisiert.
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Abbildung 1: Darstellung der Liquiduskurve eines NaCl-H,O Phasendiagramms wdéhrend des Ein-
friervorganges (Abbildung verdndert aus Muldrew et al., 2004).

Die Pfeile kennzeichnen die Anfangskonzentration einer isotonischen (0,3M) bzw. dreifach isotonischen Lésung
(0,9M). Werden diese L6sungen abgekiihlt, bleibt die Zusammensetzung konstant, bis die Liquiduskurve erreicht
wird. Die Liquiduskurve trennt den Bereich der rein fliissigen Phase vom Bereich der fliissig-festen Mischphase.
Bei einer weiteren Temperaturabnahme folgt die Ldsung dem Kurvenverlauf und es kommt durch die
Eiskristallbildung zu einer Konzentrationszunahme bis zum Erreichen des Eutektischen Punktes bei -21,2 °C.

Die steigende extrazelluldre Stoffkonzentration resultiert in einer Dehydratation der Zelle, wodurch
sich die intrazelluldre Konzentration ebenfalls erhdht. Aus diesem Phdanomen leiteten vor allem Jim
Lovelock in den 1950er Jahren (Lovelock, 1953b; Lovelock, 1953a; Lovelock, 1954; Lovelock, 1955)
und Mazur et al. in den 1980er Jahre (Mazur et al., 1981; Mazur und Rigopoulos, 1983; Mazur und
Cole, 1985; Mazur und Cole, 1989) die beiden vorherrschenden Schadigungsmechanismen der Zellen
wahrend des Einfrierens ab:

(1 Mechanische Schadigungen durch die Bildung von Eiskristallen
(1 Osmotische  Schadigungen durch die erhohte Salzkonzentration (,solution
effects”)(Farrant, 1977)
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Grundlagen 3.1 Zellschadigungen beim Einfrieren und Auftauen

So kénnen wachsende Eiskristalle die Zellmembran (Takamatsu und Rubinsky, 1999) und intrazellu-
lare Organellen (Bischof und Rubinsky, 1993) schadigen, wahrend eine erhéhte Salzkonzentration zur
Denaturierung der intrazelluldaren Proteine fiihren kann. Durch die Eiskristallbildung wird der Zelle
Wasser entzogen, wobei ab einem kritischen Punkt auch die Hydrathiille der Membran und der Pro-
teine beeinflusst wird. Dies resultiert schliefllich in einem Funktionsverlust der Proteine, da deren
Tertidrstruktur nicht mehr aufrecht erhalten werden kann. Dabei zeigten Meryman et al., dass zum
Beispiel Saugetierzellen die Halfte ihres Wasseranteils verlieren kénnen, bevor es zu irreversiblen
Schadigungen kommt (Meryman, 1968; Meryman, 1970), Wolfe und Bryant postulierten sogar eine
mogliche Reduktion des Wassergehalts auf 10% (Wolfe und Bryant, 1999). Die Plasmamembran der
Zelle besteht aus einer Lipiddoppelschicht aus Phospholipiden mit einer hydrophilen Kopf- und einer
lipophilen Schwanzregion. Wird der Membran wahrend des Abkiihlens Wasser entzogen, riicken die
Kohlenwasserstoffketten aufgrund von hydrophoben Wechselwirkungen naher zusammen, da die
Wassermolekiile von Natur aus zwischen den Phospholipiden eingelagert sind. Dies fiihrt dazu, dass
die normalerweise flexible Zellmembran von der fllssigen in den gelartigen Aggregatszustand lber-
geht und an Beweglichkeit verliert (Williams et al., 1981). Sie ist damit wesentlich anfalliger gegen
mechanische Schadigungen, wobei nachgewiesen wurde, dass die haufigste Schwachstelle der
Membran an der Kontaktzone zwischen Phospholipiden und Membranproteinen liegt (Crowe et al.,
1984).

Da ein direkter Zusammenhang zwischen der Salzkonzentration und der Anzahl und GréRe der gebil-
deten Eiskristalle besteht, postulierte Mazur, 1963, dass eine ausreichend langsame Kihlrate und
eine ausreichend hohe Wasserpermeablitat der Zellmembran zur Vermeidung von intrazellularem Eis
flihren sollte. Dies fasste er in seiner ,Zwei-Faktor-Hypothese” zusammen (Mazur et al., 1972), in der
besagt wird, dass fir jeden Zelltyp eine optimale Kiihlrate existiert. Ist die Kihlrate zu langsam,
kommt es durch die starke Aufkonzentrierung der geldsten Stoffe im Extrazellularraum zu osmoti-
schen Schadigungen der Zellen. Ist sie allerdings zu schnell, verliert die Zelle zu wenig Wasser und es
bildet sich intrazelluléres Eis, das todlich fiir die Zellen ist (Abbildung 2).

Osmotische Schidigungen Intrazellulire Eiskristallbildung

Uberlebensrate

Optimale Kiihlrate

Langsam Schnell
Kiihlrate

Abbildung 2: Zwei-Faktor Hypothese nach Mazur et al., 1972 (Abbildung verindert aus Muldrew et al., 2004).

Dargestellt sind die sich (berschneidenden Schddigungsmechanismen mit langsamen (osmotische
Schddigungen) und schnellen Kiihlraten (intrazelluldre Eiskristallbildung) und die entsprechenden
Uberlebensraten.

Doch auch wahrend des Auftauprozesses kann es zu signifikanten Zellschadigungen kommen. Zum
einen schmelzen die Eiskristalle in einer Probe nur sukzessiv, so dass es phasenweise zu einer stark
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erhohten Stoffkonzentration innerhalb der Zelle kommt. Es folgt ein Wassereinstrom, der zur Lyse
der Zelle fihren kann, sollte die Zellmembran dem Druck nicht standhalten. Zum anderen entstehen
bereits beim Einfrieren intrazellular kleine Eiskristalle, die allerdings bis zu einer kritischen GroflSe
keine Schaden verursachen (Mazur, 1977). Wahrend der Erwdarmung kann es zum Wachstum und zur
Rekristallisation dieser Eiskristalle kommen. Aufgrund der energetisch giinstigeren Form kdnnen
diese beim Auftauen fusionieren und einen schadigenden Umfang einnehmen. Shaw et al., 1995,
konnten dabei zeigen, dass bis zu 100% der Probenverluste durch Bildung und Wachstum von Eis
wahrend des Auftauens verursacht wurden.

Um das Schmelzen der Eiskristalle und die Rehydratation der Membran und Proteine zu beschleuni-
gen, werden daher schnelle Auftauraten als vorteilhaft angesehen (Muldrew und McGann, 1994).

Die Lagerung der Zellen bei unter -80°C fuhrt dazu, dass nahezu keine biochemischen Prozesse mehr
ablaufen und die Zellen somit theoretisch unbegrenzt konservierbar sind. Bei dieser Temperatur sind
allerdings noch Rekristallisationsprozesse im Eis moglich, da noch eine Molekilbewegung des Was-
sers stattfinden kann. Aus diesem Grund sollten biologische Proben fiir eine langfristige Lagerung
unterhalb der Glaslibergangstemperatur von reinem Wasser von -130°C aufbewahrt werden
(Meryman, 1963). Bei diesen Temperaturen kdnnen theoretisch nur noch der Einfluss kosmischer
Strahlungen und mechanische Erschiitterungen zu einer Schadigung der Proben fiihren.

3.2 Kryoprotektive Substanzen und Kryomedien

Trotz allem haben sich auch in der Natur bei einigen Pflanzen und Tieren Strategien entwickelt, um
die unwirtlichen Bedingungen, die zum Beispiel im Winter auftreten, Gberstehen zu kénnen. So fin-
det man eine natirliche Kaltetoleranz bei nahezu allen Invertebraten und bei einige Amphibien und
Reptilien. Dabei stellen die Dosenschildkroten (Terrapene carolina, Terrapene ornata) mit einem
Gewicht von ungefdhr 0,5 kg die groBRten bekannten, kiltetoleranten Tiere dar (Costanzo und
Claussen, 1990; Storey et al., 1993). Die niedrigste Temperatur, die kaltetolerante Tiere Gberleben
kénnen, liegt allerdings nur bei -6 °C. Um dies zu ermdglichen, wird hauptsachlich die Strategie ver-
folgt, die Eiskristallbildung auf den Extrazelluldrraum zu beschranken, indem unter anderem extra-
zelluldare Nukleationskeimen eingesetzt werden. AuRerdem werden durch eine teilweise Dehydrata-
tion sowie , Antifreeze” Proteine (AFP), die eine Rekristallisation verhindern, spezielle Bereiche und
Organe des Korpers geschitzt. Zusatzlich findet man in kaltetoleranten Pflanzen und Tieren haufig
eine hohe Konzentration an Zuckern mit einem geringen Molekulargewicht, zum Beispiel Glukose in
Waldfréschen (Storey und Storey, 1984).

Basierend auf den Erkenntnissen, die aus der Natur gewonnen werden konnten, wurden Stoffe ent-
deckt, die eine kiinstliche Kryotoleranz in den Zellen induzieren, sog. Kryoprotektiva. Dabei wurde die
erste kryoprotektive Substanz von Polge, 1949, nur zufallig durch eine falsch beschriftete Flasche
entdeckt (Polge et al., 1949). Sie fanden heraus, dass durch die Zugabe von Glyzerin Vogelspermato-
zoen Temperaturen von -70°C (iberlebten und begriindeten damit das Gebiet der Kryokonservierung
von Zellen.

Grundsatzlich sind Kryoprotektiva Substanzen aus unterschiedlichen chemischen Stoffgruppen, deren
Funktion darin besteht, die in Kapitel 2.1.1 beschriebenen Kryoschadigungen wahrend des Einfrier-
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prozesses zu minimieren oder vollstandig zu verhindern. Dabei werden unterschiedliche Strategien
verfolgt: es wird der Gefrierpunkt der Losung gesenkt, die Zellmembran stabilisiert und/oder die
Dehydratation der Zellen beeinflusst. Aufgrund ihrer MolekiilgréBe und damit ihrer Fahigkeit, eine
Zellmembran zu passieren, unterscheidet man membrangidngige von nicht-membrangangigen
Kryoprotektiva (Meryman, 1971) (Tabelle 1).

Membrangangige Kryoprotektiva entwickeln ihre Schutzfunktion extra- und intrazellular. Ihre Auf-
gabe besteht grundsatzlich darin, Wassermolekiile zu ersetzen und somit die Membran sowie
Makromolekiile wahrend der Dehydratation durch die extrazelluldre Eiskristallbildung zu stabilisieren
(Mazur, 1984). Zusatzlich besitzen sie kolligative Eigenschaften. Darunter versteht man das chemi-
sche Potential geloster Stoffe in Losungen, unabhangig von der Art der gel6sten Stoffe, eine Erniedri-
gung des Gefrierpunktes zu induzieren. Auerdem bilden einige dieser Kryoprotektiva, wie zum Bei-
spiel DMSO, wahrend des Abkihlens Komplexe mit Wasser und kénnen in hoher Konzentration als
kristalliner Feststoff vorliegen (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Gleichgewichtsphasendiagramm einer wéissrigen DMSO-Lésung (Taylor et al., 2004).

Dargestellt sind die grundsdétzlichen Ereignisse und Phasendnderungen in der Lésung wdhrend des Einfrierens
und Auftauens (Rasmussen und MacKenzie, 1968; MacFarlane, 1987). T,: Liquiduskurve; Tg:
Glasiibergangstemperatur, T,: Devitrifikation; die stufenférmige Linie oberhalb der Liquiduskurve T,, beschreibt
die schrittweise Aquilibrierung von multizellulérem Gewebe.

Nicht-membrangdngige Kryoprotektiva kénnen aufgrund ihres hohen Molekulargewichtes die Zell-
membran nicht passieren, schiitzen aber gel6st im Extrazelluldarraum vor osmotischen Schaden und
stabilisieren die Zellmembran (Meryman, 1971; Shaw und Jones, 2003). Zusatzlich bewahren sie die
Zellen wahrend des Gefriervorganges vor zu groRen Volumenanderungen, indem sie die Geschwin-
digkeit des Wasserein- und -ausstroms beeinflussen und somit als osmotischer Puffer wirken
(Friedler et al., 1988). Mono- und Disaccharide stellen dabei die am haufigsten verwendeten nicht-
membrangangigen Kryoprotektiva dar. Dabei konnte nachgewiesen werden, dass ihre Schutzwirkung
direkt vom Molekulargewicht der Saccharide abzuhangen scheint (lzutsu et al., 2004). Neben ihrer
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osmotischen Aktivitat schiitzen Zucker Membran und Proteine ebenfalls, indem sie die eingelagerten
Wassermolekiile ersetzen (,Water replacement“-Theorie) (Clegg et al., 1982; Wolfe und Bryant,
1999). Vor allem Trehalose findet aufgrund der guten Glasbildungseigenschaft, der hohen Stabilitat
und der schwachen Kristallisationstendenz auch bei hohen Konzentrationen eine haufige Anwen-
dung. AulRerdem besitzt Trehalose in jeder Konzentration eine héhere Glaslibergangstemperatur als
die meisten anderen Zucker und eine geringe Reaktivitdt als Reduktionsmittel (Ring und Danks,
1998).

Daneben werden auch weitere Makromolekile wie Ficoll, Polyvinylpyrrolidone (PVP) und
Polyvinylalkohol (PVA) eingesetzt. Diesen Polymeren wird ebenfalls die Fahigkeit zur Protektion der
Zellmembran als Serumersatz (Gutierrez et al., 1993; Shaw et al., 1997) und zur Reduktion der Eiskris-
tallbildung (Wowk et al., 2000) zugesprochen. Eine weitere Schutzfunktion basiert wahrscheinlich
darauf, dass es durch die Zugabe von Polymeren ins Kryomedium zu einer temperaturabhangigen
Viskositatsanderung wahrend der Kryokonservierung kommt, wodurch die mechanische Belastung
auf die Zellen reduziert wird (Kasai et al., 1996).

Tabelle 1: Ubersicht {iber membrangingige und nicht-membrangingige Kryoprotektiva

Membrangangige Kryoprotektiva
Name Abkiirzung Molekulargewicht [g/mol]
Dimethylsulfoxid DMSO 78,13
Ethylenglykol EG 62,07
1,2-Propandiol PROH 76,10
Glyzerin GLYC 92,10
2,3-Butandiol BUT 90,12
Formamid FOR 45,04
Nicht-membrangéngige Kryoprotektiva
Name Abkiirzung Molekulargewicht [g/mol]
Polyvinylpyrrolidon PVP >25.000
Polyvinylalkohol PVA >18.000
Ficoll 70.000 bzw. 400.000
Dextran n.a.
Polyethylenglykol PEG 8.000
Saccharose SAC 342,30
Trehalose TRE 378,30
Raffinose RAFF 594,5
Glucose GLU 180,16
Manitol MAN 182,17
Sorbitol SOR 182,2
Ribose RIB 150,13
Fetales Kalberserum FBS n.a.
Bovines Serumalbumin BSA n.a.
Humanes Serumalbumin HSA n.a.
Hydroxyethylstarke HES >20.000
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Allerdings wirkt eine Vielzahl der Kryoprotektiva in Abhangigkeit von der Temperatur toxisch und
schadigt die Zelle, wenn diese nach dem Erwarmen wieder physiologische Temperaturen erreicht.
Daher missen diese schnellstmoéglich aus der Probe entfernt werden, indem sie direkt nach dem
Auftauen mit Kulturmedien, das eine geringe Osmolaritat besitzt, ausgewaschen werden. Dies resul-
tiert in der Ausbildung eines starken Konzentrationsgefalles zwischen Intra- und Extrazellularraum, so
dass ein Wassereinstrom in die Zelle stattfindet, da die Membranpermeabilitdt temperaturunabhan-
gig fur Wasser hoher ist als flir die Kryoprotektiva (Paynter et al.,, 1999). Es kommt zu einem
Anschwellen der Zelle in Abhangigkeit von Temperatur und extrazellularer Stoffkonzentration. Die
dabei auftretenden Volumenanderungen kdnnen zu einer Schadigung der Plasmamembran und einer
Lyse der Zelle fiihren. Doch spezies- und zelltypbedingte Unterschiede in den Permeabilitdtseigen-
schaften der Zellmembran resultieren auch in einer verschieden stark ausgepragten osmotischen
Toleranz.

Es wurde gezeigt, dass die maximale Konzentration an Kryoprotektiva, die die Zellvitalitdt nicht be-
eintrachtigt, hauptsachlich von der Temperatur und Geschwindigkeit der Zugabe bzw. des Entfernens
abhangt. Zusatzlich ist das AusmaR und die Geschwindigkeit, mit dem Kryoprotektiva eine Zelle
durchdringen, abhangig von Spezies, der Inkubationsdauer, der Inkubationstemperatur und der Art
der Kryoprotektiva (Fahy et al.,, 1984; Rall, 1987; Mazur, 1990). Allerdings wurde bereits bei
verschiedenen Spezies, u.a. auch beim Menschen (Sathananthan et al.,, 1988), eine schadigende
Wirkung von kryoprotektiven Substanzen auf die Mikrotubuli und den Spindelapparat nachgewiesen
(Vincent et al., 1989; Vincent und Johnson, 1992; Saunders und Parks, 1999).

Eine Erniedrigung der Toxizitat kann durch eine Kombination aus nicht-membrangdngigen mit
membrangangigen Kryoprotektiva erreicht werden, da auf diesem Weg eine geringere
Einzelkonzentration der zytotoxischen Kryoprotektiva notwendig ist (Kuleshova et al., 1999).
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3.3 Effekte wihrend der Kryokonservierung mit langsamen
Kiihlraten und wiahrend der Verglasung

Anhand der Abkiihlraten wahrend des Gefriervorganges kann man zwischen langsamen und schnel-
len Protokollen unterscheiden. Langsame Protokolle sind definiert durch geringe Abkuhlraten (0,3-
1 °C/Min) und durch niedrige molare Konzentrationen von Kryoprotektiva im Einfriermedium (Shaw
und Jones, 2003). Wahrend des Abkihlens bilden sich im Extrazelluldrraum Eiskristalle, es kommt zu
einer Phasentrennung zwischen Wassermolekilen und geldsten Stoffen und die Zellen geben Wasser
ab, wie bereits in Kapitel 2.1.1 beschrieben (Abbildung 4A). Diese Eiskristallbildung kann schlieflich in
einer mechanischen und osmotischen Schadigung der Zellen resultieren.

A +4°C <0°C <-130°C
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Abbildung 4: Gefriervorgang mit langsamen (A) und schnellen Kiihiraten (B).

Wiéhrend des Gefriervorganges mit langsamen Kiihlraten (A) kommt es zu einer Phasentrennung zwischen
Wassermolekiilen und gelésten Stoffen wéhrend der Eiskristallisation; mit schnellen Kiihiraten (B) findet keine
Eiskristallisation statt, die Lésung erreicht einen amorphen Zustand (B).

Bereits 1937 wurde von Luyet festgestellt, dass eine Eiskristallbildung eine negative Auswirkung auf
das Uberleben von Zellen wihrend der Kryokonservierung besitzt und daher vermieden werden
sollte. Daher zielen schnelle Protokolle auf eine Verglasung (Vitrifikation) der Probe ab. Eine verglaste
Losung besitzt die Eigenschaften eines Feststoffes, behalt aber immer noch die Molekularstruktur
einer FlUssigkeit, es kommt daher nicht zu einer Phasentrennung zwischen Eiskristallen und 16slichen
Stoffen (Abbildung 4B). Dies findet statt, wenn sich beim Abkiihlen die Viskositat der Losung so stark
erhoht, dass keine Eiskristallbildung mehr stattfinden kann. Dabei erreicht die Losung bei tiefen
Temperaturen schlieBlich eine amorphe, glasdhnliche Struktur (Luyet, 1937; Fahy et al., 1984). In
diesem Zustand liegen dieselben ionischen und molekularen Eigenschaften einer wassrigen Losung
vor, ohne dass die Gefahr von mechanischen und chemischen Schaden durch Konzentrationsveran-
derung und Eiskristallbildung besteht. Dieser Prozess wird durch die Verwendung von Kryoprotektiva
in hohen molaren Konzentrationen (7-8M) und einer extrem schnellen Kihlrate realisiert (Abbildung
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5). Dies gewahrleistet, dass der Bereich einer moglichen heterogenen Nukleation schnell durchfahren
und eine Verglasung erreicht werden kann. Durch das Eintauchen von sehr kleinen Probenvolumina
(bis zu 20ul) in dinnen Kapillaren direkt in flissigen Stickstoff werden Kiihlraten von bis zu
20000 °C/min erzeugt (Vajta et al., 1997). Da die bendtigten hohen Stoffkonzentrationen stark
zytotoxisch auf die Zellen wirken kdnnen, werden meistens Kombinationen aus membrangangigen
und nicht-membrangangigen Kryoprotektiva verwendet, um die Toxizitdt zu vermindern. Zusatzlich
wird die Osmolaritat der Kryoprotektiva schrittweise erhéht, um so die intrazelluldre Konzentration
der Kryoprotektiva gezielt zu steuern und die Adaption der Zellen zu erleichtern (Rall, 1987).

Flilssigkeit

Heterogene
Hukleation

Homogene
Hukleation

Temperatur [°C]

-100

-120

1 1 . 1
0 20% 40% 60% 80%
Kryoprotektiv-Konzentration

Abbildung 5: Phasendiagramm eines exemplarischen Kryoprotektivs in Wasser (Abbildung verédindert aus
Wowk et al., 2000, nach Fahy et al., 1984)

Der Vitrifikationsprozess benédtigt wdhrend des Einfrierens und Auftauens eine Kryoprotektivkonzentration
gemdf3 der gepunkteten Linie, ist daher also héchst anfillig fiir eine heterogene Eisnukleation. T,,:
Gleichgewichtsschmelztemperatur, T,: homogene Nukleationstemperatur und T,: Glasiibergangstemperatur.

Um eine stabile Glasbildung zu ermoglichen, miissen die Zellen wahrend des Abkilhlens in ausrei-
chendem Male Wasser verlieren. Daher werden Saccharide in Konzentrationen von bis zu 2M zur
Vitrifikationsldsung hinzugefiigt (Trounson et al., 1987; Kuleshova et al., 1999).

Doch selbst wenn ein glasahnlicher, stabiler Zustand nach dem Einfrieren erreicht wurde, kann es
anschlieRend beim Auftauen zu Schadigungen durch die Bildung von Eiskristallen (Devitrifikation)
kommen (Boutron und Kaufmann, 1978). Denn auch beim schnellen Abkiihlen von Losungen bis zur
Glasbildung kdnnen kleinste Eiskristalle entstehen. Deren Anzahl und GréRe bleibt dabei aber so mi-
nimal, dass sie selbst durch Rontgenanalysen oder kalorimetrische Messmethoden nicht nachgewie-
sen werden kdnnen (Shaw und Jones, 2003). Durchlauft das biologische Material wahrend des Erwar-
mens mit zu geringen Auftauraten einen kritischen Temperaturbereich (ab -90°C), wird das verglaste
Zytoplasma der Zelle flissig, bevor im Extrazellularraum der Schmelzpunkt erreicht ist. In diesem
unterkihlten, metastabilen Zustand besteht eine hohe Wahrscheinlichkeit der Eisnukleation im Zy-
toplasma, so dass es verstarkt zur Bildung von Eiskristallen wahrend des Auftauens kommen kann.

Schnelle Auftauraten kénnen dies verhindern, da bis zum Erreichen von physiologischen Temperatu-
ren nur Sekunden vergehen, so dass keine Zeit zur Bildung von Eiskristallen bleibt.
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Grundlagen 3.3 Kryokonservierung mit langsamen Kihlraten und Vitrifikation

Insgesamt sind Auftauraten von >400 °C/min, extrem hohe Kihlraten, hochosmolare Vitrifikations-
medien und kleinste Probenvolumina nétig, um die Bildung von Eiskristallen wahrend des Abkihlens,
sowie die Devitrifikation wahrend des Auftauens zu verhindern (Fahy et al., 1984; Wolfe und Bryant,
1999).

Werden die aufgetauten Zellen nach einem erfolgreichen Vitrifikationsvorgang direkt in Kulturme-
dium aufgenommen, unterliegen die Zellen durch den groflen Konzentrationsunterschied einem
starken osmotischen Stress. Eine Moglichkeit zur Vermeidung osmotischer Schadigungen nach dem
Auftauen und wahrend des Waschens ist der Zusatz von Sacchariden in das Auftaumedium und eine
schrittweise Adaption der Osmolaritat, wie in Abbildung 6 gezeigt. So konnte durch einen zusatzli-
chen Verdlinnungsschritt nach der Vitrifikation die Teilungs- und Blastozystenrate von Mauseoozyten
deutlich verbessert werden (Shaw et al., 1991).
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Abbildung 6: Verdnderung des Zellvolumens wéhrend des Auswaschens von DMSO (Abbildung veréindert aus
Muldrew et al., 2004).

Die Zellen werden zu Beginn in eine 1M DMSO Lésung gegeben, nach 120 Sekunden in eine 0,5M DMSO Lésung
Uberfiihrt und schliefllich nach 240 Sekunden in einer DMSO-freien Lésung aufgenommen. Die gestrichelte Linie
beschreibt die Volumendnderung der Zellen bei einer Uberfiihrung der Zellen direkt aus der 1M DMSO Lésung in
die DMSO-freie Lésung nach 120 Sekunden.

Neben der Vitrifikation in offenen oder geschlossenen Plastikkapillaren wird in innovativen Ansatzen
die Glasbildung auf mit Stickstoff gekiihlten Oberflachen (solid surface vitrification, SSV), auf Metall-
gittern (electron microscop grids) und Nylonnetzen oder Nylonschlingen (cryoloop, nylon mesh) un-
tersucht. Alle diese Verfahren beruhen auf einem maglichst direkten Kontakt zwischen dem fllssigen
Stickstoff und dem biologischen Material.
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3.4 Stand der Forschung: Einfrieren von therapeutisch relevanten
Zellen, insbesondere PBMC/hESC

Humane embryonale Stammzellen (hESCs) stellen ein anspruchsvolles Zellmodell dar, da die Zellen in
dreidimensionalen Kolonien wachsen und aufgrund von engen Zell-Zell-Kontakten nicht in Einzelzel-
len dissoziiert werden kénnen, da sie sonst in Apoptose Ubergehen. Zusatzlich ist flr den Erhalt der
Pluripotenz, also der Fahigkeit, Zellen aller drei Keimblatter (Ektoderm, Entoderm, Mesoderm) zu
bilden, eine Co-Kultur mit primaren, embryonalen Mausfibroblasten (PMEF) notwendig (Hunt und
Timmons, 2007). Die ersten Versuche zur Etablierung von effizienten Kryoprotokollen wurden dabei
empirisch durchgefiihrt und basierten hauptsachlich auf Methoden, die sich bei anderen, scheinbar
vergleichbaren Zelltypen als erfolgreich erwiesen. Die naheliegendsten Kandidaten daflir waren mu-
rine embryonale Stammzellen (mESCs) und Embryonen, so dass gemal den Standardprotokollen
dieser Zellsysteme Protokolle zur Kryokonservierung von hESCs entwickelt wurden, die ebenfalls auf
langsamen Kihlraten bzw. auf Vitrifikation beruhten (Hunt, 2007).

Die Ansatze mit langsamen Kihlraten basieren auf etablierten Protokollen, die fir die Kryokonservie-
rung von mES-Zellen entwickelt wurden. Dazu werden die Zellen routinemaRig enzymatisch in Einzel-
zellen dissoziiert und in einem 1ml Kryovial mit einer DMSO-Konzentration von 5-20% in Kulturme-
dium mit fetalem Kalberserum (FBS) eingefroren. Die Kihlrate von 1-2 °C/min wird entweder durch
direktes Einbringen der Proben in einen -80°C Gefrierschrank oder kontrolliert mit Hilfe von Einfrier-
automaten erzeugt. Doch wihrend mit diesen Protokollen bei mES-Zellen eine Uberlebensrate von
90% erreicht werden, resultieren sie bei hESCs, die als Zellaggregate eingefroren werden miussen, in
deutlichen Misserfolgen (Heng et al., 2005b). So konnten 2001 in einer frithen Studie nur 16% der mit
10% DMSO langsam eingefrorenen Kolonien wiedergewonnen werden (Reubinoff et al., 2001).
Zusatzlich besallen die kryokonservierten Stammzellkolonien nach zweiwo6chiger Kultivierung eine
geringere GrolRe als nicht eingefrorene Kolonien und zeigten ein signifikantes Ausmal? an Differenzie-
rung. Bis heute konnten durch unterschiedliche Ansatze, so zum Beispiel der Kombination von DMSO
und Ethylenglykol (EG) eine Uberlebensrate von maximal 30% erreicht werden (Ha et al., 2005), wo-
bei durch kontrolliertes Einfrieren mit Hilfe von Einfrierautomaten keine Verbesserung erzielt werden
konnten (Richards et al., 2004). Auch einige kommerzielle Stammzellanbieter von hESCs nutzen lang-
same Kiihlraten fiir die Bereitstellung der Zellen, garantieren damit allerding nur eine Uberlebensrate
von 0,1-1% der Zellen.

Abgesehen von diesen Studien werden hauptsachlich Vitrifikationsprotokolle verwendet, da trotz der
praktischen Schwierigkeiten, die mit dieser Methode verbunden sind, Uberlebensraten von tiber 75%
erreicht werden kénnen (Richards et al., 2004; Zhou et al., 2004). Dazu wurden Protokolle aus dem
Bereich der Vitrifikation von Ovarien und Embryonen (Vajta et al., 1998a) erfolgreich von Reubinoff
et al., 2001, auf hESCs (ibertragen. Dabei werden Fragmente der Stammzellkolonien nacheinander
kurz (wenige Sekunden bis Minuten) in zwei Vitrifikationslésungen mit ansteigender Kryoprotektiv-
konzentration inkubiert, um die Stammzellen an die extrem hohen Osmolaritaten zu adaptieren. Die
Losungen enthalten als haufigste Komponenten DMSO und EG, sowie variierende Konzentrationen
an Saccharose. AnschlieSend wird ein Volumen von ungefahr 20ul in Kapillaren gefiillt und direkt in
flissigem Stickstoff eingefroren.

Die Handhabung dieser Methode ist allerdings sehr anspruchsvoll, so dass durch geringe Fehler wah-
rend der Prozedur ein deutlicher Vitalitatsverlust der Zellen verursacht werden kann. Selbst im Origi-
nalpaper von Reubinoff et al., 2001, wird nur von ungefdahr 30% undifferenzierter Stammzellfrag-
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mente berichtet, die wiedergewonnen werden konnten. Auch beinhaltet das Probenvolumen von
20ul nur 8 bis 12 Koloniefragmente, wodurch statistisch relevante Untersuchungen kaum moglich
sind. Um eine Devitrifikation zu vermeiden werden die Kapillaren mit einer méglichst hohen Auf-
warmrate aufgetaut. Ein schrittweises Waschen der Koloniefragmente in Medien mit abnehmender
Saccharosekonzentration verhindert zusatzlich einen osmotischen Schock der Zellen.

Fiir die Erzeugung von Zellen fiir eine medizinische Anwendung, missen die Zellen in Einrichtungen
gewonnen werden, die den Richtlinien gemals der ,,Guten Herstellungspraxis“ (GMP) entsprechen.
Auch missen die Standardprotokolle dementsprechend angepasst werden und es ist ein hohes MaR
an Standardisierung und Qualitatsiiberwachung notwendig. Daher wurden bereits einige Stammzell-
banken, so zum Beispiel die UK Stem Cell Bank 2003, gegriindet, die sich mit diesen Aufgaben befas-
sen und versuchen, einen gut charakterisierten und definierten Bestand von hESCs fiir die Wissen-
schaft bereit zu stellen.

Fiir eine erhéhte Standardisierung und eine mogliche therapeutische Anwendung existieren auller-
dem Ansatze, die embryonalen Mausfibroblasten durch mitotisch inaktivierte humane Zellen zu er-
setzen (Lee et al., 2004) und serum- (Pera et al., 2006) bzw. PMEF-freie Kultivierungssysteme (Amit
und Itskovitz-Eldor, 2006) zu entwickeln.

Die Kryokonservierung von mononukledren Zellen aus dem peripheren Blut (PBMCs) ermdglicht
retrospektive epidemiologische Analysen zur Entstehung und Entwicklung von Infektionskrankheiten
und ist Grundlage vieler klinischer Impfstoffstudien. Eine stetig steigende Anzahl an Untersuchungen
befasst sich mit der Entwicklung experimenteller Impfstoffe gegen Krankheiten, die die zelluldare Im-
munantwort aktivieren, so z.B. HIV (McMichael und Hanke, 2003; Picker et al., 2011), Krebs (Gilboa,
2004) und Malaria (Moorthy et al., 2004). Dazu wird die Immunreaktion der PBMCs in ex vivo
Nachweisen, wie dem ELISPOT (Enzyme-linked Immunospot) untersucht, indem die Freisetzung von
Zytokinen nach der Stimulation mit spezifischen Antigenen quantitativ ermittelt wird (Czerkinsky et
al., 1988). Der Grad mit dem mogliche Vakzine eine T-Zell-Antwort ausldsen stellt dabei das Potential
des Impfstoffes dar, das Immunsystem des Empfangers zu aktivieren. Allerdings ist das Zeitfenster, in
dem die Zellen nach der Blutentnahme fiir Analysen genutzt werden kdnnen sehr eng (Bull et al.,
2007), so dass eine Kryokonservierung dieser Proben unerldsslich ist. Zusatzlich gewahrleistet die
Verfligbarkeit von biologischen Proben in Biobanken die Durchfiihrung vergleichender Multicenter-
Studien (Reimann et al., 2000).

Doch eine suboptimale Kryokonservierung resultiert in einer signifikanten Abnahme der Zellvitalitat
und —zahl und kann auBerdem zu einer Verdanderung des Phanotyps sowie der T-Zell-Antwort gegen
spezifische Antigene fiihren (Costantini et al., 2003). Eine Vielzahl an Studien wurde bereits durchge-
fihrt, die sich mit der Wirkung der Kryokonservierung auf PBMCs beschaftigen. Dabei werden die
Zellen standardmaRig mit langsamen Kiihlraten (1 °C/min) in einem Kryomedium aus 90% FBS und
10% DMSO eingefroren. Die meisten der Studien zeigten nur einen minimalen Effekt auf die Vitalitat
der Zellen (Birkeland, 1980; Sobota et al., 1997; Hayes et al., 2002) mit einer klaren Korrelation von
Vitalitdt und T-Zell-Funktionalitdt in PBMC-basierten Nachweismethoden (Reimann et al., 2000;
Weinberg et al., 2000). Dagegen wird Uber die Frage, ob auch die antigenspezifische T-Zell-Antwort
erfolgreich konserviert werden kann, permanent diskutiert. Einige Untersuchungen konnten keine
Unterschiede zwischen frischen und eingefrorenen Proben feststellen (Kreher et al., 2003; Maecker
et al., 2005; Disis et al., 2006), wahrend andere eine Zunahme der T-Zell-Antwort in eingefrorenen
Proben (Weinberg et al., 1998; Maecker et al., 2005) oder eine Abnahme der Reaktivitat gegen HIV
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p24 und CMV Antigene zeigten (Costantini et al., 2003; Miniscalco et al., 2003; Owen et al., 2007).
Daher sind weitere Untersuchungen vor allem der T-Zell-Funktionalitdt notwendig.

Allerdings erschwert die Verwendung von FBS im Kryomedium eine Standardisierung und Reprodu-
zierbarkeit der Nachweismethoden. FBS ist eine natlrliche, undefinierte Mischung aus verschiedenen
Wachstumsfaktoren und Nahrstoffen, die eine unspezifische Aktivierung der T-Zellen auslésen kann
und somit in T-Zell-basierten Nachweisen falsch positive Ergebnisse erzeugen konnte. So wurde zum
Beispiel vom Cancer Vaccine Consortium des Sabin Vaccine Institutes (CVC/SVI) berichtet, dass die
Wahl des Serums zu suboptimalen Ergebnissen bei den Teilnehmern ihres internationalen ELISPOT-
Leistungstests fiihrte (Janetzki et al., 2008). Daher werden momentan die verwendeten FBS-Chargen
in zeitaufwendigen Untersuchungen im Hinblick auf deren Einfluss auf die Immunzellen vorgetestet,
um Chargen mit einer geringen Hintergrundreaktivitat zu identifizieren.
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4. Material und Methoden

4.1 Techniken der Zellkultur
4.1.1 Isolation primérer Zellsysteme
Isolation von erythroiden Zellen aus dem Nabelschnurblut (UCB-ECs)

Fiir die Isolation von erythroiden Zellen (UCB-ECs) wurde nach Kaiserschnitt- (38.-40. Schwanger-
schaftswoche) oder Spontangeburten das Nabelschnurblut mit Einverstandniserklarung der Mutter,
gemaR den institutionellen Richtlinien der Medizinischen Universitdat Wien, entnommen. Das Blut
wurde 1:2 mit PBS (Gibco, Karlsruhe) verdiinnt und die mononukledren Zellen (MNCs) anschlieBend
mit Hilfe einer Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation (Biocoll Separating Solution, Biochrom, Berlin)
fur 40 Minuten bei 600g von den Erythrozyten getrennt. Die Blut/Ficoll-Interphase wurde gesammelt,
mit PBS verdiinnt und erneut mit 300g fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Das Pellet
wurde in 50ml eines hypotonen Lysepuffers (8,99 g/L NH,Cl; 1g/L KHCO3; 0,037g/L EDTA; pH=7,3)
resuspendiert und darin fiir 30 Minuten inkubiert, um stérende Erythrozyten zu entfernen.

Isolation von endothelialen, koloniebildenden Zellen aus dem Nabelschnurblut (UCB-
ECFCs)

Endotheliale, koloniebildende Zellen (UCB-ECFCs) wurden ebenfalls aus Nabelschnurblut isoliert, das
nach Kaiserschnittgeburten (38.-40. Schwangerschaftswoche) gewonnen wurde (Le Blanc et al.,,
2008). Die Einverstandniserklarung der Mutter wurde gemaR den institutionellen Richtlinien des
Universitatsspitals Zirich eingeholt. Fiir die Blutgewinnung wurde ein Entnahmesystem mit einer
Citrat-Phosphat-Dextrose-Adenin-Mischung als Antikoagulationslésung (MacoPharma, Mouvaux,
Frankreich) genutzt. Fir die MNC-Isolierung wurde das Blut innerhalb einer Stunde 1:2 mit PBS, das
2mM Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) enthielt, verdiinnt und anschliefend mit Hilfe einer Ficoll-
Dichtegradientenzentrifugation prozessiert. Die MNCs wurden aus der entstandenen Interphase
entnommen, einmal mit kaltem PBS/EDTA gewaschen und in einem Kulturmedium fiir endotheliale
Zellen (EGM-2, Lonza, Basel, Schweiz) auf mit Fibronektin beschichteten Zellkulturplatten (Biomedical
Technologies Inc., Stoughton, USA) mit einer Zelldichte von 5x10° Zellen/cm? Giber Nacht kultiviert.
Am nachsten Tag wurden die nicht adharenten Zellen entfernt und frisches endotheliales Medium
zugefiligt. Das Medium wurde jeweils nach sieben Tagen erneuert. Die ersten typischen kopfstein-
pflasterdahnlichen Kolonien waren 12 bis 20 Tage nach dem Aussden zu erkennen. Die Kolonien wur-
den ausgezahlt, mit Akkutase (Sigma-Aldrich, Steinheim) abgel6st und anschlieRend mit einer Kon-
zentration von 2-4x10® Zellen/cm? in T75-Kulturflaschen bis zur Konfluenz kultiviert und regelméaRig
passagiert.

Isolation von mesenchymale Stromazellen aus Fettgewebe (AT-MSCs)

Mesenchymale Stromazellen (AT-MSCs) wurden aus Fettgewebe, das durch Fettabsaugen bei kosme-
tischen Operationen gewonnen wurde, mit Einverstandniserklarung der Spender nach belgischem
Recht isoliert. Das Fettgewebe bestand aus zwei Fraktionen: einer diinnflissigen, schwimmenden
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Fettschicht und einer Fliissigkeit mit héheren Dichte. 10ml der dinnflissigen Fettschicht wurden
zundchst mit einer 0,15%igen Kollagenaselésung verdaut und 10min mit 800g zentrifugiert (Zuk et al.,
2002). Die Zellen wurden in Kulturmedium aus Dulbecco’s Modified Essential Medium (DMEM) mit
geringem Glucosegehalt, angereichert mit 15% FBS, 100 U/ml Penicillin und 100 ug/ml Streptomycin
aufgenommen (alle Bestandteile von Invitrogen, Karlsruhe). Bevor die Zellen in einer T75-
Kulturflasche ausplattiert wurden, wurden sie durch ein Zellsieb mit einer Maschenweite von 40um
filtriert. Das Kulturmedium wurde alle 3 bis 4 Tage erneuert. Bei einer Konfluenz von 80% wurden die
Zellen mit Trypsin/EDTA abgel6st und mit einer Zelldichte von 1,6x10? Zellen/cm? in 20ml Kulturme-
dium in T75-Kulturflaschen ausplattiert.

Isolation von primaren Blutzellen aus dem peripheren Blut

Die Blutproben von gesunden, CMV seropositiven Spendern wurden vom Blutspendezentrum
Saarbriicken mit Einverstandniserklarung der Spender zur Verfliigung gestellt. Die mononukledren
Zellen des peripheren Blutes (PBMC) wurden aus Citratblut mit Hilfe einer Dichtegradientenzentrifu-
gation unter Verwendung eines Lymphozyten-Separationsmediums (PAA, Colbe) isoliert. Die ent-
standene Leukozytenschicht wurde abgenommen und einmal mit PBS (Gibco, Karlsruhe) gewaschen.
Verunreinigende Erythrozyten wurden durch einen Lyseschritt mit Ammoniumchlorid (PharmLyse,
Becton Dickinson, Heidelberg) entfernt. Dazu wurden 2x10% Zellen in 20ml einer 1:10 in destilliertem
Wasser (B. Braun, Melsungen) verdiinnten PharmLyse fir 30 Minuten im Dunklen inkubiert. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 30ml PBS mit 1% FBS gestoppt. Anschlieffend wurden die Zellen
flr 10min bei 800g zentrifugiert und das Pellet in IMDM (Gibco, Karlsruhe) mit 10% FBS (PAA, Colbe)
und 1mM L-Glutamin (Gibco, Karlsruhe) aufgenommen.

4.1.2 Kultur und Differenzierung humaner Stamm- und Vorlauferzellen
Kultivierung humaner embryonaler Stammzellen

In dieser Arbeit wurden hESCs der Linien H1 und H9 (WiCell, Madison, WI, USA) gemaR der 18. Und
44. Genehmigung des Robert-Koch-Instituts (§6 StZG) verwendet. Um eine Differenzierung zu ver-
hindern, wurden die Stammzellen auf inaktivierten, primaren, embryonalen Mausfibroblasten
(PMEFs) des CF-1 Stammes (Millipore, Schwalbach) kultiviert. Die PMEFs wurden in DMEM (Gibco,
Karlsruhe) mit 10% hitzeinaktiviertem FBS (Gibco, Karlsruhe) und nicht essentiellen Aminosauren
(Invitrogen, Karlsruhe) kultiviert und zur mitotischen Inaktivierung in 0,01 pg/ml Mitomycin C (Sigma
Aldrich, Steinheim) fiir 120 Minuten inkubiert. Bevor die inaktivierten PMEFs fir die Stammzellkultur
ausgesat wurden, wurden die Zellkulturplatten fiir mindestens 2 Stunden im Inkubator mit einer
0,1%igen Gelatinel6sung (Sigma-Aldrich, Steinheim) beschichtet. Anschlieend wurden die inaktivier-
ten PMEFs mit einer Konzentration von 2x10* Zellen/cm? ausplattiert und fir mindestens 24 Stunden
kultiviert, bevor die hESCs in einem Medium aus DMEM-F12 (Gibco, Karlsruhe) mit 20% syntheti-
schem Serumersatz, 2mM L-Glutamin, 1% nicht essentiellen Aminosduren, 4 ng/ml humanem, re-
kombinanten bFGF, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin (alle Zusitze von Invitrogen,
Karlsruhe) und 100uM B-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, Steinheim) auf die PMEF-Zellschicht gege-
ben wurden.
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Die hESCs wurden alle 6-7 Tage auf eine frische PMEF-Zellschicht passagiert, indem sie entweder mit
1 mg/ml Kollagenaseldsung IV (Gibco, Karlsruhe) enzymatisch abgeldst und durch sanftes Resuspen-
dieren fragmentiert wurden oder mechanisch mit Hilfe einer sterilen Praparationsnadel von <0,6mm
Durchmesser (Fine Science Tools, Heidelberg) zerschnitten und von der Oberflache abgehoben wur-
den, ohne diese anschlielend weiter zu fragmentieren.

PMEF-freie Kultivierung humaner embryonaler Stammzellen in 2D- und 3D-Umgebung

Zur PMEF-freien Kultivierung von hESCs in 2D-Umgebung wurden Zellkulturplatten mit 1-2%iger hu-
maner extrazelluldrer Matrix (MaxGel®, Sigma-Aldrich, Steinheim) flir mindestens 2 Stunden im In-
kubator beschichtet. Vor der weiteren Verwendung wurde die fllissige ECM abgesaugt, so dass die
verbleibende Schicht leicht antrocknen konnte. AnschlieRend wurden die abgelésten hESC-
Fragmente in konditioniertem hESC-Kulturmedium darauf gegeben, das fir 24 Stunden mit PMEFs
inkubiert wurde und zusatzlich mit 6 ng/ml bFGF (Invitrogen, Karlsruhe) auf eine Endkonzentration
von 10 ng/ml angereichert wurde.

Fiir eine PMEF-freie Kultivierung der hESCs in 3D-Umgebung, wurden Cytodex-3 Microcarrier (GE
Healthcare, Uppsala, Schweden) nach Herstellerangaben in PBS (Invitrogen, Karlsruhe) fir 24 Stun-
den rehydratisiert und im Dampfdruckautoklaven bei 121°C sterilisiert. Vor Verwendung wurden die
Microcarrier ebenfalls mit 1-2%iger humaner ECM fiir mindestens 2 Stunden im Inkubator beschich-
tet und anschliefend in Kombination mit konditioniertem Medium und einer Carrierkonzentration
von ungefédhr 40 Carriern/Koloniefragment verwendet.

Die hESCs auf Microcarriern wurden im hangenden Tropfen (HD) kultiviert, indem Tropfen konditio-
nierten Mediums mit einem Volumen von 10ul und einem Uberschuss an beschichteten
Microcarriern (ca. 40) auf die Innenseite eines Petrischalendeckels (Corning, Kaiserslautern) mit ei-
nem Durchmesser von 10cm pipettiert wurden. Dieser wurde invertiert liber ein Reservoir aus 10ml
PBS (Invitrogen, Karlsruhe) platziert. Die Stammzellkolonien wurden mechanisch abgeldst und je ein
Koloniefragment von 50-100um Kantenlange mit weiteren 10ul konditionierten Mediums zum Trop-
fen mit den Microcarriern hinzugefiigt. Jeden zweiten Tag wurde die Halfte des Mediums manuell
entnommen und frisches Medium hinzugefiigt.

Verkapselung von primdren Mausfibroblasten in ultrahoch viskosem Alginat

Das ultrahoch viskose (UHV) Alginat wurde aus Braunalgen der Arten Lessonia nigrescens und Lesso-
nia trabeculata gewonnen, die zwischen 18° und 56° der siidlichen geographischen Breite an der
chilenischen Kiiste wachsen. L. nigrescens besitzt aufgrund ihres Vorkommens in der Gezeitenzone
(Eulitoral) und der dort vorherrschenden starken Brandung eine flexible Struktur, die durch das Ver-
hiltnis von a-L-Guluron- zu B-D-Mannuronsaure verursacht wird. L. trabeculata wachst dagegen im
Sublitoral in bis zu 30 Metern Tiefe. Aufgrund der starken Bodenstromung sind diese Algen sehr starr
und steif.

