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1. Einleitung

Zellen und / oder Lebewesen durch Tiefkithlung zu konservieren, ohne sie funktionell zu beeintrichtigen, ist
nicht nur ein uralter Menschheitstraum, sondern auch von immenser Bedeutung fiir zelluldre Therapieansétze in

der modernen Medizin.

Pioniere auf diesem Gebiet waren Reaumur und Spalanzani, die Experimente z.B. mit Insekten und mit
Spermazellen verschiedener Tierarten unternahmen. Ihre Untersuchungen (1736, 1787), wie auch alle folgenden
brachten jedoch nur enttduschende Ergebnisse, bis es erstmals Pole, Smith und Parkes (1949) gelang, Rinder -
Spermatozoen tiefzukiihlen, ohne sie zu zerstoren. Sie verwendeten in ihrem Verfahren Glycerol, das daher als

das erste Frostschutzmittel fiir lebende Zellen bezeichnet werden kann (Gorin 1992).

Wenige Jahre spiter zeigten Barnes und Loutit, dass es mdglich war, mit dem von Pole, Smith und Parkes

etablierten Verfahren auch Knochenmark erfolgreich zu kryokonservieren (English 2001, Gorin 1992).

Seitdem wurden rasche Fortschritte auf diesem Gebiet erzielt.

1959 entdeckten Lovelock und Bishop das Frostschutz — Potential von Dimethylsulfoxid (DMSO) fiir lebende
Zellen und legten damit den Grundstock fiir die autologe Knochenmarktransplantation, wie sie heute praktiziert
wird (s. 2.4.1.).

Nur wenig spater, im Jahre 1962, verdffentlichten Calvins et al ihre Ergebnisse iiber die ersten erfolgreichen
autologen Knochenmarktransplantationen bei letal bestrahlten Hunden mit DMSO kryokonserviertem

Knochenmark (Gorin 1992).

Trotz erheblicher Nebenwirkungen, wie beispielsweise Kopfschmerzen, Erbrechen und Himoglobinurie bis hin
zum akuten Nierenversagen und Schockzustand ist DMSO mangels einer gleichwertigen Alternativsubstanz bis
heute das Standardgefrierschutzmittel bei der Kryokonservierung von Knochenmarkzellen (Kappicht 1999,
Okamoto 1993, Styler 1992, Stroncek 1991, Rapoport 1991, Kessinger 1990, Davis 1990, Smith 1987).

Die folgende Arbeit soll dazu betragen, eine potentiell vertraglichere Alternative zu DMSO zu finden und so die
Knochenmarktransplantation mit kryokonservierten hédmatopoetischen Stammzellen fiir den Patienten

komplikationsdrmer zu gestalten.



2. Z1elsetzung

2.1 Kryoprotektive Eigenschaften von Trehalose

Ein Ziel der Arbeit war es, die kryoprotektiven Eigenschaften von Trehalose, einem Disaccharid, an
himatopoetischen Stammzellen zu untersuchen, um so die Eignung von Trehalose als potentiell besser

vertragliche Alternative zu DMSO zu iiberpriifen.

Fir das Engraftment nach Knochenmark-Transplantationen ist es unabdingbar, dass im Transplantat vitale
hédmatopoetische Stammzellen, die das Potential zur Selbsterneuerung besitzten, in ausreichender Zahl
vorhanden sind (Dounay 1982).

In vitro kann man das Vorhandensein dieser himatopoetischen Stammzellen am zuverldssigsten mit Hilfe der
sogenannten Langzeitkultur {iberpriifen. Dabei wird davon ausgegangen, dass sehr frithe Vorlduferzellen der
Hiamatopoese gleichbedeutend sind mit der sogenannten ,,longterm culture initiating cell (LTC-IC), einer Zelle,
die auch nach 5-wochiger Kultivierung noch teilungs- und differenzierungsfahig ist, also im anschlieBenden
Methylzellulose-Assay Kolonien bilden kann (Winton 1987).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden daher folgende Problemstellungen bearbeitet:

a) Nachdem fiir Langzeitkulturen (LTC) mit Trehalose-kryokonserviertem Knochenmark keine Erfahrungen

vorlagen, musste zunéchst eine geeignete Methodik erarbeitet werden.

b) Daneben musste untersucht werden, welche Trehalose-Konzentration Knochenmarkzellen beim Einfrieren

und Auftauen am besten schiitzt.

¢) Unter der Hypothese, dal Insulin die Aufnahme von Trehalose in die Zellen verbessern konnte, sollte

untersucht werden, ob der Zusatz von Insulin zu Trehalose das kryoprotektive Potential erhdhen konnte.

d) SchlieBlich sollte, aufbauend auf den in o.g. Versuchen gewonnenen Ergebnissen, Trehalose- und DMSO-

kryokonserviertes Knochenmark in der Langzeitkultur verglichen werden.

2.2 Hinweise auf die Vertraglichkeit von Trehalose

Messungen der Konzentration des Anaphylatoxins C3a zeigten, da3 das Auftreten von Nebenwirkungen nach
Knochenmark-Transplantationen mit DMSO-kryokonserviertem Knochenmark mit der Konzentration von
Anaphylatoxinen im Transplantat und mit der Intensitdt der Komplementaktivierung in vivo wihrend und nach

der Infusion korreliert. (Kappicht 2000).

Deshalb sollte Trehalose-kryokonserviertes Knochenmark auf eine eventuelle Komplementaktivierung hin

untersucht werden. Hierzu wurde die Konzentration des Anaphylatoxins C3a im Radioimmunoassay bestimmt.