Die Algen wurden vor Ort geerntet und nach einer strengen Qualitdtskontrolle wurden die Stangel
mit Antiseptika behandelt, geschalt, geschnitten und getrocknet. Aus diesem Rohmaterial wurde am
Fraunhofer IBMT, wie bereits beschrieben (Zimmermann et al., 1992; Zimmermann et al., 2005), das
Alginat extrahiert. Dabei wird aus L. nigrescens das Alginat durch die Zugabe von 50mM
Diiminosuccinat (Markenname Baypur CX 100 MU von Lanxess, Leverkusen) gewonnen, wahrend es
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aus L. trabeculata mit Hilfe von 50mM EDTA (Roth Chemikalien, Karlsruhe) und 50mM Na-Glukonat
(Merck, Darmstadt) gelost wird. Nach dem Herausfiltern von Zelldebris wird das Alginat durch Zu-
gabe von Ethanol unter standiger Durchliftung gefallt. Das Material wird anschlieBend erneut in Lo-
sung gebracht und der Fallungsvorgang zweimal wiederholt, um Phenole, Fucoidane, Proteine, Endo-
toxine und Oligomere mit geringem Molekulargewicht vollstandig zu entfernen. Das gewonnene
Alginat wird mechanisch zerkleinert und kann getrocknet bei 4°C gelagert werden.

Das getrocknete Alginat aus L. nigrescens und L. trabeculata wurde fiir die Experimente in einer Kon-
zentration von 0,65%ige (w/v) in 0,9%iger NaCl-Losung (290 mOsmol/kg, pH-Wert von 7,0 bis 7,5)
gelost. Die getrennt voneinander angesetzten Alginatldsungen wurden vor der Verkapselung in ei-
nem 1:1 Verhaltnis gemischt. Die Polymerisation des ionotropen Alginats wird ausgel6st durch die
Zugabe von multivalenten Kationen, wie Ba** und Ca*".

Fir die Verkapselung mit Hilfe der , Crystal Gun“ Methode (Zimmermann et al., 2001; Zimmermann
et al., 2007b) wurde eine PMEF-Suspension mit 10° Zellen/ml in der Alginatmischung hergestellt und
in eine 1ml Spritze aufgezogen. Die Spritze wurde in die Verkapselungsanlage eingesetzt (Abbildung
7), Druckluft wurde angeschlossen, die Crystal Gun-Flasche, die mit getrocknetem, gesiebtem BaCl,-
Pulver gefiillt war, verbunden und unter der Dise eine Petrischale mit 20ml BaCl,-Losung (20mM
BaCl,, 115mM NaCl, 5mM L-Histidin in dest. Wasser) als Polymerisationsbad positioniert. Die Spritze
wurde mit einem Vorschub von 2,00 entleert und der Tropfenabriss durch Druckluft von 1bar, 2,5—
3,5 I/min erzeugt. Die Crystal Gun ermdoglichte durch einen Luftdurchfluss von 10 I/min bei 2bar eine
zusatzliche Anreicherung von BaCl,-Kristallen im Inneren des Alginattropfens wahrend des Abrissvor-
ganges.

Alginat

Luft Luft

\j

é— Alginat-Tropfen
Ba*"-Kristalle O~
e ¥ @ oo_ftﬂt Crystal Gun
>

Polymerisationsbad (Ba?*)

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Verkapselungsanlage in Kombination mit der , Crystal Gun“
(Abbildung veréndert aus Zimmermann et al., 2005).

Die Kapseln wurden im Polymerisationsbad 20 Minuten inkubiert, anschlieBend drei Mal mit je 10ml
0,9%iger NaCl-Lésung gewaschen und anschlieRend in Kulturmedium aufgenommen. Die Kapseln
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wurden in einer 10cm Petrischale im Brutschrank gelagert und das Kulturmedium jeden zweiten Tag
erneuert.

Kultivierung von UCB-ECs

Nach der Isolation wurden die MNCs in einer Konzentration von ungefahr 10x10° Zellen/ml im se-
rumfreien Epansionsmedium StemSpan (SFEM; Stem Cell Technologies, Koln) aufgenommen, dem
2 U/ml Erythropoietin (Erypo, 10000 U/ml, Jannsen-Cilag, Neuss), 100 ng/ml Stammzellfaktor (SCF),
1x10°M Dexamethason (Dex), 40 ng/ml insulindhnlicher Wachstumsfaktor 1 (IGF-1) und 20 pg/ml
einer Cholesterin reichen Lipidmischung (alle Zusatze von Sigma-Aldrich, Steinheim) zugefligt wurde
(Dolznig et al., 2005). Es wurde taglich ein halber Mediumwechsel durchgefiihrt und adhérente Zellen
wurden entfernt, indem die Zellsuspension in eine neue Kulturschale Gberfiihrt wurde. Die Zunahme
der erythroiden Vorlauferzellen wurde mit Hilfe der May-Griinwald-Giemsa-Farbung von
Zytospinpraparaten und durch Analyse der GroRenprofile unter Verwendung eines CASY Zellzahlge-
rates (Scharfe System GmbH, Reutlingen) beobachtet. Sobald die Kultur Giberwiegend aus erythroi-
den Zellen bestand (Tag 6-10), wurde die Zellkonzentration auf 2x10° Zellen/ml eingestellt und durch
einen entsprechenden Mediumwechsel konstant auf diesem Wert gehalten. Am Tag 14 zeigten mehr
als 95% der Zellen in durchflusszytometrischen Untersuchungen und hamatologischen Farbungen die
Charakteristika von erythroiden Zellen, wobei sie die Oberflachenantigene CD71 und CD36 exprimier-
ten.

Terminale Differenzierung von UCB-ECs in Erythrozyten

Die terminale Differenzierung von UCB-ECs in Erythrozyten wurde induziert, indem die Zusammen-
setzung der Zytokine im Kulturmedium gedndert wurde (Leberbauer et al., 2005). Dazu wurden die
Zellen einmal mit PBS gewaschen und in StemSpan SFEM mit folgenden Faktoren kultiviert: 10 U/ml
Erythropoietin, 4x10™ IE/ml Insulin (Actrapid, 100 IE/ml, NovoNordisk, Mainz), 10°M T3 Thyroidhor-
mon, 3x10°M Mifepriston (RU486), 3% humanes AB-Serum und 1 mg/ml Transferrin (alle Bestand-
teile von Sigma-Aldrich, Steinheim). Die Faktoren wurden durch einen taglichen Mediumwechsel
erneuert. Die Differenzierung wurde durch die Abnahme des Zelldurchmessers, durch das Anfarben
von Zytospinprdparaten mit Benzidin und durch den kolorimetrischen Nachweis von Hamoglobin
nachverfolgt (Dolznig et al., 2005).

Kapillarbildung bei UCB-ECFCs

Um eine Kapillarbildung auszulésen, wurden 5x10° bis 2x10* Zellen/Well in einer 96-Well-
Zellkulturplatte, die mit 50ul Matrigel (Becton Dickinson, Heidelberg) beschichtet war, kultiviert. Die
Kapillarbildung wurde (iber einen Zeitraum von 8 Stunden mit einem inversen Phasenmikroskop
(DMIL Mikroskop, Leica, Glattbrugg, Schweiz), das mit einer DML Digitalkamera und der LeicaQ Win
Software zur Bildanalyse (Leica Imaging System Ltd, Cambridge, UK) ausgestattet war, kontrolliert.
HUVEC-Zellen wurden in diesem Nachweis als Positivkontrolle verwendet. Um eine Aktivierung der
Endothelzellen auszulésen, wurden UCB-ECFCs mit 10 ng/ml rekombinantem, humanem
Tumornekrosefaktor a (TNFa, Life Technologies, Darmstadt) fiir 4 Stunden bei 37 °C inkubiert. An-
schlieBend wurde die Hochregulierung von CD62E und CD54 mit PE-gebundenen Antikdrpern in ei-
nem Durchflusszytometer gemessen.
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Differenzierung von AT-MSCs in Zellen des Mesoderms

Das Potential von AT-MSCs in Chondrozyten, Adipozyten und Osteozyten zu differenzieren, wurde in
vitro getestet. Die Differenzierung wurde mit Hilfe von kommerziellen Medien induziert. Eine
Kontrolle wurde in NH Expansion Medium (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach) kultiviert. Fir
eine adipogene Differenzierung wurden AT-MSCs mit einer Zelldichte von 5x10* Zellen/Well in einer
12-Well-Platte (TPP, Trasadingen, Schweiz) ausgesdt und fir 3 Wochen in AdipoDiff-Medium
(Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach) mit einem Mediumwechsel jeden 2. Tag kultiviert. An-
schlieRend wurde Oil Red O verwendet, um die Lipidtropfchen sichtbar zu machen. Dazu wurden die
Zellen zweimal mit PBS gewaschen, in kaltem Methanol fiir 5 Minuten fixiert, gewaschen und
schlieBlich fiir 20 Minuten in 0,5%iger Oil Red O Losung (Sigma-Aldrich AG, Steinheim) in Isopropanol
bei Raumtemperatur inkubiert. Zum Schluss wurden die Zellen gewaschen und mikroskopisch unter-
sucht.

Zur Initiierung einer chondrogenen Differenzierung wurden die Zellen im ChondroDiff-Medium
(Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach) kultiviert. Dazu wurden 5x10° AT-MSCs durch 5Smindtiges
Zentrifugieren bei 300g pelletiert. Das Zellpellet wurde fiir 24 Tage in ChondroDiff-Medium inkubiert,
wobei alle 48 Stunden das Medium gewechselt wurde. Anschlielend wurde das Pellet in 10%igem
Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. Die Farbung der Glykosaminoglykane wurde entweder
direkt an deparaffinierten, 5um Schnitten durchgefiihrt oder in Kombination mit der PAS-Reaktion
(Periodic acid-Schiff reaction), die Glykogen farbt. Zur Detektion von Glykokonjugaten wurden
Schnitte fir 10 Minuten in 1% Alzian Blau, geldst in 3% wassriger Essigsdure (pH 2,5), getaucht. Die
Proben wurden gewaschen und fir 10 Minuten in Schiffs-Reagenz inkubiert. Anschliefend wurden
die Schnitte fir 10 Minuten gewaschen, mit Hdmatoxylin nach Weigerts gegen gefarbt, in einer Etha-
nolkonzentrationsreihe entwassert, mit Xylen behandelt und in einem harzigen Medium eingeschlos-
sen.

Fur die osteogene Differenzierung wurden 3x10* AT-MSCs in 12-Well-Platten (Trasadingen, Schweiz)
ausgesat und fiir 3 Wochen in OsteoDiff-Medium (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach) kulti-
viert, wobei jeden zweiten Tag das Medium gewechselt wurde. Nach drei Wochen wurden die Zellen
in 70%igem Ethanol fixiert. Die Alkalische Phosphatase in den Zellen wurde mit Hilfe des BCIP-NBT-
Nachweis (Gibco, Karlsruhe) gemessen. Dazu wurde die BCIP-NBT-L6sung nach angesetzt und die
Zellen darin nach Herstelleranweisung gefarbt. AnschlieBend wurden die Zellen gewaschen und mik-
roskopisch untersucht.

4.1.3 Vitalitatstests und Funktionalitatsnachweise
Vitalitatsbestimmung

Zur Bestimmung der Vitalitdit von dreidimensionalen, hESC-Fragmenten wurde eine LOsung aus
Fluorsceindiacetat (FDA) und Ethidiumbromid (EB) verwendet (Dankberg und Persidsky, 1976). Diese
Lebend-Tot-Farbung bestand aus 5ml proteinfreiem Basismedium (oder PBS), mit 8ul FDA (Stockl6-
sung: 5 mg/ml in Aceton, Molecular Probes/Invitrogen, Karlsruhe) und 50ul EB (Stocklosung: 1 mg/ml
in Wasser, Molecular Probes/Invitrogen, Karlsruhe). Abgeléste hESC-Koloniefragmente wurden 1:1
mit der Vitalitatstest—Losung gemischt, adharente Kolonien wurden mit der reinen Losung bedeckt,
fir 5 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert und mit PBS gewaschen. AnschlieRend
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wurde an einem Fluoreszenzmikroskop mit Tripleband-Filter (Eclipse TE300, Nikon Europe, Amster-
dam, Niederlande) Bilder aufgenommen und mit Hilfe der Software ImageJ (NIH, Bethesda, USA, im
Internet frei erhaltlich) die Vitalitat bestimmt, wie bereits beschrieben (Ehrhart et al., 2009).

Die Flache der vitalen und adhdrenten hESC-Kolonien wurde vor und nach der Kryokonservierung
miteinander verglichen. Dazu wurden die Kolonien vor dem Einfrieren gekennzeichnet und deren
Flache bestimmt. Um die lebenden von den abgestorbenen Koloniebereichen nach dem Auftauen
unterscheiden zu kdnnen, wurden die Zellen nach der Kryokonservierung mit FDA und EB angefarbt.
Bilder wurden mit einem SMZ1500 Stereofluoreszenzmikroskop (Nikon Europe, Amsterdam, Nieder-
lande) aufgenommen und mit Hilfe der Software Imagel (NIH, Bethesda, USA, im Internet frei erhalt-
lich) miteinander verglichen. Fiir jeden Versuch wurden mindestens 150 Kolonien aus drei unabhéan-
gigen Ansatzen ausgewertet.

Bestimmung der Anwachsrate von humanen embryonalen Stammazellen

Zur Bestimmung der Anwachsrate wurden hESC-Fragmente in 6ml hESC-Kulturmedium auf eine
4,8cm Petrischalen (Corning, Kaiserslautern) mit inaktivierten PMEFs gegeben. Anschliefend erfolgte
die exakte Bestimmung der auf der Petrischale befindlichen Koloniefragmente durch Ausziahlen am
Mikroskop (Eclipse TS100, Nikon Europe, Amsterdam, Niederlande) bei zweifacher VergroBerung. 48
Stunden nach dem Aufgeben erfolgte der erste Mediumwechsel. Nach sieben Tagen wurde die Zahl
der angewachsenen Kolonien am Mikroskop bei zweifacher VergréBerung bestimmt. Die Anwachs-
rate errechnete sich dabei aus folgender Formel:

Anwachsrate [%] =(Anzahl der angewachsenen hESC-Fragmente / Anzahl der ausplattierten
hESC-Fragmente)x 100

Immunphénotypisierung adulter Stamm- und Vorlduferzellen

Zur Immunphanotypisierung wurden die Zellen abgeldst und eine Antikérperfarbung an den leben-
den Zellen durchgefiihrt. Dabei waren entweder Fluoresceinisothiocyanat (FITC), Phycoerythrin (PE)
oder Tetramethylrhodamin-Isothiocyanat (TRITC) direkt an die Primarantikorper gebunden oder, im
Fall von ungelabelten Primarantikdrpern, wurden anti-Maus IgG1, IgG2 oder IgG3 aus der Ratte oder
Ziege (alle Bestandteile von Becton Dickinson, Heidelberg) als Zweitantikdrper genutzt, die mit einem
Farbstoff gebunden waren. Zur Farbung des intrazelluldren von Willebrand-Faktors (vWf) wurden die
Zellen zunachst fir 3 Minuten mit 0,1%iger Triton X100 Losung permeabilisiert.

Zur Charakterisierung der UCB-ECs wurden folgende Antikérper benutzt: anti-CD3 (Klon UCHT1), anti-
CD34 (Klon 581), anti-CD29 (Klon K20), anti-CD81 (Klon JS64) von Beckman-Coulter, anti-CD14 (Klon
M¢P9), anti-CD36 (Klon CB38), anti-CD44 (Klon G44-26), anti-CD45 (Klon HI30), anti-CD71 (Klon M-
A712), anti-CD117 (Klon YB5.B8), anti-CD235A (Klon GA-R2/HIR2) von Becton Dickinson (Heidelberg)
und anti-CD133 (Klon 293C3) von Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach).

Zur Charakterisierung der UCB-ECFCs wurden folgende Antikérper benutzt: anti-CD45 (Klon 5B1),
anti-CD133 (Klon AC133) von Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach), anti-CD105 (Klon MEM-226) von
Abcam (Cambridge, UK), anti-CD31 (Teilnummer 2003788), anti-CD54/ICAM-1 (Teilnummer
2003785), anti-von Willebrand-Faktor (vWF, Teilnummer 2003787), anti-CD146 (Teilnummer
2003789) von Chemicon International (Hofheim), anti-KDR (89106) von R&D Systems (Wiesbaden),
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anti-CD14 (Klon M5E2), anti-CD62E/E-Selectin (Klon 68-5H11), anti-CD117 (Klon YB5.B8), anti-CD144
(Klon 55-7H1) von Becton Dickinson (Heidelberg).

Zur Charakterisierung der AT-MSCs wurden folgende Antikdrper benutzt: anti-CD11b (Klon ICRF44),
anti-CD79a (Klon HM47) von BiolLegend (DS Uithoorn, Niederlande), anti-CD34 (Klon AC136), anti-
CD45 (Klon 5B1) von Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach), anti-CD14 (Klon M5E2), anti-CD44 (Klon
G44-26), anti-CD73 (Klon AD2), anti-CD90 (Klon 5E10), anti-CD166 (Klon GHI/61), anti-MHC-I (Klon
G46-2.6), anti-MHC-Il (Klon G46-6) von Becton Dickinson (Heidelberg)und anti-CD105 (Klon
MEM-226) von Abcam (Cambridge, UK).

Als Kontrolle wurden unspezifische Isotypantikdrper verwendet. Die Zellen wurden mit einer 4%igen,
gepufferten Formalinldsung fixiert und mittels Durchflusszytometrie (FACSCalibur, Becton Dickinson,
Heidelberg) analysiert. Pro Probe wurden mindestens 10 Ereignisse gemessen.

Nachweis der Fihigkeit zur Koloniebildung (CFU-Nachweis)

Fur den CFU-Nachweis wurden ungefihr 10° MNCs in 500ul IMDM mit 2% BSA (StemCell Technolo-
gies, Koln) aufgenommen. 400ul dieser Suspension wurden in 3,6ml Methylzellulosemedium
(StemCell Technologies, KoIn) verdinnt. Mit einer 5ml Spritze und einer 16 Gauge Kaniile wurden
1,1ml Aliquots der Methylzellulose in Dreifachansidtzen in eine 35mm Zellkulturschale (Nunc,
Langenselbold) gegeben. Es wurden somit ungefihr 2x10* mononukledre Zellen pro Schale ausplat-
tiert. Die Zellen in Methylzellulose wurden fiir ungefahr 14 Tage kultiviert und anschliefend wurden
die Kolonien mit einem inversen Mikroskop (Olympus, Hamburg) unter Verwendung von 4x und 10x
Objektiven ausgezahlt.

Bestimmung der Anzahl lebender CD34+-Zellen aus frischen Nabelschnurblut und
mononukledren Zellen

Zur Quantifizierung lebender CD34+-Zellen aus Nabelschnurblut wurde eine 50ul Probe mit 20ul anti-
CD45/CD34 Antikorper (Becton Dickinson, Heidelberg) in einem TruCount-Réhrchen (Becton
Dickinson, Heidelberg) gemaR Herstelleranweisung gemischt. Die Zellen wurden fir 15 Minuten bei
Raumtemperatur im Dunkeln gefarbt und rote Blutkérperchen (RBC) wurden durch Zugabe von 1ml
Ammoniumchlorid Lysepuffer (PharmLyse, Becton Dickinson, Heidelberg) entfernt. Nach Lyse der
Erythrozyten wurde 20ul des 7-AAD Farbstoffes (Becton Dickinson, Heidelberg) hinzugefiigt, um die
toten Zellen zu farben. Eine durchflusszytometrische Analyse wurde mit einem FACSScan durchge-
fihrt und die Anzahl lebender CD34+-Zellen wurde gemaR eines modifizierten Protokolls nach
ISHAGE bestimmt (Sutherland et al., 1996; Brocklebank und Sparrow, 2001). Das Farbeprotokoll
wurde mit Hilfe des BD Stammzell Kontrollkits (Becton Dickinson, Heidelberg) kalibriert.

Zur Bestimmung der CD34+-Zellen aus isolierten MNCs, wurden die Zellen nach der Farbung mit 1ml
PBS mit 0,1% BSA verdiinnt, mit 7-AAD gemischt und analysiert wie oben beschrieben. Eine Lyse der
Erythrozyten war hierbei nicht nétig.
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Pluripotenznachweis bei humanen embryonalen Stammzellen

Die Expression von zwei Markern, Tra-1-81 und Oct-3/4, wurde mit Hilfe von durchflusszytometri-
schen Untersuchungen bestimmt. Fir die Praparation wurden die adharenten hESC-Kolonien mit
1 mg/ml Kollagenase IV (Fisher Scientific, Schwerte) abgelost. Um die hESC-Koloniefragmente von
den PMEFs zu trennen, wurden die Fragmente durch ein Zellsieb mit der Maschenweite von 70um
filtriert, mit einem Puffer aus PBS, 1% FBS und 0,09% NaN; (Sigma-Aldrich, Steinheim) gewaschen,
um die unspezifischen Antikdrperbindungsstellen zu blockieren, und durch eine 15-minitige Be-
handlung mit Trypsin (0,05%ig mit 0,53mM EDTA, Invitrogen, Karlsruhe) bei 37 °C in Einzelzellen dis-
soziiert. Nach Zentrifugation wurde das Pellet in 300ul Fixationspuffer (Cytofix, Becton Dickinson,
Heidelberg) resuspendiert und fiir 20 Minuten bei 4 °C fixiert. Die Zellsuspension wurde dann mit
anti-Oct-3/4- bzw. anti-Tra-1-81-Antikorpern gefarbt. Fiir eine Farbung des intrazelluldren Oct-3/4
wurde die Probe zunachst fiir 30 Minuten bei 4 °C mit dem Perm Buffer Ill (Becton Dickinson, Heidel-
berg) permeabilisiert, wahrend zur Detektion der Tra-1-81-Expression die Probe direkt mit dem Anti-
korper behandelt wurde. Dazu wurden 1ul PE-gekoppelter anti-Tra-1-81 IgM Antikorper (Becton
Dickinson, Heidelberg) bzw. 1ul PE-gekoppelter anti-Oct3/4 1gG Antikorper (Becton Dickinson, Hei-
delberg) pro 10° Zellen verwendet. Als Kontrolle wurde eine ungefirbt, fixierte Probe bzw. eine
IgG/IgM-Isotypkontrolle (Becton Dickinson, Heidelberg) genutzt. Die Proben wurden mit Hilfe eines
FACS Calibur (Becton Dickinson, Heidelberg) und mit der Software CellQuestPro (Becton Dickinson,
Heidelberg) analysiert, wobei mindestens 10* Ereignisse gemessen wurden.

Zusatzlich zur durchflusszytometrischen Analyse wurden auch immunzytochemische Untersuchungen
der Expression des spezifischen Human-Embryonic-Stem-Cell-Antigen-2 (HESCA-2) durchgefihrt.
Dazu wurden die Zellen zunachst mit PBS (Invitrogen, Karlsruhe) gewaschen, und anschlieBend in
einer Losung aus 0,15M Natrium-Cacodylat-Puffer (Agar Scientific, Essex, UK) mit 2% Glutaraldehyd
(Agar Scientific, Essex, UK) fir mindestens 24 Stunde bei 4°C fixiert. AnschlieRend wurde die Probe
dreimal mit PBS gewaschen und unspezifische Antikérperbindungsstellen wurden durch 20minitige
Inkubation in 1,5%igem Ziegenserum in PBS blockiert.

Die Bindung des anti-HESCA-2 Primarantikorpers (1:100, Millipore, Schwalbach) erfolgte bei 4°C Gber
Nacht. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurde der sekundare IgM-Antikdrper goat anti-mouse
IgG, der mit AlexaFluorR 594 gekoppelt war (Invitrogen, Karlsruhe), in einer 1:200 Verdiinnung in PBS
mit 1% bovinem Serum Albumin (Sigma-Aldrich, Steinheim) und 0,05% Tween-20 (Sigma-Aldrich,
Steinheim) zugegeben.

Die Probe wurde bei 4°C liber Nacht oder alternativ fiir 1,5 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
Unmittelbar vor der qualitativen Auswertung am Fluoreszenzmikroskop (Eclipse TE 300, Nikon
Europe, Amsterdam, Niederlande) wurde der Zellkern mit 10 pg/ml Fluoreszenzfarbstoff
Hoechst33342 (Invitrogen, Karlsruhe) angeféarbt.

Nachweis der Zellvitalitdat und Stoffwechselaktivitdt durch WST-1- und AlamarBlue-Test

Das Funktionsprinzip beider Methoden beruht auf einer enzymatischen Umsetzung, die einen
photometrisch messbaren Farbumschlag bewirkt. Der WST-1-Test weist dabei die Funktionalitat der
Atmungskette nach, indem das schwach rote Tetrazoliumsalz WST-1 (4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-
nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-Benzol-Disulfonat) von Zellen mit intaktem mitochondrialem
Succinat-Tetrazolium-Dehydrogenasesystem zum dunkelroten Formazan reduziert wird. Die Um-
setzungsrate des Tetrazoliumsalzes spiegelt damit die Stoffwechselaktivitat wieder.
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Dazu wurden 1x10* bzw. 2x10* in Alginat verkapselte PMEFs in 200ul einer 10 Vol.-%igen WST-1
Losung (Roche, Mannheim) fiir 4 bzw. 24 Stunden im Brutschrank inkubiert. AnschlieRend wurde der
Uberstand 1:10 mit PBS verdiinnt und die Absorption der Fliissigkeit und somit die Umsetzung des
Tetrazolimsazes an einem Spektralphotometer (Life Science UV/Vis Spektrophotometer, Beckman
Coulter, Krefeld) bei einer Wellenldange von 450nm bestimmt. Der gleiche Vorgang wurde zusatzlich
mit reinem Medium als Nullwert durchgefihrt.

Der AlamarBlue-Assay (Invitrogen, Karlsruhe) dagegen basiert auf dem nicht fluoreszierenden,
blauen Farbstoff Resazurin, der von metabolisch aktiven Zellen in fluoreszierendes, pinkes Resorufin
umgesetzt wird. Dazu wurden die adhdrenten Zellen in einer 10 Vol.-%igen Losung des AlamarBlue-
Reagenz in Zellkulturmedium fir bis zu 24 Stunden inkubiert und anschliefRend wurde die Emission
(A=610nm) bei einer Anregung von A=560nm am Mikroplattenlesegerat TECAN infinite 200 (Tecan
Group Ltd., Mannedorf, Schweiz) gemessen.

Die gemessene relative Absorption bzw. Fluoreszenz gibt dann, normiert auf reines Medium ohne
Zellen als Kontrollwert, Informationen Uber die metabolische Aktivitat der Zellen.

ELISPOT-Nachweis zur Analyse der Ausschiittung von Interferon-y durch PBMCs

Die IFN-y Ausschittung von Lymphozyten, die im peripheren Blut vorhanden sind, wurde nach Sti-
mulation mit Peptiden des Cytomegalievirus (CMV pp65 Peptidpool, Becton Dickinson, Heidelberg),
bzw. mit einer Mischung dieser Peptide mit Bestandteilen des Epstein-Barr- und Influenzavirus (CEF-
Peptide, CTL, Bonn) untersucht. Die grundsatzliche Fahigkeit zur IFN-y Ausschittung wurde durch
eine unspezifische Anregung mit Phytohemagglutinin (PHA, Sigma-Aldrich, Steinheim) getestet und
das Hintergrundsignal wurde durch Medium mit 0,4% DMSO bestimmt. Alle Reaktionen wurden in
Dreifachansatzen analysiert. Dazu wurden 96-Well-Platten, die mit anti-humanen IFN-y 1-D1k Anti-
korpern aus der Maus beschichtet waren (Mabtech, Hamburg), viermal mit PBS (Gibco, Karlsruhe)
gewaschen und anschliefend 30 Minuten mit IMDM (Gibco, Karlsruhe), das 10% FBS (PAA, Colbe)
und 1% L-Glutamin (Gibco, Karlsruhe) enthielt, geblockt. Die eingefrorenen PBMCs wurden aufgetaut
und Uber Nacht kultiviert. Ungefahr 2x10° Zellen/Well wurden fir die Ansitze mit CMV, CEF und die
Messung des Hintergrunds eingesetzt. Fir die Ansatze mit PHA wurden 1x10° Zellen/Well verwendet.
Die CEF- und CMV-Peptide sowie PHA wurden in einer finalen Konzentration von 128 pg/ml,
483 pug/ml bzw. 8 pg/ml zugegeben. AnschlieBend wurden die Platten fiir 20 bis 22 Stunden bei 37 °C
und 5% CO, inkubiert. Nachdem die Platten flinfmal mit PBS gewaschen wurden, wurde die IFN-y-
Ausschittung der T-Zellen durch die Zugabe von an HRP-gekoppelten 7-B6-1 Detektionsantikdrpern
aus der Maus (Mabtech, Hamburg), 1:200 verdiinnt mit steril filtriertem PBS mit 0,5% FBS, gemessen.
Nach der Inkubation wurden die Platten erneut fiinfmal mit PBS gewaschen. Die Spots wurden unter
Verwendung des Nova Red Substrat Kits (Vector Laboratories INC, Burlingame, USA) entwickelt. Dazu
wurde die Spotentwicklung nach ein bis zwei Minuten gestoppt, indem die Platten ausgiebig mit
destilliertem Wasser (B. Braun, Melsungen) gewaschen wurden. Die Spots wurden mit dem Immu-
nospot Analyser (CTL, Bonn) ausgewertet. Das Ergebnis wird als die Anzahl spotbildender Zellen (SFC)
pro 10° PBMCs angegeben.
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4.1.4 Mikroskopietechniken: REM und MPLSM

Untersuchungen der Oberflachenstrukturen mit Hilfe der Raster-Elektronen-Mikroskopie
(REM)

Fiir Untersuchungen mit Hilfe der Raster-Elektronen-Mikrokospie wurden die Zellen in PBS oder in
0,25 M Hepes-Pufferlésung (PAN, Aidenbach) gewaschen und in 2%igem Glutaraldehyd (Agar
Scientific, Essex, UK), das in Natrium-Cacodylatpuffer (Agar Scientific, Essex, UK) gelost wurde, fir
mindestens einen Tag bei 4 °C fixiert. Zellen in Suspension wurden anschlieBend mit PBS gewaschen
und fur mindestens 2 Stunden in PBS oder Medium ohne FBS auf mit Ethanol gereinigter Alufolie
inkubiert, so dass sie aufgrund elektrostatischer Krafte auf der Oberflache adsorbiert wurden. hESC-
Fragmente wurden fiir die Praparation in Zellkultureinsatzen (Micell, 12um PorengréBe, Millipore,
Schwalbach) immobilisiert, wahrend fir adharente Proben dieser Schritt nicht notwendig war. An-
schlieBend wurden die Proben flir REM nach dem Standardverfahren prapariert: mit Wasser gewa-
schen, entwadssert in einer ansteigenden Ethanolkonzentrationsreihe, mit einem Polaron Range
Kritisch-Punkt-Trockner CPD-7501 (Quorum Technologies Ltd., Ashford, UK) getrocknet und mit
Schwermetallen bzw. Kohlenstaub beschichtet. Fir einen besseren Kontrast wurden die hESC-
Kolonien vor der Entwasserung mit 2%igem Osmiumtetroxid (Roth, Karlsruhe), 1%iger Tanninsdure
(Sigma-Aldrich, Steinheim) und 1%igem Uranylacetat (TED PELLA INC., Redding, USA) behandelt
(Katsen et al., 1998). Die Proben wurden mit Sekundéarelektronen- und Riickstreuelektronenkontrast
an einem Philips XL30 ESEM Mikroskop (FEI, Eindhoven, Niederlande) mit 10kV Beschleunigungs-
spannung und 10mm Arbeitsabstand untersucht.

Untersuchungen der Membranintegritait mit Hilfe der Multiphotonen-Laser-Raster-
Mikroskopie (MPLSM)

Um die raumliche Auflésung, die Eindringtiefe und die Qualitat der Zellaufnahmen wahrend und nach
der Kryokonservierung zu verbessern, wurde das Multiphoton-Laser-Raster-Mikroskop LSM-510-
Meta-NLO (Zeiss, Jena) verwendet. Dazu wurden humane embryonale Stammzellkolonien adharent
oder in Suspension vor und nach der Kryokonservierung in Hinsicht auf Membranintegritat und Zy-
toplasmaorganisation untersucht. Die innere Plasmamembran der Zellen wurde mit 2 pug/ml Di-8-
Anneps (Invitrogen, Karlsruhe), der Zellkern wurde mit 10 pg/ml Hoechst 33342 (Sanofi-Aventis,
Frankfurt) flr ein bis zwei Stunden bei 37 °C gefarbt.

Um die Eiskristallbildung von unterschiedlichen Kryomedien in adulten Stamm- und Vorlauferzellen
wahrend der Kryokonservierung beobachten zu kénnen, wurde das MPLSM in einer adaptierten
Form verwendet (Doerr et al., 2009). AT-MSCs und UCB-ECFCs wurden in einer Konzentration von
1,5x10"-3,8x10" Zellen/cm? mindestens fiir 24 Stunden auf zellkulturbehandelten Kunststoffdeckgla-
sern (Thermanox®©, Nunc, Langenselbold) mit einem Durchmesser von 13mm kultiviert. Um die Zel-
len wahrend des Einfriervorganges deutlich sichtbar zu machen, wurde das Zytoplasma vorher mit
2 ug/ml Calcein (Invitrogen, Karlsruhe) und der Zellkern mit 10 pg/ml Hoechst33342 (Sanofi-Aventis,
Frankfurt) angefarbt, indem die Zellen darin fir 15 Minuten bei 37 °C inkubiert wurden. Nach der
Farbung wurden die Zellen fir 5 Minuten bei 4°C in den zu untersuchenden Kryomedien gehalten.
AnschlieBend wurden die Zellen auf einen Kihltisch platziert, der mit flissigem Stickstoff gekiihlt
wurde. Der Kihltisch besitzt eine computergesteuerte Temperaturriickkopplung und einen Tempera-
turbereich von +600 bis -196 °C (MDS 600). Er ist verbunden mit einer Temperaturkontrolle (TMS 94),
einer Pumpe fir flussigen Stickstoff (alle Bestandteile von Linkam Scientific Instruments, Tadworth,
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UK) und einem Vorratsbehilter fir flissigen Stickstoff. Die gefarbten Proben wurden mit 1 °C/min
auf -80°C eingefroren und mit 60 °C/min auf ungefdhr 20 °C wieder aufgetaut. Zur Anregung wurde
bei allen Versuchen ein Ti:Saphir Femtosekunden (Le Blanc et al.) Lasersystem (Mai Tai Broadband,
Spectra-Physics, Mountain View, USA) mit einer mittleren Wellenldnge von 800nm verwendet, das
einen 120fs Laserpuls mit einer Impulsfrequenz von 80MHz erzeugt. Die Bildaufnahmen wurden an-
schliefend mit der Software Zeiss LSM Image Browser Version 3,5,0,376 analysiert. Bei den Aufnah-
men der hESC-Kolonien nach der Vitrifikation wurde die Helligkeit bzw. der Kontrast fiir den blauen
Kanal auf 68 bzw. 71 und fir den griinen Kanal auf 47 bzw. 39 eingestellt. AuBerdem wurden die
Bilder fiir eine bessere Visualisierung mit dem ,despeckle“-Modus der Software Imagel bearbeitet,
um das Hintergrundrauschen zu reduzieren.

4.2 Kryokonservierung

4.2.1 Kryokonservierung von adulten Stamm- und Vorlduferzellen in Suspension mittels
langsamer Kiihirate

Nach dem Ablésen der UCB-ECs, UCB-ECFCs und AT-MSCs wurden die Zellen zweimal mit PBS gewa-
schen und mit einer Konzentration von 1x10° Zellen/ml in den unterschiedlichen Kryomedien resus-
pendiert. Dabei wurden als Kryomedien 90% FBS mit 10% DMSO als Kontrolle und ein proteinfreies,
chemisch vollstandig definiertes Medium, das auf dem Poloxamer 188 basiert mit einer DMSO-
Konzentration von 5% bzw. 10% (Fischer Procryotect, Ziirich, Schweiz, mit einer Lizenz des Fraunho-
fer IBMT hergestellt und vertrieben) verwendet. AnschlieBend wurden 1,5ml Aliquots in eisgekihlte
Kryorohrchen gefiillt, wobei aus jedem Roéhrchen direkt wieder 0,2ml entnommen wurden, um die
Zellzahl und Vitalitat vor der Kryokonservierung zu bestimmen. Die Kryordhrchen wurden in einer
Isopropanolbox (Mr. Frosty, Nalgene, Langenselbold) mit 1 °C/min auf -80°C eingefroren. Nach min-
destens 2 Stunden wurden die Proben in einen Stickstofftank Gberfiihrt, in dem sie mindestens 24
Stunden gelagert wurden. Zum Auftauen wurden die Rohrchen in ein 37 °C warmes Wasserbad ge-
geben, bis fast kein Eis mehr sichtbar war. Direkt nach dem Auftauen wurde aus jedem Rohrchen
eine 0,2ml Probe zur Zellzahl- und Vitalitatsbestimmung entnommen. Die restliche Zellsuspension
wurde in 15ml Kulturmedium verdiinnt und fiir 10 Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach der Zentrifuga-
tion wurden die Zellen in 6ml warmen Kulturmedium aufgenommen und jede Probe auf zwei Kultur-
flaschen aufgeteilt. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach dem Auftauen (24 und 48 Stunden fir
UCB-ECFCs und AT-MSCs, 48 und 96 Stunden fiir UCB-ECs) wurden die Zellen mit dem Uberstand
abgelost und gesammelt, um die Zellzahl und die Vitalitat zu bestimmen. Jede Probe wurde dreifach
mit einer Neubauerkammer oder mit einem automatischen Zellzahlgerat ausgezahlt, die Anzahl toter
Zellen wurde mit Propidiumiodid am Durchflusszytometer bestimmt.

34



Material und Methoden 4.2.2 Kryokonservierung von hESCs in Suspension

4.2.2 Kryokonservierung von humanen, embryonalen Stammzellen mit langsamen
Kiihlraten in Suspension

Die hESC-Kolonien wurden entweder mechanisch mit Hilfe einer sterilen Metallnadel, die normaler-
weise fur die rasterelektronenmikroskopische Praparation verwendet wird (Fine Science Tools,
Heidelberg), zerteilt und von der Oberfliche abgelést oder nach einer 10miniitigen Inkubation in
1 mg/ml Kollagenase IV (Gibco, Karlsruhe) durch Resuspendieren und anschlieBendes Zentrifugieren
fir 5 Minuten bei 100g vorbereitet. In einer weiteren Praparationsmethode wurde die Suspension
von enzymatisch abgelosten Fragmenten mit Hilfe eines Zellsiebs (Becton Dickinson, Heidelberg)
nach GroRe sortiert. hESC-Fragmente, die groRer als 70um waren, wurden in dem Sieb aufgefangen.
Das Eluat mit Zellresten unter 70um wurde verworfen. Die auf dem Zellsieb haftenden Koloniefrag-
mente wurden von diesem Zellsieb durch Umdrehen und Abspiilen mit 3ml hESC-Kulturmedium ab-
gelost.

Zur Bestimmung der Fragmentanzahl wurden 50ul der Suspension mikroskopisch ausgezahlt. 100
(mechanisch) bzw. 1000 (enzymatisch) Koloniefragmente wurden mit 500ul Kulturmedium in ein
Kryovial (Nunc, Langenselbold) gegeben. Zu der Suspension wurde die exakt gleiche Menge des
Kryomediums aus 60% FBS und 20% DMSO (WAK-Chemie Medical, Steinbach) in Kulturmedium zu-
gegeben, so dass die entstandene Losung eine Endkonzentration von 10% DMSO und 30% FBS besaR.
Die Kolonien wurden 30 Minuten bei 4°C inkubiert, in einem programmierbaren Einfrierautomat
(IceCube 14s, Sy-Lab GmbH, Neupurkersdorf, Osterreich) mit 1°C auf -80°C eingefroren und anschlie-
Rend bei -176°C in der Gasphase Uber fllissigem Stickstoff in einem Kryotank (Biosafe®MD, Cryo-
therm, Kirchen/Sieg) eingelagert. Nach mindestens sieben Tagen Lagerung wurden die Proben im
Wasserbad fiir drei Minuten bei 37°C aufgetaut. Die mechanisch abgel6sten Kolonien wurden auf-
grund der geringen Anzahl nach dem Auftauen direkt in eine 5cm Petrischale (Nunc, Langenselbold)
mit 6ml hESC-Medium gegeben und ohne weitere Behandlung analysiert. Enzymatisch abgeloste
Fragmente wurden in 9ml Kulturmedium aufgenommen, fiir eine Minute bei 100g zentrifugiert und
in 3ml hESC-Medium aufgenommen. Vor und nach der Kryokonservierung wurde mit FDA/EB die
Vitalitat und durch Ausplattieren auf mitotisch inaktivierte PMEFs die Adhadsionsrate der Fragmente
bestimmt.

4.2.3 Kryokonservierung von adhdrenten, humanen embryonalen Stammzellen mit
langsamen Kiihlraten und Vitrifikation

Adhdrente hESC-Kolonien wurden langsam in 35mm Zellkulturschalen (Nunc, Langenselbold)
eingefroren. Nach einer Kultivierung von hESC-Kolonien fiir 4-6 Tage in einem Inkubator (37 °C, 5%
CO,, 95% Luftfeuchtigkeit) wurde das Kulturmedium abgesaugt. Die Kolonien wurden mit 1ml Kryo-
konservierungsmedium, bestehend aus 60% Standardmedium, 30% FBS (Gibco, Karlsruhe) und 10%
DMSO (WAK-Chemie Medical, Steinbach), iberschichtet, mit Parafilm umschlossen und anschlieRend
fir 30 Minuten bei 4 °C inkubiert. Die Zellen wurden in einem programmierbaren Einfrierautomaten
(IceCube 14s, Sy-Lab, Neupurkersdorf, Osterreich) mit 1 °C/min von 4 auf -80 °C eingefroren. An-
schlieBend wurden die Proben in einem Stickstofftank eingelagert (Biosafe®MD, Cryotherm,
Kirchen/Sieg) und in der Gasphase fiir 5-7 Tage gelagert. Die hESC-Kolonien wurden in einem 37°C
warmen Wasserbad innerhalb von zwei Minuten aufgetaut, wobei besonders darauf geachtet wurde,
dass kein Wasser aus dem Wasserbad in die Zellkulturschalen gelangte. Nach dem Auftauen wurden
2ml Kulturmedium tropfenweise zugegeben, um den osmotischen Schock zu minimieren. Anschlie-
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Rend wurden die Zellen zweimal mit 1ml Kulturmedium gewaschen und in einem Brutschrank bei
37°C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die Zellen wurden direkt, nach 24 Stunden und
nach 48 Stunden analysiert.

Fir die Vitrifikation wurden hESCs auf zellkulturbehandelten Kunststoffdeckglasern (Thermanox®©,
Nunc, Langenselbold) kultiviert und zwei Kryokonservierungslésungen hergestellt (Vajta et al., 19983;
Richards et al., 2004). Vitrifikationslosung 1 (VS1) enthielt 10% DMSO (WAK-Chemie Medical, Stein-
bach) und 10% EG (Sigma-Aldrich, Steinheim) in Kulturmedium. Vitrifikationslésung 2 (VS2) bestand
aus 300mM Saccharose (Sigma-Aldrich, Steinheim), 20% DMSO (WAK-Chemie Medical, Steinbach)
und 20% EG (Sigma-Aldrich, Steinheim) in Kulturmedium. Eine 6cm Zellkulturschale (Nunc,
Langenselbold) wurde in einem Vorratsgefall mit flissigem Stickstoff versenkt. Die Kunststoffdeck-
glaser wurden zunachst fiir eine Minute in VS1, dann fiir 5 Sekunden in VS2 inkubiert und anschlie-
Rend direkt in flissigen Stickstoff getaucht. Die Proben wurden fir den Transport in die 6 cm Zellkul-
turschale mit Stickstoff gegeben und darin in der Gasphase eines Stickstofftanks eingelagert.

Nach mindestens 5-7 Tage Lagerung bei -170 °C wurde die Zellkulturschale mit den Kunststoffdeck-
glasern wieder mit flissigem Stickstoff gefiillt und in ein mit Stickstoff gefilltes Transportgefall
Uberfiihrt. Die Proben wurden dann direkt in die Auftaulésungen getaucht. Dabei bestand Losung 1
(WS1) aus 200mM Saccharose (Sigma-Aldrich, Steinheim) in Kulturmedium und Auftaulésung 2 (WS2)
aus 100mM Saccharose (Sigma-Aldrich, Steinheim) in Kulturmedium. Zum Auftauen wurden die Zel-
len fir 1 Minute in WS1 und dann fiir 5 Minuten in WS2 inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen in
Standardmedium Uberfihrt und in einem Inkubator bei 37 °C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit kulti-
viert.

4.2.4 Kryokonservierung von mononukledren Zellen aus dem peripheren Blut (PBMCs)

Fir die Kryokonservierung von frisch isolierten PBMCs wurden folgende sechs Kryomedien verwen-
det:

()  GHRC-CryoMedium |, hergestellt unter GMP-Bedingungen von PAA (Colbe), enthdlt 12,5% BSA
Fraktion V in RPMI 1640 und wird mit 10% DMSO (Sigma-Aldrich, Steinheim) versetzt.

(I) GHRC-CryoMedium II, hergestellt unter GMP-Bedingungen von PAA (Colbe), enthélt 12,5% BSA
Fraktion V in RPMI 1640, 6% Hydroxyethylstarke (HES) und wird mit 5% DMSO (Sigma-Aldrich,
Steinheim) versetzt.

(1) GHRC-CryoMedium |lII, hergestellt unter GMP-Bedingungen von PAA (Cdlbe), enthalt 12,5%
humanes Serum in RPMI 1640 und wird mit 10% DMSO (Sigma-Aldrich, Steinheim) versetzt.

(IV) IBMT-Medium | ist ein chemisch vollstiandig definiertes und proteinfreies Kryomedium, das auf
1% Poloxamer 188 als Additiv basiert und 10% DMSO enthalt (Fischer Procryotect, Zirich, lizen-
siert durch das Fraunhofer IBMT, St. Ingbert).

(V) IBMT-Medium Il ist nahezu identisch zu c) enthélt aber 5% DMSO (Fischer Procryotect, Zirich,
lizensiert durch das Fraunhofer IBMT, St. Ingbert).

(V1) Als Kontrollmedium wurde vorgetestetes, hitzeinaktiviertes FBS (PAA, Célbe bzw. Gemini Bio-
Products, West Sacramento, USA) mit 10% DMSO (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) verwendet.

Dabei bestehen die GHRC-CryoMedien aus zwei Losungen. Lésung A enthalt kein DMSO, Losung B ist
mit 20% DMSO versetzt. Alle Kryomedien wurden frisch angesetzt und bei 4°C verwendet. Isolierte
PBMCs wurden in einer Konzentration von 20 — 23x10° Zellen/ml in Losung A der verschiedenen
GHRC-CryoMedien resuspendiert. Die gleiche Menge von Lésung B wurde tropfenweise dazugege-
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ben, so das eine finale Losung mit 10% DMSO und mit 10 — 11,5x10° Zellen/ml entstand. In den pro-
teinfreien Medien und der FBS-Kontrolle wurden die PBMCs direkt in einer Konzentration von 10—
11,5x106 Zellen/ml resuspendiert.

Auf -20 °C vorgekihlte Kryorohrchen (Sarstedt, Nirnbrecht) wurden mit 1ml Aliquots der Zellsuspen-
sion beflllt, in eine Isopropanolbox (VWR, Darmstadt; Kiihlrate laut Hersteller: 1°C/min) Gberfiuhrt
und Uber Nacht bei - 80°C eingefroren. Anschliefend wurden die Proben in der Gasphase von flissi-
gem Stickstoff gelagert.

Zum Auftauen wurde IMDM-Medium (Gibco, Karlsruhe) mit 10% vorgetestetem, hitzeinaktiviertem
FBS (PAA, Colbe bzw. Gemini Bio-Products, West Sacramento, USA) und 1mM L-Glutamin (Gibco,
Karlsruhe) verwendet. Die Kryorohrchen wurden direkt aus dem Lagertankt in ein 37°C warmes Was-
serbad Uberfiihrt und dort inkubiert, bis nur noch eine geringe Menge Eis in der Probe vorhanden
war. Anschliefend wurde 1ml des warmen Auftaumediums tropfenweise zur PBMC-Suspension zu-
gegeben und die Probe in ein 50ml Polypropylenrohrchen (Sarstedt, Nirnbrecht) mit 9ml vorge-
warmten Auftaumedium pipettiert. Die R6hrchen wurden fiir flinf Minuten bei 400g zentrifugiert,
das Zellpellet in 10ml Auftaumedium aufgenommen und (iber Nacht in einem Inkubator (5% CO,,
37°C, 95% Luftfeuchtigkeit) mit leicht angeschraubten Deckel kultiviert.

Es wurden je drei Proben pro Kryomedium und Spender aufgetaut. Die Zellvitalitat und die Anzahl
lebender Zellen im Bezug zur eingefrorenen Zellzahl wurden direkt nach dem Auftauen und nach
Ubernachtkultur bestimmt. Dazu wurden die Proben dreimal mit einem automatischen Zellzahlgerét
(ViCell, Beckman Coulter, Krefeld), das Trypanblau verwendet, gemessen.

Die Lebendzellzahl und die Vitalitat wurden folgendermaRen bestimmt:
(1 Lebendzellzahl (%) (direkt nach dem Auftauen, Oh):

% Lebendzellzahl = Anzahl lebender PBMCs nach der Kryokonservierung x 100 / Anzahl der
eingefrorenen, lebenden PBMCs

(1 Lebendzellzahl (%) (nach Ubernachtkultur, 24h):

% Lebendzellzahl = Anzahl lebender PBMCs nach der Ubernachtkultur x 100 / (Anzahl der
eingefrorenen, lebenden PBMCs — Anzahl der lebenden PBMCs, die fiir die Messung bei Oh
idealerweise entnommen wurden)

() Vitalitat (%) (direkt nach dem Auftauen und nach Ubernachtkultur)

% Vitalitdt = Anzahl lebender PBMCs x 100 / Anzahl aller gemessenen PBMCs (lebend+tot)
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5. Resultate

5.1 Entwicklung funktionserhaltender Kryoprozeduren von humanen
Stamm- und Vorlduferzellen

Humane Stamm- und Vorlauferzellen besitzen eine groBe Bedeutung im Bereich der Arzneimittel-
entwicklung und in regenerativen Therapien. Doch wahrend die Isolierung und Kultur dieser Zellty-
pen bereits in einer Vielzahl von Studien untersucht wurden und strengen Kriterien bei therapeuti-
scher Anwendung unterliegen, werden die Mechanismen der Schadigung einer kurz- oder langfristi-
gen Kryokonservierung von Stamm- und Vorlauferzellen auf deren Funktionalitat, Vitalitat und Diffe-
renzierungspotential bzw. Pluripotenz bislang nicht verstanden. Vor allem das Einfrieren von huma-
nen embryonalen Stammzellen (hESCs) in Suspension stellt noch eine groRe Herausforderung dar, da
mit den gegenwirtigen Standardprotokollen nur eine sehr geringe Uberlebensrate der Zellen erzielt
werden kann (siehe Kap. 2.1.4). Aus diesem Grund werden in diesem Kapitel zunachst die dreidimen-
sionale Koloniestruktur der hESCs und deren Co-Kultur mit den embryonalen Mausfibroblasten
(PMEF) charakterisiert, um Hinweise zur Verbesserung der Kryokonservierung zu erhalten. Daraus
resultierend werden neben kryobiologischen Ansatzen in Suspension auch oberflachenbasierte Ver-
fahren und deren Invasivitat hinsichtlich der Zell-Zell- und Zell-Substrat-Kontakte analysiert. Fiir eine
therapeutische Anwendung von adulten Stamm- und Vorlauferzellen werden Untersuchungen zur
Vermeidung von tierischen Bestandteilen in Kryomedien und zur Reduktion der DMSO-Konzentration
durchgefiihrt. Dazu werden die Kristallisationsvorgange wahrend des Einfrierens und Auftauens so-
wie deren Effekte auf die Membranintegritat und Zellfunktionalitat untersucht.

5.1.1 Vergleichende Untersuchungen zur in vitro Kultur embryonaler Stammzellen

Im Gegensatz zur Kryokonservierung von Einzelzellen, stellt die standardisierte Ablage von Zellaggre-
gaten und Zellgemischen aufgrund von unterschiedlichen thermodynamischen und osmotischen
Eigenschaften innerhalb eines Zellverbandes und zwischen unterschiedlichen Zelltypen hohe Anspri-
che an das Einfrierprotokoll. Daher befasst sich das folgende Kapitel zundchst mit der genauen Cha-
rakterisierung der hESCs und deren Interaktion mit den PMEFs, um so den Einfluss der dreidimensio-
nalen Koloniestruktur und der Co-Kultur von hESCs mit PMEF auf die Kryokonservierbarkeit dieses
Zellsystems zu untersuchen. Dazu wurde die Funktionalitdt der Stammzellen durch Untersuchung des
Adhéasionsverhaltens bestimmt und die Eigenschaft der Selbsterneuerung (,self-renewal”) durch
Analyse der Zellproliferation charakterisiert.

Vergleichende Untersuchung zur mechanischen und enzymatischen Kolonieernte in
Relation zur Morpholologie der Stammzellaggregate

Um die adharenten hESCs fiir eine Subkultivierung oder Kryokonservierung in Suspension von der
Kulturoberflache abzulésen, werden entweder mechanische oder enzymatische Prozesse angewen-
det. Zur Verbesserung der Zellpraparation im Hinblick auf die Kultivierung und das Einfrieren, wurden
drei Protokolle zum Ablésen der Zellen miteinander verglichen (Tabelle 2). Dabei wurde untersucht,
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ob durch das Ablosen der hESC-Koloniefragmente die Mebranintegritdt und die Adhasionsfahigkeit
der Kolonien verdandert werden.

Zunachst wurden die Zellen mechanisch mit einer feinen Nadel, die normalerweise fiir REM-
Praparationen genutzt wird, zerschnitten, abgelost und so belassen. Zum Vergleich wurden die
Stammzellen enzymatisch mit einer 0,1%igen Kollagenaseldsung geerntet und durch vorsichtiges Auf-
und Abpipettieren weiter fragmentiert. Aufbauend auf dieser Prozedur wurde die Zellsuspension in
einem dritten Versuchsansatz noch durch ein Zellsieb mit einer Maschenweite von 70um filtriert und
nur die im Sieb verbleibenden Fragmente fiir die weiteren Untersuchungen genutzt.

Tabelle 2: Ubersicht iiber die unterschiedlichen Ablésemethoden.

Effizienz und Limitierungen der mechanischen und enzymatischen Behandlung der Zellen, sowie des
enzymatischen Ablésens mit anschliefender Gréf3ensortierung.

- . CLSM-
Effizienz Zeitaufwand Aufnahmen (3D)
MfChanISCh . Max. 100 2-3 Kolonien
abgeléste Kolonien . .
. Kolonien pro Minute
(gepickt)
Enzymatisch ca. 10'900 Ca. 30 Minuten
.. . Kolonie-
abgeléste Kolonien pro Zellkultur-
(0,1% Kollagenase) fragmente pro platte
! Zellkulturplatte
Enzymatisch Ca. 4000 Ca. 40 Minuten
abgeléste Kolonien | Koloniefragmente
.. pro Zellkultur-
groBer als 70um pro Zellkultur- latte
(Zellsieb) platte P

Das mechanische Ablosen ermoglichte die Auswahl spezifischer Kolonien unter dem Mikroskop. So-
mit konnte eine Vorauswahl basierend auf der Qualitdt und dem Differenzierungsstatus individueller
Kolonien getroffen werden. Diese Ablésemethode war jedoch sehr zeit- und arbeitsaufwendig. Selbst
fir trainiertes Personal war das Ablésen von nur ungefahr zwei bis drei Kolonien pro Minute moglich.
Da hESCs sehr sensitiv auf Temperatur- und CO,-Schwankungen reagieren, sollten nie mehr als 100
Kolonien auf einmal abgelost werden. Diese Methode ist daher flir umfangreiche Experimente sehr
limitiert.

Das enzymatische Ablésen erhdhte deutlich die Effizienz. Es war damit moglich, alle Kolonien einer
Zellkulturplatte (bis zu 10000 hESC-Koloniefragmente) innerhalb von 30 Minuten zu ernten. Auler-
dem ist das parallele Ablésen mehrerer Platten moglich, so dass es hier nahezu zu keiner Limitierung
kommt. Es konnte jedoch keine spezifische Auswahl der Kolonien getroffen werden und somit wur-
den auch spontan differenzierte Zellen mit abgeldst. Zusatzlich fiihrte diese Methode zu einem in-
homogenen Zellgemisch mit stark unterschiedlich groRen Koloniefragmenten.

Um die kleinsten Koloniefragmente auszuschlielen, wurden die enzymatisch abgeldsten Kolonien im
letzten Versuchsansatz mit Hilfe eines Zellsiebes noch zuséatzlich nach GréRe sortiert. Diese Adaption
der enzymatischen Behandlung fiihrte, wie in den folgenden Untersuchungen gezeigt wird, zu einer
homogeneren GréBenverteilung, verringerte allerdings die Effizienz der Methode. So wurde ungefahr
die Halfte der Fragmente aussortiert, da sie kleiner als 70um waren. Dieser zuséatzliche Arbeitsschritt

39



Resultate 5.1.1 Vergleichende Untersuchungen zur in vitro Kultur

nahm ungefdahr 10 Minuten mehr Zeit in Anspruch. Die Nachteile lagen auch hier darin, dass keine
Vorauswahl der Kolonien moglich war und dass jeder zusatzliche Arbeitsschritt die Gefahr einer Kon-
tamination erhohte.

Um die Effekte der unterschiedlichen Ablosemethoden auf die Membranintegritat und Koloniestruk-
tur untersuchen zu kénnen, wurden die hESC-Koloniefragmente mit Fluorsceindiacetat (FDA) und
Ethidiumbromid (EB) gefarbt und die dreidimensionale Struktur der Fragmente mit einem konfokalen
Laser-Raster-Mikroskop untersucht (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Struktur und Fragmentgréflie von hESC-Koloniefragmenten nach dem Ablésen mit den drei
unterschiedlichen Methoden.

(A-C) zeigen hESC-Koloniefragmente nach dem Ablésen mit den drei unterschiedlichen Ansétzen. Die Zellen
wurden mit FDA und EB angeférbt, um die Membranintegritit zu bestimmen. Lebende Zellen erscheinen griin,
tote rot. Die dreidimensionalen Darstellungen wurden aus optischen Schnitten durch die Koloniefragmente, die
mit konfokaler Laser-Raster-Mikroskopie erstellt wurden, konstruiert. (A) zeigt mechanisch abgeléste Kolonien,
(B) enzymatisch abgeléste und (C) enzymatisch abgeléste Fragmente gréf3er als 70um. (D) zeigt die mittleren
Durchmesser mit Standardabweichung der Fragmente, die manuell mit Hilfe der Software Imagel aus
Mikroskopaufnahmen bestimmt wurden. Die im Diagramm angegebenen Werte entsprechen der Anzahl der
Fragmente, die ausgewertet wurden. Mech.: mechanisch abgeldst; Enz.: enzymatisch abgeldst; Enz.>70um:
enzymatisch abgeldste Fragmente gréfSer als 70um.

Alle Fragmente besallen nach dem Abldsen eine gute Membranintegritdt und eine kompakte Struk-
tur mit engen Zell-Zell-Kontakten, unabhéngig von der verwendeten Methode (Abbildung 8A-C).
Allerdings wurden bei den mechanisch zerschnittenen und abgeldsten Kolonien eine erhohte Anzahl
toter Zellen an der Peripherie der Fragmente detektiert (Abbildung 8A), die wahrscheinlich auf den
mechanischen Stress wahrend des Abldsens zurlickzufiihren sind. Im Vergleich besaRen die enzyma-
tisch abgelosten Fragmente mit 97,93 + 74,42um die geringste und ungleichmaRigste Gréfe. Die
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mechanisch abgelosten Kolonien, die nicht weiter fragmentiert wurden, besallen mit 289,54 +
71,38um den grolRten Durchmesser (Abbildung 8G). Das zusatzliche Sortieren der enzymatisch abge-
|6sten Fragmente mit Hilfe eines Zellsiebes fiihrte zu einer erhéhten Homogenitat der Suspension mit
einem deutlich gréReren Fragmentdurchmesser von 193,12 + 62,56um.

Da fiir ein optimales Ablosen der hESCs nicht nur die Vitalitat, die Gber die Membranintegritat be-
stimmt wurde, sondern auch das Wiederanwachsen der Fragmente entscheidend ist, wurde parallel
auch die Adhasionsrate der unterschiedlich abgel6sten Fragmente auf einer chemisch inaktivierten
PMEF-Schicht untersucht (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Vitalitdt und Adhdsionsrate der mit den unterschiedlichen Methoden abgelésten hESC-
Koloniefragmente.

Die hESC-Koloniefragmente wurden nach dem Ablésen mit FDA und EB angefdrbt und an einem
Fluoreszenzmikroskop fotografiert, um die Membranintegritit zu bestimmen. Die Vitalitét wurde anschliefSend
mit Hilfe einer computerbasierten Bildauswertung berechnet. Die Werte in der Graphik entsprechen der Anzahl
der analysierten Fragmente. Die Adhdsionsrate entspricht dem Verhdltnis der eingesetzten und nach einer
Woche tatsdchlich angewachsenen Fragmente und wurde in vier unabhdngigen Ansdtzen bestimmt.

Die Vitalitat der abgel6sten Kolonien war mit allen Methoden sehr hoch (Abbildung 9) und lag durch-
schnittlich bei mindestens 80%. Am geringsten war dabei die Vitalitdt der mechanisch abgeldsten
Fragmente mit 82,67 + 8,76%, worauf bereits die CLSM-Aufnahmen der gefarbten Kolonien hindeu-
teten. Mit 86,63 £ 5,10% bzw. 89,30 + 7,25% waren die Werte der enzymatisch abgel6sten und der
zusatzlich nach GrolRle sortierten Fragmente vergleichbar hoch.

Die Untersuchungen des Adhasionspotentials der unterschiedlich abgeldsten Kolonien ergaben, dass
trotz der erhdhten Anzahl toter Zellen bei den mechanisch abgeldsten Fragmenten, diese mit 85,22 +
6,68% das beste Ergebnis erzielten. Im Gegensatz dazu wuchsen von den enzymatisch abgel6sten,
inhomogenen Fragmenten nur 30,45 * 6,42% wieder an. Nach dem Entfernen aller Koloniefragmente
von unter 70um Durchmesser ergab sich dagegen eine sehr gute Adhasionsrate von 81,83 + 6,00%.
Aus diesem Grund wurde in einem Kontrollversuch auch der Teil der Fragmentsuspension, der das
Zellsieb passieren konnte, also kleiner als 70um im Durchmesser war, auf einer Schicht aus inaktivier-
ten PMEF-Zellen ausplattiert. Bei diesen Fragmenten konnte nahezu keine Adhasion festgestellt wer-
den. Somit scheint es eine Korrelation zwischen der FragmentgréRe und der Adhasionsfahigkeit vor-
handen zu sein: je kleiner die Fragmente, desto geringer ist das Adhasionspotential.

Diese Ergebnisse zeigten, dass fiir ein effizientes Ablosen der Zellen fiir die Subkultivierung eine ho-
mogene FragmentgrofRe der Stammzellkolonien und eine nicht zu starke Fragmentierung der Kolo-
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nien wichtig sind. In den folgenden Messungen wurden daher immer enzymatisch abgeloste hESC-
Fragmente mit einer MindestgroBe von 70um verwendet. Zusatzliche Auswirkungen der unter-
schiedlichen Ablésemethoden auf die Kryokonservierung werden im weiteren Verlauf untersucht
(Kapitel 4.1.3).

Strukturaufklarung von humanen embryonalen Stammzellkolonien

Die Adhasion der hESC-Fragmente auf einer Zellkulturoberflache nach einer Kryokonservierung ist ein
kritischer Punkt und entscheidend fir die weitere Verwendung der Zellen. Nur durch ein effizientes
und reproduzierbares Anwachsverhalten der Zellen unter Erhalt der Pluripotenz kénnen die Zellen als
standardisiertes Ausgangsmaterial in spezifischen Differenzierungsprotokollen oder fiir toxikologi-
sche Untersuchungen genutzt werden. Um den spezifischen Adhdsionsvorgang einer Stammzellkolo-
nie besser verstehen zu kénnen, ist zunachst eine Untersuchung der Koloniestruktur von adharenten
Stammzellen im Vergleich zu Aggregaten in Suspension auf Einzelzellebene notwendig. Dazu wurden
hESC-Kolonien mittels Multiphotonen-Laser-Raster-Mikroskopie (MPLSM) analysiert, da diese Tech-
nik eine gute raumliche Auflésung und eine hohe Eindringtiefe besitzt, dabei allerdings nur eine ge-
ringe lichtinduzierte Schadigung der Zellen auslost. Mit Hilfe der MPSLM wurden optische Schnitte
durch die Zellaggregate in vertikaler und horizontaler Richtung erstellt (Abbildung 10) und die abge-
bildeten Zell-Zell- und Zell-Substrat-Interaktion untersucht.

Abbildung 10: Multiphotonen-Laser-Raster-Mikroskopie von adhdrenten Stammzellen (A, B) und abgeldsten
Fragmenten in Suspension (C, D).

Die MPLSM-Darstellung offenbart die Koloniestruktur; in den adhdrenten Stammzellkolonien ist eine
palisadenartige Anordnung der Zellen erkennbar (A) wdhrend die Zellen in abgelésten Kolonien keine
Orientierung besitzen (C, D); zusdtzlich sind die Zellen nahezu komplett vom Nukleus ausgefiillt (B-D); anhand
der Bilder ist eine Bestimmung des Verhdltnisses der vertikalen zur horizontalen Seitenlinge (A1) méglich; die
innere Zellmembran wurde mit Di-8-Anneps (griin), der Zellkern mit Hoechst 33342 (blau) angefdrbt.

Die Untersuchungen zeigten, dass in Stammzellen der Nukleus einen Grol3teil der Zellen einnimmt
und die adharenten Kolonien eine kompakte Struktur besitzen (Abbildung 10A, B). Die Kolonie in
Abbildung 10 hat einen maximalen Durchmesser von 290um und ist 85um hoch, wobei einige Kolo-
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nien Durchmesser von {iber 1000um erreichen kénnen. Optische Schnitte zeigen eine palisadenartige
Anordnung der Zellen innerhalb der Kolonie (Abbildung 10A), das heift die Zellen ziehen sich vertikal
durch die Kolonie. Dabei betrdagt das Verhaltnis der vertikalen zur horizontalen Seitenlange einen
Wert von 5,40 + 1,15 (Abbildung 10A1, n=10). Zusatzlich konnten in der Kolonie vier Zellschichten
unterschieden werden.

Die Zellstruktur innerhalb der Kolonie @ndert sich deutlich nach dem Ablésen von der Oberflache. Die
langgestreckten Zellen ziehen sich in Suspension zusammen und gehen in eine abgekugelte Form
Uber, wobei der Zellkern immer noch den groRten Teil der Zelle einnimmt (Abbildung 10C, D).

Diese veranderte Koloniestruktur verdeutlicht die Komplexitat der Reorganisation wahrend des Ablo-
seprozesses und Anwachsvorganges und erklart die Anfalligkeit dieser Schritte bei der Kryokonservie-
rung. Doch eine Untersuchung dieses dynamischen Vorganges ist mit Hilfe von Standardmikrosko-
piemethoden nicht moglich. Fiir die dreidimensionale Visualisierung der Zellbewegung innerhalb der
Kolonie ist die Verwendung von spezifischen Membran- und Kernfarbung notwendig, die allerdings
diesen sensiblen Prozess direkt beeinflussen konnten. Zusatzlich ist flir die Untersuchung des Adhasi-
onsvorganges eine zeitlich aufgeloste Darstellung der Koloniereorganisation wichtig, so dass weitere
Analysen des Anwachsprozesses und der Proliferation mittels Videomikroskopie an ungefarbten
Proben durchgefiihrt wurden.

Untersuchungen der Zelldynamik iiber Morphologieanalysen mittels
Langzeitvideomikroskopie

Fir die Kryokonservierung von hESCs stellen das Ablésen der adharenten Kolonien von der Kultur-
oberflache vor und das Anwachsen der Aggregate nach dem Auftauen entscheidende Schritte dar.
Ziel war es daher, die komplexen Interaktionen der PMEF und der hESC-Kolonien wahrend des Adha-
sionsvorganges der abgel6sten hESC-Koloniefragmente zu analysieren. Um diesen hoéchst dynami-
schen Vorgang detailliert untersuchen zu kénnen, wurde der Anwachsvorgang von hESCs auf einer
Zellschicht aus chemisch inaktivierten PMEF und die anschlieRende Proliferation der Zellen mittels
Videomikroskopie zur mikroskopischen Beobachtung von Zellbewegungen und zellularen Prozessen
unter physiologischen Bedingungen (37 °C, 5% CO, und lber 95% Luftfeuchtigkeit) untersucht. Nur
mit dieser Methode war es moglich, die Interaktion der hESC-Koloniefragmente mit den PMEF-Zellen
und die strukturelle Umorganisation der Fragmente zeitlich hochaufgel6st beobachten zu kdnnen.
Der Anwachsprozess und die Proliferation der Zellen wurden {ber einen Zeitraum von 96 Stunden
durch Aufnahme eines Bildes alle 15 Minuten beobachtet. Die Ergebnisse wurden dargestellt, indem
die Flache der Stammzellkolonie aus den Einzelaufnahmen ermittelt und gegen die Zeit aufgetragen
wurde (Abbildung 11). Es konnte beobachtet werden, dass die Koloniefragmente innerhalb von fiinf
Stunden wieder anwachsen und nach einer kurzen Verzégerung mit der Proliferation beginnen (Ab-
bildung 11A). In der Proliferationsmessung von finf Fragmenten konnte eine GréRenzunahme der
Kolonieflache auf bis zum 25-fachen der Ausgangsgrofie innerhalb von 95 Stunden gemessen werden
(Abbildung 11B, Fragment 2). Nach einer zeitlich hochaufgelosten Beobachtung des Adhasionsvor-
ganges und der PMEF-hESC-Interaktion mit Hilfe der Videomikroskopie, wurde die weitere Prolifera-
tion fiir 300 Stunden mittels konventioneller Mikroskopie untersucht (Abbildung 11C).
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Abbildung 11: Anwachsprozess eines hESC-Koloniefragments innerhalb von 96 Stunden (A) und die
entsprechenden Fldche-Zeit-Graphen von fiinf Fragmenten (B), sowie die weitere Proliferation von sechs
Fragmenten fiir 300 Stunden, aufgenommen mit konventioneller Mikroskopie (C).

Die Aufnahmen wurden mittels Videomikroskopie erstellt. Die Wachstumskurve zeigte eine sehr gute
Proliferation der humanen embryonalen Stammzellkolonien und erméglichte die Identifizierung von drei
Wachstumsphasen; die Auswertung von Fragment3, t=168h in (C) fehlt.

Durch diese systematische Beobachtung war die Identifikation von drei unterschiedlichen Phasen der
Zellproliferation moglich (Abbildung 11B, C). Bis die Fragmente nach dem Ausplattieren wieder an-
gewachsen sind und sich reorganisiert haben, findet in der Lag-Phase nur ein geringes
Koloniewachstum statt. In der anschlieRenden Exponentiellen Phase ist eine deutliche Zellprolifera-
tion sichtbar (Abbildung 11B, C), wahrend in der Stationdren Phase die Proliferation stagniert (Abbil-
dung 11C). Da vor allem der Anwachsprozess eine kritische Voraussetzung fur die Kultivierung der
Stammzellen darstellt, wurde dieser Vorgang mit Hilfe der videomikroskopischen Aufnahmen noch
einmal detaillierter untersucht. So konnten den bereits identifizierten Proliferationsphasen noch zwei
weitere Anwachsphasen hinzugefiigt werden. Es wurde festgestellt, dass die hESC-Koloniefragmente
nach dem Aussden schnell auf die PMEF-Zellschicht absinken (Sedimentations-Phase) und die PMEF-
Zellen nach dem ersten Zellkontakt vor den Stammzellen zuriickweichen (Kontakt-Phase, Abbildung
11A, t=0). Wihrend der Lag-Phase, die bis 40 Stunden nach dem Ausplattieren dauert, kommt es zur
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Adhéasion der Kolonien und es findet eine Reorganisation der hESC-Koloniestruktur statt (Abbildung
11A, t=14:45h). Direkt im Anschluss beginnen die Zellen in der Exponentiellen Phase zu proliferieren
(Abbildung 11A, t=29:45h), wodurch die PMEF-Zellen noch weiter zurick gedrdangt werden bis die
Prolilferation in der Stationdren Phase aufgrund der Platzlimitierung und der Unterversorgung der
Zellen im Kolonieinneren stagniert.

Die videomikroskopischen Aufnahmen ermdglichten es also, das Anwachsen und die anschlielende
Proliferation der hESC-Koloniefragmente in insgesamt fiinf Phasen zu unterteilen: Sedimentations-,
Kontakt- (PMEF-Verdrangung), Lag- (Reorganisation), Exponentielle und Stationare Phase. Diese Er-
gebnisse zeigten somit, dass eine direkte Interaktion der hESCs und der PMEF-Zellen vorliegt, da
diese wahrend des Anwachsvorganges und der Proliferation vor den hESC-Koloniefragmenten zu-
rickweichen. Um die Effekte, die eine Co-Kultur mit inaktivierten PMEF-Zellen auf die Koloniestruk-
tur und Zellmorphologie der Stammzellen besitzt, zu untersuchen, wurde ein Kultursystem entwi-
ckelt, das eine direkte Interaktion der beiden Zelltypen vermeidet, aber zur Standardkultur vergleich-
bare Kulturbedingungen gewabhrleistet.

5.1.2 Untersuchung neuer Kultivierungsansitze von humanen embryonalen
Stammzellen

Fiir eine therapeutische Anwendung der hESCs ist entweder eine strikte Separation dieser Zellen von
den PMEF notwendig oder es muss eine komplette Vermeidung der Mausfibroblasten erreicht wer-
den. Insbesondere ist es wichtig, den Einfluss der PMEF auf die hESCs zu verstehen, um diese Kultur-
bedingung definiert imitieren zu kdnnen und somit optimale Konditionen zum Erhalt der Stammzell-
pluripotenz zu schaffen. Dariliber hinaus sind Kultivierungsprotokolle notwendig, die eine standardi-
sierte und kontrollierte Expansion des Zellmaterials flir die Produktion von spezifisch differenzierten
Zellen oder fiir die Untersuchung in toxikologischen Screenings ermdglichen. Das folgende Kapitel
befasst sich daher mit der Untersuchung des Einflusses einer physischen Trennung von PMEF- und
Stammzellen durch die Immobilisierung der Mausfibroblasten in ultrahoch viskosem Alginat auf die
Stammzellmorphologie und den Pluripotenzerhalt. Zusatzlich wurde das Adhasionsverhalten der
Stammzellen in einer miniaturisierten und kontrollierbaren Umgebung analysiert.

Charakterisierung von primaren embryonalen Mausfibroblasten

PMEF-Zellen stellen in der Co-Kultur den Stammzellen eine extrazellulare Matrix zur Verfligung, auf
der diese wachsen kdnnen, und sezernieren Faktoren in das Kulturmedium, die eine spontane Diffe-
renzierung der hESCs verhindern. Welche zuséatzlichen Effekte eine direkte Interaktion der PMEFs mit
den hESCs auf die Stammzellmorphologie besitzt, soll im Folgenden untersucht werden.

Dazu wurden PMEF-Zellen in Alginat, das aus Braunalgen gewonnen wurde, verkapselt, um beide
Zelltypen raumlich zu trennen. In einem ersten Schritt wurden zunachst die PMEFs im Hinblick auf
die Proliferationsgeschwindigkeit unterschiedlicher Passagen charakterisiert, um fir die folgenden
Untersuchungen ein geeignetes Ausgangsmaterial zu definieren (Abbildung 12). Da die Zellen kom-
merziell als Passage 3 erhaltlich sind, wurde das Wachstum ab Passage 4 bis Passage 7 verglichen.
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Abbildung 12: Wachstumskurven adhdrent wachsender PMEF aus unterschiedlichen Passagen

Fiir jede Passage (p = Passage) wurden 8 mit Gelatine beschichteten T25-Kulturflaschen mit je 2x10" PMEFs
angesetzt. Jeden zweiten Tag wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt, tdglich wurde von jeder Passage eine
Flasche abgeldst und die Zellzahl mit einer Neubauer-Zidhlkammer bestimmt; aufgetragen sind die Mittelwerte
mit Standardabweichung aus n=3.

Die Analyse der Wachstumskurven zeigte, dass die Zellen der Passage 4 die hochste Proliferations-
rate besallen. Das Zellwachstum verlief exponentiell, so dass sich die durchschnittliche Zeit fir eine
Verdopplung der Zellzahl berechnen lasst (Abbildung 12).

Fiir die Zellen der Passage 4 wurde Uber die untersuchten acht Tage hinweg im Durchschnitt eine
Verdopplungszeit von 2 Tagen bestimmt. Die Zellen aus spadteren Passagen wuchsen dagegen deut-
lich langsamer. So verdoppelten sich die Zellen der p5 nach ungefahr 3 Tagen, wahrend bei Zellen der
p6 eine Verdopplungszeit von ungefahr 4 Tagen gemessen wurde. Am langsamsten wuchsen Zellen
der Passage 7, hier betrug die Zeit fir eine Verdopplung durchschnittlich 4-5 Tage. Diese Untersu-
chungen zeigten, dass fir eine effiziente Verwendung fiir die PMEF nur ein enges Zeitfenster zur
Verfligung steht. Aus Zellen der p7 konnen mit einer Verdopplungszeit von 4-5 Tagen nur mit einem
groRen Zeitaufwand die fiir eine Co-Kultur mit humanen embryonalen Stammzellen benétigten Zel-
len erzeugt werden. Aus diesem Grund wurden fiir die weiteren Untersuchungen nur PMEFs der
Passagen 4 bis 6 verwendet.

Verkapselung von primdren embryonalen Mausfibroblasten in ultrahoch viskosem Alginat

Eine Immobilisierung der PMEFs in ultrahoch viskosem Alginat ermoglicht es den Zellen weiter-
hin, alle fiir das Uberleben notwendigen Nihrstoffe aufzunehmen und gleichzeitig die zum Pluri-
potenzerhalt fir die hESCs notigen Wachstumsfaktoren zu sezernieren. Dazu wurden zunachst
das Verhalten und die Uberlebensrate von PMEF, die in Alginatkapseln eingeschlossen wurden, un-
tersucht. Zudem wurden proliferierende und mit Mitomycin C mitotisch inaktivierte Zellen miteinan-
der verglichen, ob durch die physische Hemmung der Zellen im Alginat die zeitaufwendige Inaktivie-
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rung der PMEF-Zellen, die in der Standardkultur ein Uberwachsen der hESCs verhindern soll, noch
erforderlich ist.

Dazu wurden 10° proliferierende und chemisch inaktivierte PMEF mit dem ,Crystal Gun“-Verfahren
in 1ml 0,65%igem Alginat verkapselt. Dabei wurden die Zellen in einer ultrahoch viskosen Alginatlo-
sung aufgenommen und aus der Suspension wurde mit Hilfe von Druckluft Alginatkapseln mit einem
Durchmesser von ungefahr 500um gebildet. Durch Inkubation der Kapseln in einem Polymerisations-
bad mit Ba’*-lonen, sowie durch den Einschuss von Ba**-Kristallen wurde das Alginat dulSerlich und
von Innen vernetzt.

Die Zellen wurden anschlieRend fiir sieben Tage in einem Inkubator (37 °C, 5% CO,, 95% Luftfeuch-
tigkeit) mit einem Mediumwechsel an jedem zweiten Tag kultiviert. Die Vitalitat der Zellen in Suspen-
sion wurde anhand der Membranintegritat vor und nach der Verkapselung taglich bestimmt. Dazu
wurde eine Probe der Kapseln mit EB/FDA-L6sung gefarbt und die Anzahl lebender und toter Zellen
in jeweils vier Kapseln am Fluoreszenzmikroskop bestimmt (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Vitalitdt (A) und Gesamtzellzahl (B) von proliferierende und mit Mitomycin C inaktivierten
PMEF, die in 0,65%iges Alginat verkapselt wurden.

Proliferierende und mitotisch inaktivierte PMEF wurden mit Hilfe der Crystal Gun in Alginat immobilisiert. Die
Vitalitit der Zellen wurde vor und nach der Verkapselung bestimmt. Die Kapseln wurden mit einem
Mediumwechsel jeden 2. Tag im Brutschrank inkubiert. Zur Vitalitdtsbestimmung wurde eine Probe
entnommen, mit FDA/EB-Lésung gefdrbt und am Fluoreszenzmikroskop ausgezdhlt. Der Prozentsatz vitaler
Zellen von der Gesamtzellzahl wurde berechnet.

(A) Vitalitdt von proliferierenden und inaktivierten, verkapselten PMEF. Aufgetragen sind die Mittelwerte mit
Standardabweichung aus n=3x4; (B) Gesamtzellzahl aller fluoreszierenden Zellen nach der Vitalitétsfdrbung von
proliferierenden und inaktivierten PMEF in Alginatkapseln. Aufgetragen sind die Mittelwert aus n=3x4 mit
Standardabweichung, normiert auf den Mittelwert nach Verkapselung.

Die Vitalitatswerte der verkapselten PMEF lieRen einen Tag nach der Verkapselung zunachst einen
Einbruch auf 78,32 + 8,76% bei proliferierenden bzw. auf 66,48 + 10,15 % bei inaktivierten Fibroblas-
ten erkennen (Abbildung 13A). In den Folgetagen verbesserte sich die Vitalitdt wieder und bis Tag 7
blieben zwischen 80 und 90% der verkapselten Zellen vital. Der Prozentsatz lebender, fluoreszieren-
der Zellen lag dabei bei proliferierenden PMEF ab Tag 1 zwischen 82,56 + 4,02% und 90,88 * 4,20%
und erreichte damit immer geringfligig hohere Werte als die mitotisch inaktivierten Zellen.

Zusatzlich zum prozentualen Anteil lebender Zellen wurde noch die Gesamtzellzahl der in den Algi-
natkapseln eingeschlossenen, fluoreszierenden Zellen aufgetragen (Abbildung 13B). Dabei nahm die
Zellzahl der mitotisch inaktiven stetig ab, wahrend bei den proliferierenden Zellen zunachst eine
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Zunahme auf 126,45 + 59,20% erkennbar war. Nach einer Woche war die Gesamtzellzahl bereits auf
60,55 + 22,18% (chemisch inaktiviert) bzw. auf 81,16 + 26,38% (proliferierend) der Ausgangsmenge
gesunken.

Diese Ergebnisse konnten aufgrund der hohen Standardabweichung keine signifikanten Unterschiede
von proliferierenden und inaktivierten PMEF, die in Alginatkapseln eingeschlossen waren, sichtbar
machen. Beide Proben zeigten eine gute Zellvitalitat innerhalb von sieben Tagen, jedoch mit einer
gleichzeitigen Abnahme der detektierbaren Zellzahl. Da dieses Resultat darauf schlieBen lie3, dass
keine Proliferation der aktiven PMEF stattfand, wurde in den weiteren Experimenten auf eine mitoti-
sche Inaktivierung der PMEF verzichtet.

Da die Vitalitatsmessung allein keine vollstandige Charakterisierung der verkapselten PMEF ermog-
licht, wurde zusatzlich die Stoffwechselaktivitat der eingeschlossenen Zellen taglich mit Hilfe eines
WST-1-Tests Uber einen Zeitraum von einer Woche bestimmt. Um den Einfluss der Verkapselung auf
den Metabolismus der PMEF zu untersuchen, wurden verkapselte proliferierende PMEF mit in 2D-
Kultur wachsenden, chemisch inaktivierten Zellen, die fiir die Kultivierung von hESCs genutzt werden,
und als Kontrolle zusatzlich mit in 2D-Kultur wachsenden proliferierenden PMEF verglichen (Abbil-
dung 14).

—a— proliferierende PMEF
—Oo— inaktivierte PMEF
—&— verkapselte PMEF

Metabolismus (normiert)

Zeit [d]
Abbildung 14: Bestimmung der Stoffwechselaktivitdt durch den WST-1-Test.

In einer 96-Wellplatte wurden proliferierende, mitotisch inaktivierte und verkapselte PMEF kultiviert (200
ul/Well, alle 2 Tage Mediumwechsel), die Konzentration der Suspensionen betrug 5x10° Zellen/ml, bzw. 1
Ansatz PMEF-Kapseln/10ml. Téglich wurden 3 Wells pro Ansatz und eine zellfreie Kontrolle mit je 10% WST-1-
Lésung gemischt und 24h inkubiert. Der Uberstand wurde 1:10 mit PBS verdiinnt und die Absorption
photometrisch bei 450nm gemessen. Dargestellt sind die normierten Mittelwerte mit Standardabweichung aus
n=3.

Die Stoffwechselaktivitat von proliferierenden PMEFs nahm deutlich zu und nach einer Woche wurde
der fiinffache Ausgangswertes erreicht. Der Kurvenverlauf zeigte dabei an Tag 6 einen Einbruch, be-
vor der Stoffwechsel an Tag 7 wieder anstieg. Der Metabolismus der mitotisch inaktivierten Zellen
schwankten dagegen deutlich, blieb aber in einem annahernd konstanten Bereich von 1,00 £ 0,42 bis
2,49 = 0,78. Im Vergleich dazu war bei den verkapselten PMEF ein stetiger Abfall der
Metabolismusaktivitat zu erkennen, der nach 6 bis 7 Tagen gegen Null tendierte.
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Auch die Bestimmung der Membranintegritdat und Metabolismusaktivitdt zeigte keine Proliferation
der verkapselten PMEF. Es bestatigte sich daher, dass die Verkapslung der PMEF in Alginat eine zu-
satzliche mitotische Inaktivierung der Zellen unnoétig macht. Allerdings wurde eine kontinuierliche
Abnahme der Zellzahl und der Stoffwechselaktivitat festgestellt. Im Folgenden wurde untersucht, ob
die verbleibenden Zellen ausreichen, um die Pluripotenz der Stammzellen in Co-Kultur zu erhalten,
oder ob die PMEF in der Fahigkeit zur Sezernierung der fiir die Stammzellkultivierung relevanten
Faktoren durch die Immobilisierung in Alginat limitiert sind.

Co-Kultur von humanen embryonalen Stammzellen mit verkapselten PMEF-Zellen

Um den Einfluss eines mechanischen Kontakts der PMEF-Zellen auf die Stammzell- und
Koloniemorphologie feststellen zu kdnnen, wurden hESCs rdaumlich getrennt von proliferierenden
PMEF-Zellen, die in ultrahoch viskosem Alginat verkapselt wurden, kultiviert, so dass es zu keiner
Zell-Zell-Interaktionen zwischen den verschiedenen Zelltypen kommen konnte. Aullerdem sollte fiir
eine therapeutische Anwendung der Zellen eine Co-Kultur der hESCs mit tierischen Zellen komplett
vermieden oder wenigstens ein direkter physischer Kontakt verhindert werden. Aus diesem Grund
wurde zunachst ein neues PMEF-System mit in Alginat verkapselten, mitotisch aktiven PMEF
entwickelt. Dazu wurden H9 hESCs auf humaner extrazelluldarer Matrix (ECM) kultiviert und Alginat-
kapseln mit PMEF dem Medium zugesetzt. Dieser Ansatz verhindert eine Vermischung der beiden
Zelltypen und garantiert eine vergleichbare Mediumzusammensetzung im Vergleich zur Standard-Co-
Kultur. Die verkapselten PMEF konnten weiterhin alle nétigen Faktoren sezernieren und die ECM
simulierte die von den PMEF produzierten Adhasionsproteine. Diese Kultivierungsmethode erlaubt
daher eine vereinfachte Handhabung mit einer strikten Separation der Zellen.

Um die Effizienz des neuen Kultursystems und die Auswirkung der fehlenden PMEF-Interaktion zu
untersuchen, wurde sowohl die Morphologieveranderung der Stammzellkolonien mit Hilfe von
Durchlicht- und Raster-Elektronen-Mikroskopie, als auch der Erhalt der Pluripotenz wahrend der
Kultivierung mittels Durchflusszytometrie untersucht. Die Stammzellkolonien wurden dazu mecha-
nisch abgeldst, um eine Ubertragung von inaktivierten PMEF aus der Standardkultur zu vermeiden,
und anschlieBend auf Kontroll- und Versuchsplatten gleichmaRig verteilt. Als Kontrolle dienten
hESCs, die i) auf chemisch inaktivierten PMEF als Standardkultur ii) auf mit humaner ECM beschichte-
ten Platten unter Verwendung von konditioniertem Medium mit einer erhdhten bFGF-Konzentration
(10 ng/ml) als PMEF-freie Kontrolle, iii) auf mit humaner ECM beschichteten Platten unter Verwen-
dung von konditioniertem Medium mit einer erhéhten bFGF-Konzentration (10 ng/ml) und zusam-
men mit Alginatleerkapseln, um die mechanischen Effekte der Alginatkapseln auf die hESCs identifi-
zieren zu kdénnen, und iv) auf mit humaner ECM beschichteten Platten unter Verwendung von Stan-
dardmedium als Negativkontrolle ausplattiert wurden. Um die Auswirkung von verkapselten PMEF
auf die Stammzellen zu untersuchen, wurde nach dem Verteilen der H9-Zellen, ein Ansatz PMEF-
Kapseln im Standardmedium pro Platte zugefiigt.

Die Morphologie der Kolonien wurde mit dem Lichtmikroskop nach einem Zeitraum von sieben Ta-
gen verglichen (Abbildung 15A-D).
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Abbildung 15: Reprdsentative Aufnahmen von H9 hESCs, die mit in Alginat verkapselten PMEF fiir sieben
Tage co-kultiviert wurden.

Die hESCs wurden auf inaktivierten PMEF-Platten (A, B) als kompakte Kolonien mit einem Zentrum aus
mehreren Zellschichten (Doppelpfeile), auf humaner extrazellulérer Matrix mit konditioniertem Medium (C, D),
mit konditioniertem Medium und Leerkapseln (E, F, Pfeile) sowie mit verkapselten PMEF-Zellen (G, H) kultiviert.
Als Negativkontrolle dienten hESCs, die ohne PMEF im Standardmedium (I, J) gehalten wurden. Die Pfeilspitzen
markieren einzelne hESCs, die den Kolonieverbund verlassen haben.

Die Flache der hESC-Kolonien, die auf einer inaktivierten PMEF-Zellschicht kultiviert wurden, er-
reichte nach sieben Tagen eine Flache zwischen 0,07 und 2,01 mm?, ihre Morphologie blieb dabei
kompakt mit einem klar abgegrenzten, glatten Rand und einer dreidimensionaler Struktur (Abbildung
15A, B). Diese Merkmale deuten auf einen undifferenzierten Zustand der Stammzellen hin. Deutlich
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zu erkennen sind auch die dunkleren Regionen im Zentrum der Kolonien, an der die Kolonien beson-
ders dick sind (Abbildung 15A, B; Doppelpfeil). In der PMEF-freien Kontrolle, die fiir sieben Tage in
konditioniertem Medium mit einer erhéhten bFGF-Konzentration (10 ng/ml) kultiviert wurde, wurde
dagegen mit Werten zwischen 1,32 und 5,27mm? eine deutlich groBere Koloniefliche festgestellt als
in der Standardkultur (Abbildung 15C, D). Die Kolonien besalRen zusatzlich eine geringere Héhe und
nahmen beinahe eine Monolayerstruktur an. Der Kolonierand war hier etwas unebener und es waren
in der Kultur eine Vielzahl an Einzelzellen sichtbar, die aus der Kolonie herausgewandert waren (Ab-
bildung 15C, D; Pfeilspitzen). Um einen mechanischen Effekt der Alginatkapseln auf die Koloniemor-
phologie auszuschlieRen, wurde die PMEF-freie Kontrolle mit Alginatleerkapseln kultiviert (Abbildung
15E, F; Pfeil). Dabei wurde kein Unterschied zur PMEF-freien Kontrolle festgestellt. Im Versuchsan-
satz mit verkapselten PMEF waren die Kolonien ebenfalls nur als diinne Monolayer erkennbar (Abbil-
dung 15G, H) und mit einer Fliche zwischen 1,13 und 5,61mm? vergleichbar groR wie in der PMEF-
freien Kontrolle, wobei der Rand der Kolonien nach sieben Tagen ausgefranster war als in der Stan-
dardkultur oder in der PMEF-freien Kontrolle. Am Rand der Stammzellkolonien waren dabei die Zel-
len so weit auseinander gewachsen, dass man sogar die Umrisse einzelner Stammzellen sehen
konnte (Abbildung 15G, H). Als Negativkontrolle wurden Stammzellen ohne PMEF auf humaner ECM
mit Standardmedium kultiviert. In diesem Versuchsansatz wurde ein deutlich erhéhter Zellverlust
festgestellt. Zusatzlich waren auch hier die Kolonien sehr flach, doch ging die Koloniestruktur in den
meisten Fallen nahezu komplett verloren (Abbildung 151), so dass nur noch ein lockerer Zellverbund
aus vielen Einzelzellen erkennbar war.

Um zu Uberpriifen, ob die veranderte Morphologie der H9-Kolonien reversibel war oder aber als An-
zeichen fir eine beginnende Differenzierung gewertet werden muss, wurden die Zellen in einem
weiteren Versuch nach 7-tagiger Kultur passagiert und auf Kulturplatten mit inaktivierten PMEF wei-
ter kultiviert.

Die Stammzellen, die auf humaner ECM mit verkapselten PMEF-Zellen eine sehr flache Struktur mit
weitlaufiger Ausbreitung gezeigt hatten, bildeten nach dem Umsetzen auf eine mit inaktivierten
PMEF bewachsene Standardplatte wieder kompakte dreidimensionale Kolonien mit einem klar abge-

grenzten Rand (Abbildung 16A). Diese Kolonien lieBen sich nach der Passage morphologisch nicht
mehr von den Kontrollkolonien unterscheiden (Abbildung 16B).

Abbildung 16: H9 hESC-Kolonien, die mit in Alginat verkapselten PMEF (A) bzw. auf mitotisch inaktivierten
PMEF kultiviert wurden (B), nach dem Passagieren.

Die hESC-Kolonien wurden nach 7-tégiger Kultivierung mit in Alginat verkapselten PMEF-Zellen wieder auf einen
Monolayer aus chemisch inaktivierten PMEF-Zellen umgesetzt (A) bzw. dauerhaft unter Standardbedingungen
kultiviert (B).
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Die H9 hESC-Kolonien wurden zuséatzlich fiir rasterelektronenmikroskopische (REM) Aufnahmen pra-
pariert. Mit dieser Methode sollten neben morphologischen Unterschieden auch die Oberflachenbe-
schaffenheiten der Kolonien genauer untersucht werden. Dazu wurden die Kontrollkolonien aus der
Standardkultur mit hESC-Kolonien, die auf humaner ECM mit PMEF-Alginatkapseln kultiviert wurden,
an Tag 2 und 7 der Kultivierung miteinander verglichen und in Abbildung 17 dargestellit.