3. Stand der Wissenschaft

3.1 Hamatopoese

3.1.1 Hamatopoese in verschiedenen Entwicklungsstadien

Beim Foétus findet die Hamatopoese zunidchst in der Leber und Milzanlage statt, spdter im priméren
Knochenmark. In den ersten Lebensmonaten ist das gesamte Knochenmark rotes, das heiit blutbildendes
Knochenmark. Mit fortschreitendem Alter wandelt sich das rote Knochenmark zunehmend in gelbes Fettmark
um, so dass etwa vom zehnten Lebensjahr an ungefahr gleich viel rotes wie gelbes Knochenmark vorhanden ist.
Beim Jugendlichen und beim Erwachsenen befindet sich das rote, blutbildende Knochenmark v.a. in den
iberwiegend spongidsen Knochen des Rumpfes, wie Wirbeln, Rippen, Brust- und Darmbein und in den
Schédelknochen. In den Roéhrenknochen, besonders in den Diaphysen findet sich dagegen in der Hauptsache
gelbes Fettmark (Bucher 1992).

Unter normalen Umstédnden produziert das rote Knochenmark eines Menschen pro Tag ca. 200 bis 250
Milliarden rote und etwa 15 Milliarden weie Blutzellen, sowie etwa 500 Milliarden Thrombozyten.

Ist auf Grund einer besonderen, in der Regel pathologischen Situation eine deutlich vermehrte Blutbildung von
Noten, so wandelt sich gelbes Fettmark wieder in rotes blutbildendes Knochenmark um. Unter bestimmten
Umsténden kann auch wieder eine extramedulldre Blutbildung erfolgen. Stammzellen kénnen das Knochenmark
verlassen und durch bisher unbekannte Mechanismen andere Organe, wie z.B. die Milz, als Matrix nutzen (Bedi
1995, Bucher 1992).

Auf ca. 2 x 10* kernhaltige Knochenmark-Zellen kommt eine pluripotente Stammzelle (Sutherland 1990).

3.1.2 Rolle des Stromas

Im blutbildenden Knochenmark befinden sich neben hématopoetischen Zellen jeglichen Reifegrades auch
Zellen, die das sogenannte Knochenmarkstroma bilden (Bedi 1995, Eaves 1991). Es gibt unterschiedliche
Theorien, ob und inwieweit diese Stromazellen auf die Himatopoese einwirken:

Das stochastische Modell geht davon aus, dass multipotente hdmatopoetische Zellen zufillig und durch in ihnen
selbst festgelegte Faktoren in die eine oder andere Richtung ausdifferenzieren. Stromazellen und andere externe
Faktoren hitten demnach keinen Einfluf3 auf die Differenzierungsrichtung.

Das induktive Modell dagegen nimmt an, dass externe Stimuli, wie beispiclsweise das durch Stromazellen
erzeugte Mikroenvironment mit seinen Wachtumsfaktoren, durch Steuerung der Gentranskription die
Differenzierung auslosen und ihre Richtung bestimmen.

Diese Modelle zu iiberpriifen ist schwierig, da das Uberleben von himopoetischen Zellen in vitro abhiingig ist
von einer Matrix, die eben das von Stromazellen erzeugte Mikroenvironment mit seinen Wachstumsfaktoren
darstellt. Die potentielle Féahigkeit hdmatopoetischer Zellen ohne externe Stimuli auszudifferenzieren konnte

daher nur mittels eines Artefakts untersucht werden: In eine multipotente hdmatopoetische Zelllinie wurde ein



bcl-2 Gen eingeschleust und so die Apoptosefahigkeit der Zellen ausgeschaltet. Diese Zellen konnten auch unter
wachtumsfaktorfreien Kulturbedingungen in alle drei Zelllinien ausdifferenzieren.

Diese Untersuchungen sind vereinbar mit der These, dass externe Faktoren fiir eine Ausdifferenzierung von
hamatopoetischen Zellen nicht nétig sind, jedoch die Differenzierungsrichtung beeinflussen (Bedi 1995).

Fiir das Uberleben und die Selbsterneuerung von friithen hiimatopoetischen Zellen sind Wachtumsfaktorn und

somit das durch Stromazellen erzeugte Mikroenvironment jedoch essentiell (Eaves 1991, Coutinho, Bedi 1995).

3.2 Theorien uber das Vorhandensein von

hamatopoetischen Stammzellen

Bereits 1920 postulierte Maximow die Idee einer pluripotenten Stammzelle. Es sollte jedoch Jahrzehnte dauern,
bis diese Idee sich in der Wissenschaft durchsetzte. Man ging lange von einem Myeloblasten als Stammzelle fiir
die im Knochenmark gebildeten und einem Lymphoblasten als Stammzelle fiir die im lymphatischen System
gebildeten Zellen aus. Auch die Existenz eines Monoblasten als Stammzelle der Monozyten wurde diskutiert
(Bucher 1992).

Die Diskussion um die Existenz einer pluripotenten Blutstammezelle ist verstdndlich, da es nicht mdglich war,
diese Stammzelle direkt mikroskopisch nachzuweisen. Pluripotente Stammzellen und andere frithe
Vorlduferzellen der Himatopoese sind morphologisch nicht unterscheidbar (Bucher 1992, Winton 1987). Selbst
moderne Methoden, wie z.B. die fluorometrische Analyse von Oberflichenproteinen sind nicht in der Lage die
hédmatopoetische Stammzelle eindeutig zu definieren.

Es besteht jedoch die Moglichkeit, die Stammzelle indirekt funktionell nachzuweisen. Zwei Charakteristika einer
pluripotenten Stammzelle sind ihre Selbsterneuerungsfahigkeit und ihre Pluripotenz, d.h. dass sie nach einem
unbegrenzt langem Zeitraum noch teilungs- und differenzierungsfdhige Zellen hervorbringen kann. Im
Gegensatz dazu differenzieren frithe Vorlduferzellen der Himatopoese, die bereits eine Differenzierungsrichtung
eingeschlagen haben, schlieBlich aus und sind dann nicht mehr fahig sich selbst zu erneuern und haben somit die
Qualitét einer himatopoetischen Stammzelle verloren.