Abbildung 17: Reprdsentative REM-Aufnahmen von H9 hESC-Kolonien an Tag 2 (A-D) und 7 (E-J) der Kultivie-
rung auf einer inaktivierten PMEF-Zellschicht (A, C, E, G, 1) und auf humaner ECM mit verkapselten PMEF (B,
D, F, H, J).

(A) Kolonien, die fiir zwei Tage auf einem Monolayer aus inaktivierten PMEF-Zellen bzw. (B) auf humaner ECM
mit in Alginat verkapselten PMEF-Zellen kultiviert wurden mit dichtem Mikrovillibesatz auf der
Membranoberfliche (C, D, Doppelpfeile); nach sieben Tagen (E-J) ist in der Standardkultur eine Liicke zwischen
der Stammzellkolonie und den PMEF-Zellen (G, Stern) mit einer deutlich erhéhten Koloniedicke im Zentrum er-
kennbar (G, Pfeile), dagegen sind aus der Kolonie auf humaner ECM mit verkapselten PMEF-Zellen einige
Stammzellen aus der Kolonie herausgewandert und als Einzelzellen sichtbar (F); mit Hilfe des Riickstreuelektro-
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nenmodus (back scattered electrons, BS) sind in beiden Proben enge Zell-Zell-Kontakte, sowie Zellen mit einer
ldnglichen (H-J, gestrichelte Pfeile), bzw. runden Form (H-J, Pfeilspitzen) erkennbar.

Die REM Aufnahmen an Tag 2 der Kultivierung ergaben, dass sich die Kolonien auf humaner ECM mit
verkapselten PMEF-Zellen bereits nach kurzer Zeit morphologisch von den Kolonien in der Standard-
kultur auf inaktivierten PMEF-Zellen unterschieden. Wahrend die Kolonien auf den inaktivierten
PMEF-Zellen eine dreidimensionale, unebene Struktur besalRen (Abbildung 17A), wuchsen die Kolo-
nien auf humaner ECM flacher und nahmen die ungefahr 2,5-fache Flache der Kolonien aus der Stan-
dardkultur (Abbildung 17B) ein, wobei in beiden Proben kompakte Zellen mit dichtem Mikrovillibe-
satz sichtbar waren (Abbildung 17C, D). Nach sieben Tagen war der GroRBenunterschied noch deutli-
cher erkennbar, wobei die PMEF-Zellen in einigen Fallen keinen direkten Kontakt mit den hESC-
Kolonien hatten (Abbildung 17E, G, Stern). In beiden Ansatzen wurden enge Zell-Zell-Kontakte (Ab-
bildung 17H-J) festgestellt, allerdings waren die einzelnen Zellen bei dem Versuchsansatz mit PMEF-
Alginatkapseln groRer und flacher (Abbildung 17H, J) als in der Standardkultur (Abbildung 171).

Zusatzlich fand man in beiden Proben morphologisch unterschiedliche Zellen, die entweder eine
langliche Form angenommen hatten, die an Fibroblasten erinnerten (Abbildung 17H-J, gestrichelte
Pfeile) oder rund waren (Abbildung 17H-J, Pfeilspitzen).

Um zu Uberpriifen, ob das neue verkapselte PMEF-System ein potentieller Kultivierungsansatz fir
hESCs darstellt, ist eine morphologische Untersuchung der Kolonien allein nicht ausreichend. Deshalb
wurde mittels Antikérperfirbung gegen den spezifischen embryonalen Marker anti-Oct3/4 und
durchflusszytometrischer Analysen analysiert, ob die verkapselten PMEF noch die Fahigkeit besitzen,
die pluripotenten Eigenschaften der hESCs zu erhalten (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Reprdisentative Histogrammdarstellungen der FACS-Analyse von hESCs nach einer Kultivierung
zusammen mit verkapselten PMEF-Zellen und den Kontrollen.

Messung der Oct3/4-Expression vonH9 hESCs kultiviert auf humaner ECM mit verkapselten PMEF (A), von der
PMEF-freien Kontrolle auf humaner ECM mit konditioniertem Medium (B), von der PMEF-freien Kontrolle mit
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konditioniertem Medium und Alginatleerkapseln (C), von hESCs kultiviert nach dem Standardprotokoll (D) und
von einer Negativkontrolle auf humaner ECM mit Standardmedium (E). In allen Proben wurden mindestens
5000 Zellen gemessen, nur in zwei Proben des Standardprotokolls lag die Zellzahl unter diesem Wert. Die Ergeb-
nisse wurden dennoch in die Auswertung mit einbezogen, da es keine Auswirkung auf die Zellverteilung hatte.
Schwarze Linie: Isotypkontrolle, violette Ficiche: Oct3/4-Antikérper.

Die Bestimmung des Oct3/4-Signals ergab, dass die Expression bei H9 hESCs, die auf humaner ECM
mit verkapselten PMEF ( Abbildung 18A) kultiviert wurden mit 70,73 £ 11,10% vergleichbar war und
in der gleichen GroRenordnung lag wie bei den PMEF-freien Kontrollen auf humaner ECM mit kondi-
tioniertem Medium (77,8 £ 14,93%; Abbildung 18B) bzw. zusatzlich mit Alginatleerkapseln (82,55 +
14,32%; Abbildung 18C). Im Gegensatz dazu zeigten Stammzellen, die ohne PMEF und im Standard-
medium kultiviert wurden, einen Verlust der Oct3/4-Expression auf 58,10 + 10,00% (Abbildung 18E).
Die Standardkultur zeigte mit 71,40 + 18,88% ebenfalls vergleichbare Werte (Abbildung 18D), durch
die notige Separation der hESCs von den inaktivieren PMEFs mit Hilfe eines Zellsiebes kam es aller-
dings zu einem erheblichen Zellverlust, so dass nur in einer Proben 5000 Ereignisse gemessen wer-
den konnten.

Insgesamt zeigte sich, dass die Interaktion der Stammzellen mit den PMEF die Koloniestruktur defi-
niert und zu einem dreidimensionalen Aufbau der Kolonie fiihrt. Ohne die Co-Kultur mit den PMEF-
Zellen besaBen die Stammzellkolonien eine groBere Flache und wuchsen in nur ein bis zwei Zell-
schichten. Auch die Stammzellen selbst schienen in REM-Aufnahmen grofRer zu sein als in der Stan-
dardkultur, wobei die Oberflachenbeschaffenheit in beiden Ansatzen identisch war. Die Verwendung
von humaner ECM kann dabei die Co-Kultivierung mit PMEFs ersetzen. Zusatzlich wird entweder ein
von den PMEF-Zellen fiir 24 Stunden konditioniertes Medium mit einer auf 10 ng/ml erhohten bFGF-
Konzentration oder das in dieser Arbeit entwickelte System aus in Alginat verkapselten PMEF-Zellen
benotigt, um die Pluripotenz der hESCs zu erhalten. Ein weiterer Vorteil ist, dass anschlielRende Ana-
lysen durch die Homogenitat der reinen embryonalen Stammzellpopulationen deutlich erleichtert
werden.

AbschlieBend wurde untersucht, ob die Kultivierung von hESCs fiir eine spatere Verwendung in toxi-
kologischen Screening-Ansatzen oder zur Medikamentenentwicklung unter vollstandig standardisier-
ten und kontrollierbaren Bedingungen auf eine miniaturisierte Umgebung tbertragen werden kann.
Aufgrund des sehr geringen bendtigten Volumens und dem daraus resultierenden niedrigen Zell- und
Wirkstoffverbrauchs, wurde die etablierte Methode der ,Hanging droplet” (HD)-Kultivierung als Basis
des Versuchsaufbaus verwendet. Bei dieser Technik werden Zellen in einem Tropfenvolumen von
ungefahr 20ul an die Deckelunterseite einer Zellkulturschale platziert, die mit Flussigkeit befillt ist,
um die Evaporation zu verringern. Die HD-Kultivierung wird normalerweise nicht zur Kultivierung von
Zellen, sondern zur Bildung von Stammzellaggregaten und zur Induzierung der Differenzierung ver-
wendet. Um dies zu ermoglichen, wurde in der vorliegenden Arbeit zunachst die PMEF-freie
Kultivierung der hESCs auf Microcarriern etabliert. Durch die Microcarrier wurde den Zellen die fiir
die Kultivierung benotigte Adhasionsoberflache bereit gestellt und ein moglichst hoher Grad an
Standardisierung erreicht. Die PMEF-freien Bedingungen wurden durch die Verwendung von kondi-
tioniertem Medium, das fiur 24 Stunden mit PMEF-Zellen inkubiert und mit einer erhdhten
Konzentration an bFGF (10 ng/ml) angereichert wurde, sowie durch die Beschichtung der
Microcarrier mit humaner ECM geschaffen. AnschlieBend wurden die hESCs fiir 10 Tage im hdangen-
den Tropfen kultiviert.

Die Ergebnisse in Abbildung 19 zeigten, dass eine Kultivierung von hESCs auf Microcarriern im han-
genden Tropfen moglich ist. Dabei konnte ein deutliches Wachstum der Zellen wahrend der 10-
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tagigen Kultivierung festgestellt werden, wobei die Zellen eine steigende Zahl an Microcarriern be-
siedelten (Abbildung 19A). AuBerdem zeigte die immunzytochemische Untersuchung der Zellen nach
der Kultivierung den nahezu vollstandigen Erhalt der Pluripotenz (Abbildung 19C-E). Dazu wurden die
hESCs nach der 10-tagigen Kultivierung wieder auf einem Monolayer aus inaktivierten PMEF-Zellen
kultiviert, um somit eine Latenzzeit fiir eine mogliche, induzierte Differenzierung zu gewahrleisten. Es
konnte dabei kein Unterschied in der Expression des spezifischen Stammzellantigens HESCA-2 zur
Standardkultur und der PMEF-freien Kontrolle, die in einer 96-Well-Platte kultiviert wurden,
festgestellt werden.

Abbildung 19: Wachstum und Pluripotenz von hESCs, die fiir 10 Tage ohne PMEF im héngenden Tropfen mit
einem Mediumwechsel an jedem zweiten Tag kultiviert wurden (Abbildung aus Schulz et al., 2011b).

(A) Stammzellen bewachsen wdhrend der HD-Kultivierung weitere Microcarrier und bilden ein immer gréfSeres
Agglomerat. (B-D) Vergleich der Morphologie und Pluripotenz von hESCs, die unter verschiedenen Bedingungen
kultiviert wurden an Tag 10 der Kultivierung in 2D- und 3D-Systemen. Es sind Mikroskopbilder und die
entsprechenden immunzytochemischen Fédrbungen gegen das spezifische Stammzellantigen HESCA-2, die
Kernférbung mit Hoechst 33342 und die Uberlagerung beider Firbungen nach zwei anschliefenden Passagen
dargestellt. (B) Standardkultur von hESCs auf einem Monolayer aus chemisch inaktivierten PMEF-Zellen. (C)
PMEF-freie 2D-Kultur von hESCs auf humaner ECM mit konditioniertem Medium, das fiir 24 Stunden mit PMEF-
Zellen inkubiert wurde und die bFGF-Konzentration auf 10 ng/ml erhéht wurde. (D) PMEF-freie 3D-Kultur von
hESCs im hédngenden Tropfen auf Microcarriern, die mit humaner ECM beschichtet wurden, mit konditioniertem
Medium. Die Pfeile kennzeichnen Einzelzellen, die auflerhalb der Stammzellkolonien ein positives
Pluripotenzsignal zeigten, der Doppelpfeil zeigt auf einen nach der Passage in der 2D-Kultur verbliebenen
Microcarrier.
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Insgesamt konnten grundlegende Kulturbedingungen fiir eine PMEF-freie Kultivierung von adharen-
ten hESCs auf Microcarriern im hangenden Tropfen etabliert werden. Diese Ergebnisse bilden den
ersten Schritt zu einer miniaturisierten Screening-Plattform, die auch die Implementierung von
Pipettier- und Mikrofluidiksystemen ermaoglicht.

5.1.3 Vergleichende Untersuchungen zur Kryokonservierung humaner Stamm- und
Vorlauferzellen

Effiziente und verlassliche Kryokonservierungsprotokolle sind unerlasslich fiir einen therapeutischen
und pharmazeutischen Einsatz von biologischem Material. AuBerdem kann nur eine kontrollierte
Langzeitlagerung eine permanente und ortsunabhdngige Verfligbarkeit garantieren. Gegenwartig
erfillt die Kryokonservierung von humanen Stamm- und Vorlduferzellen durch die geringe Effizienz
und xenogene Zusatze noch nicht die erforderlichen Voraussetzungen. Aus diesem Grund werden im
folgenden Kapitel Ansatze zur Verbesserung dieser Missstande sowie zur nétigen Reduktion der zyto-
toxischen DMSO-Konzentration evaluiert. Dazu wird der zellulare Stress, der wahrend der Zellprapa-
ration und Kryokonservierung auf die Membranintegritdt und Morphologie wirkt, untersucht. Basie-
rend auf diesen Analysen werden im folgenden Kapitel Strategien entwickelt, wie zum Beispiel ober-
flachenbasierte Kryoprotokolle, um diesen Stress zu reduzieren.

Untersuchungen zum Einfluss der Adhdsion von humanen embryonalen Stammzellen auf
den Kryokonservierungserfolg

Zur Kryokonservierung von humanen embryonalen Stammzellen in Suspension missen die Stamm-
zellkolonien zunachst von der Kulturoberflache abgeldst werden. Da in Kapitel 4.1.1 gezeigt wurde,
dass unterschiedliche Ablosemethoden einen Einfluss auf die Vitalitdt und Adhasion der Zellen ha-
ben, soll nun die Auswirkung der Zellpraparation auf den Kryokonservierungserfolg untersucht wer-
den. Um diesen zu evaluieren, wurden die Vitalitat und die Fahigkeit der hESCs zur Adhasion als Aus-
werteparameter festgelegt (Abbildung 20). Die Koloniefragmente wurden nach dem Ablésen mit den
in Kapitel 4.1.1 beschriebenen Methoden in einem Kryomedium aus 30% FBS und 10% DMSO in Kul-
turmedium aufgenommen, darin bei 4°C fur 30 Minuten inkubiert und mit 1 °C/min auf -80°C
eingefroren. AnschlieBend wurden die Proben in der Gasphase von flissigem Stickstoff gelagert.
Aufgetaut wurden die Proben in einem 37 °C warmen Wasserbad.
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Abbildung 20: Vitalitéit (A-G) und Adhdsionsrate (H) der unterschiedlich abgelésten hESC-Koloniefragmente
vor und nach der Kryokonservierung.

Die hESC-Koloniefragmente wurden mechanisch (A, D), enzymatisch (B, E) oder enzymatisch mit anschliefsender
Gréfsensortierung (C, F) abgeldst und in Medium mit 30% FBS und 10% DMSO eingefroren. Nach dem Ablésen
bzw. nach der Kryokonservierung wurden die Proben mit Fluoresceindiacetat und Ethidiumbromid angefdrbt
und an einem Fluoreszenzmikroskop fotografiert, um die Membranintegritét zu analysieren. Die Vitalitét (G)
wurde anschlieffend anhand der Membranintegritidt mit Hilfe einer computerbasierten Bildauswertung be-
stimmt. Die im Diagramm angegebenen Werte entsprechen der Anzahl der Fragmente, die vermessen wurden.
Zusétzlich wurden CLSM-Aufnahmen der gefdrbten Fragmente erstellt (A-F). Die Adhdsionsrate (H) entspricht
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dem Verhiltnis der eingesetzten und nach einer Woche tatséichlich angewachsenen Fragmenten und wurde in
vier unabhdngigen Anséitzen bestimmt. Mech.: mechanisch abgelést; Enz.: enzymatisch abgeldst; Enz.>70um:
enzymatisch abgeldste Fragmente gréfSer als 70um.

Im Gegensatz zu den Aufnahmen vor der Kryokonservierung (Abbildung 20A-C) zeigten CLSM-
Aufnahmen einen Verlust der Vitalitdt und Kompaktheit in allen Proben nach dem Auftauen (Abbil-
dung 20D-F). Vor allem am Rand der Koloniefragmente war eine erhéhte Anzahl toter Zellen zu er-
kennen, die zu einem ausgefransten Erscheinungsbild flihrten.

Dabei erreichten enzymatisch abgel6ste Fragmente bzw. enzymatisch abgeldste Fragmente, die gro-
Rer als 70um waren direkt nach dem Auftauen eine Vitalitdt von 69,15 + 12,74% bzw. 77,47
12,61%, nur mit dem mechanischen Abléseprotokoll fiel die Vitalitat nach der Kryokonservierung auf
34,47 £ 22,90% (Abbildung 20G).

Nach der Kryokonservierung verringerte sich die Adhasionsrate aller Koloniefragmente deutlich auf
maximal 9,39 £ 4,04% fur enzymatisch abgeloste Fragmente, die gréRer als 70um waren, wobei das
Ergebnis flr enzymatisch abgeloste hESCs mit 1,88 + 1,10% am geringsten war (Abbildung 20H).

Um diesen Effekt nach der Kryokonservierung zu verstehen, wurde der Anwachsvorgang von 29
hESC-Koloniefragmenten auf einer PMEF-Zellschicht erneut mittels Videomikroskopie unter physio-
logischen Bedingungen (37 °C, 5% CO, und lber 95% Luftfeuchtigkeit) untersucht. Fir diesen Ansatz
wurden nur enzymatisch abgeldste Koloniefragmente mit einer Mindestgrofle von 70um verwendet,
da diese Probenpraparation, wie eben beschrieben, die besten Vitalitats- und Adhdsionsergebnisse
vor und nach der Kryokonservierung ergab. Der Anwachsprozess und die Proliferation der Zellen
wurden dargestellt, indem die Flache der Stammzellkolonie aus den Einzelaufnahmen ermittelt und
gegen die Zeit aufgetragen wurde (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Anwachsprozesse von enzymatisch abgelosten hESC-Koloniefragmenten (>70um) innerhalb
von 96 Stunden nach der Kryokonservierung (A, B) und die entsprechenden Fléiche-Zeit-Graphen von jeweils
drei Fragmenten (C, D).

Die Aufnahmen wurden mittels Videomikroskopie realisiert. Die Wachstumskurve ermdéglicht die Unterschei-
dung in Adhdsion mit verzégertem Wachstum (Lag-Phase nach der Kryokonservierung) (A, C) und keine Adhd-
sion (B, D) der Stammzellkolonien.
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Nicht eingefrorene, enzymatisch abgeloste Koloniefragmente, die groRer als 70um waren, wuchsen
nahezu vollstandig innerhalb von finf bis neun Stunden wieder an und begannen nach einer kurzen
Lag-Phase zu proliferieren (Kapitel 4.1.1). Doch nach dem Auftauen wuchsen 18 von 29 untersuchten
hESC-Koloniefragmenten nicht mehr auf der PMEF-Zellschicht an und zerfielen meistens innerhalb
kiirzester Zeit (Abbildung 21B, D). Dabei wurden die hESC-Fragmente von den PMEF-Zellen Gber die
Oberflache bewegt und dissoziierten wahrend dessen Stlick fiir Stiick (Abbildung 21B). 11 von 29
Fragmenten adhérierten zwar, jedoch zeigten 8 von diesen morphologische Anzeichen einer nahezu
vollstandigen Differenzierung innerhalb der ersten 96 Stunden. Daher konnten nur 3 angewachsene,
morphologisch undifferenzierte Aggregate detektiert werden. Diese verloren zunachst an GréRe und
verblieben dann in der Lag-Phase ohne zu proliferieren (Abbildung 21A, C). Friihestens nach 80 Stun-
den begannen die Kolonien wieder zu wachsen und gingen in die Exponentielle Wachstumsphase
Uber (Abbildung 21C).

Um die Zell- und Koloniestruktur nach der Kryokonservierung besser zu verstehen, wurde erneut die
Multiphotonen-Laser-Raster-Mikroskopie genutzt (Abbildung 22).

Abbildung 22: MPLSM-Aufnahmen von enzymatisch abgelésten hESC-Koloniefragmenten gréfier als 70um
vor (A, B) und nach der Kryokonservierung (C, D).

Die Fragmente wurden in Kulturmedium mit 30% FBS und 10% DMSO fiir 30 Minuten bei 4°C inkubiert, mit 1
°C/min auf -80°C eingefroren und anschliefend in der Gasphase eines Stickstofftanks gelagert. Nach dem
Auftauen in einem 37 °C warmen Wasserbad wurde die innere Zellmembran (Di-8-Anneps, griin) und der
Zellkern (Hoechst 33342, blau) von den hESCs angefdrbt und an einem MPLSM untersucht; die Kolonien zeigten
enge Zell-Zell-Kontakte (A, B) und nur sehr wenige Membranvesikel (B, Stern) vor dem Einfrieren; nach der
Kryokonservierung war ein starkes Anschwellen der Zellen (C, Pfeil), sowie eine grofse Anzahl Membranvesikel
(D, Stern) zu erkennen.
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Vor der Kryokonservierung besallen die abgelosten Koloniefragmente eine kompakte Struktur mit
einem groRen Zellkern, der einen GroRteil des Zellinneren ausfillte (Abbildung 22A, B). Nach der
Kryokonservierung war ein deutliches Anschwellen der Zellen erkennbar (Abbildung 22C, Pfeil). Au-
Rerdem waren viele Membranvesikel mit einem Durchmesser von 2 bis 30um in der ganzen Kolonie
zu erkennen (Abbildung 22D, Stern), wodurch die Koloniestruktur im Vergleich zu nicht eingefrore-
nen Fragmenten deutlich lockerer erschien (Abbildung 22C, D). Vesikel waren zwar auch vor der
Kryokonservierung zu erkennen, aber in einer wesentlich geringeren Anzahl (Abbildung 22B, Stern).
Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass Veranderungen der Membranintegritat fiir die geringe
Adhadsion nach der Kryokonservierung verantwortlich sind.

Um diese Theorie zu bestatigen, wurde eine REM Untersuchung der Membranveranderungen vor
und nach der Kryokonservierung durchgefiihrt (Abbildung 23).

Abbildung 23: REM-Aufnahmen von enzymatisch abgel6sten hESC-Koloniefragmenten gréfier als 70um vor
(A-C) und nach der Kryokonservierung (D-F).

Die Fragmente wurden in Kulturmedium mit 30% FBS und 10% DMSO fiir 30 Minuten bei 4°C inkubiert, mit 1
°C/min auf -80°C eingefroren und anschliefend in der Gasphase eines Stickstofftanks gelagert. Nach dem
Auftauen in einem 37 °C warmen Wasserbad wurden die Fragmente fiirs REM pripariert. Ubersichtsaufnahme
(A, D) und Detailansicht (B, C, E, F). Vor der Kryokonservierung war die intakte Membranoberflidche (A) mit
dichtem Mikrovillibewuchs (B, C, Doppelpfeil) sichtbar. Nach der Kryokonservierung waren auf der unebenen
Membranoberflidche (D) eine Vielzahl an Vesikel (E, gestrichelter Doppelpfeil), Lécher (F, Pfeil) und eine
unnatiirliche Gldttung der Membran (F, Pfeilspitzen) erkennbar.

Diese Untersuchung ergab eine kompakte Koloniestruktur der Fragmente vor der Kryokonservierung
(Abbildung 23A). Die gleichméaRige und dichte Verteilung von Mikrovilli auf der Membran in Abbil-
dung 23B deutete auf einen vitalen und funktionalen Zustand der Kolonie hin. Nach der Kryokonser-
vierung waren die hESC-Koloniefragmente weniger kompakt und es war eine grolRe Anzahl an
Membranvesikeln sichtbar (Abbildung 23E, gestrichelte Doppelpfeile). Nach dem Einfrieren konnten
unterschiedliche Oberflachenstrukturen identifiziert werden: a) Zellen mit Mikrovilli auf der Oberfla-
che, vergleichbar mit der Kontrolle (Abbildung 23E); b) Zellen mit glatter Oberflache, eine Stressreak-
tion auf die Kryokonservierung (Abbildung 23F, Pfeilspitzen); c) Glatte Zellen mit Lochern in der
Membran (Abbildung 23F, Pfeil). Diese Zellen schienen nach dem Einfrieren ernsthaft geschadigt zu
sein.
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Diese Ergebnisse zeigten, dass trotz Verbesserungen der Zellpraparation vor dem Einfrieren keine
signifikante Verbesserung der Kryokonservierung von humanen embryonalen Stammzellen in Sus-
pension mit langsamen Kiihlraten erzielt werden konnte. Die Zellen weisen nach der Kryokonservie-
rung trotz guter Membranintegritat deutliche Membranveranderungen auf, wodurch eine erneute
Adhasion der Zellen unterbunden bzw. eine Differenzierung der Zellen ausgeldst wurde. Dies flihrte
dazu, dass weitere Kryokonservierungsmethoden in die Untersuchungen mit einbezogen wurden.
AulRerdem wurde deutlich, dass die Bestimmung der Vitalitat allein nicht ausreicht, um eine signifi-
kante Aussage zur Kryokonservierungseffizienz zu treffen. Dementsprechend wurden im weiteren
Verlauf neue Analysemethoden entwickelt und evaluiert, die auf die besonderen Eigenschaften der
hESCs und die extremen Bedingungen wahrend der Kryokonservierung adaptiert wurden.

Untersuchung zum Einfluss oberflichenbasierter Einfriermethoden auf Vitalitdat und
Morphologie von humanen embryonalen Stammzellen

Neben der Kryokonservierung von Koloniefragmenten oder Zellen in Suspension besteht auch die
Moglichkeit, Zellen adharent auf einer Oberflache einzufrieren. Dies hat den Vorteil, dass die Zellen
in ihrem physiologischen Zustand verbleiben, da die Zell-Zell- und Zell-Substrat-Kontakte wahrend
der Kryokonservierung erhalten bleiben. AuRerdem besitzen adhdrente Stammzellkolonien im Ge-
gensatz zu abgeldsten Fragmenten eine flache Morphologie, so dass auch Warmeleitfahigkeit und
Diffusion der kryoprotektiven Substanzen vorteilhafter sind. Um die Effekte dieser Methode auf die
Einfriereffizienz zu testen, wurden adhdrente humane embryonale Stammzellen zusammen mit
PMEF erneut mit dem Kryomedium bestehend aus 30% FBS und 10% DMSO in Kulturmedium Uber-
schichtet, 30 Minuten bei 4°C inkubiert und langsam mit 1 °C/min auf -80°C eingefroren. Die Proben
wurden in der Gasphase von flissigem Stickstoff gelagert und schliefRlich in einem 37 °C warmen
Wasserbad wieder aufgetaut (Beier et al., 2011).

Um eine exakte Analyse dieser Proben zu gewahrleisten, wurde ein neues Auswertungssystem etab-
liert. Die Adhasionsrate, ein geeigneter Parameter fiir Suspensionszellen, ist in diesem Versuchsauf-
bau nicht von Bedeutung. AulRerdem ist die Vitalitdt von adharenten Zellen grundsatzlich sehr hoch,
da tote Zellen sich innerhalb kurzer Zeit von der Oberflache ablésen. Aus diesem Grund wurde die
Flache der adharenten, vitalen Stammzellkolonien in die Analyse mit einbezogen, indem diese vor
und nach der Kryokonservierung miteinander verglichen wurde (Abbildung 24). Durch die Untersu-
chung der vitalen Restflache vor und nach dem Einfrieren geht auch ein kompletter oder teilweiser
Kolonieverlust in das Ergebnis mit ein. Zusatzlich kann auch die Proliferationsrate mit diesem Analy-
sesystem berechnet werden.
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Abbildung 24: Vitale Restfliiche von Kontrollkolonien (graue Balken) und Kolonien eingefroren mit 1 °C/min
(hellgraue Balken) direkt nach dem Auftauen, nach 24 und nach 48 Stunden (Abbildung veréindert aus Beier
etal., 2011).

Die Kolonien wurden aufgetaut und an den unterschiedlichen Zeitpunkten mit FDA/EB angefdrbt und am
Fluoreszenzmikroskop fotografiert. Die vitalen Restflichen wurden anschliefSend mit Hilfe der Software Imagel
manuell bestimmt und mit den Koloniefldchen vor der Kryokonservierung verglichen. Es sind die Mittelwerte
und Standardabweichungen aus drei unabhdngigen Versuchsansdtzen dargestellt.

Unter Verwendung dieser Methode wurde zwanzig Minuten nach dem Auftauen bei den Stammzell-
kolonien eine vitale Restflache von 51,93 + 22,66% festgestellt. Nach einer 24-stiindigen Inkubation
im Brutschrank nahm der Wert zunachst auf 44,38 + 25,45% ab, stieg nach 48 Stunden dann wieder
auf 73,44 £ 36,41% an. Im Vergleich dazu zeigten die nicht eingefrorenen Kontrollkolonien eine Zu-
nahme der vitalen Restflache von 60-80% pro 24 Stunden (Abbildung 24). So betrugen die gemessen
Werte der Referenzkolonien nach 24 Stunden 184,07 + 52,56% und nach 48 Stunden 295,55 *
65,50%. Dabei zeigte sich, dass viele der eingefrorenen Kolonien nach dem Auftauen komplett verlo-
ren gingen, wihrend andere eine nahezu 100%ige Uberlebensrate zeigten, was sich in den hohen
Standardabweichungen wiederspiegelt. Vor allem im Zentrum der eingefrorenen Kolonien waren
viele tote Zellen erkennbar, was durch die positive Ethidiumbromidfarbung nachgewiesen werden
konnte, weniger in den peripheren Bereichen (Abbildung 25B, C, Pfeil). Nach 24 Stunden hatten sich
fast alle abgestorbenen Zellen von der Kulturoberflache abgel6st, so dass ein GroRteil der Kolonien
eine inhomogene Struktur mit fehlenden Bereichen besal} (Abbildung 25E, F, Doppelpfeile). 48 Stun-
den nach dem Auftauen konnte eine Repopulation der Kolonien festgestellt werden, doch zeigten die
Kolonien immer noch eine inhomogene, weniger kompakte Morphologie im Vergleich zu nicht kryo-
konservierten Zellen (Abbildung 25H, I).
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Abbildung 25: Aufnahmen von H1 hESC-Kolonien adhdrent kryokonserviert mit langsamer Kiihirate
(Abbildung verdndert aus Beier et al., 2011).

Die Kolonien wurden zundchst als Referenz direkt vor dem Einfrieren mit Durchlicht fotografiert (A, D, G).
Anschliefend wurden die Zellen 30 Minuten bei 4°C in einem Kryomedium aus 30% FBS und 10% DMSO
inkubiert, mit 1°C/min eingefroren und in der Gasphase von fliissigem Stickstoff gelagert. Die Kolonien wurden
mit FDA/EB direkt (B, C), 24 Stunden (E, F) und 48 Stunden (H, I) nach dem Auftauen angefdrbt. Es zeigten sich
tote Bereiche innerhalb der Stammzellkolonien direkt nach dem Auftauen (B, C, Pfeil), sowie komplett abgelGste
Areale nach 24 Stunden (E, F, Doppelpfeile). Nach 48 Stunden war ein GrofSteil der abgelGsten Bereiche wieder
von den Stammzellen besiedelt (H). Fiir eine bessere Visualisierung wurde der maximale, dargestellte Bereich
des roten Kanals von 255 auf 100 in den Bildern B, E, H verringert.

Bereits wahrend der Untersuchung des Einflusses unterschiedlicher Ablésemethoden auf die Kultur
und Kryokonservierung wurde die Theorie aufgestellt, dass die KoloniegrofRe eine entscheidende
Auswirkung auf die Effizienz haben kdnnte. Dies wurde nun weiter untersucht, indem ein detaillierter
Vergleich der KoloniegroRe vor der Kryokonservierung und der entsprechenden Uberlebensrate
durchgefiihrt wurde. Dazu wurden die Kolonien in vier Kategorien eingeteilt: Durchmesser unter
250um, von 251-500um, von 501-750um und Kolonien gréRer als 750um. Von diesen vier Gruppen
wurde die vitale Restflache getrennt voneinander zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach dem Auf-
tauen bestimmt (Abbildung 26).

63



Resultate 5.1.3 Vergleichende Untersuchung zur Kryokonservierung

* * *
120 A | | | |
g 100 -~
()
S
S 80 -
b=}
o 1 00-250 um
€ 60 - _
= = 251-500 pm
> 40 501-750 pm
T H>750 um
20
0 T T EE— |
0 24 48

Zeit nach dem Auftauen [h]

Abbildung 26: Abhdingigkeit der Kryokonservierung von adhdrenten H1-Kolonien mit langsamer Kiihlrate von
der Koloniegrdfie (Abbildung verdindert aus Beier et al., 2011).

Die vitale Restfliche von Stammzellkolonien, die mit 1 °C/min in einem Kryomedium aus 30% FBS und 10%
DMSO in Kulturmedium eingefroren wurden, wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach dem Auftauen (Oh,
24h, 48h) bestimmt. Dazu wurden die Kolonien mit FDA/EB angefirbt und die vitale Restfliiche manuell mit Hilfe
der Software Imagel gemessen. Die Balken stehen fiir unterschiedliche Koloniedurchmesser vor der
Kryokonservierung. Zu beachten ist die statistisch signifikante (p<0,05) Abhdngigkeit der Uberlebensrate von
der Koloniegréf3e vor dem Einfrieren mit langsamen Kiihlraten (*), bestimmt mit dem Student t-Test. Es sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhdngigen Versuchsansdtzen dargestellt.

Die adhdrent und mit 1 °C/min eingefrorenen Stammzellkolonien mit einem Durchmesser von unter
250um zeigten mit 14,57-24,89% an jedem Zeitpunkt nach dem Auftauen die geringste vitale Restfla-
che. Am besten Uberlebten Kolonien mit einem Durchmesser zwischen 251 und 750um mit Werten
von 51,25-88,56%. GroRRere Kolonien zeigten ebenfalls eine reduzierte Kryokonservierungseffizienz
mit vitalen Restflachen zwischen 31,27-61,54% (Abbildung 26). Zusatzlich zeigte sich, dass es in allen
Proben zunachst zu einem Riickgang der vitalen Restflache 24 Stunden nach dem Auftauen kam, bei
dem auch ein Zusammenhang mit der KoloniegréRe bestand. So lag diese Abnahme bei Kolonien mit
einem Durchmesser von 251-750um, die auch die grofSten vitalen Restflachen zeigten, bei prozentual
nur 4,60 bzw. 15,60%, wahrend bei kleineren und gréReren Kolonien eine Reduktion von 41,46 bzw.
27,37% im Bezug auf ihre GroRRe direkt nach dem Auftauen festgestellt wurde. AnschlieRend began-
nen die Kolonien zu proliferieren, so dass nach 48 Stunden in allen Proben eine deutliche Flachenzu-
nahme von prozentual 38,68% (0-250um) bis zu 96,82% (>751um) gemessen wurde.

Zusitzlich zur Uberlebensrate der hESCs wurden MPLSM-Aufnahmen der Kolonien verglichen, um
detaillierte Informationen Uber die internen und basalen Strukturen zu erhalten (Abbildung 27).
Auffallend bei den mit 1 °C/min eingefrorenen, adhirenten Kolonien war erneut die Ausbildung von
Membranblaschen (,,blebbing”), die sofort nach dem Auftauprozess sichtbar waren (Abbildung 27C,
D). Die entstehenden Blaschen besalRen einen Durchmesser von 9,19 + 5,94um (n=10), es konnten
aber auch Exemplare von bis zu 70um entdeckt werden. Diese waren vorwiegend zwischen den
Stammzellkolonien und der Kulturoberflache sichtbar und verteilten sich im Kulturmedium. Auer-
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dem konnte erneut ein deutliches Anschwellen der Zellen detektiert werden, dass in vergleichbarem
Ausmald bei Suspensionszellen nach dem Auftauen auftrat.

Abbildung 27: Abbildungen von adhérenten Stammzellkolonien vor (A, B) und nach der Kryokonservierung
mit 1 °C/min (C, D), aufgenommen mittels MPLSM (Abbildung veréindert aus Beier et al., 2011).

Nicht eingefrorenen Kontrollkolonien (A, B) und Kolonien eingefroren mit 1 °C/min (C, D) nach dem Auftauen.
Die Membran wurde dabei nach der Kryokonservierung mit Di-8-Anneps (griin) und die Zellkerne mit Hoechst
33342 (blau) angefirbt. Die kompakte Koloniestruktur war nach dem Auftauen deutlich zerstért. Auflerdem
wurde bei einem Grofteil der Zellen ein deutliches Anschwellen detektiert (C, D, Sterne). Zusdtzlich zeigte sich
eine grof3e Zahl an Membranvesikel (Pfeile) nach dem Auftauen sowohl direkt in den eingefrorenen Kolonien, als
auch im umgebenden Medium (C, D).

Eine REM-Analyse zeigte enge Zell-Zell-Kontakte und dicht mit Mikrovilli bedeckte Oberflachen (Ab-
bildung 28A-C) mit nur wenigen Membranvesikeln (Abbildung 28B, Pfeil) bei nicht eingefrorenen
Kontrollkolonien. Bei Kolonien, die mit 1 °C/min kryokonserviert wurden, war eine Vielzahl an Veran-
derungen sichtbar. Bereits 20 Minuten nach dem Auftauen (Abbildung 28D-F) waren deutliche Lo-
cher (Abbildung 28E, Pfeilspitze) und eine Vielzahl an Vesikeln und Blaschen (Abbildung 28D-F, Pfeile)
auf der Membranoberflache erkennbar, aber auch mikrovillifreie, sehr glatte Zelloberflachen (Abbil-
dung 28F, Plus). Nach einer 24-stiindigen Kultivierung hat sich eine Kolonie nahezu vollsténdig abge-
I6st (Abbildung 28G, Doppelstern), wobei extrazellulare Matrix und einzelne Zellen auf der Oberfla-
che verblieben. In allen Proben konnten wenigstens stellenweise Mikrovilli auf der Membranoberfla-
che detektiert werden (Abbildung 28, Doppelpfeile), nach 24 Stunden wurde in einigen Kolonien eine
vollstandige Wiederherstellung der Mikrovilli festgestellt.
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Abbildung 28: REM-Aufnahmen von adhdrenten H1 hESC-Kolonien, die mit 1°C/min eingefroren wurden
(Abbildung veréndert aus Beier et al., 2011).

Die Aufnahmen zeigen nicht eingefrorene Kontrollkolonien (A-C) und Kolonien eingefroren mit 1 °C/min in einem
Medium aus 30% FBS und 10% DMSO in Kulturmedium (D-l). Die Zellen wurden direkt (D-F) und 24 Stunden
nach dem Auftauen (G-I) untersucht. Die nicht eingefrorenen Referenzkolonien besafsen einen dichten
Mikrovillibewuchs (B, C, Doppelpfeile) mit nur wenigen Membranvesikeln (B, Pfeil). Die Risse in der Kolonie sind
auf Artefakte wihrend der Prdparation zuriickzufiihren (A, B, Stern). Es zeigten sich deutliche Verédnderungen
der Zellmembran direkt nach dem Auftauen (D-F) in Form von Bldschen und Vesikel (Pfeile) sowie Lécher und
Vertiefungen (Pfeilspitzen). Zusétzlich war hdufig eine unnatiirliche Gléttung der Zelloberfldche erkennbar
(Plus). Nach einer 24-stiindigen Kultivierung waren das vollstidndige Ablésen von Kolonien (G, Doppelstern) und
vereinzelte Vesikel (H, I, Pfeile) sichtbar. An allen Zeitpunkten konnten Mikrovilli auf der Membranoberfldche
detektiert werden (Doppelpfeile), nach 24 Stunden (I) war die Dichte stellenweise vergleichbar zur nicht
eingefrorenen Kontrolle (C).

Die Ergebnisse zeigten, dass diese oberflaichenbasierte Einfriermethode fiir hESCs mit Werten von
51,93 + 22,66% direkt nach dem Auftauen und 73,44 + 36,41% 48 Stunden spater bereits zu einer
deutlichen Verbesserung der Uberlebensrate im Vergleich zur Kryokonservierung in Suspension
flhrte, bei der nur eine Adhéasionsrate von 11,05 + 5,10%, erreicht werden konnte. Doch trotz allem
kam es in allen Proben immer wieder zu einem vollstandigen Verlust von einer Vielzahl an Kolonien.
Die REM- und MPLSM-Aufnahmen zeigten aulRerdem, dass mit dieser Methode vergleichbare Schadi-
gungen wie bei den Suspensionszellen induziert wurden, so dass weitere Optimierungen notwendig
sind. Zusatzlich basierte das hier verwendete Einfriermedium auf FBS, wodurch ein Einsatz der kryo-
konservierten Proben in medizinischen Anwendungen unmaglich wird. Weitere Entwicklungen soll-
ten daher auch die Substitution xenogener Bestandteile des Kryomediums umfassen.
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Substitution xenogener Bestandteile des Kryomediums von humanen embryonalen
Stammzellen durch glasbildende Verfahren

Eine weitere vielversprechende Methode zur Kryokonservierung von hESCs stellt die Vitrifikation dar.
Dabei wird normalerweise eine sehr geringe Anzahl an Stammzellkolonien in Suspension in einen
glasartigen Zustand Gberfiihrt ohne dass schadigende Eiskristalle in der Probe entstehen. Da das be-
schrankte Probenvolumen dieser Methode eine grof3flachige Anwendung limitiert und mit oberfla-
chenbasierten Protokollen bereits Fortschritte erzielt werden konnten, wurde in diesem Abschnitt
versucht, beide Ansatze zu kombinieren. Dazu wurden hESCs auf fur die Zellkultur behandelten
Kunststoffdeckglasern kultiviert (Beier et al., 2011) und nach einem etablierten Vitrifikationsprotokoll
nach Richards et al. 2004 eingefroren (Richards et al., 2004).

Die Stammzellkolonien, die mit der hier vorgestellten Vitrifikationsmethode eingefroren wurden
(Beier et al., 2011), zeigten ungefdhr 20 Minuten nach dem Auftauen eine vitale Restflache von 89,81
+ 10,68% (Abbildung 29). AuRerdem konnten nur wenige EB-positive Zellen im Umkreis der Kolonien
festgestellt werden (Abbildung 30). Die vitale Restflache stieg innerhalb der ersten 24 Stunden nach
dem Auftauen auf 167,52 + 38,38 an. Nach 48 Stunden nahm der Wert noch weiter auf 254,64 +
81,78% zu.

M nicht-eingefrorene Kontrolle mit Vitrifikation eingefrorene Kolonien
400 A

350
300 -
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Abbildung 29: Vitale Restfliche von Kontrollkolonien (graue Balken) und Kolonien eingefroren mittels
Vitrifikation (hellgraue Balken) direkt nach dem Auftauen, nach 24 und nach 48 Stunden (Abbildung
veréindert aus Beier et al., 2011).

Die Kolonien wurden an den unterschiedlichen Zeitpunkten mit FDA/EB angefdrbt und am Fluoreszenzmikroskop
fotografiert. Die vitalen Restflidichen wurden anschliefSend mit Hilfe der Software ImageJ manuell bestimmt und
mit den Kolonieflichen vor der Kryokonservierung verglichen. Es sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen aus drei unabhéngigen Versuchsansétzen dargestellt.

Die Stammzellkolonien zeigten nach dem Auftauen eine sehr gute Vitalitdt mit einer kompakten und
homogenen Struktur (Abbildung 30). Es konnte weder eine Fragmentierung der Kolonien noch ein
Verlust der inneren Koloniebereiche nach 24 Stunden festgestellt werden (Abbildung 30E, F), auch
begannen die Kolonien sofort nach dem Auftauen mit der Proliferation.
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Abbildung 30: Reprdsentative Aufnahmen von H1-Kolonien, adhdrent kryokonserviert mittels Vitrifikation
(Abbildung verindert aus Beier et al., 2011).

Die Kolonien wurden als Referenz direkt vor dem Einfrieren mit Durchlicht fotografiert (A, D, G). Zur Vitrifikation
wurden die Zellen zundchst fiir eine Minute in Vitrifikationslésung 1, dann fiir fiinf Sekunden in VitrifikationslG-
sung 2 inkubiert und anschliefsend direkt in fliissigen Stickstoff getaucht und dort auch gelagert. Die Kolonien
wurden mit FDA/EB direkt (B, C), 24 Stunden (E, F) und 48 Stunden (H, 1) nach dem Auftauen angefirbt. Es
zeigte sich eine hohe Vitalitit der Stammzellkolonien mit nur einer geringen Anzahl toter Zellen (C, F, 1) zu allen
Zeitpunkten nach dem Auftauen. AufSerdem konnten nahezu alle Stammzellkolonien wiedergewonnen werden.

Um zu ermitteln, ob auch bei dieser Kryokonservierungsmethode eine Abhingigkeit der Uberlebens-
rate von der Koloniefliche vor der Kryokonservierung besteht, wurde erneut, wie bereits beschrie-
ben, ein detaillierter GréRBenvergleich durchgefiihrt. Dazu wurden einzelne Kolonien vor und nach
der Kryokonservierung mittels Vitrifikation untersucht, indem sie entsprechend ihres Durchmessers
analysiert wurden: Durchmesser unter 250um, von 251-500um, von 501-750um und Kolonien gro-
Rer 750um. Von diesen vier Gruppen wurde die vitale Restfliche getrennt voneinander an unter-
schiedlichen Zeitpunkten nach dem Auftauen bestimmt.

Im Gegensatz zu den langsam eingefrorenen Kolonien zeigten vitrifizierte Kolonien keine GréRenab-
hangigkeit, zumindest bis 24 Stunden nach dem Auftauen (Abbildung 31). Nach 48 Stunden zeigten
sich signifikante Unterschiede zwischen den unterschiedlichen Gruppen. Dies beruht allerdings wahr-
scheinlich auf der exponentiellen Proliferation der Stammzellen.
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Abbildung 31: Abhéingigkeit der Kryokonservierung adhéirenter H1-Kolonien von der Koloniegréfie mittels

Vitrifikation (Abbildung veréindert aus Beier et al., 2011).

Die vitale Restfldche von Stammzellkolonien, die mittels adhdrenter Vitrifikation eingefroren wurden, wurde zu
unterschiedlichen Zeitpunkten nach dem Auftauen (0Oh, 24h, 48h) bestimmt. Die Balken stehen fiir
unterschiedliche Koloniedurchmesser vor der Kryokonservierung. Dazu wurden die Kolonien mit FDA/EB
angefdrbt und die vitale Restfliche manuell mit Hilfe der Software Imagel) gemessen. Die Balken stehen fiir
unterschiedliche Koloniedurchmesser vor der Kryokonservierung. Es ist nach Oh und 24h keine statistisch
signifikante Abhdngigkeit der Uberlebensrate von der Koloniegréfle vor dem Einfrieren mit Vitrifikation
erkennbar, allerdings nach 48h (*, p<0,05), bestimmt mit dem Student t-Test. Es sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen aus drei unabhdngigen Versuchsansdtzen dargestellt.

Um die Verdanderungen innerhalb der Kolonien besser untersuchen zu kdénnen, wurde die Kolonie-
struktur vor (Abbildung 32A, B) und nach der oberflachenbasierten Vitrifikation (Abbildung 32C, D)
mit Hilfe von MPLSM-Aufnahmen verglichen. Im Gegensatz zu den adharenten Stammzellkolonien,
die mit langsamen Kihlraten eingefroren wurden, waren in den vitrifizierten Kolonien und den nicht
eingefrorenen Kontrollkolonien nur sehr wenige Membranvesikel sichtbar (Abbildung 32B-D, Pfeil).
AuRerdem zeigten die Stammzellen nach der Vitrifikation kaum ein Anschwellen und besaBen daher
eine deutlich kompaktere Koloniestruktur, anders als die langsam eingefrorenen Kolonien.
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Abbildung 32: Abbildungen von adhérenten Stammzellkolonien vor (A, B) und nach der Vitrifikation (C, D),
aufgenommen mittels Multiphotonen-Laser-Raster-Mikroskopie (Abbildung verdndert aus Beier et al., 2011).