Frithe Vorlduferzellen der Hamatopoese konnen in Methylzellulosekulturen Kolonien bilden. Man nennt sie
deshalb auch colony forming units, oder kurz CFU’s. Da frithe Vorlduferzellen jedoch das Potential zur
Selbsterneuerung verloren haben, sind sie in Kultur nur wenige Wochen iiberlebensféhig.

Wenn also aus einer Zellkultur nach langer Zeit immer noch CFU’s angeziichtet werden kdnnen, so muf3 in
dieser Zellkultur eine Zelle existieren, die ein entsprechendes Selbsterneuerungspotential besitzt, um auch nach
mehreren Wochen Kultur differenzierungsfiahige Zellen zu generieren, die dann im Methylzelluloseassay
Kolonien bilden.

Diese Ausgangszelle nennt man beschreibend long-term-culture-initiating-cell, kurz LTCIC und setzt sie mit der
gesuchten Stammzelle gleich (Eaves 1991).

Nach Eaves (1991) miissen nach 5 Wochen in Kultur im anschlieBenden Methylzellulose-Assay noch CFU’s

nachgewiesen werden konnen, um von der Existenz einer LTCIC sprechen zu kénnen.
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Klinisch wesentlich ist, dal die LTCIC eine Zelle ist, die bei einer Knochenmarktransplantation im Empfanger
langfristig zur Blutbildung befdhigt ist (Coutinho). FEine ausreichende Anzahl an LTCIC’s im

Spenderknochenmark ist also Vorausetzung fiir eine erfolgreiche Transplantation (Douay 1982).

3.3 Langzeitkultur

Die einzige zuverldssige Moglichkeit, eine LTC-IC, die man mit der hdmatopoetischen Stammzelle gleichsetzt,
in vitro nachzuweisen, ist die Langzeitkultur (long — term — culture, LTC). Hier muf} die Zelle mindestens 5
Wochen lang kultiviert werden, um danach auf ihre Klonogenitit getestet zu werden (Eaves 1991). Wie oben
schon angesprochen (3.1.2.), brauchen Stammzellen spezielle Kulturbedingungen, um in vitro iiberleben zu
konnen. Hierzu gehort neben einem geeigneten Ndhrmedium eine Schicht aus Knochenmark - Stromazellen, die
das fiir das Uberleben der Stammzellen notige Microenvironment schaffen. Die verschiedenen Komponenten des
Microenvironmentes sind bisher noch kaum verstanden, ihre Bedeutung fiir das Uberleben der himatopoetischen

Stammzellen jedoch unumstritten (Eaves 1991, Dexter 1980, Sutherland 1991).

3.3.1 verschiedene Verfahren

Es gibt verschiedene Moglichkeiten, geeignete Kulturbedingungen fiir LTC-ICs zu schaffen. Neben einer
Auswahl an erprobten Kulturmedien (Eaves 1991, Pettengell 1994, Bertolini 1996, Berardi 1995, Udomsaki
1992, Coulombel 1983, Dooley 1992) gibt es auch mehrere Verfahren die Stromazellschicht, die das
Mikroenvironment erzeugt, zu etablieren. Diese Stromazellschicht in der LTC nennt man anschaulich den

.Feeder — Layer*.

Ein — Schritt Verfahren:

In nicht weiter verarbeitetem Knochenmark existieren neben hdmatopoetischen Zellen und reifen Blutzellen
auch die Stromazellen. Diese Stromazellen bilden in geeignetem Medium in mit Gelatine beschichteten
ZellkulturgefiBen eine adhidrente Schicht, den sogenannten Feeder — Layer. Die Ausbildung dieser Schicht
dauert bei 37°C, 5% CO2 und ca. wochentlichem Mediumwechsel etwa zwei Wochen (Coutinho). Die nicht —
adhédrenten Zellen setzten sich anfangs aus hamatopoetischen Zellen und reifen Blutzellen zusammen. Im Lauf
der Zeit sterben die reifen Blutzellen ab, wihrend die himatopoetischen Zellen auf und auch in ihrem Feeder —
Layer und unterstiitzt von einem LTC — Medium iiberleben, sich vermehren und differenzieren. Auch der Feeder
— Layer selbst wéchst weiter und wird immer dicker, was schlieBflich dazu fithren kann, dass er sich vom
Untergrund ablost (Eaves 1991) und damit ist das weitere Gedeihen der Kultur gefahrdet.

Nach 5 Wochen Zellkultur werden die Zellen der adhérenten und nicht — adhérenten Fraktion zusammen oder
getrennt in Methylzellulose eingebracht und bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Die Klonogenitit der

eingebrachten Zellen kann nach 2 Wochen an den entstandenen CFU's abgelesen werden (Eaves 1991).

Zwei — Schritt Verfahren:
Es gibt auch die Moglichkeit, einen Feeder — Layer zu etablieren und ihn, sobald er konfluent ist, mit 15-16 Gray

zu bestrahlen (Pettengell 1994, Sutherland 1989). Durch diese Bestrahlung wird die Teilungsféhigkeit aller
11



Zellen auler Kraft gesetzt. Das hat zur Folge, dass der Feeder — Layer nicht weiter wachsen kann, sich also im
weiteren Verlauf nicht zwangsldufig vom Untergrund abldst. Die Fahigkeit, das geeignete Mikroenvironment zu
schaffen, bleibt dagegen bis zu 16 Wochen erhalten (Coutinho). Die im Layer und in der nicht — adhérenten
Fraktion eventuell enthaltenen hdmatopoetischen Zellen leben zwar weiter, konnen sich aber nicht mehr teilen
oder differenzieren und treten daher im Methylzellulose-Assay nicht in Erscheinung.

Anschlieend wird in einem zweiten Schritt Knochenmark aufgebracht. Dieses neu aufgebrachte Knochenmark
wird auf seinen Gehalt an LTC-ICs untersucht: unter wochentlichem Wechsel jeweils der Hélfte des Mediums
wird die Kultur mindestens 5 Wochen lang bei 37°C und 5% CO2 inkubiert (Udomsaki 1992, Bertolini 1996,
Bertolini 1997). Danach wird im Methylcellulose- Assay wie oben beim Ein — Schritt Verfahren beschrieben, die
Klonogenitit der eingebrachten Zellen getestet. Wie schon erwidhnt, werden die eventuell vorhandenen
hédmatopoetischen Zellen aus dem Material, aus dem der Feeder — Layer etabliert wurde, hier nicht

nachgewiesen, da sie durch die Bestrahlung ihre Teilungsfahigkeit verloren haben.

3.3.2 Feeder — Layer

Es gibt verschiedene Arten von Feeder — Layern, fiir die in der Literatur gute Ergebnisse in der LTC beschrieben
wurden (u.a. Breems 1994, Sutherland 1991, Hogge 1996, Thalmeier 1996, Eaves 1991).

Oben angesprochen wurde schon der Feeder — Layer, der aus nativem menschlichen Knochenmark gezogen
wurde. Ein Nachteil dieser Methode ist, dass man fiir Kulturen, die zu verschiedenen Zeiten etabliert werden,
Feeder — Layer aus verschiedenem Material verwenden muss.

Eine bessere Vergleichbarkeit der Kulturbedingungen wiirden Stroma - Zelllinien erlauben, die in kleinen
Portionen bei —80°C tiefgefroren autbewahrt werden. Sie konnten dann aufgetaut und vermehrt werden, wenn
eine LTC etabliert werden soll, und wiirden fiir alle LTC’s den gleichen Feeder — Layer bieten.

In der Literatur sind neben vielen anderen Stroma - Zelllinien die L.88/5, eine humane Zellinie und die M2 10B4,

eine murine Zelllinie als geeignet beschrieben (Thalmeier 1994, Thalmeier 1996, Hogge 1996, Sutherland 1991).
3.4 Konservierung von hamatopoetischen Zellen

3.4.1 Indikationen

In einigen Situationen ist das extrakorporale Aufbewahren von menschlichen hdmatopoetischen Stammzellen

iiber einen ldngeren Zeitraum von Noten.

3.4.1.1 Autologe Knochenmark-/Blutstammzell-Transplantation

(KMT/PBSCT)

Bei der autologen Knochenmarktransplantation werden dem zum Beispiel an Leukdmie, einem Lymphom oder
auch an soliden Malignomen erkrankten Patienten Knochenmark- oder periphere Blutstammzellen entnommen
und kryokonserviert. Danach kann sich der Patient einer aggressiven myeloablativen Hochdosis - Chemo- und /

oder — Strahlentherapie unterziehen, die bei einigen malignen Erkrankungen mit hoherer Wahrscheinlichkeit als
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eine konventionelle Therapie zu einem kurativen Ergebnis oder wenigstens zu einer Remission fiihrt. Die
héufigste lebensbedrohliche Folge einer solchen Therapie ist eine schwere Knochenmarkdepression ohne
Aussicht auf spontane Regeneration. Sie kann durch die Leukozytopenie zu Infektionen und Sepsis fithren, durch
die Thrombozytopenie zu bedrohlichen, auch letalen Blutungen und durch die Depression der erythropoetischen
Reihe zu schweren Andmien. Zur Behandlung der Knochenmarkaplasie mufl dem Patienten nach Beendigung
der myeloablativen Therapie sein kryokonserviertes Knochenmark reinfundiert werden. Die Knochenmarkzellen
finden durch als Homing beschriebene und bisher noch weitgehend ungekliarte Mechanismen den Weg zuriick

ins Knochenmark — Stroma und nehmen ihre blutbildende Tétigkeit wieder auf (Harrison 1997).

3.4.1.2  Allogene Knochenmark- /Stammzell-Transplantation
(KMT/PBSCT)

Eine noch hohere kurative Potenz als autologe KMT oder PBSCT haben allogene Knochenmark- oder
Stammzelltransplantationen. In der letzten Zeit sind mehr und mehr Knochenmark — Banken entstanden, die das
Knochenmark von gesunden Menschen, die bereit wiren, sich als Spender zur Verfligung zu stellen, auf
Kompatibilititsfaktoren testen. Dadurch beschrénkt sich der Kreis der potentiellen Spender nicht mehr nur auf
Blutsverwandte des Patienten, deren Knochenmark mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit als das der
Normalbevolkerung fiir den Patienten geeignet ist. Gelegentlich ist es aus logistischen Griinden nétig, das
gespendete Knochenmark zu konservieren, bis es dem Patienten infundiert werden kann. Indikationen fiir
allogene KMT/PBSCT sind neben der unter 3.4.1.1. erwahnten iatrogen verursachten Knochenmarksdepression
bei Malignomen auch zum Beispiel die schwere aplastische Andmie, Thalassdmien, die Sichelzellandmie und

verschiedene hereditire Immunschwéchekrankheiten (Harrison 1997, Schleuning 2002).

3.4.1.3  Nabelschnurblut-Transplantationen

Das in der Nabelschnur enthaltene Blut enthilt ebenfalls himatopoetische Stammzellen, die fir Stammzell -
Transplantationen geeignet sind. Viele Miitter erkldren sich bereit, die Nabelschnur und das darin enthaltene Blut
zu spenden, statt es zu verwerfen. Dieses Blut wird auf seine Kompatibilititsfaktoren hin getestet und
kryokonserviert, bis ein Patient eben diese HLA-kompatiblen Stammzellen bendtigt. Wegen der geringen Anzahl
an hdmatopoetischen Stammzellen in diesen Priparaten eignet sich diese Stammzellquelle vor allem fiir

péadiatrische Patienten (Harrison 1997).