Nicht eingefrorene Kontrollkolonien (A, B) und Kolonien eingefroren mit Vitrifikation (C, D) nach dem Auftauen.
Die Membran wurde dabei mit Di-8-Anneps (griin) und die Zellkerne mit Hoechst 33342 (blau) angefdrbt. Die
kompakte Koloniestruktur war nach dem Auftauen immer noch erhalten. Es konnte keine Verdnderung der
Zellmorphologie nach der Vitrifikation festgestellt werden (C, D). Zusdtzlich wurde nur eine sehr geringe Anzahl
an Membranvesikeln nach dem Auftauen an der Peripherie der eingefrorenen Kolonien detektiert (C, D, Pfeile),
die auch in vergleichbarem Mafe in der Kontrolle auftraten (A, B, Pfeil). Bei den Aufnahmen nach der
Vitrifikation wurde die Helligkeit bzw. der Kontrast fiir den blauen Kanal auf 68 bzw. 71 und fiir den griinen
Kanal auf 47 bzw. 39 eingestellt.

In den REM-Aufnahmen konnten bei den adhdrent vitrifizierten Proben bereits direkt nach dem Auf-
tauen eine dichte Schicht aus Mikrovilli auf der vollstandig intakten Zellmembran festgestellt werden
(Abbildung 33E, F, Doppelpfeile). Insgesamt zeigten sich direkt nach dem Auftauen nahezu keine
Veranderungen im Vergleich zur nicht eingefrorenen Kontrolle. Zu beiden Zeitpunkten nach dem
Auftauen waren einige wenige, kleine Membranvesikel auf der Zelloberflache sichtbar, die ebenso in
der Kontrolle auftraten. Nach 24 Stunden war die Oberflichenmorphologie komplett
wiederhergestellt (Abbildung 33H, 1).

70



Resultate 5.1.3 Vergleichende Untersuchung zur Kryokonservierung
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Abbildung 33: REM-Aufnahmen von adhdrenten H1 hESC-Kolonien, die mittels Vitrifikation eingefroren
wurde (Abbildung veréindert aus Beier et al., 2011).

Die Aufnahmen zeigen nicht eingefrorene Kontrollkolonien (A-C) und Kolonien, die mittels Vitrifikation
eingefroren wurden (D-1). Die Zellen wurden direkt (D-F) und 24 Stunden nach dem Auftauen (G-1) untersucht.
Die nicht eingefrorenen Referenzkolonien besafien einen dichten Mikrovillibewuchs (B, C, Doppelpfeile) mit nur
wenigen Membranvesikeln (B, Pfeil). Direkt nach dem Auftauen (D-F) zeigten die Stammzellkolonien nahezu
keine Verdnderung der Oberfldchenstruktur, es konnten immer noch eine sehr dichte Mikrovillischicht und enge
Zell-Zell-Kontakte detektiert werden (E, F, H, I, Doppelpfeile). AuBerdem zeigte die Membranoberfldche zu allen
Zeitpunkten nur eine geringe Anzahl an Membranvesikel (E, H, Pfeil). 24 Stunden nach dem Auftauen konnte
eine komplette Wiederherstellung der Oberfiicheneigenschaften gezeigt werden (H, |, Doppelpfeil) Die Risse in
den Kolonien sind auf Artefakte wéhrend der Préparation zuriickzufiihren (A, B, G, Stern).

Die oberflichenbasierte Vitrifikation von hESCs resultierte in sehr guten Uberlebensraten mit einem
geringen Zellverlust und zeigte eine nahezu komplette Konservierung der Oberflichenmorphologie
nach dem Auftauen. Doch fiir eine effiziente Kryolagerung von qualitativ hochwertigen Stammzellen
ist neben diesen Parametern der Erhalt der Pluripotenz von gréRter Bedeutung. Nur mit undifferen-
zierten, nicht beschadigten Stammzellen kdnnen in spateren Analysen und Testreihen signifikante
Aussagen getroffen werden. Aus diesem Grund wurde nach dieser erfolgreichen, grundlegenden
Charakterisierung der Methode der Pluripotenzstatus der Stammzellen nach der Vitrifikation mittels
durchflusszytometrischer Analyse (FACS) mit Antikorper gegen den spezifischen Transkriptionsfaktor
Oct-3/4 und das Oberflachenantigen Tral-81 bestimmt. Dabei wurden die Proben nach der Vitrifika-
tion noch sieben Tage kultiviert, um eine deutlichere Auspragung einer moglichen Differenzierung
nach dem Auftauen zu erreichen. Die Verwendung des Antikérpers anti-Tral-81 resultierte in einem
positiven Signal bei 80,03% + 12,48% der vitrifizierten Probe (Abbildung 34A) im Vergleich zu 81,36%
+ 13,08% bei der nicht eingefrorenen Kontrolle (Abbildung 34C). Zusatzlich wurde in 77,69% +
14,65% der vitrifizierten Probe eine Oct-3/4 Expression gemessen (Abbildung 34B), die in der nicht
eingefrorenen Kontrolle mit 77,96% + 16,45% vergleichbar stark ausgepragt war (Abbildung 34D).
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Abbildung 34: Reprdsentative Histogramme der durchflusszytometrischen Analyse (FACS) von vitrifizierten
Kolonien (A, B) und nicht eingefrorenen Kontrollkolonien (C, D) (Abbildung verdndert aus Beier et al., 2011).

Die Zellen wurden mit Antikérper gegen das Oberfidchenantigen Tral-81 (A, C) und den Transkriptionsfaktor
Oct-3/4 (B, D), die einen Nachweis fiir die Pluripotenz der Zellen darstellen, angeférbt. Die Proben C und D
wurden vor der FACS-Analyse dauerhaft kultiviert. Die Proben A und B wurden adhdrent vitrifiziert, wie in den
Material und Methoden beschrieben. Nach dem Auftauen wurden die Kolonien nach einer 48 stiindigen
Kultivierung einmalig passagiert. Vor der FACS-Analyse wurden die passagierten Kolonien fiir 5 Tage kultiviert.
In allen Proben wurden ungefdhr 10000 Zellen gemessen, nur in je einer Probe der vitrifizierten Zellen und der
Kontrolle lag die Zellzah! unter diesem Wert. Das Ergebnis wurde dennoch in die Auswertung mit einbezogen, da
es keine Auswirkung auf die Zellverteilung hatte. Schwarze Linie: ungefédrbte Kontrolle; rote Fldche: Tral-81-
Antikérper; blaue Fldche: Oct3/4-Antikérper.

Um die Langzeitauswirkung der hier beschriebenen adharenten Vitrifikation zu untersuchen, wurden
die vitrifizierten Zellen nach einer Subkultivierung erneut morphologisch untersucht. Bei diesen Pro-
ben konnte keine Veranderungen nach der Passage oder nach einer weiteren Kultivierung im Ver-
gleich zur nicht eingefrorenen Kontrolle festgestellt werden.
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Doch neben diesen Vorteilen der oberflachenbasierten Vitrifikation haben sich auch einige wenige
Nachteile ergeben. So missen die Zellkulturdeckgldaser mit den Stammzellkolonien direkt in flissigen
Stickstoff getaucht werden, um die bendétigte Kihlrate zu erreichen. Dieser Umstand erhoht aller-
dings die Gefahr von Kontaminationen und erschwert die Aufrechterhaltung der Sterilitdt. Doch die-
ses Problem kann relativ einfach durch die Verwendung von steril gefiltertem Stickstoff gelost wer-
den. AuRerdem entstanden durch die extremen thermischen Unterschiede in einigen Zellkulturdeck-
glasern Risse, die auch zu Schaden an den Kolonien fiihrten (Abbildung 35).

Abbildung 35: Représentative Aufnahmen von zerrissenen Stammzellkolonien durch thermische
Materialschdden nach der Vitrifikation (Abbildung verédndert aus Beier et al., 2011).

Die adhdrenten Stammzellkolonien wurden gemdf3 der beschriebenen Methode vitrifiziert, aufgetaut, mit
FDA/EB gefdrbt und mit Durchlicht (A-C) bzw. Fluoreszenz (D-F) fotografiert. Die Kolonien zeigten nach dem
Auftauen Schddigungen durch Risse in den Zellkulturdeckgldsern (Pfeile). Deutlich zu erkennen ist eine Hdufung
toter, rot gefirbter Zellen an den Risskanten (D-F, Pfeile).

Dennoch resultierte die hier beschriebene Methode zur oberflachenbasierten Vitrifikation von hESCs
in einer nahezu vollstandigen Konservierung der Vitalitat, Oberflichenmorphologie und Pluripotenz
der Zellen. Im Vergleich zu den Ergebnissen, die mit langsamen Kiihlraten erzielt wurden, zeigte sich
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eine Verbesserung der Uberlebensrate direkt nach dem Auftauen von ungefiahr 40%. Dies ergab sich
vor allem, da mit der Vitrifikationsmethode nahezu keine Kolonien wahrend des
Kryokonservierungsvorganges oder in den Stunden nach dem Auftauen verloren gingen. Zusatzlich
kann durch den Vorgang der Glasbildung in der Probe eine Verwendung von xenogenen Bestandtei-
len in den Vitrifikationsmedien vermieden werden. Der kryogene Schutz der Zellen beruht daher
nicht auf der Wirkung von FBS, wie in den Protokollen mit langsamer Kihlrate, und erméglicht somit
eine erhohte Standardisierung des Einfriervorgangs.

Untersuchungen an adulten Stamm- und Vorlduferzellen zur extra- und intrazelluldren
Kryoprotektion mit Trehalose und DMSO

Die Kryokonservierung von Einzelzellen in Suspension fiihrt bereits zu sehr guten Uberlebensraten
fiir einen Grofiteil an Zelltypen. Auch fir adulte Stammzellen existieren effiziente Protokolle fiir das
Einfrieren von Zellen mit langsamen Kihlraten, doch diese basieren meistens auf der Schutzwirkung
von tierischem Serum, wie z.B. FBS, und mit 10% auf einer relativ hohen Konzentration des zytotoxi-
schen DMSOs. Da DMSO im Verdacht steht, die Differenzierung von Stammzellen zu induzieren,
wurde zunachst versucht, DMSO durch die Zugabe eines extrazellularen Kryoprotektivs, in diesem
Fall Trehalose, zu ersetzen. Dazu wurden beide Stoffe direkt in das Kulturmedium der Zellen ge-
mischt, so dass eine 150mM Trehaloselésung entstand. Um dabei eine allgemein giiltige Aussage
treffen zu koénnen, die nicht spezifisch auf einen adulten Stammzelltyp beschrankt ist, wurden fir
diesen Versuch adulte Stamm- und Vorlauferzellen aus drei unterschiedlichen Quellen genutzt: a)
erythroide Zellen aus dem Nabelschnurblut (UCB-EC); b) mesenchymale Stromazellen aus Fettge-
webe (AT-MSC) und c) endotheliale koloniebildende Zellen aus dem Nabelschnurblut (UCB-ECFC).
Diese Zellen wurden zunachst eingehend im Hinblick auf Morphologie (Abbildung 36A, C, E) und Im-
munphdnotyp (Abbildung 36B, D, F) gemall international etablierter und akzeptierter Kriterien
(Schafer et al., 2007; Timmermans et al., 2009; Yoder und Ingram, 2009) charakterisiert.
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Abbildung 36: Isolierung und Charakterisierung von UCB-EC, UCB-ECFC und AT-MSC (Abbildung verdndert aus
Zeisberger et al., 2011).

Morphologie (A, C, E) und Immunphénotyp (B, D, F) von erythroiden Zellen aus Nabelschnurblut (UCB-ECs, A, B),
von endothelialen, koloniebildenden Zellen mit einer pflastersteinéhnlichen Struktur aus dem Nabelschnurblut
(UCB-ECFCs, C, D) und von mesenchymalen Stromazellen aus Fettgewebe (AT-MSCs, E, F).

Dabei gibt Tabelle 3 eine Ubersicht der positiven und negativen Expression der getesteten Antigene.

Tabelle 3: Ubersicht der Expression spezifischer Antigene zur Charakterisierung der verschiedenen Stamm-

und Vorlduferzellen

Zelltyp Expression Oberflachenantigen

Positiv CD29, CD36, CD44, CD45, CD71, CD117, CD235a
UCB-ECs

Negativ CD3, CD14, CD34, CD81, CD133

Positiv CD31, CD105, CD144, CD146, vVWF, KDR
UCB-ECFCs

Negativ CD14, CD45, CD117, CD133, ICAM-1, VCAM-1

Positiv CD44, CD73, CD90, CD105, CD166, MHC-1
AT-MSCs

Negativ CD11b, CD14, CD34, CD45, CD79a, MHC-II

Da fiir Stamm- und Vorlauferzellen neben der Morphologie vor allem die Funktionalitat ein entschei-
dendes Kriterium ist und diese auch wahrend der Kryokonservierung erhalten bleiben muss, wurden
die Zellen zusatzlich auf ihr Differenzierungspotential untersucht (Abbildung 37). Fiir UCB-ECs zeigten
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die gleichmaRige Abnahme des Zellvolumens und die Zunahme des Himoglobingehaltes die Fahigkeit
zur in vitro Differenzierung in Erythrozyten. Zytospinaufnahmen bestatigten diese Veranderungen
und ergaben, dass proliferierende UCB-ECs groRtenteils aus unreifen Blasten mit einer ZellgrofRe von
800fl bestehen (Abbildung 37A, obere Reihe). 24 Stunden nach Beginn der Differenzierung begann
die ZellgroRe bis zu einem finalen Volumen von 200fl abzunehmen (Abbildung 37B). Parallel dazu
zeigte sich eine Akkumulation von Hamoglobin in den Zellen, nachgewiesen mit einer Benzidinfar-
bung (Abbildung 37A, mittlere und untere Reihe) und einem kolorimetrischen Nachweis (Abbildung
37C). Dabei wurde nach einer 7-tagigen Differenzierung eine Zunahme des Hamoglobingehaltes auf
den achtfachen Ausgangswert festgestellt.
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Abbildung 37: Funktionale Charakterisierung von UCB-ECs (A-C), UCB-ECFCs (D-F) und AT-MSCs (G-I)
(Abbildung verdindert aus Zeisberger et al., 2011).

UCB-ECs zeigten die Fdhigkeit zur Differenzierung in Erythrozyten (A-C). Dies wurde anhand einer gleichmdfigen
Abnahme des Zellvolumens und einer Zunahme des Hdmoglobingehaltes wdhrend der Differenzierung durch
Zytospinanalysen (A), durch Bestimmung der Zellgréf3e (B) und durch kolorimetrische Hdmoglobinanalysen (C)
nachgewiesen. Schwarze Kreise: Zellen in Kulturmedium; weifSe Kreise: Zellen in Differenzierungsmedium. Fiir
UCB-ECFCs zeigte die Bildung von kapillaréhnlichen Strukturen auf Matrigel (D) sowie die Hochregulierung von
ICAM-1/CD54 (E) und E-Selectin/CD62E (F) nach TNF-a-Stimulation die Funktionalitdt der endothelialen Zellen.
Grau: Isotypkontrolle; schwarze Linie: unstimulierte Zellen; gestrichelte Linie: stimulierte Zellen. Fiir AT-MSCs be-
wiesen in vitro Differenzierungsstudien das Potential der Zellen, Adipozyten (G, Oil Red O Fdrbung), Osteozyten
(H, BCIP-NBT-Nachweis) und Chondrozyten (I, PAS-Fdrbung) zu bilden. Einfiigung: unstimulierte Kontrolle.
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Flir UCB-ECFC wurde die Kapillarbildung auf Matrigel (Abbildung 37D) und die Hochregulierung von
ICAM-1 (Abbildung 37E) und E-Selectin (Abbildung 37F) nach einer Stimulation mit TNF-a als Nach-
weis endothelialer Zelleigenschaften demonstriert. Flir AT-MSC zeigten in vitro Studien das groRRe
Spektrum des Differenzierungspotentials in Zelltypen mesodermalen Ursprungs. Die Differenzierung
in Adipozyten (Abbildung 37G), Osteozyten (Abbildung 37H) und Chondrozyten (Abbildung 371)
konnte nach einer spezifischen Stimulierung nachgewiesen werden.

Um die Effizienz der DMSO-freien Kryokonservierung in Trehalose zu evaluieren, wurden als Analyse-
parameter zunachst die Vitalitdt der Zellen und die Anzahl der zurlickgewonnenen, lebenden Zellen
direkt nach dem Auftauen und nach einer 24-stiindigen Kultivierung im Bezug zur eingefrorenen
Zellzahl festgelegt (Abbildung 38).
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Abbildung 38: Kryokonservierung humaner, adulter Stamm- und Vorléduferzellen mit intrazellulérem (10%
DMSO) und extrazelluldrem Kryoprotektiv (Trehalose, KT).

Die Vitalitdt (A, B) und der Anteil lebender Zellen im Vergleich zur eingefrorenen Zellzahl (C, D) wurden direkt
nach dem Auftauen (A, C) und nach einer 24-stiindigen Kultur (B, D) bestimmt. Dazu wurden die Zellen mit 1
°C/min auf -80°C eingefroren und in der Gasphase von fliissigem Stickstoff gelagert. Nach dem Auftauen in
einem 37 °C warmen Wasserbad wurden mittels FDA/EB die Vitalitét und der Anteil lebender Zellen im Vergleich
zur eingefrorenen Zellzahl unter Verwendung eines Himozytometers bestimmt.

Die Vitalitatsmessung ergab, dass in allen Proben, die in Kulturmedium mit 10% DMSO eingefroren
wurden, die héchsten Vitalitatswerte erreicht wurden mit Werten von 61,41 + 11,29% fiir UCB-ECFCs
bis 80,76 + 9,54% flr UCB-ECs (Abbildung 38A). Dagegen lagen die Resultate fiir die Zellen, die in
Kulturmedium mit Trehalose eingefroren wurden, mit 25,57 + 12,58% fir UCB-ECFCs bis 51,12 +
17,47% fur UCB-ECs signifikant darunter. Auch nach 24 Stunden wurde diese Tendenz bestatigt.
Wahrend die Vitalitdat der mit 10% DMSO eingefroren Zellen konstant blieb oder sich leicht erholte
und bei 61,31 + 18,22% flir UCB-ECFCs bis 84,38 + 9,95% fir UCB-ECs anstieg, sanken oder stagnier-
ten die Werte fiir UCB-ECFCs bzw. UCB-ECs auf 26,23 + 16,25% bzw. 47,93 + 20,27% nach der Kryo-
konservierung mit Trehalose (Abbildung 38B). Nur bei den AT-MSCs war eine leichte Erholung auf

77



Resultate 5.1.3 Vergleichende Untersuchung zur Kryokonservierung

52,53 + 27,21% festzustellen (Abbildung38B). Doch auch wenn die Vitalitdt der mit 10% DMSO ein-
gefrorenen Zellen zufriedenstellende Ergebnisse erzielte, war die Anzahl lebender Zellen, die direkt
nach dem Auftauen wiedergewonnen werden konnten, auch mit DMSO sehr gering (Abbildung 38C).
Hierbei lagen die Werte zwischen 47,33 + 10,19% fiir UCB-ECs bis 51,77 + 15,83% fiir UCB-ECFC und
damit immer noch Uber den Ergebnissen flir mit Trehalose eingefrorene Zellen, die von 14,89 +
8,47% fiir UCB-ECFCs bis 33,37 £ 24,20% fiir UCB-ECs reichten. 24 Stunden nach dem Auftauen zeig-
ten nur die UCB-ECs, die mit 10% DMSO eingefroren wurden, von Natur aus stark proliferierende
Suspensionszellen, eine deutliche Erholung und einen klaren Anstieg der Lebendzellzahl mit 96,21 +
41,98% auf nahezu den Ausgangswert. Fiir AT-MSCs und UCB-ECFCs, die mit 10% DMSO kryokonser-
viert wurden, sanken die Werte dagegen auf 38,02 + 23,73% bzw. 38,76 + 17,45%. Auch UCB-ECs, die
mit Trehalose eingefroren wurden, zeigten eine leichte Verbesserung auf 39,02 + 31,55%, wogegen
die Ergebnisse flir AT-MSCs und UCB-ECFCs auf 14,54 + 7,32% bzw. 6,64 + 4,40% abfielen (Abbildung
38D).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Verwendung des extrazellularen Kryoprotektivs Treha-
lose zu einem gewissen Schutz der Zellen vor Einfrierschaden flihrt, doch ein kompletter Ersatz von
DMSO durch Trehalose momentan noch nicht moglich ist. Da allerdings auch die direkte Zugabe von
DMSO ins Kulturmedium der hier verwendeten Zellen vor allem im Bezug auf die Anzahl lebender
Zellen, die wiedergewonnen werden konnte, nicht zu optimalen Ergebnissen fiihrte, wurde die Wir-
kung weiterer Additive untersucht.

Zunachst wurden dazu weitere Untersuchungen in Bezug auf Zellzahl und Vitalitat durchgefiihrt,
bevor die Funktionalitdt nach der Kryokonservierung tiefer gehend analysiert wurde. Zusatzlich
enthielten die hier untersuchten Kryomedien tierisches Serum, das in den Kulturmedien vorlag. Da
dies eine therapeutische Anwendung der relevanten adulten Stamm- und Vorlauferzellen unméglich
macht, wurde die Vorgabe einer xenofreien Kryokonservierung fiir die Ablage der Zellen in Bioban-
ken in die weiteren Untersuchungen mit einbezogen.

Untersuchungen zur Vermeidung xenogener Bestandteile im Kryomedium von adulten
Stamm- und Vorlduferzellen durch Verwendung von Poloxameren

Poloxamere sind in Anwendungen mit einer hohen Belastung der Zellmembran weit verbreitet. So
schiitzen sie die Zellen in Bioreaktoren vor den auftretenden Scherkraften und stabilisieren biologi-
sche Materialien wahrend Lyophilisierungsvorgéangen. Aus diesem Grund wurde im Folgenden unter-
sucht, ob das Poloxamer 188 als Additiv zum Kryomedium einen Schutz der Zellen gegen Kryoschadi-
gungen bewirkt und somit FBS als Mediumzusatz ersetzen kann. Dazu wurden zunachst die Effekte
des Poloxamers 188 auf den Zellmetabolismus untersucht, um die hoéchste, biokompatible
Konzentration des Stoffes zu bestimmen. Primare mesenchymale Stammzellen, die aus der Nabel-
schnur isoliert wurden, wurden daher fiir 24 Stunden in unterschiedlichen Konzentrationen des Polo-
xamers 188 sowie in 10% des bei Raumtemperatur zytotoxisch wirkenden DMSO als Negativkontrolle
in Standardmedium kultiviert. AnschlieBend wurde der Zellmetabolismus mit Hilfe des AlamarBlue-
Nachweises analysiert (Abbildung 39).
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Abbildung 39: Effekte von unterschiedlichen Poloxamerkonzentrationen auf die Stoffwechselaktivitit von
MSCs aus der Nabelschnur.

Die MSCs wurden fiir 24 Stunden in den verschiedenen Konzentrationen des Poloxamers 188 kultiviert, anschlie-
fBend wurde die Stoffwechselaktivitit mit Hilfe des AlamarBlue-Nachweises photometrisch bestimmt.
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus 6 unabhéngigen Versuchsanséitzen, normiert
auf die poloxamerfreie Kontrolle.

Dabei zeigte sich, dass flir Poloxamerkonzentrationen von 0,1-1% nahezu kein Unterschied zur Kont-
rolle ohne Poloxamer festgestellt werden konnte. Mit hoheren Poloxamerkonzentrationen nahm der
Metabolismus der Zellen um 3,02% (4% Poloxamer) bis 7,14% (5% Poloxamer) ab. Die deutlichste
Reduktion wurde nach der Kultivierung der Zellen in 10% DMSO gemessen, so fiel der Wert auf 48,98
1 43,42% im Vergleich zur Kontrolle ohne Poloxamerzusatz. Nach diesen Versuchen wurde ein Kryo-
medium basierend auf einer Poloxamerkonzentration von 1% evaluiert, da hiermit nur geringe Ef-
fekte auf den Zellstoffwechsel gemessen wurden. Um die membranstabilisierende Wirkung dieses
Poloxamers zu untersuchen, wurde es anstelle von FBS zum Kryomedium zugegeben, so dass ein
vollstandig proteinfreies, chemisch vollstandig definiertes Kryomedium fiir die weiteren Versuche
verwendet werden konnte.

5.1.4 Stabilitatsuntersuchungen und Integration in den Ablauf von Biobanken

Zukiinftige Therapieansatze bendtigen einen standig verfligbaren, verlasslichen und sicheren Vorrat
an qualitativ hochwertigen Stammzellen oder daraus abgeleiteten Zellen. Daher ist die Etablierung
von sicheren Lagerbedingungen und von effizienten, reproduzierbaren und xenofreien Kryokonser-
vierungsprotokollen in Biobanken von grofRer Bedeutung. Aus diesem Grund befasst sich dieses Kapi-
tel mit der Entwicklung von verlasslichen Kryoprozeduren, frei von tierischen Bestandteilen, und
deren Langzeitstabilitdt. Da viele Stammzellen nicht direkt nach der Isolierung verwendet werden,
sondern wie bei hamatopoetischen Stammzellen (iber mehrere Jahre gelagert werden missen, ist die
Robustheit und Stabilitat der Protokolle fiir den Erhalt der Zellvitalitat und —funktionalitdt entschei-
dend. AulRerdem wurden im weiteren Verlauf innovative Lagertechnologien als Antwort auf die Er-
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fordernisse in modernen Biobanken entwickelt und evaluiert, um eine Probenidentifikation, Doku-
mentation und Nachverfolgung nach dem aktuellen Stand der Technik zu ermdoglichen.

Kryokonservierung von in Alginat verkapselten PMEFs

Um das in Kapitel 4.1.2 entwickelte und in Kapitel 4.1.3 getestete PMEF-System jederzeit fiir die Kul-
tur von hESCs verfligbar zu haben, wurde untersucht, ob die verkapselten PMEF-Zellen auch kryo-
konservierbar und damit dauerhaft lagerfahig sind. Dazu wurden verkapselte PMEF einen Tag nach
der Verkapselung in PMEF-Kulturmedium mit 10% DMSO und in dem beschriebenen proteinfreien
Medium, das auf eine Poloxamerkonzentration von 1% basiert, mit 5% und 10% DMSO kontrolliert
mit 1 °C/min auf -80°C eingefroren. Nach 10 Tagen Lagerung in der Gasphase von flissigem Stickstoff
wurden die Alginatkapseln wieder aufgetaut. Die Vitalitat (Abbildung 40A) und die Stoffwechselakti-
vitat (Abbildung 40B) der eingeschlossenen Mausfibroblasten wurden durch eine FDA/EB-Farbung
und anhand eines WST-1-Tests vor dem Einfrieren, 0 und 24 Stunden nach dem Auftauen untersucht.
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Abbildung 40: Kryokonservierung von in Alginat verkapselten PMEF.

Vitalitét (A) und Metabolismusaktivitit (B) der verkapselten PMEF nach der Kryokonservierung in PMEF-
Kulturmedium mit 10% DMSO (KM+10% DMSO), sowie im proteinfreien Medium mit 5% bzw. 10% DMSO; fiir
die Vitalitdtsbestimmung wurden die Kapseln mit Vitalitédtslésung gefdrbt und am Fluoreszenzmikroskop
ausgezdhlt; aufgetragen sind die Mittelwerte mit Standardabweichung aus n=3x4; fiir die Bestimmung der
Metabolismusaktivitit wurde die Absorption des Uberstandes nach 4h Reaktion der Kapselsuspension mit 10%
WST-1-Reagenz photometrisch ermittelt und die Resultate nach der Kryokonservierung auf die Messung vor
dem Einfrieren normiert; aufgetragen sind die Mittelwerte mit Standardabweichung aus n=3x3.

Bei der Vitalitatsauswertung waren vor der Kryokonservierung durchschnittlich 82,57 + 10,16% der
Zellen in den Alginatkapseln vital (Abbildung 40A). Nach 10 Tagen Lagerung in der Gasphase von flis-
sigem Stickstoff wurde die Vitalitat erneut bestimmt. Dabei lagen die Werte direkt nach dem Auf-
tauen zwischen 54,09 + 17,28 % fiir Kapseln, die im PMEF-Medium mit 10% DMSO eingefroren wur-
den und 72,31 + 9,62% nach einer Kryokonservierung im proteinfreien Medium mit 10% DMSO. 24
Stunden nach dem Auftauen erholte sich die Vitalitat bei Kapseln, die im PMEF-Medium bzw. im pro-
teinfreien Medium mit 10% DMSO eingefroren wurden, deutlich auf 80,84 + 5,18% bzw. 84,36 *
4,11%, wahrend der Wert bei Kapseln nach der Kryokonservierung im proteinfreien Medium mit 5%
DMSO mit 60,32 + 23,86% relativ konstant blieb.

Dieses Ergebnis konnte durch die Bestimmung der Metabolismusaktivitdt bestatigt werden (Abbil-
dung 40B), wobei die Messungen auf die Resultate vor der Kryokonservierung normiert wurden.
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Direkt nach dem Auftauen sank der Stoffwechsel von den Anséatzen, die im Kulturmedium mit 10%
DMSO bzw. im proteinfreien Medium mit 5% DMSO eingefroren wurden, auf 0,58 + 0,22 bzw. 0,49 +
0,24, wahrend die Werte fiir Kapseln, die im proteinfreien Medium mit 10% DMSO kryokonserviert
wurden, mit 1,13 + 0,40 relativ konstant zum Ausgangswert blieben. 24 Stunden nach dem Auftauen
zeigte sich ein Anstieg der Stoffwechselaktivitdt in allen Proben. Die Kapseln, die in PMEF-
Kulturmedium mit 10% DMSO eingefroren waren, erreichten ein Metabolismusniveau vergleichbar
mit dem vor der Kryokonservierung (1,01 + 0,46), wahrend der Wert fir Proben, die im proteinfreien
Medium mit 10% DMSO kryokonserviert wurden, auf das doppelte Ausgangsniveau anstieg (2,14 +
0,41). Im proteinfreien Medium mit 5% DMSO wurde nur eine geringe Zunahme des Stoffwechsels
auf 0,73 + 0,60 ermittelt.

Es zeigte sich somit, dass mittels langsamer Einfrierrate und mit dem Zusatz von DMSO eine protein-
freie Kryokonservierung der verkapselten PMEF fiir eine dauerhafte Lagerung und einen sofortigen
Einsatz in der Stammzellkultur moéglich ist.

Multicenter-Studie zur xenofreien und chemisch vollstidndig definierten Kryokonservierung
adulter Stamm- und Vorlauferzellen

Fiir eine direkte therapeutische Anwendung sind momentan nur adulte Stamm- und Vorlauferzellen
relevant, da die Verwendung von hESC grofien ethischen Bedenken unterliegt. Zusatzlich besitzen
diese Zellen aufgrund ihrer Charakteristika ein stark karzinogenes Potential, das ein groRes Risiko fir
den Empfanger darstellt. Aus diesem Grund fokussiert sich die Ablage von Biobanken momentan auf
humane adulte Stammzellen.

Die folgenden Untersuchungen befassen sich daher mit der Etablierung eines effizienten, xenofreien
und chemisch vollstandig definierten Kryokonservierungsprotokolls speziell fiir diese Zellen, auch in
Verbindung mit einer moglichen DMSO-Reduzierung. Zur Substitution der tierischen Bestandteile der
Kryomedien wurde das Poloxamer 188 verwendet. Dies sollte die schiitzende Wirkung des Serums
Ubernehmen. Darauf basierend wurden Kryomedien hergestellt, bei denen neben der standardmaRig
verwendeten DMSO-Konzentration von 10% zusatzlich auch 5% getestet wurden, um eine mdgliche
DMSO-Reduktion zu testen. Als Kontrolle diente dabei ein Kryomedium, das aus 90% FBS mit 10%
DMSO bestand. Um vergleichende Kryokonservierungsexperimente durchfiihren zu kénnen, wurden
erneut die bereits beschriebenen adulten, primaren Vorlauferzellpopulationen UCB-ECs, UCB-ECFCs
und AT-MSCs verwendet (Zeisberger et al., 2011).

Da in den ersten Untersuchungen festgestellt wurde, dass die Vitalitat allein kein geeigneter Parame-
ter zur Evaluierung der Protokolle darstellt, wurde die Effizienz der Kryoprotokolle anhand der Anzahl
zuriick gewonnener, lebender Zellen direkt nach dem Auftauen im Bezug zur eingefrorenen Zellzahl
und der anschlieBenden Proliferationsrate an unterschiedlichen Zeitpunkten nach dem Auftauen
miteinander verglichen (Abbildung 41). Diese Auswertung beinhaltet sowohl die Vitalitdt der Zellen
und den Zellverlust wahrend der Kryokonservierung, bezieht aber auch die Effekte von Apoptose und
Proliferation der Zellen mit ein.

Die Zellen wurden daher in zwei vollstdandig proteinfreien Kryomedien, die auf einer 1%igen Poloxa-
mer 188-Konzentration basieren und 5% bzw. 10% DMSO enthalten, sowie in 90% FBS mit 10%
DMSO mit einer langsamen Kihlrate (1 °C/min) eingefroren. Die Anzahl lebender Zellen wurde direkt
vor (Abbildung 41; gestrichelte Linie) und nach dem Einfrieren (Abbildung 41; weile Balken) be-
stimmt. Zuséatzlich wurden von jedem Ansatz nach dem Auftauen Zellen ausgesat und die absolute
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Anzahl lebender Zellen im Bezug zur eingefrorenen Lebendzellzahl nach 24 (Abbildung 41A, hellgraue
Balken) und 48 Stunden (Abbildung 41A, dunkelgraue Balken) fiir UCB-ECs bzw. nach 48 (Abbildung
41B, C, hellgraue Balken) und 96 Stunden (Abbildung 41B, E, dunkelgraue Balken) fiir UCB-ECFCs und
AT-MSCs bestimmt.
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Abbildung 41: Anteil lebender Zellen von UCB-ECs (A), UCB-ECFCs (B) und AT-MSCs (C) im Vergleich zur
eingefrorenen Zellzahl direkt nach der Kryokonservierung in proteinfreien, chemisch volisténdig definierten
Kryomedien und an unterschiedlichen Zeitpunkten nach dem Auftauen (Abbildung veréindert aus Zeisberger
etal.,, 2011)
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UCB-ECs (A), UCB-ECFCs (B) und AT-MSCs (C) nach der Kryokonservierung in den proteinfreien Medien mit 5%
bzw. 10% DMSO und im Referenzmedium aus 90% FBS mit 10% DMSO. Die Anzahl lebender Zellen wurde direkt
nach der Kryokonservierung (A-C, weifSe Balken), 24 und 48 Stunden nach dem Auftauen fiir UCB-ECs (A, hell-
und dunkelgraue Balken) bzw. 48 und 96 Stunden nach dem Auftauen fiir UCB-ECFCs und AT-MSCs (B, C, hell-
und dunkelgraue Balken) bestimmt und auf die eingefrorenen Lebendzellzahl normiert (A-C, gestrichelte Linie).
Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung aus drei unabhdngigen Versuchsansdtzen.

Dabei ergab sich fir alle drei Zelltypen und getesteten Bedingungen nur ein geringer Zellverlust di-
rekt nach dem Auftauen, so dass der Anteil lebender Zellen im Bezug zur eingefrorenen Zellzahl in
allen Ansatzen lber 90% lag. 48 Stunden nach dem Auftauen zeigten die UCB-ECFCs (Abbildung 41B)
und AT-MSCs (Abbildung 41C) noch eine Stagnation bzw. geringe Abnahme der Lebendzellzahl,
unabhangig vom verwendeten Kryomedium. Doch nach weiteren 48 Stunden konnte eine deutliche
Proliferation beider Zelltypen gemessen werden, so stieg die Lebendzellzahl auf den ungefahr sie-
benfachen (UCB-ECFC) bzw. dreifachen Wert (AT-MSCs) an. Dabei erzielte in beiden Ansatzen die
Kryokonservierung mit dem proteinfreien Kryomedium, das mit 5% DMSO versetzt wurde, vergleich-
bare Ergebnisse zur Kryokonservierung mit dem Referenzmedium (90% FBS mit 10% DMSO). Die Effi-
zienz mit dem proteinfreien Kryomedium, das 10% DMSO enthalt, lag leicht darunter. Die UCB-ECs
zeigten bereits 24 Stunden nach dem Auftauen eine Zunahme der Lebendzellzahl in allen Ansatzen
mit Werten zwischen 129,70 + 2,18 fiir Zellen, die im proteinfreien Medium mit 5% DMSO eingefro-
ren wurden, und 151,20 * 3,30% fir UCB-ECs, die in FBS mit 10% DMSO kryokonserviert wurden
(Abbildung 41A). Nach 48 Stunden verdeutlichte sich dieser Anstieg noch, wobei Zellen, die im pro-
teinfreien Kryomedium mit 10% DMSO eingefroren wurden, mit 302,02 + 2,88% vergleichbare Er-
gebnisse zum Referenzmedium erzielten (266,51 + 33,64%), wahrend die Werte nach der Kryokon-
servierung im proteinfreien Medium mit 5% DMSO mit 219,80 + 15,89% leicht darunter lagen.

Insgesamt zeigen diese Untersuchungen, dass eine proteinfreie, chemisch definierte Kryokonservie-
rung von humanen adulten Stamm- und Vorlauferzellen mit einem guten Erhalt der Lebendzellzahl
und Proliferation moglich ist. Zusatzlich konnte die DMSO-Konzentration mit vergleichbaren Ergeb-
nissen zum Referenzmedium auf 5% halbiert werden.

Um die intrazelluldren Vorgange und Effekte durch unterschiedliche DMSO-Konzentrationen wah-
rend der Kryokonservierung untersuchen zu koénnen, wurde ein modifizierter Aufbau der
Multiphotonen-Laster-Raster-Mikroskopie verwendet. Dieser ermdglicht durch eine Verbindung des
Mikroskops mit einem Computer gesteuerten Kryotisch, Zellen definiert einzufrieren und dabei mik-
roskopisch zu beobachten. Durch spezifische Farbungen des Zytoplasmas mit Calcein und des Zell-
kerns mit Hoechst33342 kénnen Auswirkungen auf die Membranintegritat und eine Eisnukleation im
Zellinneren wahrend des Einfriervorganges in Echtzeit dargestellt werden. Um die Zellveranderungen
zeitaufgeldst untersuchen zu kdnnen, ist die Verwendung adharenter Zellen notwendig, so dass diese
nicht durch thermische Stromungen aus dem Fokus geraten kénnen. Somit war diese Analyse nur mit
AT-MSCs und UCB-ECFCs moglich. Zusatzlich zur Untersuchung der intrazelluldaren Vorgange wahrend
der Kryokonservierung wurden auch die Auswirkungen einer reduzierten DMSO-Konzentration eva-
luiert, um so zu untersuchen, ob eine weitere DMSO-Reduktion moglich ist. Dazu wurden AT-MSCs
(Abbildung 42 (l) A-T) und UCB-ECFCs (Abbildung 42 (ll) A-T) auf Deckglaschen kultiviert und an-
schliefend mit Calcein und Hoechst33342 angefarbt. Die markierten Zellen wurden mit dem bereits
beschriebenen und xenofreien, chemisch definierten Kryomedium Uberschichtet, das mit 0%, 2%, 5%
bzw. 10% DMSO versetzt wurde. Als Referenzmedium wurde FBS mit 10% DMSO verwendet. Die
adhérenten Zellen wurden langsam eingefroren (1 °C/min) und der Einfrierprozess wurde vor (4 °C),
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wahrend (-20 °C, -80 °C) und nach der Kryokonservierung (4 °C) mit Hilfe der Multiphotonen-Laser-
Raster-Kryo-Mikroskopie untersucht.

Die Kryokonservierung beider Zelltypen im DMSO-freien, xenofreien Kryomedium resultierte in einer
signifikanten intrazelluldaren (Pfeile) und intranukledren Eisbildung (Sternchen) bereits bei -20 °C.
Dabei entstanden Eiskristalle mit einer GroRe von bis zu 700um? in den AT-MSCs (Abbildung 42 (1) B)
bzw. von bis zu 400um? in den UCB-ECFCs (Abbildung 42 (Il) B). Diese vergréRerten sich und ver-
schmolzen in den AT-MSCs bei einer Temperatur von -80 °C auf eine Fldche von bis zu 1500um? (Ab-
bildung 42 (I) C), wahrend in den UCB-ECFCs kein Wachstum der Eiskristalle festgestellt werden
konnte (Abbildung 42 (Il) C). Wahrend der Kryokonservierung mit 2% DMSO waren sowohl in den AT-
MSCs (Abbildung 42 () F, G, Doppelpfeile), als auch in den UCB-ECFCs (Abbildung 42 (1) F, G, Doppel-
pfeile) grolRe interzellulare Eiskristalle sichtbar, die dazu fiihrten, dass sich der Zell-Zell-Abstand ver-
groBerte. Zusatzlich zeigte sich bei einigen Zellen eine Volumenabnahme bei -20 °C bzw. -80 °C (Ab-
bildung 42 (I) und (ll) F, G, Pfeilspitze). Dagegen konnte in beiden Proben keine intrazelluldaren oder
intranukledren Eiskristalle detektiert werden. Mit beiden DMSO-Konzentrationen war ein
Zytoplasmaaustritt nach dem Auftauprozess zu erkennen, was auf eine Membranschadigung hindeu-
tet. Dies fuhrte zu einem Verblassen der Zytoplasmafarbung und einer starker werdenden griinen
Hintergrundfluoreszenz bei den AT-MSC (Abbildung 42 (1) E, H) und den UCB-ECFC (Abbildung 42 (lI)
E, H) nach dem Auftauen. Mit 5% DMSO konnte ebenfalls eine kleine Anzahl interzellularer Eiskris-
talle in den AT-MSCs (Abbildung 42 (I) J, K, Doppelpfeile) erkannt werden, die zu einer VergroRerung
des Zell-Zell-Abstandes fiihrten. Dieser Effekt trat aber nicht bei den UCB-ECFCs auf (Abbildung 42 (11)
J, K). Zuséatzlich war bei beiden Zelltypen erneut das Schrumpfen von Zellen erkennbar (Abbildung 42
(1) und (1) J, K). Ein geringer Austritt von Zytoplasma nach dem Auftauen war dabei nur bei den AT-
MSCs detektierbar (Abbildung 42 (1) L), nicht aber bei den UCB-ECFCs (Abbildung 42 (ll) L). Keine
inter- oder intrazelluldren Eiskristalle entstanden wahrend der Kryokonservierung mit 10% DMSO im
proteinfreien, chemisch definierten Kryomedium und mit 10% DMSO in 90% FBS, weder in AT-MSCs
(Abbildung 42 (I) M-T) noch in UCB-ECFCs (Abbildung 42 (II) M-T). Ebenso war mit diesen Kryomedien
auch kein Zytoplasmaaustritt nach dem Auftauen erkennbar.

Insgesamt zeigten die Untersuchungen mit der Multiphotonen-Laser-Raster-Mikroskopie in Verbin-
dung mit dem Kryomikroskop, dass ohne DMSO intrazellulare und intranukleare Eiskristalle entste-
hen. Bei geringen DMSO-Konzentrationen wurde dieses Phdanomen nicht mehr festgestellt, dafir
bildeten sich allerdings Eiskristalle im Extrazelluldarraum, die eine mechanische Auswirkung auf die
Zellen besaRen. Die Kryokonservierung ohne DMSO und mit 2% DMSO resultierte auflerdem in einem
Verlust der Membranintegritat nach dem Auftauen. Mit 5% DMSO konnten bei UCB-ECFCs nur ge-
ringe Verdanderungen wahrend der Kryokonservierung in Form eines Schrumpfens vereinzelter Zellen
festgestellt werden, wahrend in den AT-MSCs zusatzlich interzelluldare Eiskristalle und ein geringer
Zytoplasmaaustritt nach dem Auftauen beobachtet werden konnten. Eine Kryokonservierung mit
10% DMSO zeigte einen kompletten Erhalt der zellularen Strukturen beider Zelltypen. Eine Verwen-
dung des proteinfreien, vollstandig definierten Kryomediums resultierte dabei in vergleichbaren Er-
gebnissen zum FBS-haltigen Standardmedium.
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(1) 4°c -20°C -80°C 4°C
(Vor Kryokonservierung) (Nach Auftauen)
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(I 4°C -20°C -80°C 4°c
(Vor Kryokonservierung) (Nach Auftauen)

Abbildung 42: Multiphotonen Laser-Raster-Mikroskopie in Verbindung mit einem Kryomikroskop von AT-
MSCs (1) und UCB-ECFCs (1) (Abbildung veréndert aus Zeisberger et al., 2011).

Reprdsentative Aufnahmen von AT-MSCs (I) und UCB-ECFCs (ll) vor (linke Spalte, 4°C), wéhrend (mittlere
Spalten, -20°C, -80°C) und nach der Kryokonservierung (rechte Spalte, 4°C) im xenofreien Kryomedium mit 0%
(A-D), 2% (E-H), 5% (I-L) und 10% DMSO (M-P), sowie in FBS mit 10% DMSO (Q-T) mit einem Multiphotonen-
Laser-Raster-Kryo-Mikroskop. Die Zellen wurden auf Deckgldschen kultiviert, mit Calcein (griin), zur Férbung von
intrazelluldren Proteinen, und Hoechst33342 (blau), zur Fdrbung der Zellkerne, markiert und in den
unterschiedlichen Kryomedien inkubiert. Anschliefend wurden sie mit einem Kryomikroskop mit 1°C/min von
4°C auf -80°C eingefroren und mit 60°C/min auf 4°C aufgetaut. Der Maf3stab entspricht 50um.

Da die Analysen mit dem Multiphotonen-Laser-Raster-Mikroskop in Verbindung mit einem Kryomik-
roskop darauf hindeuteten, dass die Membranintegritat der Zellen nach der Kryokonservierung ohne
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DMSO bzw. mit geringen DMSO-Konzentrationen beeintrachtigt war, wurde eine detaillierte Unter-
suchung der Membraneigenschaften und Oberflachenstrukturen mit Hilfe der Raster-Elektronen-
Mikrokopie (REM) durchgefiihrt. Dazu wurden UCB-ECs (Abbildung 43), UCB-ECFCs (Abbildung 44)
und AT-MSCs (Abbildung 45) im proteinfreien Kryomedium mit unterschiedlichen DMSO-
Konzentrationen und dem serumhaltigen Referenzmedium mit 10% DMSO eingefroren. Die Zellen
wurden vor und nach dem Auftauen fixiert und fir das REM prapariert. Die Mehrzahl der UCB-ECs
besaR vor der Kryokonservierung eine runde Form, einige waren auch langgestreckt (Abbildung 43A,
B). Des Weiteren wurde bei den UCB-ECs eine heterogene Oberflachenstruktur festgestellt: einige
wenige Zellen besallen eine glatte Zellmembran (Abbildung 43A, Stern), bei den meisten allerdings
befanden sich Mikrovilli auf der Oberflache (Abbildung 43B, Pfeile) oder sie waren mit Vesikeln und
kurzen Mikrovilli bedeckt. Nach der Kryokonservierung im proteinfreien Medium ohne DMSO waren
Anzeichen fir Zellschadigungen, so z.B. eine glatte Oberflache ohne Mikrovilli (Abbildung 43C, Stern),
Vesikel (Abbildung 43C, D, Doppelpfeile) und zahlreiche Lécher (Abbildung 43C, D, Pfeilspitzen),
sichtbar. Aullerdem war ohne DMSO und mit 2% DMSO ein Anschwellen der Zellen erkennbar, bei
dem der Zelldurchmesser von 7-8um auf ca. 12um anstieg. Trotzdem erzielte das Einfrieren mit 2%
DMSO bereits eine deutliche Verbesserung der Membranintegritdt (Abbilddung 43E, F). Es konnten
zwar noch unterschiedliche Merkmale von Zellschaden festgestellt werden, diese reichten von einer
Glattung der Oberflache (Abbildung 43E, F, Stern) bis hin zu einer unebenen Oberfliche mit einer
Vielzahl von Vesikeln und Membranfalten (Abbildung 43E, F, Doppelpfeile). Die Zellmembran an sich
war jedoch intakt.

Die Kryokonservierung von UCB-ECs im proteinfreien Medium mit 5% (Abbildung 43G, H) und 10%
DMSO (Abbildung 43I, J) zeigte die besten Ergebnisse. So gab es in diesen Proben nahezu keine Un-
terschiede in Zellmorphologie und Grof3e im Vergleich zur nicht eingefrorenen Kontrolle. Die Oberfla-
che der Zellen war dicht mit Mikrovilli besetzt (Abbildung 43G-J, Pfeile) und es waren nur wenig Vesi-
kel sichtbar (Abbildung 43G-J, Doppelpfeile). Im Gegensatz dazu zeigten Zellen, die in FBS mit 10%
DMSO eingefroren wurden, verschiedene Reaktionen auf die Kryokonservierung (Abbildung 43K, L).
Einige Zellen waren mit einer Vielzahl an Vesikeln (Abbildung 43K, L, Doppelpfeile), aber nur mit we-
nigen Mikrovilli bedeckt (Abbildung 43L, Pfeil), andere hatten eine glatte Oberflache (Abbildung 43K,
Stern) mit tiefen Furchen in der Plasmamembran (Abbildung 43K, Pfeilspitze).
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Abbildung 43: REM-Aufnahmen von UCB-ECs nach einer proteinfreien, chemisch vollstindig definierten
Kryokonservierung mit unterschiedlichen DMSO-Konzentrationen (Abbildung veréndert aus Zeisberger et al.,
2011).

REM-Aufnahmen von UCB-ECs vor (A, B) und nach der Kryokonservierung in proteinfreiem Medium ohne DMSO
(C, D) und mit 2% (E, F), 5% (G, H) und 10% DMSO (I, J). Als Referenzmedium diente 90% FBS mit 10% DMSO (K,
L). Die Zellen wurden mit 1°C/min von 4°C auf -80°C eingefroren und in der Gasphase von fliissigem Stickstoff
gelagert. Nach einem schnellen Auftauen im Wasserbad wurden die Zellen fixiert und fiir das REM prdpariert.
Fiir jeden Ansatz sind zwei Abbildungen mit unterschiedlichen VergréfSerungen gezeigt.
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Die meisten UCB-ECFCs besaRen eine runde oder ovale Form mit einem Durchmesser von bis zu
30um (Abbildung 44A, B). Die Oberflaiche war mit einer Vielzahl von Vesikeln (Abbildung 44A, B,
Doppelpfeile) und kurzen Mikrovilli bedeckt. Einige Zellen waren dagegen rund mit einem Zelldurch-
messer von nur 10um. In den meisten REM-Aufnahmen der UCB-ECFCs waren kleine Strukturen von
unter einem Mikrometer auf der Zell- und Substratoberflache zu erkennen. Unsere Analysen zeigten
allerdings, dass als Ursprung dieser Strukturen eine Kontamination ausgeschlossen werden kann.
Direkt nach der Kryokonservierung im xenofreien Medium ohne DMSO konnten ein Schrumpfen der
Zellen und tiefe Locher (Abbildung 44C, D, Pfeilspitzen), sowie Membranvesikel (Abbildung 44D,
Doppelpfeile) festgestellt werden. Eine Zugabe von 2% DMSO resultierte in einer glatten, geschlosse-
nen Zelloberfliche und verringerte die Anzeichen von Zellschdadigungen, so dass nur wenige
Membranvesikel (Abbildung 44E, Doppelpfeil), aber auch nahezu keine Mikrovilli sichtbar waren (Ab-
bildung 44E, F, Pfeil). Die unebene, aber mikrovillifreie Oberflache von UCB-ECFC, die mit 5% DMSO
eingefroren wurden (Abbildung 44G, H), verdanderte sich zu einer faltigen Oberflache mit einzelnen
Mikrovilli durch das Einfrieren mit 10% DMSO im proteinfreien Medium (Abbildung 44l, J, Pfeil) oder
in FBS (Abbildung 44K, L, Pfeil). Eine Vesikelbildung war dabei in allen Ansatzen erkennbar (Doppel-
pfeile).
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Abbildung 44: REM-Aufnahmen von UCB-ECFCs nach einer proteinfreien, chemisch vollistéindig definierten
Kryokonservierung mit unterschiedlichen DMSO-Konzentrationen (Abbildung verédndert aus Zeisberger et al.,
2011).

REM-Aufnahmen von UCB-ECs vor (A, B) und nach der Kryokonservierung in proteinfreiem Medium ohne DMSO
(C, D) und mit 2% (E, F), 5% (G, H) und 10% DMSO (I, J). Als Referenzmedium diente 90% FBS mit 10% DMSO (K,
L). Die Zellen wurden mit 1°C/min von 4°C auf -80°C eingefroren und in der Gasphase von fliissigem Stickstoff
gelagert. Nach einem schnellen Auftauen im Wasserbad wurden die Zellen fixiert und fiir das REM prépariert.
Fiir jeden Ansatz sind zwei Abbildungen mit unterschiedlichen VergréfSerungen gezeigt.

90



Resultate 5.1.4 Stabilitatsuntersuchungen und Integration

AT-MSCs besallen einen Durchmesser von 20-30um, sie hatten eine runde oder ovale Form und ein
faltiges Oberflachenrelief mit Mikrovilli (Abbildung 45A, B). Bei einigen wenigen Zellen waren Vesikel
auf der Oberflache zu erkennen (Abbildung 45B, Doppelpfeil). Die Kryokonservierung im protein-
freien Medium ohne DMSO veranderte deutlich die Zellmorphologie und fiihrte zu Zellen mit einer
Vielzahl an Vesikeln auf der Zelloberflache (Abbildung 45D, Doppelpfeile) und kleinen Lochern in der
Plasmamembran (Abbildung 45C, D, Pfeilspitzen). Bereits die Zugabe von 2% DMSO erzielte eine
deutliche Verbesserung der Membranintegritat. Die Zellen waren dicht mit Mikrovilli bedeckt (Abbil-
dung 45E, F, Pfeile), wobei auf einigen Zellen eine Vielzahl an Vesikeln zu erkennen war (Abbildung
45E, F, Doppelpfeile). Zwischen den proteinfreien Medien mit 5% und 10% DMSO bzw. FBS mit 10%
DMSO waren nur geringe Unterschiede sichtbar. In jedem dieser Ansatze waren die Zellen dicht mit
langen Mikrovilli besetzt, auch konnte das Auftreten langer, feiner Filamente beobachtet werden
(Abbildung 45G-L, Pfeile). Nach der Kryokonservierung im proteinfreien Medium mit 10% DMSO
waren einige geschrumpfte Zellen mit Furchen und Einbuchtungen auf der Zelloberflache zu sehen
(Abbildung 45J, kleines Kastchen).
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Abbildung 45: REM-Aufnahmen von AT-MSCs nach einer proteinfreien, chemisch volistéindig definierten

Kryokonservierung mit unterschiedlichen DMSO-Konzentrationen (Abbildung veréindert aus Zeisberger et al.,
2011).

REM-Aufnahmen von UCB-ECs vor (A, B) und nach der Kryokonservierung in proteinfreiem Medium ohne DMSO
(C, D) und mit 2% (E, F), 5% (G, H) und 10% DMSO (I, J). Als Referenzmedium diente 90% FBS mit 10% DMSO (K,
L) Die Zellen wurden mit 1°C/min von 4°C auf -80°C eingefroren und in der Gasphase von fliissigem Stickstoff
gelagert. Nach einem schnellen Auftauen im Wasserbad wurden die Zellen fixiert und fiir das REM prdpariert.
Fiir jeden Ansatz sind zwei Abbildungen mit unterschiedlichen Vergréf3erungen gezeigt.
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Die rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen bestéatigten, dass bereits durch die Zugabe
einer geringen DMSO-Konzentration von 2% die Membranintegritat der Zellen nach dem Auftauen
deutlich verbessert werden konnte. Doch fiir einen vollstandigen Erhalt der Oberflachenstrukturen
war, abhangig vom Zelltyp, mindestens eine DMSO-Konzentration von 5% notwendig. Diese
Konzentration resultierte bei den UCB-ECs und AT-MSCs in optimalen Ergebnissen, wahrend fir UCB-
ECFCs die beste Kryoprotektion durch die Verwendung von 10% DMSO erreicht zu werden schien.
Zusatzlich konnten erneut nahezu keine Unterschiede zwischen dem proteinfreien Medium und der
serumbhaltigen Kontrolle festgestellt werden.

Nach der Etablierung von xenofreien, vollstandig definierten Kryokonservierungsbedingungen mit
sehr guten Vitalitdts- und Proliferationsergebnissen, wurden zusatzlich funktionale Studien durchge-
fihrt, um das Differenzierungspotential der UCB-ECs (Abbildung 46A-C), UCB-ECFCs (Abbildung 46D-
F) und AT-MSCs (Abbildung 46G-I) nach der Kryokonservierung im proteinfreien Medium mit 5% und
10% DMSO, sowie in FBS mit 10% DMSO zu untersuchen. Die UCB-ECs zeigten kaum Unterschiede in
der in vitro Differenzierung zu Erythrozyten nach der Kryokonservierung in den drei Medien. Dies
wurde durch eine gleichmaRige GroBenabnahme und Hamoglobinanreicherung in Zytospinanalysen
(Abbildung 46A) und quantitativ durch die Abnahme des Zellvolumens bestimmt (Abbildung 46B).
Dabei verringerte sich das Volumen der Zellen, die in den unterschiedlichen Medien eingefroren
wurden, einheitlich von 600fl auf 250fl. Die Bestimmung des Hamoglobingehalts nach der Kryokon-
servierung im proteinfreien Medium mit 5% DMSO ergab mit 5,49 + 0,12 allerdings einen signifikant
geringeren Hamoglobingehalt an Tag 7 als bei Zellen, die mit 10% DMSO in FBS (8,03 + 0,15; p<0,05)
oder mit 10% DMSO im proteinfreien Medium (8,35 + 0,53; p<0,05; Abbildung 46C) eingefroren wur-
den. Die Volumenabnahme und die Hamoglobinakkumulation erreichten in diesen beiden Versuchs-
ansatzen damit einen vergleichbaren Wert zu nicht eingefrorenen Zellen. Fir UCB-ECFCs konnten
weder quantitative Unterschiede in der Hochregulierung von ICAM-1 (Abbildung 46D) und E-Selectin
(Abbildung 46E) nach TNF-a-Stimulation noch qualitative Unterschiede in der Kapillarbildung auf
Matrigel (Abbildung 46F) bei den unterschiedlich eingefrorenen Zellen, unabhingig vom verwende-
ten Kryomedium, festgestellt werden. Fiir AT-MSC zeigten in vitro Differenzierungsstudien das grof3e
Spektrum des Differenzierungspotentials in Zellen mesodermalen Ursprungs nach der Kryokonservie-
rung im proteinfreien Medium mit 10% DMSO. Die eingefrorenen Zellen besaRen die Fahigkeit, nach
einer spezifischen Stimulation in Adipozyten (Abbildung 46G), Osteozyten (Abbildung 46H) und
Chondrozyten (Abbildung 46l) zu differenzieren.
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Abbildung 46: Funktionale Charakterisierung von UCB-ECs, UCB-ECFCs und AT-MSCs nach xenofreier,
chemisch vollstdndig definierter Kryokonservierung mit 5% und 10% DMSO (Abbildung verdndert aus
Zeisberger et al., 2011).

Funktionale Charakterisierung von UCB-ECs (A-C), UCB-ECFCs (D-F) und AT-MSCs (G-1) nach dem Einfrieren im
proteinfreien Medium mit 5% (PF-5) oder 10% DMSO (PF-10), sowie in FBS mit 10% DMSO (FBS-10). Fiir UCB-ECs
zeigten in vitro Differenzierungsstudien die Fdhigkeit der Zellen, in Erythrozyten zu differenzieren. Dies wurde
durch eine gleichmdflige Abnahme des Zellvolumens und eine Zunahme des Hdmoglobingehaltes mit Hilfe von
Zytospinanalysen (A, Mafstab entspricht 20um), Gréfienmessungen mit einem CASY-Zellzdhlgerdt (B) und einer
kolorimetrischen Hamoglobinbestimmung (C) nachgewiesen. In (B) und (C) stellen Dreiecke die Werte fiir FBS
mit 10% DMSO dar, Quadrate fiir das proteinfreie Medium mit 10% DMSO und Rauten fiir das proteinfreie
Medium mit-5% DMSO (n=3, * enspricht p<0,05).

Fiir UCB-ECFCs zeigte die Hochregulierung von ICAM-1/CD54 (D) und E-Selectin/CD62E (E) nach TNF-a-
Stimulation sowie die Bildung von kapillardhnlichen Strukturen auf Matrigel (F, Mafstab entspricht 100um) die
funktionalen Eigenschaften endothelialer Zellen nach der Kryokonservierung in den drei verschiedenen
Kryomedien. Dabei ist die Isotypkontrolle in grau, unstimulierte Zellen als dickgedruckte und stimulierte als
gestrichelte Linie dargestellt (n=3).

Fiir AT-MSCs bewiesen in vitro Differenzierungsstudien das Potential der Zellen, nach der Kryokonservierung in
chemisch vollsténdig definiertem Medium mit 10% DMSO Adipozyten (G, Oil Red O Fdrbung, Mafstab
entspricht 40um), Osteozyten (H, BCIP-NBT-Nachweis, Maf3stab entspricht 40um) und Chondrozyten (I, PAS-und
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Alzianblaufdrbung, Mafstab entspricht 100um) zu bilden. Die kleinen Kdstchen zeigen die unstimulierte
Kontrolle.

Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigten, dass eine proteinfreie, chemisch definierte Kryokonservie-
rung von unterschiedlichen humanen, adulten Stamm- und Vorlauferzellen mit guten Vitalitats- und
Proliferationsergebnissen moglich ist, so dass vergleichbare Ergebnisse zum serumhaltigen Standard-
protokoll erzielt werden kdonnen. Auch blieb das Differenzierungspotential der Zellen nach der Kryo-
konservierung erhalten. Zusatzlich konnte nachgewiesen werden, dass eine Reduzierung der DMSO-
Konzentration auf 5% nur einen geringen Effekt auf die Zellstruktur besitzt und somit zelltyp- und
anwendungsspezifisch eingesetzt werden kann. Eine weitere Verringerung des DMSO-Gehaltes
fihrte dagegen aufgrund von intrazellularer und interzelluldrer Eiskristallbildung zu signifikanten
Membran- und Oberflachenschadigungen. Diese Resultate besitzen damit eine direkte Relevanz fir
die Ubertragbarkeit auf Zell- und Biobanken und wurden deshalb in weiteren Untersuchungen in
Hinblick auf Langzeitstabilitat und Ubertragbarkeit auf andere Zellsysteme evaluiert.

Langzeitstabilitdt einer xenofreien, chemisch definierten Kryokonservierung von erythroiden
Vorlauferzellen

Das im vorherigen Kapitel untersuchte xenofreie, chemisch definierte Kryomedium erzielte vielver-
sprechende Ergebnisse im Bezug auf Zellvitalitdt, —proliferation und den Erhalt der funktionalen Ei-
genschaften der Zellen nach einer kurzzeitigen kryogenen Lagerung. Da aber die meisten Zellsys-
teme, die in spateren therapeutischen Anwendungen genutzt werden sollen, fiir einen langeren Zeit-
raum in Biobanken gelagert werden, ist vor allem auch die Langzeitstabilitit der verwendeten
Kryoprotokolle entscheidend. Aus diesem Grund wurde in weiteren Untersuchungen die Auswirkung
einer Langzeitlagerung im xenofreien, chemisch definierten Kryomedium auf humane Stamm- und
Vorlauferzellen aus dem Nabelschnurblut analysiert, da fir dieses Zellmodell eine gute Revitalisie-
rung nach langjahriger Lagerung kritisch ist. Dazu wurde das xenofreie Protokoll an elf Nabelschnur-
blutproben getestet und mittels vier verschiedener Analyseparameter nach einer Woche und nach
einem Jahr Kryokonservierung evaluiert: i) Bestimmung der Lebendzellzahl klinisch relevanter CD34+-
Zellen und der Gesamtzellzahl vor und nach der Kryokonservierung; ii) Analyse der Vitalitat; iii). Be-
stimmung des multipotenten Differenzierungspotentials der Nabelschnurblutzellen mittels Analyse
der koloniebildenden Zellen (CFUs) vor und nach dem Einfrieren; iv) Untersuchung der Proliferation
von erythroiden Vorlauferzellen (EPCs) in gut charakterisierte Expansionskulturen vor und nach der
Kryokonservierung (Mairhofer et al., 2011). Es wurden elf Nabelschnurbluteinheiten gewonnen, aus
denen zundchst eine Vollblutprobe zur Bestimmung der CD34+-Zellzahl entnommen wurde. Die mo-
nonukledaren Zellen (MNCs), ein Zellgemisch aus Lymphozyten, Monozyten, Granulozyten, u.a., in
dem auch die therapeutisch relevanten CD34+-Zellen enthalten sind, wurden aus dem Nabelschnur-
blut isoliert. Die Anzahl der CD34+-Zellen variierte stark in den Nabelschnurblutproben von unter-
schiedlichen Spendern (Tabelle 4). So lag die Gesamtzellzahl der CD34+-Zellen im Vollblut der Nabel-
schnurblutproben zwischen 5x10° (Probe-Nr. 3) und 4x10° Zellen (Probe-Nr. 6). AuRerdem zeigte
sich, dass der Anteil der CD34+-Zellen an den isolierten mononukledren Zellen mit 0,21% bis 1,18%
ebenfalls sehr stark schwankte und insgesamt nur sehr gering war.
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Tabelle 4: Bestimmung der Anzahl lebender CD34+-Zellen in Nabelschnur Vollblut und nach der Isolation und
Lyse

Nabelschnurblut- | CD34+-Zellen CD34+-Zellen nach Effizienz der Anteil der CD34+-
probe im Vollblut | MNC Isolation und Lyse | Isolation [%] | Zellen an MNCs [%]
1 2.299.743 1.219.459 53,03 0,91
2 2.112.500 747.289 35,37 0,54
3 483.366 275.760 57,05 0,21
4 2.068.953 684.563 33,09 0,36
5 867.606 460.189 53,04 0,69
6 4.131.444 2.112.542 51,13 0,60
7 694.284 572.074 82,40 0,66
8 3.521.574 1.270.201 36,07 0,73
9 2.659.751 1.181.334 44,42 0,50
10 3.228.722 2.091.795 64,79 1,18
11 2.730.120 1.575.010 57,69 0,79

Zusatzlich wurde festgestellt, dass bereits eine erhebliche Anzahl der CD34+-Zellen nach der Isolation
der mononukledren Zellen mittels Dichtegradientenzentrifugation und nach der Erythrozytenlyse
verloren ging. So konnten nach der Isolierung zwischen 33,09% (Probe-Nr. 4) und 82,40% (Probe-Nr.
7) der CD34+-Zellen aus dem Vollblut erhalten werden, wobei neun von elf Proben eine Effizienz
unter 60% aufwiesen.

Zur Kryokonservierung wurden die MNCs im xenofreien Kryomedium mit 10% DMSO resuspendiert.
Die Zellen wurden mit 1 °C/min eingefroren und entweder fur eine Woche oder ein Jahr gelagert. Als
Referenz wurden nicht eingefrorene Zellen beziiglich der CD34-Expression, der Fahigkeit zur Kolonie-
bildung und in Expansionskulturen untersucht. Die entsprechenden Experimente wurden auch mit
den Zellen durchgefiihrt, die fiir eine Woche oder ein Jahr eingefroren waren. Zusatzlich wurde er-
mittelt, wie groR der Anteil lebender MNCs und CD34+-Zellen war, die nach der Kryokonservierung
wiedergewonnen werden konnten. Dabei wurde festgestellt, dass die Zellen unabhangig von der
Lagerdauer den Einfrierprozess sehr gut iberstanden. So blieben nach einer Lagerung von einer Wo-
che 94,85 £ 12,29% der MNCs und 89,90 + 17,75% der CD34+-Zellen erhalten (Abbildung 47).
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Abbildung 47: Anteil lebender MNCs und CD34+-Zellen, die nach einer Woche bzw. einem Jahr zu-
riickgewonnen werden konnten.
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Die Zellen wurden im xenofreien Kryomedium resuspendiert, mit 1°C/min eingefroren und fiir eine Woche bzw.
ein Jahr in der Gasphase von fliissigem Stickstoff gelagert.

Nach einem Jahr Lagerung konnte nur eine geringe Veranderung dieser Werte festgestellt werden.
So lag der Anteil lebender MNCs und CD34+-Zellen, die wiedergewonnen werden konnten, im Bezug
zur eingefrorenen Zellzahl bei 83,40 £ 11,63% bzw. 97,65 + 15,67% (Abbildung 47). Die Unterschiede
in der MNC- und CD34+-Zellzahl vor der Kryokonservierung und nach einer einwdchigen oder einjah-
rigen Lagerung waren damit fir die meisten Proben nur gering, so dass eine effiziente, xenofreie
Langzeitlagerung von MNCs und CD34+-Zellen realisierbar erscheint.

Zusatzlich zur Bestimmung der Lebendzellzahl wurde auch die Fahigkeit zur Koloniebildung (CFUs)
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vor und nach der Kryokonservierung im xenofreien Kryomedium untersucht (Abbildung 48).
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Abbildung 48: Anzahl der CFUs vor der Kryokonservierung, nach einer Woche und einem Jahr kryogener
Lagerung.

20000 mononukledire Zellen pro Ansatz wurden dazu in Dreifachansdtzen ausgesét, nach 14 Tagen Kultivierung
wurde die Anzahl der gebildeten Kolonien mikroskopisch bestimmt.
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Um die CFU-Anzahl zu ermitteln wurde ein semisolides Methylzellulosemedium verwendet, das das
Wachstum der Zellen in Kolonien unterstitzt. Nach einer 14-tagigen Kultivierung wurde die Anzahl
der CFUs bestimmt. Nach einer Woche Kryokonservierung zeigten 10 von 11 ein héheres und 1 von
11 (Probe-Nr. 10) eine verringertes Potential zur CFU-Bildung im Vergleich zur Situation vor dem Ein-
frieren. Die Fahigkeit der Zellen zur Koloniebildung nach einem Jahr Lagerung war nahezu identisch
mit den Ergebnissen vor der Kryokonservierung. So ergab sich fiir 6 von 11 Proben ein hoheres, fiir 2
von 11 ein vergleichbares (Probe-Nr. 3 und 8) und fiir 3 von 11 ein leicht geringeres Potential zur
Koloniebildung (Probe-Nr. 1, 5 und 10). Die geringen Unterschiede lassen sich durch Fehleranfallig-
keit dieser Methode erklaren. So kdnnen geringe Abweichungen beim Ansatz der CFUs zu deutlichen
Abweichungen nach 14-tagiger Kultur fihren. Daher kann man insgesamt feststellen, dass auch das
multipotente Differenzierungspotential der Stamm- und Vorlduferzellen aus dem Nabelschnurblut
sehr gut nach einer einw6chigen oder einjahrigen, xenofreien Kryokonservierung erhalten wurde.

SchlieBlich wurde ebenfalls untersucht, ob die kurzzeitige oder langfristige Kryokonservierung die
Expansion von erythroiden Vorlduferzellen (EPC) beeinflusst. Dazu wurden Kulturen zur Vermehrung
von EPCs aus nicht eingefrorenen und kryokonservierten Proben angelegt. Die Expansion der EPC war
erfolgreich fur alle Proben (Nabelschnurblutprobe 1 bis 11) und zu jedem Zeitpunkt (Referenz, eine
Woche, ein Jahr) mit einem Ergebnis von 2x10” bis 14x10’ Zellen ausgehend von jeweils 10" MNCs.
Nach der Kryokonservierung zeigte sich allerdings in fast allen Proben eine Reduktion des
Expansionserfolgs der EPCs um durchschnittlich 41,27 + 20,11% im Vergleich zur nicht eingefrorenen
Referenzkultur, unabhangig von der Lagerungsdauer (Abbildung 49). Nach einer Woche kryogener
Lagerung wurde in 9 von 11 Proben eine Abnahme des Proliferationspotentials festgestellt, nach
einem Jahr in 10 von 11 Proben. Im Gegensatz dazu stieg das Kultivierungsergebnis in den Proben 6
und 8 nach einer Woche und in der Probe 8 nach einem Jahr kryogener Lagerung auf 133,83% und
133,50% nach einer Woche bzw. auf 230,00% nach einem Jahr an. Insgesamt schien die Expansion
nach einer 14-tagigen Kultivierung von kryokonservierten Zellen reduziert zu sein, unabhangig von
der Lagerungsdauer.
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Abbildung 49: Expansion von EPCs nach der Kryokonservierung fiir eine Woche oder ein Jahr.

Nach der Kryokonservierung von MSCs im proteinfreien Kryomedium mit 10% DMSO fiir eine Woche oder ein
Jahr wurden Expansionskulturen von EPCs angelegt. Nach einer 14-tdgigen Kultivierung wurde die Zellzahl
bestimmt und als Prozentsatz der Zellzahl, die in den nicht eingefrorenen Referenzproben erreicht wurde,
dargestellt.
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Um zu zeigen, dass der Phanotyp der expandierten Zellen nicht durch die Kryokonservierung
beeinflusst wurde, wurden die Zellen an Tag 14 mittels durchflusszytometrische Analyse der charak-
teristischen erythroiden Marker CD71, CD36, GlycophorinA (CD235a) und c-Kit (CD117) (Abbildung
50A) untersucht. Hier war deutlich erkennbar, dass die fiir eine Woche und ein Jahr kryokonservier-
ten EPCs an Tag 14 nicht von der Referenzprobe unterscheidbar sind. Alle Kulturen zeigten eine
starke Expression von CD71 und CD36. Im Gegensatz dazu ergab die Analyse von GlycophorinA
(CD235a) ein sehr inhomogenes Ergebnis mit Zellen, die CD235a unterschiedlich stark exprimierten,
aber auch einem deutlichen Anteil an Zellen ohne diesen Marker. Die Expression des c-Kit Rezeptors
CD117, eines typischen Stammzellmarkers, war in allen untersuchten erythroiden Zellen vergleichbar
gering. Zusatzlich wurde die Homogenitat der Kulturen Gberprift, indem die Zellen auf spezifische
Marker anderer Blutzelltypen getestet wurden (Abbildung 50B). Die Untersuchungen ergaben eine
starke Expression des Leukozytenantigens CD45. Die Kulturen waren aber nicht durch andere Blut-
zellpopulationen verunreinigt, was durch die fehlende Detektion der dafiir spezifischen Marker be-
statigt wurde.
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Abbildung 50: Repréisentative Untersuchung des Phéinotyps von expandierten EPCs aus nicht eingefrorenen
Referenzkulturen und aus MNCs, die fiir eine Woche oder ein Jahr im xenofreien Kryomedium mit 10% DMSO
eingefroren waren (Abbildung verdndert aus Mairhofer et al., 2011).

(A) Durchflusszytometrische Analyse der zelltypspezifischen Marker CD71, CD36, GlycophorinA (CD235a) und c-
Kit (CD117) an zwei reprdsentativen EPC-Kulturen (Probe-Nr. 6 und 10) nach einer 14-tégigen Expansion aus
nicht eingefroren MNCs und aus MNCs, die fiir eine Woche oder ein Jahr im xenofreien Kryomedium mit 10%
DMSO eingefroren waren. (B) Nachweis der Kulturhomogenitit durch Ausschluss anderer Blutzelltypen mittels
Durchflusszytometrie.
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Insgesamt zeigten die Ergebnisse daher, dass eine Langzeitlagerung von Zellen aus dem Nabel-
schnurblut unter xenofreien Bedingungen mit einer effizienten Wiedergewinnung von lebenden
CD34+-Zellen und MNCs moglich ist. Zusatzlich wurde das multipotente Differenzierungspotential der
Stamm- und Vorlauferzellen, das mittels CFU-Assays analysiert wurde, durch die unterschiedlich
lange, kryogene Lagerung nicht beeinflusst. Das Expansionspotential der EPCs war in allen kryokon-
servierten Proben reduziert, wobei hier auch kein negativer Effekt durch die Langzeitlagerung fest-
gestellt werden konnte.

Das hier vorgestellte Kryoprotokoll ermdglicht dadurch eine verldssliche und effiziente Lagerung von
Zellen fiir therapeutische Anwendungen in Biobanken. Die komplette Vermeidung tierischer Be-
standteile im Kyomedium einhergehend mit einem nahezu vollstandigen Erhalt der Lebendzellzahl
und Zellfunktionalitat selbst nach einer langen Lagerungsdauer erhoht deutlich die Reproduzierbar-
keit und Stabilitdt des Kryokonservierungsprozesses. Dies ermoglicht eine verbesserte Standardisie-
rung der Ablaufe in Biobanken.

Materialwissenschaftliche Untersuchungen zur Entwicklung eines neuen Kryosubstrates, das an die
Anforderungen moderner Biobanken adaptiert wurde

Die sichere Ablage von therapeutisch relevanten Zellen in Biobanken bedarf neben der Entwicklung
xenofreier und effizienter, zelltypspezifischer Kryoprotokolle auch der Verbesserung der Lagertech-
nologie, da die aktuellen Arbeitsabldufen aus vielen fehleranfélligen Einzelschritten bestehen. Dabei
unterliegen Zellen fir eine medizinische Verwendung strengen Bestimmungen in Hinblick auf die
Standardisierung der Vorgange. Aus diesem Grund sind vor allem eine intakte Kiihlkette wahrend des
Probentransports sowie ein robustes System zur Probenidentifikation und Dokumentation erforder-
lich.

Zudem ist die Infrastruktur moderner Biobanken sehr anspruchsvoll. Gemeinschaftliche Forschung
basiert auf einem weltweiten Probenaustausch und auf der Vergleichbarkeit von Ergebnissen. Dies
stellt hohe Anforderungen an die Qualitatssicherung und Dokumentation von wertvollen Proben.
Standardisierung und optimierter Datenaustausch wahrend der Sammlung und Lagerung von biologi-
schem Material sind daher der Schlissel fiir aktuelle Forschungsprojekte und Biobanken. Biobanken
sollten daher nicht nur die Moglichkeit bieten, viele Proben bei kryogenen Temperaturen zu lagern,
sondern auch eine 100%ige ldentifikation und Nachverfolgung der Proben garantieren. Aus diesem
Grund wurden innerhalb dieser Arbeit neue elektronische Kryoréhrchen, die an Flash-Speicherkarten
gekoppelt sind, entwickelt, so dass ein redundanter und transportabler Datensatz an jeder Probe
verfligbar ist. Diese neue Technologie erméglicht die Ablage von sensiblen Informationen, wie zum
Beispiel Patientendaten, Probenursprung oder Bearbeitungsschritte, verbunden mit der relevanten
Probe. Die Probendaten kénnen direkt im Tiefkalten ausgelesen werden, so dass zusatzlich eine
komplette Inventarisierung durchgefiihrt werden kann, ohne die Proben auftauen zu mussen.

In dieser Arbeit wurde das Design fiir diese Kryorohrchen mitentwickelt. Dazu wurden unterschiedli-
che Materialien fir ein neues Kryoréhrchen im Hinblick auf Kryostabilitat und Biokompatibilitat ge-
testet. In Kapitel 4.2.2 wurde schlieBlich auch die Kryokonservierungseffizienz in den innovativen
Kryosubstraten mit den Standardrohrchen verglichen.

Dazu wurden zundchst Materialtests durchgefiihrt, um den hohen Anforderungen an ein
Kryosubstrat gerecht zu werden. Voraussetzung fiir die Eignung eines Materials fir die Kryokonser-
vierung von biologischen Proben ist die Zulassung des Materials fiir medizinische Anwendungen, die
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Stabilitdt des Materials bei extremen Temperaturschwankungen und gegen relevante Losungsmittel
(z.B. DMSO). Zuséatzlich ist die Biokompatibilitdt des Materials von groRRer Bedeutung. Daher wurde
der Fokus auf folgende vier Kandidaten fiir die Herstellung eines Kyosubstrates gelegt: i) Polyethylen
hoher Dichte (HDPE), das bereits in der Kryokonservierung verwendet wird, ii) Makrolon, das schon
von der Medizinindustrie verwendet wird, iii) Polypropylen (PP), das fiir kommerzielle Kryoréhrchen
verwendet wird und iv) Polymethylpenten (TPX).

Da in der Kryokonservierung Dimethylsulfoxid (DMSO) immer noch das gebrauchlichste Kryoprotektiv
ist, muss das Material, aus dem ein Kryosubstrat besteht, chemisch absolut unempfindlich gegeniber
DMSO sein. Sollte das Material eines Kryosubstrates mit DMSO reagieren, kdnnten giftige Substan-
zen, wie zum Beispiel Farbstoffe oder Nebenprodukte aus der Produktion, aus dem Material heraus-
gelost werden und die zu kryokonservierende Zellsuspension verunreinigen. Daher wurden Kryorohr-
chen aus den Materialien fiir 24 Stunden bei 37°C in reinem DMSO inkubiert und anschlieBend auf
optische Veranderungen hin untersucht.

Der DMSO Stabilitatstest zeigte bei Makrolon starke Veranderungen. Es konnten Risse im Material
sowie eine Triibung des Rohrchens und der DMSO-L6sung festgestellt werden, da sich Substanzen
aus dem Material herausgel6st haben (Abbildung 51).

Abbildung 51: Einfluss von DMSO auf ein Kryosubstrat aus Makrolon.

Dargestellt ist ein Substrat vor (A, B) und nach der Inkubation in DMSO (C, D). Es konnten starke Verédnderungen
des Materials festgestellt werden. So wurde das Substrat fast komplett entfirbt, es zeigten sich Risse im
Réhrchen (Pfeil) und es kam zu einer starken Triibung des Materials.

Nach diesem Test konnte Makrolon als Kunststoff fiir ein Kryosubstrat ausgeschlossen werden. Es
wurde aber zur Vergleichbarkeit mit den restlichen Materialien in den weiteren Untersuchungen mit
eingeschlossen.

Bei der Kryokonservierung sind die Materialien, aus dem das Kryosubstrat besteht, enormen Belas-
tungen ausgesetzt. Zum einen muss das Material das Abkiihlen auf bis zu -196 °C Uberstehen, zum
anderen muss das Kryosubstrat beim Auftauprozess extremen thermischen Schwankungen standhal-
ten. Dabei wird eine Probe von -160°C in nur zwei Minuten auf 37°C im Wasserbad aufgewarmt. Dies
entspricht einer Auftaugeschwindigkeit von 98,5 °C/min.
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Die Stabilitdt der Substrate aus PP, HDPE und TPX auf diese thermischen Schwankungen wurde ge-
testet, indem sie mit Hilfe eines Roboters zehn- bis zwanzigmal abwechselnd in fllssigen Stickstoff
und in 80°C warmes Wasser getaucht wurden.

Abbildung 52: Kryosubstrat aus TPX nach 10- bis 20-fachem Abkiihlen auf -196°C und Erwdrmen auf 80°C.

(A) Ubersichtsaufnahme des Kryosubstrats; (B, C) Teilabschnitte; Die Kryosubstrate wurden mit einem
Roboterarm einem Dauerstresstest unterzogen, indem sie 10- bis 20-mal abwechselnd in fliissigen Stickstoff und
in ein 80°C warmes Wasserbad getaucht wurden. Dabei waren im Kryosubstrat aus TPX deutliche Risse im
Material erkennbar (A-C, Pfeile).

Diese Untersuchungen ergaben, dass bei den Substraten aus TPX Risse in den Kryosubstraten am
Probenbehilter entstanden (Abbildung 52A-C, Pfeile). Die Substrate aus Polyethylen hoher Dichte
und aus Polypropylen hingegen zeigten keine Beeintrachtigungen.

Als Ergebnis dieser Tests wurde TPX als geeignetes Material fir die Entwicklung eines neuen Kryo-
substrates ausgeschlossen.

Tabelle 5: Zusammenfassung der Materialtests fiir die Entwicklung eines neuen Kryosubstrates. Die Substrate
bestanden aus HDPE, Makrolon, PP und TPX.

Material DMSO Stabilitst Stabilitat bei kryogenen
Temperaturen
HDPE + +
Makrolon - +
PP + +
TPX + -
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Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Materialtests zeigten, dass Makrolon anfillig gegeni-
ber DMSO ist und TPX den starken Temperaturschwankungen bei der Kryokonservierung nicht
standhélt (Tabelle 5). Daher waren nur PP und HDPE als Material fiir ein neues Kryosubstrat geeignet.
SchlieBlich wurde aus PP ein Kryosubstrat mit unterschiedlichen Volumina (100pl, 500pul, 2ml) entwi-
ckelt, da dieses Material harter und teilweise lichtdurchlassig ist. So wurde eine verwechslungssi-
chere Ablage der Proben zusammen mit den dazugehorigen Probeninformationen ermdoglicht.

Die hier entwickelten Kryosubstrate sind Bestandteil einer innovativen Lagertechnologie fiir eine
dokumentierte und verlassliche Lagerung der Zellen. Dabei garantieren vier voneinander unabhan-
gige Systeme eine sichere Identifikation und Zuordnung der Proben: i) das Substrat kann dquivalent
zu kommerziellen Kryorohrchen per Hand beschriftet werden; ii) ein zweidimensionaler Barcode
kann auf das Substrat aufgebracht werden; iii) in den Hauptteil des Substrates kann ein RFID-Chip
(radio frequency identification tag) eingebracht werden und iv) identifiziert ebenfalls der im
Substrathauptteil befindliche Speicherchip die Probe (Abbildung 53). Beide Chips werden wahrend
der Produktion in das Substrat eingespritzt, so dass diese auch nicht wahrend des Transportes oder
Einfrierprozess verloren gehen kénnen.

5

Abbildung 53: Aufbau des 2ml Kryosubstrats aus PP, hergestellt im Spritzgussverfahren (Abbildung aus Ihmig
etal., 2009).

Das Réhrchen besteht aus dem Probenbehdlter (2) mit Schraubdeckel (1) und einem Fuf3 (3), der den RFID-Chip
(4) und den seriellen Flash-Speicherchip (5) als transportables Datenarchiv enthdlt. Durchmesser: 15 mm, Héhe:
56 mm.

Damit der Vorteil dieser neuen Lagertechnologie auch fiir herkdmmliche Kryovials und altere Pro-
benbestinde genutzt werden kann, wurde zusatzlich ein Adapter fir kommerzielle Kryoréhrchen
entwickelt. Dieser kann einfach selbst um bereits eingefrorene Rohrchen befestigt werden und
stattet die R6hrchen damit ebenfalls mit allen beschriebenen Identifikationsmerkmalen aus.

Der FuRR des Substrats und des Adapters wurde so konzipiert, dass damit das Rohrchen zusatzlich in
speziellen Lagerboxen eingesteckt werden kann, so dass eine Verbindung zur Tragerplatte und damit
zu der elektronischen Kryotank-Infrastruktur besteht (Abbildung 54).
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Abbildung 54: Aufbau der elektronischen Kryotank-Infrastruktur

(A) Thermische Isolation des Lagersystems; (B) Elektrischer Anschlussstecker zur externen Steuereinheit; (C)
Riickwandplatine mit Mikrokontroller; (D) Modulare Lagerebenen; (E)Verbindungsstecker der Trdgerplatte zur
Kryotank-Infrastruktur.

Im Tank befinden sich vier jeweils mit einer Riickwandplatine ausgestattete Lagersysteme. Dieser
Aufbau ermoglicht die Lokalisation der Proben wahrend der kryogenen Lagerung und auch einen
Datenzugriff im eingefrorenen Zustand (Shirley et al., 2009).

Die hier beschriebene Lagertechnologie bestehend aus elektronischen Kryoréhrchen in Verbindung
mit einer innovativen Kryotank-Infrastruktur ermdéglicht somit eine verwechslungssichere Lagerung
und den Versand von sensiblen Proben in modernen Biobanken sowie eine komplette Inventarisie-
rung und Aktualisierung des bereits bestehenden Probenbestands.

Alle hier verwendeten Materialien besitzen eine Zulassung fiir medizinische Anwendungen. Dennoch
konnte es zu Verunreinigungen der Materialien wahrend der Produktion der Substrate kommen. Dies
macht die erneute Uberpriifung der Biokompatibilitit der Kryosubstrate erforderlich, weshalb in
Kapitel 4.2.3 die Effekte einer Kryokonservierung in den neu entwickelten Kryosubstraten auf die
Vitalitat und Funktionalitat von Immunzellen aus dem peripheren Blut untersucht wurden.
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Resultate 5.2.1 Untersuchungen zur Substitution der Serumbestandteile

5.2 Ubertragung spezifischer Kryoprozeduren und -workflows auf
Zellen des Immunsystems

Nachdem die hier vorgestellten Kryoprozeduren fiir eine xenofreie und effiziente Lagerung von hu-
manen adulten und embryonalen Stammzellen erarbeitet wurden, wurde aufbauend auf diesen Er-
gebnissen die Ubertragbarkeit der Erkenntnisse auf ein weiteres Zellmodell untersucht und statis-
tisch durch die Durchfiihrung von Untersuchungen an mindestens 10 Blutproben abgesichert. Zellen
aus dem peripheren Blut stellen ein wichtiges Werkzeug fir die Entwicklung neuer Impfstoffe und fir
die Untersuchung von Krankheiten, die die zelluldre Immunitdt beeinflussen, dar. Auch werden Blut-
proben von Patienten fir retrospektive und epidemiologische Untersuchungen fiir mehrere Jahre
gelagert. Dabei ist vor allem der Erhalt der antigenspezifischen T-Zell-Funktionalitdt von grolRer Be-
deutung, da diese Aussagen (iber die Effizienz von Impfstoffen und tGber Veranderungen des Immun-
systems wahrend eines Krankheitsverlaufs ermoglichen. Allerdings beeinflussen suboptimale Kryo-
konservierungsprotokolle die T-Zellantwort und verhindern damit reproduzierbare Analysen eingef-
rorener Zellen.

Aus diesem Grund werden im folgenden Kapitel, basierend auf den bisherigen Erkenntnissen,
Kryoprozeduren im Hinblick auf schadigende Einflisse auf die Zellvitalitat, -funktionalitdt und
Lebendzellzahl von Zellen des Immunsystems statistisch untersucht. Ziel war es dabei, eine Reduk-
tion der zytotoxischen DMSO-Konzentration und eine Erhohung der Prozessstabilitat und —
reproduzierbarkeit durch die Vermeidung von xenogenen Substanzen, auch nach einer Langzeitlage-
rung, zu erreichen. Schlielllich wurden die neu entwickelten Kryoréhrchen unter Verwendung der in
diesem Kapitel etablierten, xenofreien Kryoprozedur evaluiert, um somit eine sichere und dokumen-
tierbare Ablage der Zellen in Biobanken zu ermdglichen.

5.2.1 Untersuchungen zur Substitution der Serumbestandteile des Kryomediums

Mononukleare Zellen aus dem peripheren Blut (PBMCs) besitzen, im Gegensatz zu humanen Stamm-
zellen, eine geringere Relevanz fir eine therapeutische Anwendung. Doch T-Zell-basierte Nachweis-
methoden bilden aufgrund ihrer antigenspezifischen Reaktivitdit das Fundament der Impfstofffor-
schung und einen wichtigen Bestandteil von epidemiologischen Studien. Allerdings kann der Einfrier-
prozess eine Auswirkung auf dieses sensible Zellsystem besitzen. Vor allem die Verwendung von FBS
im Kryomedium, einem Naturprodukt, das eine undefinierte Mischung aus Wachstumsfaktoren und
Zytokinen enthalt, beeinflusst das Ergebnis der Funktionalitatsanalysen und verhindert eine Standar-
disierung der Auswertung. Zusatzlich unterliegt FBS strikten Importbeschrankungen und somit ist ein
weltweiter Probenaustausch in Multicenter-Studien deutlich erschwert. Daher wird in diesem Ab-
schnitt die Moglichkeit evaluiert, den Serumanteil des Kryomediums durch das definierte bovine
Serumalbumin Fraktion V (BSA) zu ersetzen und damit eine erhdhte Reproduzierbarkeit der Ergeb-
nisse und Verfligbarkeit des Probenmaterials zu erreichen. Zusatzlich wurde auch bei diesem Zellsys-
tem versucht, die DMSO-Konzentration durch die Zugabe eines extrazellularen Kryoprotektivs, der
Hydroxyethylstarke (HES), zu reduzieren.

Dazu wurden PBMCs von zehn verschiedenen Blutspendern, die positiv auf Antikdrper gegen das
Cytomegalievirus (CMV seropositiv) getestet wurden, isoliert. Die Zellen wurden anschlieRend in
einem BSA-basierten Kryomedium mit 10% DMSO, in einem BSA-basierten Medium mit HES und 5%
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Resultate 5.2.1 Untersuchungen zur Substitution der Serumbestandteile

DMSO und zur Kontrolle in 90% FBS mit 10% DMSO eingefroren und in der Gasphase von fllissigem
Stickstoff gelagert. Nach dem Auftauen im 37°C warmen Wasserbad wurden der Anteil lebender
Zellen im Bezug zur eingefrorenen Zellzahl (Abbildung 55A, C) und die Vitalitat (Abbildung 55B, D)
direkt nach dem Auftauen (Abbildung 55A, B) sowie nach 24 Stunden (Abbildung 55C) analysiert.
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Abbildung 55: Anteil lebender Zellen im Bezug zur eingefrorenen Zellzahl (A, C) und Vitalitéit (B, D) von PBMC
kryokonserviert in BSA-basierten Medium mit 10% DMSO bzw. mit HES und 5% DMSO, sowie in 90% FBS mit
10% DMSO direkt nach dem Auftauen (A, B) und nach 24 Stunden (C, D) (Abbildung veréndert aus Germann
etal., 2011).

Die isolierten PBMCs wurden in den drei unterschiedlichen Medien aufgenommen, mit langsamer Kiihlrate auf -
80°C eingefroren und in der Gasphase von fliissigem Stickstoff gelagert. Nach dem Auftauen in einem 37°C
warmen Wasserbad wurden die Lebendzellzahl (A) und Vitalitdt (B) automatisiert unter Verwendung von
Trypanblau bestimmt. Aufgetragen sind die Einzelwerte der zehn Versuchsreihen und der Mittelwert mit
Standardabweichung, nach einer 24-stiindigen Kultivierung wurden diese Werte erneut gemessen (C, D), auf die
Ergebnisse direkt nach dem Auftauen normiert und in einem Box-Whisker-Plot dargestellt. Fiir die statistische
Auswertung wurde der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test verwendet.

Der Anteil lebender Zellen im Vergleich zur eingefrorenen Zellzahl war direkt nach dem Auftauen in
allen drei Kryomedien statistisch vergleichbar (p<0,05) und lag zwischen 83,52 + 5,59% fiir PBMCs
eingefroren in 90% FBS mit 10% DMSO und 84,23 t 5,72% nach der Kryokonservierung im BSA-
basierten Medium mit 10% DMSO (Abbildung 55A). Auch die Vitalitat der Zellen direkt nach dem
Auftauen erzielte mit Werten von 98,44 + 0,54% (BSA-basiertes Medium mit 10% DMSQO) bis 98,70 +
0,36% (BSA-basiertes Medium mit 5% DMSO) ein sehr gutes Ergebnis (Abbildung 55B), so dass kein
signifikanter Unterschied zwischen den Kryomedien festgestellt werden konnte (p<0,05).
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Resultate 5.2.1 Untersuchungen zur Substitution der Serumbestandteile

24 Stunden nach dem Auftauen wurde eine Abnahme der Lebendzellzahl und Vitalitat in allen Pro-
ben, unabhangig vom Kryomedium, gemessen (Abbildung 55C, D). So zeigte sich ein Verlust der le-
benden Zellen um 12,13 + 5,00% (BSA-basiertes Medium mit 10% DMSO), 14,48 + 3,09% (BSA-
basiertes Medium mit 5% DMSO), bzw. um 12,58 + 3,60% (90% FBS mit 10% DMSO) im Vergleich zu
den Resultaten direkt nach dem Auftauen. Auch die Vitalitdt nahm leicht ab, wobei PBMCs, die in
90% FBS mit 10% DMSO eingefroren waren, mit 1,06 £ 0,67% den geringsten Verlust zeigten und
Zellen, die im BSA-basierten Medium mit 5% DMSO kryokonserviert waren, mit 2,19 + 0,78% die
grofite Abnahme aufwiesen. Die statistische Auswertung ergab dabei einen signifikanten Unterschied
der Ergebnisse, die mit dem DMSO-reduzierten Kryomedium erzielt wurden, im Vergleich zu den
statistisch identischen Resultaten mit 90% FBS bzw. mit dem BSA-basierten Medium mit 10% DMSO.