3.4.2 Kiihlung

Einfache Kiihlung auf Temperaturen iiber 0°C verlangsamt zwar den Zellstoffwechsel, stoppt ihn aber nicht
vollstindig. AuBerdem werden nicht alle Funktionen gleichermallen beeintrachtigt, was zum Entgleisen
essentieller Gleichgewichte fithren kann. Desweiteren verursacht Kiithlung auch direkt Schidden: Die Natrium /

Kalium — Pumpe kehrt sich um, was dazu fiihrt, dass die betroffenen Zellen anschwellen. Die Membran—Lipide
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machen einen Phasenwechsel durch, der fiir sich genommen die Zelle schidigen kann und auch die
Reaktionsrate membrangebundener Enzyme verdndern kann (Gorin 1992).

Daraus ergibt sich, dass Zellen durch einfache Kiihlung nur iiber eine gewisse Zeit konserviert werden konnen.
Burnett et al. konnten zwar 1982 iiber erfolgreiche Knochenmarktransplantationen berichten, die mit
Knochenmark durchgefiihrt worden waren, das 58 Stunden bei 4°C gekiihlt gelagert wurde. Soll das
Knochenmark aber iiber einen Zeitraum von mehreren Wochen oder Monaten gelagert werden, ist Kiihlung

alleine nicht ausreichend, sondern es muB3 tiefgefroren werden (Gorin 1992).

3.4.3 Probleme beim Einfrieren und Auftauen

3.4.3.1 Veranderungen der Osmolaritat

Knochenmark, das in isotoner Kochsalzlosung eingefroren wird, durchlduft verschiedene Verdnderungen, die
zum Tod der Zellen fithren. Die genauen Mechanismen sind im Detail noch nicht verstanden. Untersuchungen
beispielsweise an hdmatopoetischen Stammzellen (Gorin 1992) oder artifiziellen Phosphatidylcholin-Bilayern
(Yoon 1998) geben jedoch einige deutliche Hinweise:
Beim langsamen Einfrieren beginnt die Kristallisation des Losungsmittels Wasser regelhaft in den
extrazelluldren Flissigkeiten. Nachdem Eis nur verschwindend geringe Mengen an gelsten Stoffen enthilt,
steigen die Konzentrationen an gelosten Stoffen (vornehmlich Natrium-Chlorid) in dem noch nicht gefrorenen
extrazelluldren Wasser. Damit steigt die Osmolaritdt iiber isotonische 0,15 M und es sinkt der Gefrierpunkt.
Durch die Hyperosmolaritit der Extrazellularfliissigkeit wird Wasser aus den Zellen gezogen (Yoon 1998). Die
Zellen schrumpfen. Das hat zwei offensichtliche Folgen:
a) Die Konzentration an geldsten Stoffen steigt intrazellular.
b) Die nicht-fliissigen intrazelluliren Komponenten, beispielsweise die Membranen, werden einander
teilweise auf weniger als einen Nanometer angenéhert, was zu sogenannten Membran — Stapeln fiihrt
und Membrandeformititen und Membranschiddigungen verursacht (Yoon 1998).
Fiir das extrazelluldre Wasser bedeutet das folgendes:
Je tiefer die Temperatur, desto groBBer wird der bereits zu Eis gefrorene Teil des Wassers, der ja praktisch keine
gelosten Stoffe enthidlt. Bei einer urspriinglich isotonischen SodiumChlorid-Losung von 0,15 M steigt die
Molariit des verbleibenden Wassers bis auf 5,2 M. Der Gefrierpunkt liegt jetzt bei —21,1°C, dem sogenannten
Eutetischen Punkt. Hier geht auch die verbliebene hochmolare Fliissigkeit in die feste Phase iiber (Gorin 1992).

3.4.3.2  Phaseniibergang

Wenn Wasser aus der fliissigen in die feste Phase iibergeht, setzt es dabei seine Kristallisationsenergie frei.

Je langer der Phaseniibergang dauert, desto ausgeprégter sind die Zellschddigungen (Gorin 1992 nach Rowe and
Rinfret 1962, Lewis 1967). Daher ist es wichtig, dass das Einfrierprogramm diese freiwerdende Wérme
ausgleicht, indem es mehr Kélte z.B. in Form von fliissigem Stickstoff zufiihrt, um so die Kiihlungsrate konstant

zu halten. Das ist um so bedeutsamer, je grofer die eingefrorenen Volumina sind (Gorin 1992).
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Nach Freiwerden der Kristallisationsenergie muss die Einfrierrate gering gehalten werden, um eine optimale
Uberlebensrate der Zellen zu erreichen. Bewihrt hat sich zu diesem Zeitpunkt eine Einfrierrate von 1°C pro

Minute (Gorin 1992, Gorin nach Rowe 1966).

3433 Intrazellulire Eisbildung

Osmotische Verdnderungen schidigen Zellen stirker, je langsamer die Kiihlungsrate ist, je vollstdndiger also
dem osmotischen Druck entsprochen werden kann.

Sehr rasche Kiihlung konnte dieses Risiko zwar verringern, wiirde aber zu intrazelluldrer Eiskristallbildung und
damit zu Zellschiddigungen fiihren (Sherman 1976, Gorin 1992). Bei langsamem Einfrieren beginnt die
Eisbildung dagegen im Extrazelluldrraum (Yoon 1998), wihrend im Intrazelluldrraum auch eine fliissige Phase

bestehen bleibt.