Insgesamt zeigte sich, dass beide serumfreie, definierte Medien gute Ergebnisse im Bezug auf Zellvi-
talitat und Erhalt der Lebendzellzahl erreichten. Dabei erzielte das BSA-haltige Kryomedium mit 10%
DMSO statistisch vergleichbare Resultate zum FBS mit 10% DMSO, wobei mit dem DMSO-reduzierten
Medium etwas geringere Werte erzielt wurden.

Da fiir die Verwendung von PBMCs in T-Zell-basierten Nachweismethoden vor allem der Erhalt der
antigenspezifischen T-Zell-Antwort von entscheidender Bedeutung ist, wurde diese in einem hoch
sensitivem Funktionalitdtsnachweis, dem Gamma-Interferon-ELISPOT (IFN-y ELISPOT), untersucht.
Dabei werden die T-Zellen mit spezifischen Antigenen stimuliert und die resultierende Ausschiittung
des Gamma-Interferons, die in vivo zur Aktivierung der angeborenen und adaptiven Immunabwehr
fihrt, mit Hilfe einer Farbreaktion bestimmt. In dieser Untersuchung wurden sowohl Peptide des
Cytomegalievirus (CMV) als auch eine Mischung dieser Peptide mit Bestandteilen des Epstein-Barr-
und Influenzavirus (CEF-Peptide) verwendet. Aufgrund mangelnden Probenmaterials konnte die
Funktionalitatsanalyse dabei nur bei sieben der zehn Blutproben durchgefiihrt werden.

Die Untersuchung der antigenspezifischen IFN-y-Ausschiittung ergab, dass 6 von 7 bzw. 7 von 7 der
eingefrorenen PBMC-Proben nach dem Auftauen eine Reaktion auf die CMV- (Abbildung 56A) bzw.
CEF-Peptide (Abbildung 56B) zeigten, unabhangig vom genutzten Kryomedium. AuBerdem wurde bei
allen unstimulierten Kontrollen ein sehr geringes Hintergrundsignal mit 0 = 0 bis 5 + 5 reaktiven Zel-
len pro 10° PBMCs gemessen (Abbildung 56C). Dieses Ergebnis zeigte, dass mit keinem Kryomedium
durch den Einfrier- und Auftauprozess selbst eine unspezifische Aktivierung der Zellen erfolgte.
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Abbildung 56: IFN-y-Ausschiittung von PBMCs, die im BSA-basierten Kryomedium mit 10% DMSO, im BSA-
basierten Kryomedium mit HES und 5% DMSO, sowie in 90% FBS mit 10% DMSO eingefroren wurden, nach
Stimulation mit CMV- (A) und CEF-Peptiden (B). Zusdtzlich ist das unspezifische Hintergrundsignal
unstimulierter PBMCs nach der Kryokonservierung in den drei Kryomedien dargestellt (C) (Abbildung

verdndert aus Germann et al., 2011).

Es wurde die antigenspezifische Reaktivitdt von PBMCs aus 7 Isolationen ermittelt, die in den drei Kryomedien
mit langsamer Kiihlrate auf -80°C eingefroren und in der Gasphase von fliissigem Stickstoff gelagert wurden.
Nach dem Auftauen im 37°C warmen Wasserbad wurden die PBMCs fiir 24 Stunden kultiviert, mit den CMV-
bzw. CEF-Peptiden stimuliert und die IFN-y-Ausschiittung mittels spezifischer Antikérper detektiert. Angegeben
ist die mittlere Anzahl von Zellen, die IFN-y ausschiitten (SFC), pro 10° PBMCs aus drei Ansétzen.

108



Resultate 5.2.1 Untersuchungen zur Substitution der Serumbestandteile

Die Ergebnisse zeigten, dass die Reaktivitdt der PBMCs nach der Kryokonservierung im BSA-haltigen
Kryomedium mit 10% DMSO nahezu identisch zu FBS war (Abbildung 56A, B). Dagegen wurde bei
dem PBMCs, die im BSA-basierten Medium mit HES und 5% DMSO eingefroren wurden, eine gerin-
gere Reaktivitat detektiert (Abbildung 56A, B).

AbschlieBend kann festgestellt werden, dass die Verwendung von undefiniertem Serum im Kryome-
dium durch die Zugabe von BSA Fraktion V vermieden werden konnte. Diese serumfreie Kryokonser-
vierung von PBMCs resultierte in einer guten Zellvitalitdt und einem hohen Anteil lebender Zellen im
Bezug zur eingefrorenen Zellzahl, die statistisch vergleichbare Ergebnisse zu FBS erzielte. Entschei-
dend dabei war, dass die T-Zell-Funktionalitdt in den BSA-basierten Medien erhalten blieb und ver-
gleichbar zur Reaktivitat von in FBS eingefroren PBMCs war. Zusatzlich scheint eine Reduktion der
DMSO-Konzentration durch die Zugabe eines extrazellularen Kryoprotektivs moglich, wobei diese
allerdings zu einer geringen Abnahme der Zellvitalitat und Lebendzellzahl und zu einer leichten Re-
duktion der antigenspezifischen Reaktivitat flhrte.

Diese Ergebnisse ergaben, dass eine erhohte Standardisierung des Einfrierprozesses fir PBMCs durch
die Vermeidung von tierischem Serum maoglich ist. Da bei humanen adulten Stammzellen bereits in
Kapitel 4.1.4 gezeigt werden konnte, dass auch eine komplett xenofreie Kryokonservierung mit voll-
standigem Funktionalitatserhalt und Langzeitstabilitat moglich ist, wurden in weiteren Untersuchun-
gen die Effekte einer xenofreien Kryokonservierung von PBMCs untersucht, um dadurch auch bei
diesem Zellmodell definierte Bedingungen zu etablieren.

5.2.2 Vergleichende Untersuchung zur xenofreien Kryokonservierung von Zellen des
Immunsystems fiir immunologische Untersuchungen im Rahmen der HIV-
Vakzinforschung

Fir eine vollstandige Standardisierung der Kryokonservierung von PBMCs ist eine komplette Vermei-
dung von Proteinen im Kryomedium notwendig. Vor allem die Verwendung von tierischem Serum
kann zu einer unspezifischen Aktivierung der T-Zellen flihren, wodurch keine verlasslichen Aussagen
in T-Zell-basierten Nachweismethoden getroffen werden kénnen. Doch gerade diese Reproduzier-
barkeit in den Funktionalitatsanalysen zu unterschiedlichen Zeitpunkten und auch in verschiedenen
Laboratorien ist entscheidend fiir die Entwicklung neuer Impfstoffe. Aus diesem Grund werden im
Folgenden unterschiedliche xeno- und auch komplett proteinfreie Alternativen zum FBS im Hinblick
auf Zellvitalitat und Lebendzellzahl sowie Funktionalitdtserhalt untersucht. AuRerdem ist auch bei
diesem Zellsystem eine effiziente Langzeitlagerung von groBer Bedeutung, um verlassliche retrospek-
tive Analysen durchfiihren zu kénnen. Daher wurden die Ergebnisse der verschiedenen Medien nach
einer Lagerungsdauer von wenigen Wochen und nach mehreren Monaten miteinander verglichen.

Um statistisch aussagekraftige Ergebnisse zu erhalten, wurden PBMCs von 13 gesunden, CMV sero-
positiven Blutspendern isoliert. Die Zellen wurden anschlieRend in vier unterschiedlichen Alternati-
ven zum FBS-basierten Standardprotokoll eingefroren: i) im bereits erfolgreich getesteten BSA-
basierten Kryomedium mit 10% DMSO, ii) in einem xenofreien Kryomedium, das humanes Serumal-
bumin (HSA) und 10% DMSO enthélt und iii) in den beiden proteinfreien und vollstandig definierten
Kryomedien, basierend auf 1% Poloxamer mit 5% bzw. iv) 10% DMSO. Als Referenz wurden die Zellen
in hitzeinaktiviertem und im ELISPOT-Nachweis getesteten FBS mit 10% DMSO eingefroren. Nach

109



Resultate 5.2.2 Vergleichende Untersuchung zur xenofreien Kryokonservierung

einer Lagerungsdauer von maximal vier Wochen wurden die Proben aufgetaut und automatisiert
unter Verwendung von Trypanblau im Hinblick auf die Anzahl lebender Zellen, die wiedergewonnen
werden konnten (Abbildung 57A), und ihre Vitalitdt (Abbildung 57B) analysiert. Dabei konnte nach
der Kryokonservierung der PBMCs im BSA-basierten Kryomedium mit 10% DMSO mit 91,25 + 6,97%
eine vergleichbar groRe Anzahl lebender Zellen erhalten werden wie nach dem Einfrieren in FBS mit
10% DMSO (91,40 £ 10,47%). Dagegen flihrte das Einfrieren der Zellen im proteinfreien Medium mit
5% bzw. 10% DMSO zu den geringsten Lebendzellzahlen mit 87,40 + 7,22% bzw. 87,50 £ 8,51%. Nach
einer 24-stiindigen Kultivierung wurde in allen Proben ein Zellverlust festgestellt, so dass die Lebend-
zellzahl nur noch zwischen 71,04 + 5,48% bzw. 71,76 + 5,96% fir das proteinfreie Kryomedium mit
5% DMSO bzw. fiir das HSA-basierte Kryomedium mit 10% DMSO und 78,14 + 6,53% bzw. 79,81 +
4,94% fiir FBS bzw. fiir das BSA-basierte Kryomedium mit 10% DMSO lag. Die statistische Auswertung
ergab dabei, dass direkt nach dem Auftauen die Lebendzellzahl nur bei PBMCs, die in BSA mit 10%
DMSO bzw. HSA mit 10% DMSO eingefroren wurden, vergleichbar war zu den Proben, die in FBS ein-
gefroren wurden. 24 Stunden spater traf diese statistische Vergleichbarkeit fiir BSA mit 10% DMSO
und das proteinfreie Medium mit 10% DMSO zu, nicht fir die restlichen Ansatze.
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Abbildung 57: Anteil lebender Zellen im Bezug zur eingefrorenen Zellzahl (A, C) und Vitalitéit (B, D) der PBMCs
nach einer kryogenen Lagerung in BSA- bzw. HSA-basiertem Kryomedium mit 10% DMSO, in proteinfreiem
Kryomedium mit 5% bzw. 10% DMSO und in 90% FBS mit 10% DMSO fiir maximal vier Wochen (A, B) bzw.
ungeféhr sechs Monaten (C, D) (Abbildung veréindert aus Schulz et al., 2011a).

Die PBMCs wurden von 13 verschiedenen Blutspendern isoliert, in den fiinf verschiedenen Kryomedium mit
langsamer Kiihlrate eingefroren und in der Dampfphase von fliissigem Stickstoff gelagert. Nach einer
Lagerungsdauer von maximal vier Wochen bzw. ungeféhr sechs Monaten wurden die Proben im 37°C warmen
Wasserbad aufgetaut und automatisiert mittels Trypanblau in Bezug auf Vitalitét und Lebendzellzahl direkt
nach dem Auftauen (0h) und nach einer 24-stiindigen Kultivierung (24h) analysiert. Die Ergebnisse der einzelnen
Versuchsreihen und Kryomedien nach der Langzeitlagerung wurden auf die entsprechenden Kurzzeitresultate
normiert (B, D) und als Box-Whisker-Plot dargestellt. Fiir die statistische Auswertung wurde der Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test verwendet.

* statistisch vergleichbar mit FBS (p < 0,05)
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Resultate 5.2.2 Vergleichende Untersuchung zur xenofreien Kryokonservierung

Die Vitalitat der PBMCs nach einer Lagerung von maximal vier Wochen war direkt nach dem Auf-
tauen in allen Proben mit Werten von 96,88 + 0,84% (proteinfreies Medium mit 5% DMSO) bis 97,28
+ 0,90% (BSA-basiertes Medium mit 10% DMSO) sehr hoch, unabhédngig vom verwendeten Kryome-
dium. 24 Stunden nach dem Auftauen wurde ein geringer Vitalitatsverlust in allen Proben detektiert
mit der deutlichsten Abnahme fiir das proteinfreie Medium mit 5% DMSO (91,64 + 1,67%). PBMCs,
die in den anderen Medien eingefroren waren, zeigten eine deutlich héhere Vitalitat nach 24 Stun-
den mit Werten zwischen 94,50 + 1,59% fir das HSA-basierte Medium mit 10% DMSO und 95,47 +
1,29% fiir FBS mit 10% DMSO. Die Vitalitdt von allen Proben war direkt nach dem Auftauen ver-
gleichbar zu den Werten der Proben, die in FBS eingefroren wurden. Nach 24 Stunden fand allerdings
in allen Proben eine duRerst geringe, aber signifikante Abnahme statt.

Diese Ergebnisse deuteten bereits darauf hin, dass das HSA-basierte Medium mit 10% DMSO und das
proteinfreie Medium mit 5% DMSO aufgrund der im Vergleich geringeren Vitalitatswerte und
Lebendzellzahlen 24 Stunden nach dem Auftauen, dem fiir T-Zell-basierten Nachweismethoden rele-
vanten Zeitpunkt, keine optimalen Alternativen zum serumbhaltigen Standardprotokoll darstellen.
Dagegen resultierten das BSA-basierte Kryomedium und das proteinfreie Medium mit 10% DMSO in
vergleichbaren Ergebnissen zu FBS mit 10% DMSO.

Um die Stabilitat der vier serumfreien Alternativen zu FBS bei einer langerfristigen kryogenen Lage-
rung evaluieren zu kénnen, wurden nach einer Lagerung von ungefahr sechs Monaten die Proben
erneut nach den gleichen Parametern ausgewertet (Abbildung 57C, D). Fiir eine bessere Vergleich-
barkeit wurden die Resultate der einzelnen Versuchsreihen und Kryomedien auf die Ergebnisse, die
die Analyse nach einer kurzzeitigen Lagerung ergaben, normiert.

Die Ergebnisse zeigten, dass sich die Anzahl lebender Zellen im Vergleich zur eingefroren Zellzahl
nach einer Lagerung von mehreren Monaten nur geringfligig von den Werten nach einer kurzzeitigen
Kryokonservierung unterschied (Abbildung 57C), wahrend die Vitalitdt der PBMCs vollstandig iden-
tisch war (Abbildung 57D). Die Lebendzellzahl in den Proben, die in den funf unterschiedlichen Kryo-
medien flr ungefdhr sechs Monate eingefroren wurden, war mit Werten zwischen 0,97 * 0,05
(HSA+10% DMSO) und 1,00 + 0,05 (Proteinfrei+10% DMSO) nahezu identisch zu den Ergebnissen
nach einer Kurzzeitlagerung. Die Vitalitdt der Zellen stimmte komplett mit den Resultaten, die nach
einer Lagerung der Proben von maximal vier Wochen erreicht wurden, unabhangig vom Kryomedium
Uberein.

Insgesamt deuteten die Untersuchungen darauf hin, dass alle untersuchten, serumfreien Alternati-
ven zum FBS eine langzeitstabile Kryokonservierung von PBMCs ermoglichen. Es konnte mit keinem
der verwendeten Kryomedien eine signifikante Verschlechterung der Kryokonservierungseffizienz
nach einer langeren Lagerungsdauer festgestellt werden.

Nachdem eine erste Einschatzung zur Wirksamkeit und Langzeitstabilitdt der vier serumfreien Kryo-
medien mittels Vitalitdats- und Lebendzellzahlbestimmung durchgefiihrt wurde, wurde in weiteren
Untersuchungen das Potential der Kryomedien zum Funktionalitdtserhalt der PBMCs nach einer kurz-
zeitigen und langfristigen Lagerung in ELISPOT-Nachweisen analysiert (Abbildung 52). Dazu wurde die
T-Zell-Antwort der PBMCs, die im BSA- bzw. HSA-basierten Kryomedium mit 10% DMSO, im protein-
freien Kryomedium mit 5% bzw. 10% DMSO und in 90% FBS mit 10% DMSO fiir maximal vier Wochen
eingefroren wurden, nach einer Antigenstimulation mit CMV- (Abbildung 58A) und CEF-Peptiden
(Abbildung 58B) gemessen. Die Untersuchung der antigenspezifischen IFN-y-Ausschiittung ergab,
dass 12 von 13 bzw. 9 von 13 der eingefrorenen PBMC-Proben nach dem Auftauen eine Reaktion auf
die CMV- bzw. CEF-Peptide zeigten, unabhangig vom verwendeten Kryomedium. AuRerdem wurde

111



Resultate 5.2.2 Vergleichende Untersuchung zur xenofreien Kryokonservierung

bei allen unstimulierten Kontrollen ein sehr geringes Hintergrundsignal mit 0 + 0 bis 8,33 + 2,89 reak-
tiven Zellen pro 10° PBMCs gemessen. Dieses Ergebnis zeigte, dass mit keinem Kryomedium durch
den Einfrier- und Auftauprozess selbst eine unspezifische Aktivierung der Zellen erfolgte.
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Abbildung 58: IFN-y-Ausschiittung von PBMCs aus 12 Isolationen, die im BSA- bzw. HSA-basierten
Kryomedium mit 10% DMSO, im proteinfreien Kryomedium mit 5% DMSO bzw. 10% DMSO, sowie in 90% FBS
mit 10% DMSO fiir maximal vier Wochen (A, B) bzw. ungefdhr sechs Monaten (C, D) eingefroren waren, nach
Stimulation mit CMV- (A, C) und CEF-Peptiden (B, D) Abbildung verdndert aus (Schulz et al., 2011a).

Dargestellt ist die antigenspezifische Reaktivitdt von PBMCs aus 12 Isolationen, die in den fiinf Kryomedien mit
langsamer Kiihlrate auf -80°C eingefroren und in der Gasphase von fliissigem Stickstoff fiir maximal vier
Wochen bzw. ungefédhr sechs Monaten gelagert wurden. Nach dem Auftauen im 37°C warmen Wasserbad
wurden die PBMCs fiir 24 Stunden kultiviert, mit den CMV- bzw. CEF-Peptiden stimuliert und die IFN-y-
Ausschiittung mittels spezifischer Antikérper detektiert. Nach der Kurzzeitlagerung wurde die mittlere Anzahl
von Zellen, die IFN-y ausschiitten (SFC), pro 10° PBMCs aus drei Ansitzen, angegeben (A, B). Die Ergebnisse der
einzelnen Versuchsreihen und Kryomedien nach der Langzeitlagerung wurden auf die entsprechenden
Kurzzeitresultate normiert (B, D) und als Box-Whisker-Plot dargestellt.

Dieser Vergleich zeigte, dass PBMCs, die im HSA-basierten Kryomedium mit 10% DMSO eingefroren
waren, nach einer maximal vierwdchigen Lagerung eine reduzierte antigenspezifische Reaktivitat
gegen die CMV-Peptide besalRen (Abbildung 58A). Auch bei PBMCs, die im proteinfreien Medium mit
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5% DMSO kryokonserviert waren, konnte eine deutlich verringerte IFN-y-Ausschittung gegen CMV-
und CEF-Peptide festgestellt werden (Abbildung 58A, B). Die vergleichbarsten Ergebnisse zu FBS wur-
den mit dem BSA-basierten Kryomedium mit 10% DMSO und dem proteinfreien Kryomedium mit
10% DMSO erzielt, so dass diese eine vielversprechende Alternative zu FBS darstellten.

Da es von entscheidender Bedeutung ist, dass auch die Funktionalitat der PBMCs nach einer Lang-
zeitlagerung erhalten bleibt, wurde die Reaktivitat der Zellen, die in den finf unterschiedlichen
Kryomedien eingefroren wurden, erneut nach einer kryogenen Lagerung von ungefahr sechs Mona-
ten in ELISPOT-Analysen untersucht. Um die Resultate nach einer Kurz- und Langzeitlagerung besser
miteinander vergleichen zu kénnen, wurde die IFN-y-Ausschittung der einzelnen Versuchsreihen
nach einer Kryokonservierung von ungefahr sechs Monaten auf die Ergebnisse, die nach einer maxi-
mal vierwdéchigen Lagerung erzielt wurden, normiert (Abbildung 58C, D).

Dabei ergab sich, dass die gleichen PBMC-Proben (1 von 13 nach CMV- bzw. 4 von 13 nach CEF-
Stimulation) nach dem Auftauen keine Reaktion auf die Antigenstimulation zeigten, die auch nach
einer vierwochigen kryogenen Lagerung nicht aktivierbar waren. Diese wurden in den Vergleich der
Reaktivitdit der PBMCs nach einer Kurz- und Langzeitlagerung nicht mit einbezogen. Die IFN-y-
Ausschiittung nach Antigenstimulation war nach einer Kryokonservierung von ungefahr sechs Mona-
ten bis auf wenige Ausnahmen vergleichbar zur Reaktivitat der Zellen nach einer maximal vierwo6chi-
gen Lagerung, unabhdngig vom Kryomedium. Dabei zeigten vor allem PBMCs, die im proteinfreien
Medium mit 5% DMSO eingefroren wurden, nach der Stimulation mit CMV-Peptiden mit 0,89 + 0,32
eine geringere Reaktivitat im Vergleich zu den Kurzzeitergebnissen.

Insgesamt zeigten diese Untersuchungen, dass eine effiziente serum- und sogar komplett protein-
freie und vollstandig definierte Kryokonservierung von PBMCs mit sehr guter Vitalitdt und hohen
Lebendzellzahlen moglich ist. Vor allem das BSA-basierte Kryomedium mit 10% DMSO und das pro-
teinfreie Kryomedium mit 10% DMSO ergaben vergleichbare Ergebnisse zum FBS-basierten Stan-
dardprotokoll, wahrend HSA keine Alternative zu FBS darzustellen scheint. Auch eine Reduktion der
zytotoxischen DMSO-Konzentration resultierte in einer verringerten Vitalitdt und einem erhdhten
Zellverlust, so dass damit keine effiziente Kryokonservierung der PBMCs garantiert werden konnte.
Diese Ergebnisse wurden durch die Funktionalitdtsanalyse der eingefroren Zellen in antigenspezifi-
schen ELISPOT-Nachweisen bestatigt. Nach der Kryokonservierung von PBMCs im BSA-basierten
Kryomedium mit 10% DMSO und im proteinfreien Medium mit 10% DMSO wurde die T-Zell-
Reaktivitdt auf CMV- und CEF-Antigenstimulation im vergleichbaren Malle zu Zellen erhalten, die in
FBS mit 10% DMSO eingefroren wurden. Die spezifische Reaktivitat nach der Kryokonservierung im
HSA-basierten Kryomedium mit 10% DMSO und im proteinfreien Medium mit 5% DMSO war dage-
gen deutlich verringert. SchlieBlich wurde auch gezeigt, dass nach einer kryogenen Lagerung der Zel-
len fiir ungefdhr sechs Monate kein Verlust von Vitalitat, Lebendzellzahl und nur eine geringe Veran-
derung der Funktionalitat im Vergleich zur kurzzeitigen Lagerung erfolgte, so dass die beiden serum-
bzw. proteinfreien Medien vielversprechende Alternativen zum FBS-basierten Standardmedium dar-
stellen.
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5.2.3 Evaluierung des neu entwickelten Kryosubstrates mit Zellen des Immunsystems
unter xenofreien Bedingungen

Fiir die Evaluierung eines neuen Kryosubstrates sind die in Kapitel 4.1.4 beschriebenen materialwis-
senschaftlichen Untersuchungen alleine nicht ausreichend. Vor allem die Materialoberflache im Pro-
benbehaltnis kann wahrend der Kryokonservierung einen Einfluss auf die Eiskristallbildung und damit
auf die Vitalitat und Funktionalitat der Zellen besitzen. Zusatzlich ist flr die Lagerung von wertvollen
Proben auch eine effiziente Riickgewinnung der Zellen nach der Kryokonservierung von groRRer Be-
deutung, wobei dies ebenfalls durch die Oberflachenbeschaffenheit beeinflusst wird. Um die neu
entwickelten 500ul-Substrate mit den kommerziellen Kryoréhrchen (1,8ml) zu vergleichen, wurden
isolierte PBMCs mit dem in Kapitel 4.2.2 etablierten Protokoll eingefroren und in Bezug auf Vitalitat,
Lebendzellzahl und Funktionalitat evaluiert. Die Lebendzellzahl (Abbildung 59A) und Vitalitat (Abbil-
dung 59B) wurden direkt nach dem Auftauen und erneut nach 24 Stunden automatisiert mit Try-
panblau ermittelt.
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Abbildung 59: Anteil lebender Zellen im Bezug zur eingefrorenen Zellzahl (A) und Vitalitdt (B) von PBMCs aus
11 Isolationen, die im kommerziellen Kryoréhrchen (1,8ml) und in den elektronischen 500ul-Kryosubstraten
eingefroren wurden.

2,5x107 Zellen/ml wurden im proteinfreien Kryomedium mit 10% DMSO aufgenommen und 400ul der
Zellsuspension im kommerziellen Kryoréhrchen (1,8ml) bzw. im elektronischen 500ul-Kryosubstraten mit
1°C/min auf -80°C eingefroren und in der Gasphase von fliissigem Stickstoff gelagert. Die Proben wurden im
37°C warmen Wasserbad aufgebaut und sowohl! direkt nach dem Auftauen, als auch 24 Stunden spdter
automatisiert mit Trypanblau im Hinblick auf Vitalitdt und Lebendzellzahl ausgewertet.

Die Riickgewinnung der PBMCs nach dem Auftauen war im kommerziellen Kryoréhrchen und dem
elektronischen 500ul-Substrat sowohl direkt nach dem Auftauen (81,33 £ 9,43% bzw. 80,47 + 6,90%)
als auch nach 24 Stunden (73,77 £ 6,33% bzw. 71,05 + 7,92%) vergleichbar (Abbildung 59A). Auch die
Vitalitat der Zellen war in beiden EinfriergefaBen mit Werten von lGber 96% direkt nach dem Auf-
tauen und von Uber 95% nach 24 Stunden nahezu identisch (Abbildung 59B).

Dieses Ergebnis konnte auch durch die Funktionalitdtsanalyse mittels ELISPOT-Nachweis bestatigt
werden. Das Hintergrundsignal war mit 0 + O bis 8,33 + 14.43 reaktiven Zellen pro 10° PBMCs in bei-
den EinfriergefaBen sehr gering, so dass die neu entwickelten, elektronischen Kryosubstrate keine
unspezifische Aktivierung der T-Zellen auslésen sollten (Abbildung 60C). Auch wurde in allen Ver-
suchsreihen bei PBMCs, die im kommerziellen Kryoréhrchen und den 500ul-Kryosubstraten eingefro-
ren wurden, eine vergleichbare Interferon-y-Ausschiittung nach einer spezifischen Stimulation mit
CMV- (Abbildung 60A) und CEF-Peptiden (Abbildung 60B) gemessen.
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Abbildung 60: IFN-y-Ausschiittung von PBMCs aus elf Isolationen, die im kommerziellen Kryoréhrchen (1,8ml)
bzw. im neuen, elektronischen 500ul-Kryosubstrat eingefroren wurden, nach Stimulation mit CMV- (A) und
CEF-Peptiden (B), sowie das unspezifische Hintergrundsignal unstimulierter PBMCs nach der
Kryokonservierung (C).

Dargestellt ist die antigenspezifische Reaktivitdt von PBMCs aus elf Isolationen, die im kommerziellen
Kryoréhrchen (1,8ml) bzw. im neuen, elektronischen 500ul-Kryosubstrat mit langsamer Kiihlrate auf -80°C
eingefroren und in der Gasphase von fliissigem Stickstoff fiir maximal vier Wochen bzw. ungeféhr sechs
Monaten gelagert wurden. Nach dem Auftauen im 37°C warmen Wasserbad wurden die PBMCs fiir 24 Stunden
kultiviert, mit den CMV- (A) bzw. CEF-Peptiden (B) stimuliert und die IFN-y-Ausschiittung mittels spezifischer
Antikérper detektiert. Zusdtzlich wurde das unspezifische Hintergrundsignal unstimulierter PBMCs nach der
Kryokonservierung in den beiden Réhrchen ermittelt (C). Dabei wurde die mittlere Anzahl von Zellen, die IFN-y
ausschlitten (SFC), pro 10° PBMCs aus drei Ansdtzen, angegeben.
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Diese Ergebnisse zeigten, dass die neu entwickelten Kryosubstrate mit integriertem elektronischem
Speicherchip eine vergleichbare Kryokonservierung zu kommerziellen Kryoréhrchen ermdglichten. In
den miniaturisierten Kryosubstraten blieb sowohl die Zellvitalitat, als auch —funktionalitat der PBMCs

erhalten.
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6. Diskussion

Jeder Zelltyp eines Organismus wird (iber seine spezifische Funktion definiert. Dabei spielt die Zell-
membran in allen Prozessen eine entscheidende Rolle. Sie ermdglicht iber Rezeptoren und Trans-
membranproteine die Interaktion der Zelle mit ihrer Umgebung und ist an entscheidenden zelluldren
Mechanismen wie Zellbewegung und —teilung beteiligt. Die Zellmembran als semipermeable Barriere
gewadhrleistet die Aufrechterhaltung eines geschlossenen Reaktionsraums und die Ausbildung von
elektrochemischen Gradienten, wodurch die Zelle (iberhaupt erst funktionsfahig wird. AuRerdem
unterliegt sie wahrend der Differenzierung von Stamm- und Vorlauferzellen einer dynamischen Ver-
anderung: zum Beispiel wird wahrend der osteogenen Differenzierung von adulten Stammzellen
Hydroxylapatit in die Zellmembran eingelagert und embryonale Stammzellen verandern die Expres-
sion ihrer Oberflachenantigene. Dies zeigt, dass die Zellmembran eine hoch komplexe Struktur dar-
stellt und eine zentrale Rolle bei allen Zellreaktionen spielt, so dass geringste Veranderungen und
Schadigungen eine signifikante Auswirkung auf das Zellverhalten besitzen.

Da die Zellmembran auch wahrend der Kryokonservierung die Barriere darstellt, die Organellen und
Proteine im Zellinneren schiitzt und durch Eiskristallbildung selbst osmotischen und mechanischen
Schaden unterliegt, wurden die Untersuchungen in der hier vorliegenden Arbeit vor allem auf die
Membraneigenschaften fokussiert.

Dazu wurden die Schadigungsmechanismen wahrend der Kryokonservierung an Zellen mit unter-
schiedlichsten Membrancharakteristika untersucht: Suspensionszellen aus dem Blut, die keine Zell-
Zell- oder Zell-Substrat-Adhdsion besitzen, deren Funktionalitdt aber durch Rezeptoren in der
Membran definiert ist; humane embryonale Stammzellen, die enge Zell-Zell-Kontakte besitzen und in
dreidimensionalen Kolonien wachsen; sowie humane adulte Stammzellen, die als Monolayer wach-
sen. Diese drei Zelltypen reprasentieren auBerdem Vertreter der beiden grofSen Zellklassen, die im
Korper zu finden sind: differenzierbare und differenzierte Zellen, so dass ein weites Spektrum an
Zelltypen in die Untersuchungen einbezogen wurden.

Welche Auswertungsparameter definieren die Zellfunktionalitat?

Fiir eine exakte Evaluierung der Schadigungsmechanismen wahrend der Zellprdparation und Kryo-
konservierung ist eine systematische Untersuchung auf unterschiedlichen Analyseebenen notwendig,
um die verursachten Effekte vollstandig erfassen zu kénnen. Es ist somit unmoglich, die Funktionali-
tat der Zellen mit nur einer Nachweismethode zu analysieren, stattdessen ist eine Charakterisierung
sowohl auf subzellularer Ebene, als auch in der Gesamtheit der Zellpopulation entscheidend (Abbil-
dung 61). Aus diesem Grund wurden in dieser Arbeit fir jeden Zelltyp Auswertungsparameter defi-
niert, um eine vollstandige und spezifische in vitro Charakterisierung zu erméglichen. Dazu wurden
auf struktureller Ebene die Membranintegritdit und Zellmorphologie mit Hilfe unterschiedlicher
Mikroskopiemethoden untersucht. Zusatzliche wurden auf funktionaler Ebene die Zelldynamik und
der Metabolismus unter Verwendung von Videomikroskopie und kolorimetrischen Nachweisen eva-
luiert. Auf reaktiver bzw. phanotypischer Ebene wurden Analysen des Phanotyps und des Differenzie-
rungspotentials der Stammzellen, sowie der antigenspezifischen T-Zell-Antwort bei Lymphozyten vor
und nach der Kryokonservierung durchgefiihrt.
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Abbildung 61: Ubersicht iiber Auswertungsparameter, die auf unterschiedlichen Ebenen wirken sowie die
entsprechenden Nachweismethoden.

Jede Untersuchungsmethode resultiert dabei in einem unterschiedlich aussagekraftigen Ergebnis: so
sagt die ermittelte Membranintegritat auf struktureller Ebene direkt nach der Kryokonservierung
noch nichts Uber die Uberlebensrate der Zellen aus, da aufgrund von Apoptose- und
Nekrosevorgangen immer noch ein Grofdteil der Zellen nach dem Auftauen verloren gehen kann
(Heng et al., 2006). Allerdings gibt die Membranintegritat einen Hinweis auf die Mechanismen des
zelluldren Stresses, die wahrend des Einfrier- und Auftauvorgangs auf die Zellen wirken kénnen, wie
zum Beispiel intrazelluldre Eiskristallbildung oder osmotischen Stress. Dies wurde in Kapitel 4.1.3
wahrend der Untersuchung der Kryokonservierung von hESCs in Suspension bestatigt. Obwohl die
Membranintegritat der enzymatisch abgeldsten Stammzellfragmente direkt nach dem Auftauen mit
ungefahr 70% gut war, konnte auf funktionaler Ebene nur eine sehr geringe Adhasion (maximal 10%)
und Proliferation der Zellen festgestellt werden (Abbildung 20). Die Analyse der Membranintegritat
mit Hilfe der Multiphotonen-Laser-Raster-Mikroskopie direkt nach dem Auftauen (Abbildung 22)
zeigte dabei, dass es zu einem deutlichen Anschwellen der Zellen in Verbindung mit starker ,bleb“-
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Bildung kam und die kompakte Koloniestruktur wahrend der Kryokonservierung zerstért wurde, so
dass die geringe Adhasionsfahigkeit auf Veranderungen der Membran zurlickgefiihrt werden konnte.

Weiterhin sind der Erhalt der Pluri- bzw. Multipotenz bei Stammzellen, der durch die Expression spe-
zifischer Oberflachenantigene und Transkriptionsfaktoren nachgewiesen wird, sowie der antigenspe-
zifischen T-Zell-Antwort bei Lymphozyten unbestritten die wichtigsten Charakteristika fiir eine erfolg-
reiche Kryokonservierung und Lagerung von Zellen. Doch nur in Verbindung mit der Wiedergewin-
nung einer adaquaten Zellzahl, was durch die Bestimmung der Membranintegritdt und der Prolifera-
tionsrate kontrolliert wird, kann ein Protokoll als wirkungsvoll angesehen werden.

Daher wurde in dieser Arbeit auf allen Nachweisebenen und fir alle Zelltypen Auswertungsparame-
ter definiert, die eine vollstandige in vitro Charakterisierung der Zellen vor und nach der Kryokonser-
vierung ermoglichen. Nur die Gesamtheit der hier etablierten Analysemethoden gewahrleistet eine
vollstandige Evaluierung der Schadigungen, die wahrend der Zellpraparation und Kryokonservierung
entstehen, und deren Effekte auf die Zellfunktionalitat.

Definieren PMEF-Zellen die Koloniestruktur und Proliferation embryonaler Stammzellen?

Die Untersuchungen der Stammzell- und Koloniestruktur in Kapitel 4.1.1 und 4.1.2 zeigten erhebliche
Unterschiede zwischen hESCs, die in Co-Kultur mit chemisch inaktivierten PMEF-Zellen gehalten wur-
den, und Stammzellkolonien, die PMEF-frei kultiviert wurden. Um ein ungehindertes Ausbreiten der
Stammzellkolonien zu ermdoglichen, wurde eine direkte Interaktion der Stammzellen mit den PMEFs
verhindert, indem die PMEF-Zellen in Alginat verkapselt und so zusammen mit den Stammzellen kul-
tiviert wurden. Die Alginatmatrix ermdglichte dabei die ungehinderte Sezernierung von Zytokinen
und Wachstumsfaktoren durch die PMEF, so dass durch die zusatzliche Beschichtung der Kulturober-
flache mit extrazellularer Matrix eine identische Kulturumgebung zum Standardprotokoll vorlag. Um
die dreidimensionale Struktur von nativen, adharenten Stammzellkolonien zu erfassen, wurden neue
und leistungsfahige bildgebende Verfahren genutzt. Dabei ist die Multi-Photonen-Laser-Raster-
Mikroskopie (MPLSM) aufgrund der verwendeten Wellenldangen im nahen infraroten Bereich besser
als ein herkdmmliches konfokales Laser-Raster-Mikroskop (CLSM) in der Lage, das Innere von groRen
biologischen Proben abzubilden (Centonze und White, 1998).

B Stammzelle ECM

Lo e )5 e 100D

Abbildung 62: Theoretisches Modell einer vertikalen Zellteilung (A) in humanen embryonalen
Stammzellkolonien, die auf inaktivierten PMEF-Zellen kultiviert wurden, bzw. einer horizontalen Zellteilung
(B) von Stammazellen in einer PMEF-freien Kultur.
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Diese Untersuchungen zeigten in Abbildung 10, dass die direkte Interaktion von Stammzellen mit
PMEF zur Bildung von kompakten Kolonien mit einer dreidimensionalen Struktur aus zwei bis drei
Zellschichten fiihrte. Die Zellen waren innerhalb der Kolonie palisadenartig, d.h. langgestreckt in ver-
tikaler Ausrichtung angeordnet. Im Gegensatz dazu wuchsen Stammzellen in einer PMEF-freien Um-
gebung als Monolayer und besalRen eine flache Zellform (Abbildung 15). Diese Ergebnisse legen
nahe, dass die Co-Kultur von Stammzellen und PMEF eine direkte Auswirkung auf die Morphologie
der Zellen und Kolonien besitzt. Der Monolayer aus inaktivierten PMEF limitiert das Raumangebot fir
die Proliferation der Stammzellen derart, dass nur eine Ausbreitung der Stammzellen in vertikaler
Richtung moglich ist. Dies erklart die dreidimensionale Koloniestruktur mit zwei bis drei Zellschich-
ten. Zusatzlich herrscht im Kolonieinneren ein Nahrstoffmangel aufgrund von Diffusionshemmung in
dem kompakten Zellaggregat, wodurch die Zellen sich in Richtung der vorteilhafteren Umgebungs-
konditionen orientieren. Die Zellen nehmen eine palisadenartige Struktur an, um in die Nahe der
Kolonieoberflache zu gelangen, wahrend Stammzellen unter PMEF-freien Bedingungen eine flache,
runde Form besitzen, da im Monolayer eine optimale Versorgung der Zellen vorliegt. Die langge-
streckte Zellmorphologie in den Stammzellkolonien auf inaktivierten PMEF-Zellen macht auch eine
adaptierte Form der Zellteilung wahrscheinlich (Abbildung 62A). Da in dem raumlich begrenzten Ko-
lonieinneren keine Zellteilung in horizontaler Richtung moglich ist, teilen sich die palisadenartigen
Stammzellen in vertikaler Richtung, wodurch die dreidimensionale Struktur der Zellkolonie entsteht.
Dies wirde auch das Vorhandensein vereinzelter runder Zellen auf der Kolonieoberflache erklaren.
Aus der Zellteilung hervorgehende Zellen verbleiben kurzzeitig auf der Kolonieoberflache, werden
dann aber von darunter liegenden Zellen verdrangt und wandern zur Peripherie des Stammzellaggre-
gats.

Im Gegensatz dazu zeigen neueste Untersuchungen mit Hilfe der Videomikroskopie, dass sich
Stammezellen, die ungehindert auf einer PMEF-freien Kulturoberflache wachsen, in horizontaler Rich-
tung teilen (Abbildung 62B, 63). Diese Zellen unterliegen keiner rdumlichen Limitierung, so dass sich
die Kolonie als Monolayer ausbreiten kann, eine groRere Flache einnimmt und die Zellen eine flache
Form besitzen.
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Abbildung 63: Zellteilung einer humanen embryonalen Stammzelle in einer Stammzellkolonie unter PMEF-
freien Bedingungen. Wéhrend der Zellteilung konnten alle Mitosephasen identifiziert werden: Prophase (B),
Metaphase (C), Anaphase (D) und Telophase (E); zur Verfiigung gestellt von M. Gepp.

Unter PMEF-freien Bedingung waren die Einzelzellen einer hESC-Kolonie deutlich als flache, runde
Zellen zu erkennen (Abbildung 63A). Wahrend der Zellteilung |6ste sich in der Prophase zunachst der
Zellkern auf und die Chromosomen kondensierten (Abbildung 63B). Die Chromosomen ordneten sich
anschlieRend in der Aquatorialebene an (Metaphase, Abbildung 63C) und die Chromatiden wurden
jeweils zu den entgegen gesetzten Polen gezogen (Anaphase, Abbildung 63D). SchlieRlich bildete sich
die Kernmembran neu und es entstanden zwei unabhdngige Tochterzellen (Telophase, Abbildung
63E, F).

Wie strukturieren sich hESC-Kolonien wahrend der Adhasion und Proliferation?

Das Anwachsen von abgeldsten hESC-Koloniefragmenten ist ein entscheidender Schritt fir die Initia-
lisierung einer neuen Subkultur und nach der Kryokonservierung. Untersuchungen dieses Vorganges
mit Hilfe der Videomikroskopie in Kapitel 4.1.1 (Abbildung 11) erméglichten die Identifizierung von
flinf unterschiedlichen Phasen der Adhasion und Proliferation (Abbildung 64): In der Sedimentations-
Phase sinken die hESC-Koloniefragmente auf die Zellschicht aus chemisch inaktivierten PMEF-Zellen
ab, in der Kontakt-Phase weichen die PMEF vor dem Stammzellaggregat zurlick, so dass dieses auf
die zurlickbleibende, von den Fibroblasten produzierte extrazellulare Matrix absinkt. Dieser Prozess
wurde zusatzlich durch MPLSM-Aufnahmen bestétigt, die zeigten, dass sich unter einer adhdrenten
Stammzellkolonie keine PMEF-Zellen befinden.
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Abbildung 64: Modell der identifizierten Adhdsions- und Proliferationsphasen von Koloniefragmenten
humaner embryonaler Stammzellen auf einem Monolayer aus chemisch inaktivierten PMEF-Zellen.

Die PMEF-Bewegung wird hochstwahrscheinlich durch ein mechanisches Signal der Stammzellen
initiiert (Abbildung 65A). Die Stammzellen wiirden dabei (iber Transmembranproteine einen direkten
Zell-Zell-Kontakt mit den Fibroblasten eingehen. Vor allem die Gruppe der Cadherine ist bei den
embryonalen Stammzellen und den Fibroblasten fiir Zell-Zell-Kontakt und Signallbertragung verant-
wortlich (Larue et al.,, 1996; Mary et al., 2002; Mohamet et al., 2011). Diese transmembranen
Glykoproteine besitzen eine extrazellulare Domane, um Kontakt mit anderen Zellen herstellen zu
kénnen und sind intrazellular mit den Aktinfilamenten des Zytoskeletts verbunden (Perez-Moreno
und Fuchs, 2006). Die Ubertragung von Signalen in die Zelle wird durch die zytoplasmatische
Cadherindomane gewahrleistet. Dabei verbinden Catenine intrazellular die transmembranen
Cadherine mit den Aktinfilamenten des Zytoskeletts dar. Bei Aktivierung dieses Signalwegs kdnnte
also direkt eine Zellbewegung der PMEF stattfinden.

Auch eine chemische Signallibertragung zwischen den Stammzellen und den PMEF ware moglich,
wobei sich die Fibroblasten durch negative Chemotaxis von den Stammzellen wegbewegen wiirden
(Abbildung 65B). Dabei wiirden Stammzellen Signalfaktoren, héchstwahrscheinlich Zytokine, die die
Proliferation und Differenzierung von Zellen regulieren, freisetzen, die durch den Extrazelluldrraum
diffundieren und an spezifische Rezeptoren auf der Membranoberflache der PMEF-Zellen binden. Die
Rezeptoren sind Transmembranproteine, die nach Aktivierung eine Signaltransduktion ins Zellinnere
ermoglichen, so dass, im Fall der negativen Chemotaxis, eine Fortbewegung der Zellen entlang eines
Stoffkonzentrationsgradienten stattfindet. Es existieren Untersuchungen, die andeuten, dass externe
chemotaktische Konzentrationsunterschiede wahrgenommen werden und sich in einem intrazellula-
ren PIP3 Gradienten niederschlagen (Artemenko et al., 2011). Dieser wirkt auf eine Signalkaskade,
die zur Polymerisation von Aktinfilamenten fihrt. Deren wachsendes distales Ende bildet intrazellular
Verbindungen mit der Plasmamembran aus und es kommt zur Ausbildung von Pseudopodien.

122



Diskussion

A B

_ Zytoskelett-

Filamente Stammzelle Plasmamembran
Stammzelle .
Transmembran-
Verblndungsproteme n ‘. ’ 7

i! i! Signalfaktor ) - Rezeptor
Anheftungsproteine
. imZellinneren
Plasmamembran PMEF-

Zelle

Signaltransduktion
- im Zellinneren

ECM

////////////

Abbildung 65: Modell zur mechanischen (A) oder chemischen (B) Signaliibertragung zwischen humanen
embryonalen Stammzellen und PMEF-Zellen.

Die beiden ersten der in Abbildung 64 beschriebenen Adhasionsphasen sind Bestandteil der Lag-
Phase, in der nur eine geringe Proliferation der hESCs stattfindet. Stattdessen kommt es nach der
Adhadsion zu einer Reorganisation der Stammzellen, in der die Zellen ihre typische Koloniemorpholo-
gie einnehmen. Insgesamt dauert die Lag-Phase 20 bis 40 Stunden, bevor in der Exponentiellen Phase
eine deutliche Proliferation der Zellen detektiert werden konnte (Abbildung 11B, C). Kommt es auf-
grund der Co-Kultur mit den PMEF-Zellen zu einer rdaumlichen Limitierung der Kulturoberflache und
zusatzlich aufgrund der KoloniegréRe zu einer Nahrstoffunterversorgung im Zentrum der Kolonie,
gehen die Stammzellkolonien in die Stationdre Phase Uber, in der nahezu keine VergroRerung der
Kolonieflache in x- und y-Richtung mehr gemessen werden konnte (Abbildung 11C). Allerdings wurde
ein verstarktes Ausbreiten in z-Richtung festgestellt. Beim Vergleich einer relativ jungen Kolonie (drei
Tage nach der Passagierung) mit einer relativ alten Kolonie (sechs Tage nach der Passagierung) zeigte
sich in MPLSM-Aufnahmen, dass die Hohe der jungen Kolonie von nur 40um von einer bis zwei Zell-
schichten ausgefiillt wurde. Bei der dlteren Kolonie wurde die Hohe von 80um durch maximal vier
Zellschichten erreicht.