3434 Auftauen

Intrazelluldre Eiskristalle erhohen, wie oben beschrieben, das Risiko fiir das Entstehen von Zellschidden.
Wihrend des Auftauens wachsen diese Eiskristalle, und zwar um so mehr, je langsamer die Auftaurate ist (Leibo
1970). Um also das Risiko fiir Zellschdden so gering wie mdglich zu halten, miissen die Zellen schnell aufgetaut

werden (Sherman 1973, Walter 1999), beispielsweise im 37°C Wasserbad (Reid 1999).

3.4.4 Wirkungsmechanismen von Einfriermedien

344.1 Allgemein

Die Zugabe von kryoprotektiven Substanzen erlaubt es, die Kiihlungsraten zu verlangsamen (Gorin 1992) und so
intrazelluldrer Eisbildung vorzubeugen, ohne zu starke Membranschiadigungen durch osmotische Effekte in Kauf
nehmen zu miissen (Yoon 1998).

Die genauen Wirkmechanismen kryoprotektiver Substanzen sind nicht bekannt. Man kann aber davon ausgehen,
dass die folgenden Aspekte zur Wirksamkeit beitragen:

Frostschutzmittel binden Wassermolekiile (osmotischer Effekt) und verzogern so die extrazelluldre Eisbildung.
Dadurch verlangsamt sich der Anstieg des osmotischen Drucks, der Wasser aus den Zellen zieht. Die
Kiihlungsrate kann also verlangsamt werden, ohne dass die Zellen zu stark schrumpfen (Gorin 1992).

Die unterschiedlichen Kryoprotektiva wirken aufBerdem durch spezifische Mechanismen, die durch ihre
jeweiligen Eigenschaften bedingt sind (Yoon 1998).

Um die Wirkungsweise verschiedener Frostschutzmittel wenigstens im Ansatz zu verstehen, ist es wichtig zu
wissen, ob sie in die Zellen eindringen oder nicht. Diese Eigenschaft ist jedoch kein Indikator fiir die Potenz der
Substanz. So penetriert DMSO die Zellmembranen sehr rasch, Glycerol langsam und PVP und
Hydoxyethylstirke (HES) dringen iiberhaupt nicht in Zellen ein (Gorin 1992). Sherman und Liu verdffentlichten
1973 und 1976, dass die Kryokonsevierung von Ratten-Pankreas mit Glycerol am besten gelang, wenn das

Gewebe vor dem Einfrieren einige Zeit bei 0°C mit Glycerol inkubiert wurde. Bei dieser Temperatur penetriert
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Glycerol die Zellmembranen iiberhaupt nicht. Intrazelluldres Glycerol fiihrte dagegen zu ausgeprigten

Zellschidden wihrend des Einfriervorgangs (Sherman 1976, Sztein 2001).

3.4.4.2 DMSO und Trehalose

Spezifischer Effekt:

Yoon et al (1998) berichteten, dass bei mit DMSO gefrorenen Zellen die DMSO/Lipid-Ratio in den Zellen bei
tieferen Temperaturen zunimmt. Wenn die extrazelluldre Eisbildung beginnt, steigt die Konzentration von
DMSO-Molekiilen im noch iibrigen extrazelluliren Wasser, weil Eis praktisch keine gelosten Stoffe enthilt. Da
Bilayer-Zellmembranen fir DMSO permeabel sind (Yoon 1998), dringt DMSO in die Zellen ein, um gleiche
Konzentrationsverhiltnisse zu erreichen. Bei tieferen Temperaturen ist also mehr DMSO in den Zellen als bei
hoéheren Temperaturen, wéhrend sich der Lipidgehalt natiirlich nicht verandert.

Dagegen fanden Yoon et al keine Erhhung der Trehalose-Molekiilzahl in der Lamellaren Phase (= Modell fiir
die dehydrierte Zelle) bei Temperaturerniedrigung und folgerten daraus, dass Trehalose vermutlich zumindest
nicht temperaturabhidngig Membranen durchdringt (Yoon 1998). Diese Ergebnisse bestitigen die héufig
vertretene Meinung, dass Trehalose Zellmembranen nicht durchdringt (Sztein 2001). Dagegen fanden Beattie et
al bei ihren Untersuchungen zur Kryokonservierung von Pankreasinselzellen, dass Trehalose beim Tiefkiihlen
wihrend des Durchschreitens des Lipid-Phasen-Ubergangs (lipid-phase-transition) in die Inselzellen eindringt
(Beattie 1997).

Osmotischer Effekt:

Nach den Untersuchungen von Yoon et al. (1998), die z.T. mit hochmolaren Lésungen durchgefiihrt wurden,
zeigte DMSO bei allen Temperaturen gleichbleibend den Effekt, dass die lamellare Phase stirker hydriert blieb,
als das bei der gleichen Situation ohne DMSO der Fall war. Die Quantitdt der Hydrierung entspricht der, die auf
Grund der Osmolaritidt von DMSO erwartet wurde.

Bei Trehalose ergab sich in Versuchen, die mit sehr hohen Konzentrationen durchgefiihrt wurden, dass die
Hydrierung hinter den Erwartungen zuriickblieb, die sich auf Grund der rein osmotischen Verhéltnisse ergeben.
Phase transition temperature:

Beim Einfrieren, Gefriertrocknen und Dehydrieren von Zellen erhoht sich die Phasen-Ubergangs-Temperatur
(phase transition temperatur) Tm (Yoon 1998, Leslie 1997, Sano 1999, Crowe 1992). Eine Erhéhung der
Ubergangstemperatur zwischen der fliissig-kristallinen und der Gel-Phase erhoht die Permeabilitit der
Membranen und kann so zum Zelltod fithren (Crowe 1992, Leslie 1994, de-Aranjo 1996). Die Tm-Erh6hung
wird durch Zugabe von Trehalose-Losungen reduziert (Leslie 1995, Sano 1999, de-Araujo 1996), bei Zugabe
von hochmolarer Trehalose sogar stirker als das bei DMSO der Fall ist (Yoon 1998).

3.4.5 Trehalose

3.4.5.1 Trehalose — produzierende Spezies

Wie oben beschrieben (3.4.3.) geht das Einfrieren von Zellen mit einer Dehydratation derselben einher (Yoon

1998, Gorin 1992), wenn auch Tiefkiihlen und Dehydaration keine identischen Stessfaktoren sind (Crowe 1992).
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Es gibt verschiedene Spezies, die extremes Austrocknen, bis zu einem Verlust von > 99% ihres Korperwassers
iiberleben (Crowe 1992, de-Araujo PS 1996). Zu diesen Organismen gehdren unter anderem die Béckerhefe
(Saccharomyces cervisiae), die Nematode Aphelenchus und andere Pilze und Bakterien. Thnen allen ist die
Eigenschaft gemeinsam, in bestimmten Stesssituationen das Disaccherid Trehalose produzieren zu kdnnen
(Crowe1992). Insbesondere beziiglich der Béckerhefe gibt es zahlreiche Untersuchungen, die zeigen, dass die
Fahigkeit Trehalose zu produzieren, wie auch die Zugabe von externer Trehalose positiv mit den
Uberlebensraten nach Tiefkiihlen bzw. nach Dehydatation korrelieren (Diniz-Mendes 1999, Cerrutti 2000, Sano
1999, de-Araujo 1996, Zikmanis 1988, Leslie 1994).

Diese Erkenntnisse, wie auch die Erfahrungen, dass einige andere Disaccharide wie z.B. Glycerol und Suchrose
kryoprotektive Eigenschaften haben, legten es nahe, Trehalose auch als Frostschutzmittel fiir Organismen,

Gewebe und Zellen zu testen, die den Stoff nicht selbst produzieren.

3.45.2  Trehalose als extern zugefiigtes Frostschutzmittel

Trehalose wurde als Kryoprotekivum fiir verschiedene Organismen, Gewebe und Zellen getestet. So berichteten
beispielsweise Leslie et al 1995 iiber die erfolgreiche Gefriertrocknung mit anschlieBender Rehydratation von
Escherichia coli und Bacillus thuringiensis mit Trehalose. 1997 zeigten Beattie et al die Uberlegenheit eines
Trehalose-DMSO-Gemisches als Kryoprotektivum gegeniiber reinem DMSO fiir humane Pankreasinselzellen.
Kappicht (2000) verglich DMSO und Trehalose als Kryoprotektiva fiir humane hdmatopoetische Zellen. Sie
verglich die Vitalitdt der verschiedenartig kryokonservierten Zellen und kam zu dem Ergebnis, dass die mit
DMSO gefrorenen Zellen die hochste Vitalititsrate haben. Zur Priifung der Repopulationsfihigkeit der
kryokonservierten Zellen benutzte sie Methylzellulose-Assays. Hier wurden die Zellen 2 Wochen lang inkubiert
und im Anschlufl die Kolonien abgelesen, die die inkubierten Zellen gebildet hatten. Hier zeigte sich, dass die
mit Trehalose gefrorenen Zellen eine deutlich hohere Potenz zur Koloniebildung hatten, als die mit DMSO
gefrorenen Zellen. Insbesondere bei der Zahl der gemischten Kolonien, die ein Indikator fiir frithe

Vorlauferzellen sind, war Trehalose als Kryoprotektivum dem DMSO iiberlegen.

3.4.6 Dimethylsulfoxid (DMSO)

Das derzeit am weitesten verbreitete Einfriermedium fiir Knochenmarkzellen ist Dimethylsulfoxid (DMSO). Bei
Patienten, die mit DMSO-kryokonserviertem Knochenmark transplantiert werden, geben allerdings einige

beobachtete Nebenwirkungen, die wohl auf die Verwendung von DMSO zuriickzufiihren sind, Anlass zur Sorge.

3.4.6.1 Unerwiinschte Wirkungen

DMSO steht im Verdacht hamatopoetische Progenitorzellen zu schidigen. Dounay et al fanden 1982, dass
DMSO-Exposition bereits in klinisch relevanten Konzentrationen von 10% bei 4°C einen erheblichen Verlust an
Progenitoren der weilen Reihe verursacht. Rowley (1993) fand in seinen Untersuchungen dagegen keinen
Hinweis auf eine direkte Toxizitdt von DMSO in niedrigen Konzentrationen. Fiir DMSO in Konzentrationen von

40% dagegen wies er nach, dass hdmatopoetische Vorlduferzellen in vitro direkt geschiddigt wurden. Um das
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Risiko einer Zellschiddigung im Transplantat so gering wie moglich zu halten, ist es gingige Praxis, das
gefrorene Knochenmark-Transplantat sofort nach dem rapiden Auftauen bei 4°C zu infundieren.