Dieser Adhasions- und Proliferationsverlauf entspricht nahezu komplett der idealisierten
Wachstumskurve, wie sie in der Biologie bei Bakterien, Hefezellen aber auch der Ausbreitung von
Epidemien gefunden wurde (Abbildung 66).

123



Diskussion

Exponentielle | Stationare

Phase | Phase
|

lag-Phase

Kolonieflache

Zeit

Abbildung 66: Idealisierte Wachstumskurve von humanen embryonalen Stammzellen, die in Lag-Phase,
Exponentielle Phase und Stationdire Phase unterteilt werden kann.

Dabei kann in der Exponentiellen Phase mit der Gleichung:

In N =1In Np + kt

der Anstieg der Individuenzahl beschrieben werden. N stellt dabei die Anzahl der Individuen zum
Zeitpunkt t dar, Ny die urspriingliche Anzahl der Individuen und k die Wachstumskonstante
(Wachstumsrate). Um die Verdoppelung der Individuenzahl zu bestimmen, wird, aus der beschriebe-
nen Gleichung abgeleitet, folgende Formel verwendet:

In(2No) = In N+ kt —> t= 'EZ 29%9

Fir die Bestimmung der Wachstumskonstante wird der Logarithmus der Individuenzahl gegen die
Zeit aufgetragen. Fir die Exponentielle Wachstumsphase ergibt sich eine Gerade, deren Steigung die
Wachstumskonstante darstellt.

Diese Berechnungen lassen sich auch auf das Koloniewachstum (ibertragen, wobei das dreidimensio-
nale Wachstum der Stammzellkolonien in dieser Formel nicht berticksichtigt wird. Dennoch wird eine
Abschatzung der Verdopplungszeit ermdoglicht, die bei den untersuchten Kolonien zwischen 47 und
73 Stunden lag.

Welche Effekte besitzen enzymatische und mechanische Ablosemethode auf die
Membranfunktionalitat?

Um die Schadigungsmechanismen von enzymatischen und mechanischen Ablésemethoden wahrend
der Zellpraparation auf die Funktionalitdt der Stammzellen vor (Kapitel 4.1.1) und nach der Kryokon-
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servierung (Kapitel 4.1.3) zu untersuchen, wurden die Stammazellkolonien sowohl mechanisch mit
REM-Praparationsbesteck als auch enzymatisch mit 0,1%iger Kollagenaselésung abgeldst. Zusatzlich
wurde die Suspension aus inhomogenen, enzymatisch abgelosten hESC-Koloniefragmenten in einem
weiteren Schritt mit Hilfe eines Zellsiebes separiert, so dass nur Zellaggregate, die grofler als 70um
waren, fur die Analysen verwendet wurden. Dabei zeigte sich, dass mechanisch abgel6ste Kolonien
zwar nach dem Ablésen mit 83% eine leicht reduzierte Membranintegritat besaBen, enzymatisch
abgeloste Fragmente dagegen mit 30% eine deutlich geringere Adhasionsrate erzielten (Abbildung 9).
Die Membranschadigung der mechanisch abgeldsten Kolonien kann durch eine starkere Vorbelas-
tung der Zellen verursacht worden sein, da die Kolonien mit Hilfe von Nadeln oder Kaniilen zunachst
in kleinere Stlicke geteilt und dann ohne eine weitere Behandlung von der Kulturoberflache abgelost
werden. Dies fiihrt zu einem hohen Anteil an zerstorten Stammzellen an der Fragmentperipherie,
was durch die Analyse der Membranintegritat mit Hilfe von CLSM-Aufnahmen in Abbildung 8A besta-
tigt wurde. Gemal} Literaturangaben (Heng et al., 2007) kénnen mechanische Belastungen zu einer
verringerten Vitalitat der Stammzellen fiihren.

Im Gegensatz dazu wird durch Verwendung der Kollagenaselosung der Zell-Substrat-Kontakt der
Stammzellkolonien aufgelost. Evseenko et al.,, 2009, zeigten, dass die extrazelluldre Matrix von
undifferenzierten, humanen embryonalen Stammzellen in dieser Phase hauptsachlich aus Laminin-11
und Nidogen-1 besteht, Kollagen wird erst in der weiteren Entwicklung gebildet. Daher ermoglicht
die Verwendung von Kollagenase das schonende Ablésen der kompletten Stammzellkolonie von der
Oberflache, da nur die von den Fibroblasten gebildete ECM angegriffen wird, ohne die Koloniestruk-
tur zu verandern. Die abgel6sten Stammzellkolonien wurden durch vorsichtiges Resuspendieren
fragmentiert, wodurch eine inhomogene Suspension entstand, insgesamt aber ein geringerer me-
chanischer Stress auf die Stammzellen wirkte.

Zusatzlich zeigte sich ein deutlicher Unterschied zwischen enzymatisch abgelésten Kolonien und
Kolonien, die anschlieBend noch durch Zellsiebe mit einer Maschenweite von 70um separiert wur-
den. Die inhomogene Fragmentsuspension, die mit 0,1% Kollagenase abgelost und direkt ausplattiert
wurde, erreichte nur eine Adhasionsrate von 30%. Dagegen wurde durch eine zuséatzliche Separation,
bei der nur noch Aggregate mit einer MindestgrofRe von 70um verwendet wurden, eine Erhéhung
der Adhasionsrate auf 80% erreicht (Abbildung 9). Diese signifikante Varianz Ildsst eine
GrolRenabhangigkeit des Anwachsprozesses vermuten, was auch durch Reubinoff et al., 2000, bei
Koloniefragmenten beobachtet wurde, die aus weniger als 10 Zellen bestanden. Diese Theorie wurde
Uberprift, indem der Teil der Suspension, der das Zellsieb passieren konnte, auf einen Monolayer aus
inaktivierten PMEF aufgegeben wurde. Es zeigte sich dabei, dass diese Suspension nicht in der Lage
war, Kolonien auf PMEF zu bilden. Diese GroRenabhdngigkeit ist mit dem hier vorgestellten Adhasi-
onsmodell erklarbar (Abbildung 64). Bevor die abgelosten hESC-Koloniefragmente adhéarieren kon-
nen, missen die inaktivierten PMEF zuriickweichen und die von ihnen produzierte extrazelluldre
Matrix freigeben. Dieser Vorgang wird entweder durch eine chemische oder mechanische Signal-
Ubertragung durch die embryonalen Stammzellen induziert (Abbildung 65). Besitzt das hESC-
Koloniefragment nun nicht eine kritische Zellzahl, kann in beiden Transduktionswegen die Signal-
schwelle nicht Gberschritten werden, die eine Reaktion der PMEF-Zellen ausldst, so dass das hESC-
Koloniefragment nicht adhéarieren kann und in Apoptose Ubergeht (Watanabe et al., 2007).

Nach der Kryokonservierung der hESC-Koloniefragmente in einem Kryomedium aus 30% FBS und 10%
DMSO mit 1°C/min war die Membranintegritdt der Fragmente mit ungefdhr 70% immer noch sehr
hoch, nur mit dem mechanischen Abldseprotokoll fiel der Wert signifikant auf 35% (Abbildung 20G).
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Dieser Effekt konnte durch die bereits beschriebenen Zellschadigungen, die wahrend der Probenpra-
paration entstanden sind, verursacht worden sein. Dieses Ergebnis bestatigt Untersuchungen von
Heng und Liu von 2007, die ebenfalls einen negativen Einfluss von mechanischen Ablésemethoden
auf die Kryokonservierungseffizienz nachweisen konnten. Dabei kénnten gerade die zerstorten Zell-
membranen in der Peripherie der Stammzellkolonien als Nukleationskeime fungieren (Toner, 1990),
wobei der Kristallisationsprozess innerhalb der Probe ausgeldst wird. Sollte dieser Prozess induziert
werden, bevor ein ausreichender Wasserverlust bei den Stammzellen gemal Mazur’s Zwei-Faktor-
Hypothese (Mazur et al., 1972) stattfinden konnte, bildet sich intrazellulares Eis, das zu signifikanten
Schaden an der Zellmembran und den Organellen fiihrt (Mazur, 1963). Zusétzlich sind die Stammzel-
len innerhalb einer Kolonie durch Gap-Junctions verbunden, so dass sich der Kristallisationsvorgang
Uber diese im ganzen Fragment ausbreiten kann (Wong et al., 2004; Hunt und Timmons, 2007). Diese
Art der Ausbreitung intrazelluldren Eises wurde schon in mehreren Geweben nachgewiesen (Berger
und Uhrik, 1996; Acker et al., 1999) und kdnnte, ausgehend von einem intra- oder extrazellular
auftretenden Nukleationskeim, fir die geringere Vitalitat von mechanisch abgelosten hESC-
Koloniefragmenten beim Einfrieren mit langsamen Kiihlraten verantwortlich sein.

Zusatzlich besallen nur 2% bis 10% der eingefrorenen Fragmente nach der Kryokonservierung die
Fahigkeit zur Adhasion auf einem Monolayer aus inaktivierten Mausfibroblasten und zur Koloniebil-
dung (Abbildung 20H). Die niedrigste Anwachsrate fiir die enzymatisch abgeldsten Fragmente kdonnte
durch die zu geringe AggregatgroRe eines Teils dieser Fragmente erklart werden. Amit et al., 2000,
zeigten, dass eine FragmentgroRRe von 100 bis 500 Zellen fiir die Kryokonservierung optimal ist.

Insgesamt steht dieses Ergebnis in einem deutlichen Widerspruch zu der ermittelten
Membranintegritdt nach der Kryokonservierung. Die Mechanismen, die flir das geringe Anwachspo-
tential der Stammzellen verantwortlich sind, fiihren also nicht direkt nach dem Auftauen zu einem
feststellbaren Verlust der Membranintegritdt. Nekrose als Hauptursache kann daher vermutlich aus-
geschlossen werden, da diese als Resultat von Kryoschdaden durch Eiskristallbildung oder osmoti-
schem Schock zu einem direkten Verlust der Membranintegritat filhren wiirde (Heng et al., 2007).

Um zu untersuchen, ob eine nach der Kryokonservierung verdanderte Zell- oder Membranstruktur fur
die geringe Adhdasionsrate verantwortlich ist, wurden hochaufgeléste MPLSM-Aufnahmen der
Stammzellkolonie analysiert. Dabei zeigte sich in Abbildung 16 eine deutliche Strukturveranderung
der Stammzellen nach der Kryokonservierung. So waren ein deutliches Anschwellen der Zellen und
eine groRe Anzahl an Membranvesikel mit einer Grof3e von bis zu 30um am Rand und innerhalb der
Kolonie erkennbar. Dabei ist wahrscheinlich, dass die Vesikelbildung durch eine Apoptose der Zellen
induziert wurde, indem der Caspase3-Signalweg durch den Kryokonservierungsprozess ausgelost
wurde (Baust et al., 2004). Dieser Vorgang resultiert in der Abschniirung von sogenannten , blebs”
und ,apoptotic bodies” von den Zellen (Goldman et al., 1988). Hauptursache fir Zellschdden wah-
rend der Kryokonservierung mit langsamen Kihlraten stellt die Bildung von intrazelluldarem Eis dar
(Luyet, 1937; Farrant, 1977). Um dies zu vermeiden, ist nach der Zwei-Faktor-Hypothese von Mazur
(Mazur et al., 1972) eine ausreichende Dehydratation der Zellen notwendig. Dies wird bei Einzelzel-
len durch eine entsprechend langsame Kihlrate erreicht, allerdings ist bei dreidimensionalen
Zellaggregaten dieser Vorgang wesentlich komplexer. So zeigten Untersuchungen an Hepatozyten,
dass die hydraulische Leitfahigkeit in Spharoiden geringer ist als in Einzelzellen (Korniski et al., 1999),
wodurch der notwendige Wasserverlust der Zellen nur vermindert stattfinden kann. Dies resultiert in
einer erhéhten Wahrscheinlichkeit der intrazelluldren Eiskristallbildung in den hESC-Koloniefragmen-
ten, wodurch auch apoptotische Vorgange in der Zelle ausgeldst werden. Neueste Untersuchungen
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zeigten, dass durch die Verwendung von Y-27632, eines selektiven Inhibitors der Rho-Kinase
(Narumiya et al., 2000), das Uberleben von in Einzelzellen dissoziierte hESCs deutlich verbessert wird
(Watanabe et al., 2007). Dies kénnte auch einen deutlichen Vorteil fiir die Kryokonservierung von
hESCs bringen, da das Einfrieren von dissoziierten Einzelzellen eine gleichmaRige Dehydratation der
Zellen, eine optimale Warmeleitung und eine ungehinderte Diffusion des Kryoprotektivs ermdglicht.

Zusatzlich ist nach der Kryokonservierung die Membranintegritat oftmals aufgrund der hohen osmo-
tischen Krafte, der die Membran wahrend des Einfrierens und Auftauens ausgesetzt ist, gestort
(Dankberg und Persidsky, 1976; Morris, 1981). Dies konnte zu einer Beeinflussung der fir die Zell-
Zell- und Zell-Substrat-Adhdasion verantwortlichen Transmembranproteine fliihren, wodurch die néti-
gen zelluldren Prozesse zur Verdrangung der PMEF nicht initiiert werden kdnnen.

Videomikroskopische Untersuchungen des Adhdsionsprozesses nach dem Auftauen ergaben weiter-
hin, dass die angewachsenen Zellen zunachst in einer verlangerten Lag-Phase von mindestens 80
Stunden verbleiben (Abbildung 21C), bis sich der Zellstoffwechsel wieder komplett vom Stress der
Kryokonservierung erholt hat (McGann et al., 1988) und wieder eine Proliferation der Zellen detek-
tiert werden konnte.

AulRerdem geben neueste Untersuchungen mit Hilfe von Affimetrixanalysen Hinweise auf eine signi-
fikante Veranderung des Transkriptoms von hESCs, die als Fragmente mit langsamen Kihlraten ein-
gefroren wurden (Wagh et al., 2011). So kam es zu einer erhdéhten Expression von Genen, die an
Apoptose- und Morphogenesevorgangen beteiligt sind, wodurch die Ergebnisse in dieser Arbeit be-
statigt werden.

Um auszuschliel3en, dass das verwendete Kryomedium mit 10% DMSO und 30% FBS einen Effekt auf
die Membranintegritdt besitzt, wurde die Adhasionsrate der Koloniefragmente nach einer
30minutigen Inkubation im Kryomedium untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Anwachsrate nach
der Inkubation im Kryomedium identisch mit der Anwachsrate von nicht inkubierten Stammzellen
war (Daten wurden nicht gezeigt). Das Kryomedium scheint also nicht verantwortlich fir die massi-
ven Verdanderungen der Koloniestruktur zu sein. Diese Ergebnisse entsprechen den Ergebnissen von
Ware et al., 2005, die ebenfalls keinen negativen Effekt des DMSOs auf die Vitalitdt und Anwachsrate
der Kolonien feststellen konnten.

Welche Schadigungsmechanismen wirken auf adharente hESC-Kolonien wahrend der
Kryokonservierung?

Um das Problem der verminderten Adhéasionsfahigkeit der hESC-Koloniefragmente nach der Kryo-
konservierung zu umgehen, wurden in einem nachste Schritt in Kapitel 4.1.3 die Effekte wahrend des
Einfrierens adharenter embryonaler Stammzellkolonien untersucht. Die oberflachenbasierte Kryo-
konservierung besitzt den Vorteil, dass die Zellen in ihrem physiologischen Zustand verbleiben kén-
nen (Hornung et al., 1996), so dass die Zell-Zell-kKommunikation und Proteininteraktionen wéahrend
des Einfriervorganges aufrecht erhalten bleiben. Eine erfolgreiche Kryokonservierung von direkt wie-
der verwendbaren, adharenten Zellen wiirde den zeitaufwendigen Prozess des Anwachsens und der
Expansion von eingefrorenen Suspensionszellen vermeiden (Malpique et al., 2009). AuBRerdem kann
mit einer zusatzlichen Beschichtung der Zellen oder der Kulturoberfliche mit ECM und anderen
Hydrogelen die Adhdsion verbessert und die Zellen vor mechanischen Belastung geschiitzt werden
(Tomlinson und Sakkas, 2000; Katsen-Globa et al., 2008). Um die Kryokonservierungseffizienz von
adharenten Stammzellkolonien evaluieren zu kdnnen, sind etablierte Methoden zur Vitalitatsbe-
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stimmung wie die Verwendung von Neubauer-Zahlkammern nicht geeignet. Daher wurde in dieser
Arbeit zunachst ein neuartiges Auswertungssystem entwickelt, mit dem die exakten Flachen der Ko-
lonien vor und nach der Kryokonservierung ermittelt und miteinander verglichen werden. Diese Me-
thode ermoglicht eine realistischen Ermittlung des Kryokonservierungserfolges von adharenten
Stammzellkolonien und die Darstellung des Wachstumsprozesses der Kolonien Uber die Zeit.

Die Kryokonservierung von adharenten hESC-Kolonien mit dem gleichen Kryomedium und der glei-
chen Kihlrate, die auch fiir die abgelosten Fragmente verwendet wurden, fiihrte zu Ergebnissen, die
mit denen von lJi et al. und Heng et al. Gbereinstimmen (Ji et al., 2004; Heng et al., 2006). So war
innerhalb der ersten 24 Stunden nach dem Auftauen ein Rickgang der vitalen Restflaichen zu ver-
zeichnen (Abbildung 24), der auf die von Heng et al. postulierte Apoptose innerhalb der ersten 90
Minuten nach dem Auftauen zuriickgefiihrt werden kénnte. Nach einer weiteren 24-stiindigen Kulti-
vierung war ein Wachstum der Kolonien auf ungefahr 74% der Ausgangsflache erkennbar, so dass die
Zellen nach einer Lag-Phase wieder mit der Proliferation begannen. Nach dem Auftauen waren hau-
fig die Zellen im Zentrum der Stammzellkolonie abgestorben und |6sten sich mit der Zeit aus dem
Zellverband (Abbildung 25). Dabei kdnnte die erhohte Dicke der Kolonien im Kolonieinneren zu einer
veranderten Abkiihlrate und zu einer verlangsamten Dehydratation beim Einfriervorgang fihren,
wodurch die Wahrscheinlichkeit intrazelluldrer Eiskristallbildung und somit des Absterbens der be-
troffenen Koloniefragmente erhoht ist (Mazur et al., 1972).

Zusatzlich zeigten die adhdrenten Stammzellkolonien, die mit einer langsamen Kiihlrate eingefroren
wurden, eine deutliche GréRBenabhiangigkeit der Kryokonservierungseffizienz (Abbildung 26), im Ge-
gensatz zu den adharent vitrifizierten Kolonien (Abbildung 31). Dies spricht dafiir, dass
Kristallisationsvorgéange innerhalb der Kolonie, die nur bei langsamen Kihlraten auftreten, fir diesen
Effekt verantwortlich sind. Dabei konnte ein kritischer Koloniedurchmesser von 250um identifiziert
werden, dessen Unterschreitung zu einem rapiden Abfall der vitalen Restflaichen nach der Kryokon-
servierung fiihrte. Ab einem Durchmesser von 750um konnte ebenfalls eine Abnahme der vitalen
Restflachen auf 43% festgestellt werden, wodurch eine optimale GréRe der adhdrenten hESC-
Kolonien fiir die Kryokonservierung mittels langsamer Kiihlraten definiert werden konnte. Fir eine
optimale Kryokonservierung sollten die Stammzellkolonien daher nicht kleiner als 250um und nicht
grofler als 750um im Durchmesser sein. Wie bereits beschrieben, |6sten sich bei groBen Kolonien
haufig Kolonieteile aus dem Zentrum, da dort aufgrund der erhohten Koloniedicke (3-4 Zellschichten)
eine geringere Abkilhlrate und Dehydratation beim Einfriervorgang stattfindet. Der Verlust der Kolo-
nien unter 250um Durchmesser kdnnte aus einem geringeren Kontakt der Kolonie mit den benach-
barten PMEF-Zellen resultieren, da bei Versuchen mit einer erhdhten Zelldichte eine erhéhte Uberle-
bensrate festgestellt werden konnte (Daten wurden nicht gezeigt).

Zusatzlich wurde festgestellt, dass haufig benachbarte Stammzellkolonien, die auch ungefdhr die
gleiche GroRRe besaRen, unterschiedlich auf den Kryokonservierungsprozess reagierten, so dass eine
Kolonie vollstandig verloren ging, wahrend bei der anderen eine vitale Restflache von 70-80% gemes-
sen werden konnte. Dieses Phanomen des asymmetrischen Zellverlustes innerhalb derselben Probe
kann ebenfalls, wie bereits in Suspension festgestellt, aus einer Propagation intrazellularer Eiskris-
talle durch Gap-Junctions innerhalb der Zellkolonie resultieren (Hunt und Timmons, 2007). Somit
konnte bereits das Auftreten von intrazellularem Eis in einer einzigen Zelle zum Verlust der komplet-
ten Kolonie fuhren.

Die Untersuchung der Koloniestruktur der kryokonservierten, adhdrenten Stammzellen mittels
MPLSM zeigte vergleichbar zu Fragmenten, die in Suspension eingefroren wurden, das Anschwellen
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der Stammzellen und das Auftreten von Membranvesikeln im Inneren sowie aulRerhalb der Kolonien
(Abbildung 27). Die Vesikel entstehen wahrscheinlich aufgrund der gleichen apoptotischen Vorgange,
wie sie bereits bei hESC-Fragmenten, die in Suspension eingefroren wurden, beschrieben wurden.

Das in Kapitel 4.1.3 beschriebenen Protokoll zur Kryokonservierung adharenter hESC-Kolonien er-
zielte insgesamt eine Uberlebensraten von 52% und erreichte damit eine bedeutende Verbesserung
des Kryokonservierungserfolges im Vergleich zu in Suspension kryokonservierten hESC-Koloniefrag-
menten, die nur eine maximale Adhasionsrate von 10% erreichten.

Auf eine komplette Vermeidung intrazellularer Eiskristallbildung zielt die Methode der Vitrifikation
ab, durch welche mit Hilfe sehr schneller Abkiihlraten eine Verglasung des Mediums und des Zyto-
plasmas erreicht werden kann. Zusatzlich zeigten MPLSM-Aufnahmen in Kapitel 4.1.1, dass fast das
gesamte Volumen einer Stammzelle von ihrem Kern ausgefiillt wird. Dies fiihrt dazu, dass die Zelle
nur wenig osmotisch aktives Volumen besitzt, was Auswirkungen auf die Kryokonservierung hat. So
kann vermutet werden, dass der Wasseraustausch mit der Umgebung sehr schnell vonstatten gehen
kann und damit schnellere Einfrierraten bei hESC-Zellen theoretisch moglich waren. Daher wurden in
weiteren Untersuchungen auch Vitrifikationsprotokolle in Betracht gezogen. Bis heute stellt die
Vitrifikation die meistgenutzte Form der Kryokonservierung von hESCs, Spermien und Eizellen dar.
Grundprinzip dieser Methode ist eine Verglasung der verwendeten Zelltypen, welche durch extrem
hohe Abkihlraten und sehr hohe Konzentrationen an Kryoprotektiva erreicht werden kann. Dadurch
lasst sich eine intrazelluladre Eiskristallbildung, welche in der Regel zu irreparablen Schdaden an Orga-
nellen und Membranen der Zellen fuhrt, weitestgehend vermeiden.

Erste Modelle zur Vitrifikation von hESCs wurden 2001 von Reubinoff et al. entwickelt und bis heute
standig weiter verbessert (Reubinoff et al., 2001; Zhou et al., 2004). Allerdings sind die entwickelten
Methoden nicht geeignet, um eine optimale Kryokonservierung von Stammzellen fiir eine therapeu-
tische Anwendung zu erreichen. Die meist auf einer Verwendung von kleinen Plastikkapillaren, soge-
nannten ,Straws”, basierende Methode zur Vitrifikation von Stammzellkolonien in Suspension sind
nur geeignet, um eine sehr geringe Menge an hESCs zu kryokonservieren (ca. 8-12 Kolonien pro
Straw). Um eine grolRere Anzahl an Kolonien einfrieren zu kénnen, wurde diese Methode daher in
Kapitel 4.1.3 auf adhdrente Stammzellen Gibertragen. Dabei zeigt die Kryokonservierungseffizienz von
nahezu 100%, dass die ausgespreitete, adhdrente Form der Kolonien zu einer optimalen Warmeab-
leitung flhrt, wodurch anscheinend der Prozess der Verglasung des intrazellularen Mediums
begiinstigt wird (Abbildung 29). Untersuchungen mit dem MPLSM zeigten zusatzlich keine signifikan-
ten Veranderungen der Membranstruktur oder die Bildung von Vesikeln (Abbildung 32). Apoptoti-
sche und nekrotische Vorgadnge, die durch die Kryokonservierung induziert werden kénnen, wurden
daher nicht festgestellt. Durch die Vermeidung von intrazelluldrem Eis schien es insgesamt also mog-
lich zu sein, einen GrofRteil der zellularen Schadigungsmechanismen zu verhindern. Zusatzlich kommt
es durch die Bildung von Eiskristallen wahrend der Kryokonservierung mit langsamen Kihlraten zu
einer Aufkonzentrierung der I6slichen Stoffe, also auch der kryoprotektiven Substanzen. Dies fiihrt
dazu, dass obwohl die Anfangskonzentration der Kryomedien von den Zellen toleriert wird, es wah-
rend des Einfriervorganges dennoch zu Schadigungen kommen kann. Im Gegensatz dazu wird flr die
Vitrifikation von Anfang an eine hohere Konzentration der Kryomedien benétigt, durch die nicht
stattfindende Kristallisation bleibt diese allerdings wahrend des ganzen Prozesses konstant, so dass
auf die Zellen ein geringer osmotischer Stress wirkt.
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Die Analyse der Uberlebensraten in Abhangigkeit der KoloniegréRe ergab dabei, anders als bei der
Kryokonservierung mittels langsamer Kiihlraten, keine Existenz einer kritischen KoloniegroRRe (Abbil-
dung 31).

Diese sehr guten Ergebnisse der Vitrifikation adharenter hESCs fiihrten zu der Uberlegung, ob eine
erfolgreiche Verglasung auch ohne direkten Flissigstickstoffkontakt moglich ist. Nur so kann eine
sterile Ablage der Zellen ohne Gefahr einer Ubertragung von Bakterien und Viren zwischen den Pro-
ben gewahrleistet werden. Viele Krankheitsiibertrager konnen bei den fiir die kryogene Lagerung
Ublichen Temperaturen (-160 °C) Uberleben (Bielanski et al., 2003; Hubalek, 2003). So konnte der
Ausbruch von Hepatitis B unter den Empfangern von autologem Knochenmark auf eine Lagerung des
Materials in kontaminiertem, flissigen Stickstoff zurtickgefiihrt werden (Tedder et al., 1995).

Um dieses Risiko so gering wie moglich zu halten, wurden bereits verschiedene Strategien verfolgt:
die Proben wurden in steril filtriertem Stickstoff vitrifiziert oder es wurden zusatzliche Ge-
frierbehalter zur Lagerung verwendet, so dass wahrend der Lagerung kein direkter Stickstoffkontakt
bestand (Vajta et al., 1998b; Heng et al., 2005a). Diese methodischen Adaptionen bieten zwar einen
relativ hohen Schutz gegen Folgekontaminationen, der Vitrifikationsschritt selbst erfolgt aber immer
direkt im Stickstoff, und so sind diese Verfahren immer noch nicht ausreichend sicher.

Um eine Vitrifikation ohne den direkten Kontakt mit fliissigem Stickstoff zu ermdglichen, muss die
Warmeableitung durch die Substratoberflache, auf welcher die Stammzellkolonien kultiviert werden,
dhnlich hohe Werte erreichen, wie durch den Kontakt mit FlUssigstickstoff. Auch muss eine geeignete
Kryokompatibilitat der Substrate gegeben sein, um ein Eindringen von Fllssigstickstoff ins Substrat-
innere auszuschlielen. Dies wurde durch weiterfihrende Untersuchungen zur Entwicklung eines
sterilen Vitrifikationssubstrates realisiert.

Ersatz der Serumfunktion durch den Zusatz von Poloxameren zum Kryomedium?

Eine bedeutende Voraussetzung fiir die Prozessstandardisierung und den Einsatz von humanen
Stamm- und Vorlauferzellen in Zelltherapien ist die Vermeidung von tierischen Bestandteilen sowohl
wahrend der Isolation, Kultivierung, aber auch der Kryokonservierung. Vor allem kann das weit ver-
breitete FBS als xenogenes Naturprodukt mit einer undefinierten und stets variierenden Konzentra-
tion an Proteinen und Wachstumsfaktoren in Medien bei Transplantationen zu verschiedenen
Komplikationen fiihren, wie z.B. der Ubertragung von Pathogenen oder einer erhéhten AbstoRungs-
reaktion durch das Empfangerimmunsystem (Ellerstrom et al., 2006).

Wahrend kommerzielle Medien fiir die serumfreie Expansion und Gewinnung von Stammzellen be-
reits vielfach erhaltlich sind, enthalten Einfriermedien immer noch Serum- oder Proteinbestandteile
(Buchanan et al., 2004; Lindroos et al., 2009; Liu et al., 2010; Thirumala et al., 2010). Daher war es
weiterhin Ziel dieser Arbeit, ein chemisch vollstandig definiertes, proteinfreies Kryomedium fiir eine
langzeitstabile Lagerung von Stammzellen und Lymphozyten im Hinblick auf den Erhalt der Multipo-
tenz und Funktionalitat zu evaluieren.

Kryoprotektive Proteine aus Serumkomponenten wie fetales Kalberserum (FBS) und bovines
Serumalbumin (BSA) stellen osmotisch aktive Kolloide biologischen Ursprungs dar. Um die Funktion
von Serum im Kryomedium zu ersetzen, wurde das Poloxamer 188 als Additiv untersucht. Es wurde
bisher kaum bei Saugerzellen in der Kryokonservierung genutzt, findet jedoch bereits in vielen
Bereichen der Pharmaindustrie und Biotechnologie Anwendung. So erhéht die Zugabe des Poloxa-

130



Diskussion

mers die Toleranz von Zellen gegen Scherkrafte, die in Bioreaktoren auftreten (Ramirez und
Mutharasan, 1990; al-Rubeai et al.,, 1993) und verbessert die Aufnahme von schwer l6slichen
Wirkstoffen (Batrakova et al., 1998). Dariiberhinaus fiihrte die auergewoéhnlich niedrige Toxizitat
des Blockpolymers (Ashwood-Smith et al., 1973), die auch in Kapitel 4.1.3 bei humanen
mesenchymalen Stammzellen nachgewiesen werden konnte (Abbildung 33), dazu, dass es von der
amerikanischen Gesundheitsbehdrde FDA bereits regulatorisch als sicher eingestuft wurde.

All diese Voraussetzungen weisen das Poloxamer 188 als geeigneten Kandidaten fir die Entwicklung
eines proteinfreien Kryomediums aus. Zellen, die im proteinfreien Kryomedium mit 1% Poloxamer
188 eingefroren wurden, erreichten in allen Fallen ein vergleichbares oder besseres Ergebnis zu Zel-
len, die in der serumhaltigen Kontrolle konserviert wurden (Kapitel 4.1.4 und 4.2.2). Dabei wird an-
genommen, dass das Blockpolymer aufgrund seines amphiphilen Charakters mit dem hydrophoben
Polypropylenoxidanteil in die Zellmembran eingebaut oder durch Van-der-Waals-Krafte an die
Membran adsorbiert wird, wobei die hydrophilen Ketten aus Polyethylenoxid in den extrazelluldren
Raum ragen (Anthony et al., 1997). Biologische Membranen sind als flexible Lipiddoppelschicht
aufgebaut. Wahrend der Kryokonservierung kommt es durch die abnehmende Temperatur zu einer
reduzierten Molekularbewegung innerhalb der Membran und benachbarte Lipide beginnen,
miteinander zu interagieren. Dies flihrt dazu, dass die normalerweise flexible Zellmembran vom
flissigen in den gelartigen Aggregatszustand Ubergeht und an Beweglichkeit verliert (Williams et al.,
1981). Da nicht die komplette Membran simultan diese Strukturveranderung durchlduft, kann es
lokal zu einer lateralen Phasenverschiebung kommen. Dabei kann die Membranintegritat und —
funktion gestort werden (Quinn, 1985). Der Einbau der Poloxamermolekiile flihrt zu einer gleich-
maRigen Reduktion der Membranfluiditat, so dass sich die Steifheit der Zellmembran erhoht, ohne
dass eine laterale Phasenseparation auftritt (Abbildung 67) und es zu Membranschiaden kommt.

Sterische Stabilisierung

Membran-Stabilisierung
I
Phospholipid |

Transmembran- Q

protein Polyethylenoxid
Polypropylenoxid

Abbildung 67: Wirkmechanismen des Poloxamers 188 auf die Zellmembran, die zur Reduktion von mechani-

schen Schdaden wdhrend der Kryokonservierung fiihren.

—

Poloxamer-
zugabe

Lipiddoppelmembran Hydrophober Schwanz

Hydrophiler Kopf

Zusatzlich kommt es durch die langen, hydrophilen Polymerketten, die in das Medium ragen, zu einer
sterischen Stabilisierung. Das bedeutet, dass eine Uberlappung von zwei Zellen, an denen sich das
Blockpolymer angelagert hat, thermodynamisch und osmotisch ungiinstig ist, so dass die Zellen di-
rekt wieder auseinanderweichen. Dieser Prozess verhindert die Zusammenlagerung der Einzelzellen,
wodurch es wahrend des Einfriervorgangs zu weniger mechanischen Schaden durch Scherstress und
zu einer homogenen Kristallisation kommt (Anthony et al., 1997). Auch eine Uberlagerung der adsor-
bierten Poloxamermolekiile wird verhindert, so dass die Membran zusatzlich stabilisiert wird.
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Daruber hinaus verringert das Poloxamer als nichtionisches Tensid den Einfluss von Luftblasen wah-
rend des Einfrier- und Auftauvorganges. Bilden sich Luftblasen wahrend der Probenpraparation oder
der Kryokonservierung, konnten Zellen daran adharieren und durch hydrodynamische Krafte, die
auftreten, wenn die Luftblasen platzen, geschadigt werden (Meier et al., 1999). Das Poloxamer 188
erhoht dabei die Stabilitdt der Luftblasen, so dass diese schadigenden Krafte minimiert werden
(Handa-Corrigan et al., 1989; Jordan et al., 1994). Diese Charakteristika erklaren den erfolgreichen
Austausch von tierischen Proteinen durch das Poloxamer 188 unter Erhalt der Zellvitalitat und —
funktionalitat.

DMSO-Reduktion durch Kombination mit extrazelluldren Kryoprotektiva?

Die Effekte einer Reduktion des zytotoxisch wirkenden DMSO auf die Zellvitalitat und —funktionalitat
von adulten Stamm- und Vorlduferzellen (Kapitel 4.1.4) sowie Zellen des Immunsystems (Kapitel
4.2.1 und 4.2.2) wurden ebenfalls untersucht, da DMSO bekannt dafiir ist, epigenetische Verdnde-
rungen auszulésen und toxische Auswirkungen auf Zellen zu besitzen (Willhite und Katz, 1984; Arav
et al.,, 1993). Zusatzlich konnten Baxter und Lathe, 1971, die Veranderung des Enzyms FDPase
(Fructosediphosphatase) durch DMSO als spezifische Ursache der Zellschadigung nachweisen.

Ein etabliertes Verfahren zur DMSO-Reduktion ist die Verwendung von extrazelluldren, nicht-
membrangangigen Kryoprotektiva. Die Wirkung von zum Beispiel Sacchariden beim Gefrieren be-
steht zum einen in der Beeinflussung der Dehydratation wahrend des Einfrierens. Zum anderen
agieren sie wahrend des Auftauvorganges als wichtiger osmotischer Puffer (Friedler et al., 1988;
Leibo, 1989; Suzuki, 1990; Paynter et al., 2005). Neben ihrer osmotischen Aktivitat erklart sich die
kryoprotektive Wirkung der Zucker durch einen Mechanismus, der auf der Substitution von
Wassermolekilen basiert und dadurch Proteine und Membranen stabilisiert (Wolfe und Bryant,
1999). Obwohl Wolfe und Bryant die Vorteile der Trehalose in der guten Glasbildungseigenschaft, der
hohen Stabilitdit und der schwachen Kristallisationstendenz sahen, zeigte sich allerdings, dass ein
kompletter Ersatz von DMSO durch Trehalose zwar eine Protektion der Zellen ermoglichte, Trehalose
allerdings durch die niedrigen Uberlebensraten keine Alternative zu DMSO darstellt (Abbildung 38).
Eine Halbierung der DMSO-Konzentration im proteinfreien Medium auf 5% erzielte fur adulte
Stamm- und Vorlauferzellen nahezu identische Vitalitats- und Funktionalitatsergebnisse, so dass die
Schutzwirkung der geringeren DMSO-Konzentration fiir eine effiziente Protektion der Zellen auszu-
reichen scheint (Abbildung 41).

Die Kryokonservierung von PBMCs im proteinfreien Medium mit 5% DMSO flihrte dagegen zu deut-
lich verminderten Resultaten in allen durchgefiihrten Analysen (Kapitel 4.2.2). Diese Unterschiede
erklaren sich dadurch, dass die Wahrscheinlichkeit der intrazellularen Eiskristallbildung neben der
Kihlrate von spezies- und zelltypspezifischen Eigenschaften der Zellmembran abhdngt (Leibo,
1989)(Abbildung 68).
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Abbildung 68: Abhdingigkeit der intrazellulédren Eiskristallbildung von zelltypspezifischen Eigenschaften und
Kiihlrate (Abbildung verdndert aus Leibo, 1977).

Dargestellt ist der Zusammenhang zwischen der Uberlebensrate (gestrichelte Linie) und dem Anteil der Zellen,
die intrazelluldres Eis bildeten (durchgezogenen Linie) bei unterschiedlichen Kiihiraten in Mausoozyten (OVA),
Hela-Zellen und Erythrozyten (RBC).

Diese Membraneigenschaften sind definiert durch die hydraulische Konduktivitat einer Zelle und
einer temperaturabhangigen Permeabilitatskonstante flir Wasser. Ein weiterer entscheidender Fak-
tor fur die Kryokonservierungseffizienz ist das Verhaltnis von Oberflaiche zu Volumen der Zelle
(Mazur, 1963; Mazur et al.,, 1972). Bei einem grolRen Zelldurchmesser dauert die Dehydratation
wesentlich langer und entsprechend langsame Kiihlraten missen angewandt werden, um intrazellu-
lares Eis zu vermeiden. Je hoher der Wasserpermeabilitatskoeffizient einer Zelle ist, desto schneller
kann der Wasserverlust wahrend des Abkihlvorgangs ablaufen und desto héhere Kiihlraten werden
ohne intrazelluldre Eiskristallbildung toleriert. Untersuchungen an Embryonen von Mdausen und
Hamstern, deren Oberflache zu Volumen-Verhaltnis vergleichbar ist, konnten zeigen, dass Hamster-
zellen, deren Wasserpermeabilitatskoeffizient hoher ist als der von Mausen, hohere Abkihlge-
schwindigkeiten Uberlebten (Leibo, 1989). Somit kdnnten die unterschiedlichen Membraneigenschaf-
ten der PBMCs im Vergleich zu adulten Stammzellen dazu flihren, dass eine alleinige Reduktion der
DMSO-Konzentration keine ausreichende Protektion der Zellen ermdglicht. Dagegen ermoglichte in
Kapitel 4.2.1 die Kryokonservierung in einem BSA-haltigen Medium unter Verwendung von
Hydroxyethylstarke als extrazelluldres Kryoprotektiv mit einer DMSO-Konzentration von 5% eine
nahezu identische Konservierung der Zellen im Vergleich zu 10% DMSO. Diese Ergebnisse machen
deutlich, dass eine effiziente DMSO-Reduktion von den spezifischen Zelleigenschaften abhangt und
somit individuell adaptiert werden muss.

Insgesamt konnte im Rahmen dieser Arbeit eine signifikante Verbesserung der Kryokonservierung
von therapeutisch relevanten, differenzierten bzw. differenzierbaren Zellen durch die Etablierung
eines oberflachenbasierten Vitrifikationsprotokolls und durch die Entwicklung von Strategien zur
Reduktion der zytotoxischen DMSO-Konzentration erreicht werden. Zusatzlich gewahrleistet die
Evaluierung eines proteinfreien, chemisch vollstdndig definierten Kryomediums, das auf dem Polo-
xamer 188 als Serumersatz basiert, eine erhdhte Reproduzierbarkeit und Standardisierung des Ein-
frier- und Auftauprozesses, selbst bei einer Langzeitlagerung der Proben. Abgeschlossen wurden die
Untersuchungen zur Entwicklung neuer, effizienter und standardisierter Kryoprozesse durch die
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Evaluierung eines elektronischen Kryosubstrates, das in Verbindung mit einer adaptierten Kryotank-
Infrastruktur eine sichere Lagerung der Proben und eine permanente Verwaltung der Probendaten
durch eine standige Zugriffmoglichkeit garantiert.

Ausblick

Die Etablierung von standardisierten und PMEF-freien Bedingungen fiir die Kultivierung von hESCs in
miniaturisierten Volumina in dieser Arbeit (Abbildung 19) eroffnet neue Moglichkeiten fir Hoch-
durchsatzuntersuchungen zur Verbesserung von Kultivierungs- und Differenzierungsprotokollen. Vor
allem die Faktoren und zeitlichen Ablaufe, die fiir eine effiziente, gerichtete Differenzierung von
hESCs in spezifische Zelltypen wie Herzmuskelzellen oder neuronale Zellen notwendig sind, sind mo-
mentan noch nicht verstanden. Die dynamischen Zusammenhange sind allerdings in ihrer Komplexi-
tat allein durch manuelle Versuchsdurchfiihrungen nicht klarbar, daher sind Automatisierungsan-
satze von grolRer Bedeutung. Um eine gréBtmogliche Standardisierung durch eine vollstindige
Kontrolle der Mikroumgebung zu erreichen, bieten miniaturisierte und PMEF-freie Bedingungen
entscheidende Vorteile. Basierend auf den Arbeiten von Gastrock et al., 2001, Mueller et al., 2003,
und Zimmermann et al., 2007a, konnten neue mikrofluidische Ansatze fiir miniaturisierte Hochdruch-
satzuntersuchungen entwickelt werden (Abbildung 69). Diese Systeme sollten sowohl fir Einzelzellen
bzw. Koloniefragmente in Suspension, als auch fiir adhdrente Zellen in Verbindung mit Microcarriern
genutzt werden kdnnen.

A

Mediumkompartiment
mit Microcarrier

mit Zellen

Microcarrier l *
l f Perfluordekalin
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& @W@@
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Abbildung 69: Schematische Modelle zur Durchfiihrung miniaturisierter Hochdurchsatzuntersuchungen.

(A) Mikrokanalsystem, das Mediumkompartimente iiber ein inertes, hydrophobes Fliissigmedium (Perfluorde-
kalin) in einem Schlauchsystem erzeugt; (B) Modlifizierte HD-Kultur, automatisiert durch Implementierung eines
Pipettierroboters.
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Dabei kénnten mit Hilfe einer Zwei-Fluid-Sonde Mediumkompartimente mit Zellen erzeugt werden,
die durch ein inertertes, hydrophobes Flissigmedium (Perfluordekalin) getrennt sind (Abbildung
69A). Zu diesen Kompartimenten, die ein Volumen im Bereich von nl bis zu mehreren 100ul besitzen
koénnen, sollten Uber Mikroventile definierte Mengen an Differenzierungsfaktoren o.3. zugegeben
werden kdnnen.

Ein weiterer Ansatz basiert auf der in Kapitel 4.2.1 beschriebenen Methode zur Kultivierung von hESC
in hdangenden Tropfen. Die arbeitsaufwendigen Prozessschritte der Tropfengenerierung, des Me-
diumwechsels und der Ernte kénnten durch die Implementierung eines Pipettierroboters tibernom-
men werden (Abbildung 69B). Zuséatzlich konnten unterschiedliche Konzentrationen an Faktoren in
die 20ul Tropfen zugegeben werden, durch die Verwendung von piezoelektrischen Spitzen bis in den
pl-Bereich. Dies wird erméglicht, indem die Tropfen iiber einer Offnung platziert werden, so dass von
oben ein Zugang fir den Pipettierroboter moglich ist, die sedimentierten Zellen aber nicht
beeintrachtigt werden.

In beiden Systemen stellen die Mediumkompartimente abgeschlossene, miniaturisierte Reaktions-
raume dar, so dass in jedem Kompartiment verschiedene Faktoren oder Faktorkonzentrationen ge-
testet werden kénnten. Somit kann zukiinftig mit einem duBerst geringen Materialverbrauch unter
den in dieser Arbeit definierten Bedingungen Hochdurchsatzuntersuchungen durchgefiihrt werden.

Zusatzlich bieten beide Ansdtze einen deutlichen Vorteil fur die Vitrifikation von Zellen. Die Medium-
kompartimente im Schlauchsystem verhalten sich vergleichbar zu den fiir die Vitrifikation von Sus-
pensionszellen verwendeten Kapillaren. Werden statt Differenzierungsfaktoren Kryoprotektiva in die
Mediumkompartimente injiziert und die Schlauche anschlieRend direkt in den Stickstoff getaucht,
ergibt sich die Moglichkeit einer sterilen, automatisierten Vitrifikation von Zellen.

Das kleine Tropfenvolumen des modifizierten HD-Ansatzes und das grofRe Oberflachen zu Volumen
Verhaltnis ermoglichen ebenfalls sehr hohe Abkihlraten bei direktem Kontakt mit flissigem Stick-
stoff und kdnnten fir eine direkte Vitrifikation der Zellen im hdangenden Tropfen genutzt werden.

Somit stellen beide Systeme innovative, mikrofluidischen Ansatze zur Abbildung einer vollstandigen
Zellprozessierung von der Kultivierung liber die Differenzierung bis hin zur Kryokonservierung dar.
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8. Anhang

Abkiirzungsverzeichnis

AT-MSCs mesenchymale Stromazellen aus Fettgewebe

BSA bovines Serumalbumin

CEF Mischung aus Peptiden des Cytomegalie-, desEpstein-Barr- und des
Influenza-Virus

cmv Cytomegalie-Virus

CLSM konfokale Laser-Raster-Mikroskopie

DMEM Dulbecco’s Modified Essential Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

EB Ethidiumbromid

ECM extrazellulare Matrix

EG Ethylenglykol

ELISPOT Enzyme-linked Immunospot

ESchG Embryonenschutzgesetz

FBS fetales Kdlberserum

FDA Fluoresceindiacetat

FITC Fluoresceinisothiocyanat

HD héngender Tropfen (hanging droplet)

HDPE Polyethylen hoher Dichte

HES Hydroxyethylstarke

hESCs humane embryonale Stammzellen

hiPS humane induziert pluipotente Stammzellen

HSA humanes Serumalbumin

IFN-y Gamma-Interferon

IMDM Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium

mESCs murine embryonale Stammzellen

MNC mononukledre Zellen

MPLSM multiphotonen Laser-Raster-Mikroskopie

PBMCs mononukledre Zellen aus dem peripheren Blut

PBS Phosphat gepufferte Salzlosung

PE Phycoerythrin

PHA Phytohemagglutinin

PMEFs primare embryonale Mausfibroblasten

PP Polypropylen

PVA Polyvinylalkohol
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PVP

REM

SFC

StzG

TPX

TRITC
UCB-ECs
UCB-ECFCs
vWf

Polyvinylpyrrolidon
Raster-Elektronen-Mikroskopie

Zellen, die IFN-y ausschiitten (spot forming cells)
Stammzellgesetz

Polymethylpenten
Tetramethylrhodamin-Isothiocyanat

erythroide Zellen aus dem Nabelschnurblut
koloniebildenden Zellen aus dem Nabelschnurblut

von Willebrand-Faktors
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