Aber auch unabhingig von den Reaktionen des Organismus auf die niedrige Transplantattemperatur sind andere
unerwiinschte Wirkungen zu beobachten, die direkt auf den Gehalt von DMSO im Transplantat zuriickzufiihren
sind. DMSO wurde, frither mehr als heute, nicht nur als Kryoprotektivum verwendet, sondern zur Therapie
verschiedener Krankheiten percutan oder intravends verabreicht. Auf Grund der dabei beobachteten, fiir die
Patienten belastenden und zum Teil lebensgefdhrlichen Nebenwirkungen wurde DMSO auBler bei der
Knochenmark- oder Stammzelltransplantation mit kryokonserviertem Material, bei der bisher keine adidquate
Alternativsubstanz zur Verfligung steht, aus den meisten Therapieschemata verdriangt. Brobyn (1975) beschreibt
beispielsweise fiir die Applikation von DMSO als Externum als héufigste beobachtete Nebenwirkungen
Sedierung, Cephalgien, Nausea und Schwindel. Muther et al (1980) untersuchten den Effekt von intravendser
DMSO-Gabe auf die Nierenfunktion und fanden eine dosisabhéngige reversible Himolyse mit konsekutiver
Hamoglobinurie. Im Gegensatz zu anderen Untersuchern (Yellowlees 1980) beobachteten sie keine wesentliche
Einschrankung der Nierenfunktion. Yellowlees et al fanden bei Patienten nach intravendser DMSO-Gabe neben
deutlich erhohten Kreatininwerten - bei einer Patientin Oligurie und andere Parameter des Nierenversagens -
unter anderem signifikant verkiirzte PTT, erhohte Leberenzyme und zeitlich verzogert auftretende Andmie. An
klinischen Symptomen wurden unter anderem Schléfrigkeit bis zur Bewustlosigkeit und ein Flapping tremor
beobachtet. Eine Patientin erlitt, wohl als Folge ihrer durch DMSO verinderten Gerinnungswerte und des durch
Erbrechen bedingten Fliissigkeitsverlustes einen Apoplex.

Bei der Infusion von Knochenmark oder peripheren Blutstammzellen, die mit DMSO kryokonserviert waren,
wurden folgende Reaktionen am héufigsten beobachtet (Kappicht 2000, Okamoto 1993, Stroncek 1991,
Kessinger 1990, Davis 1990): Hamoglobinurie, Nausea, Fieber, Schiittelfrost, Erbrechen, Tachy- und
Bradykardien, abdominale Krimpfe, Flush-Symptomatik und voriibergehende, z.T. behandlungsbediirftige
Hypertension. Patienten, die mit autologem DMSO-kryokonserviertem Knochenmark transplantiert wurden,
hatten signifikant hiufiger unter Ubelkeit, Erbrechen, Schiittelfrost und Fieber zu leiden, als Patienten, die
allogenes frisches Knochenmark erhalten hatten (Stroncek 1993). Die Hiufigkeit von Erbrechen korrelierte

positiv mit der Menge an infundiertem DMSO, wihrend das bei Ubelkeit nicht der Fall war (Stroncek 1993).

3.4.6.2 Komplementaktivierung

Der genaue Pathomechanismus fiir die oben beschriecbenen Nebenwirkungen ist nicht bekannt. Einige
Untersuchungen zeigten jedoch, dass die Zugabe von DMSO zu Zellsuspensionen, wie auch zu Plasma in vitro
eine Komplementaktivierung verursacht (Bock 1995, Laver 1995). Laver (1995) untersuchte die Verdnderungen,
die DMSO in humanem Plasma bewirkt und fand keine Erh6hung von C4a, jedoch eine deutliche Erh6hung von
C3a. Er folgerte daraus, dass die durch DMSO ausgeldste Komplementaktivierung ausschlieBlich iiber den
alternativen Pathway stattfand, nicht aber iiber den klassischen Pathway. Dagegen fanden Bock et al in ihren

Untersuchungen, dass DMSO in Thrombozytenkonzentraten, wie auch in frisch isoliertem zellfreiem Plasma
eine Erhohung sowohl von C3a als auch von C4a verursacht. C3a und C4a sind in ihrer Eigenschaft als
Anaphylatoxine zwar inaktiv (Bock 1995), bewirken aber in Zellsuspensionen verschiedene Verdnderungen: So

aktivieren sie beispielsweise Thrombozyten, verhindern andererseits aber eine maximale Reaktion der
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Thrombozyten auf externe Stimuli. Das kann eine hohere Koagulabilitit bedeuten und damit ein hoheres Risiko
fiir Thrombosen bei gleichzeitig verldngerter in vitro Blutungszeit (Schleuning 1994, Schleuning 1992, Bock
1995, Bock 1992). Diese in vitro Untersuchungen geben Hinweise darauf, dass die durch DMSO verursachte
Komplementerh6hung fiir einige der bei Knochenmarkstransplantationen auftretenden Komplikationen
ursdchlich sein konnte. 2000 zeigte Kappicht, dass das Ausmal3 der Komplementaktivierung in vivo tatsdchlich
positiv mit der Haufigkeit und Intensitdt der bei Knochenmark- und Stammzelltransplantationen beobachteten

Nebenwirkungen korreliert.
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4. Eigene Untersuchungen

4.1 Material
4.1.1 Knochenmark

4.1.1.1 Spender

Fiir die Langzeitkulturen wurde Knochenmark gesunder Spender verwendet. Das in den Versuchen zum
Vergleich DMSO - Trehalose verwendete Knochenmark war mindestens 8 Monate, aber nicht langer als 12 '
Monate gefroren. Das bei der Entwicklung einer geeigneten LTC- und Einfriermethodik verwendete
Knochenmark war 9 bzw. 22 Tage lang gefroren aufbewahrt worden.

Fir den Radioimmunoassay wurde Knochenmark von gesunden, wie auch von an CML, bzw. an einem
Osteosarkom erkrankten Spendern verwendet. Das Knochenmark war mindestens 12 Monate, aber nicht langer

als 24 Monate gefroren.

4.1.1.2 Knochenmarkentnahme

In der Jose’-Carreras-Abteilung fiir Knochenmarktransplantation der Medizinischen Klinik III der Miinchner
Universititsklinik GroBhadern wurde das Knochenmark entnommen. Die Knochenmarkentnahme erfolgte nach
schriftlichem Einverstindnis in Vollnarkose aus dem Beckenkamm. Das Knochenmark wurde mit Hilfe von
Beckenkammbiopsiekaniilen (Durchmesser: 2,5mm; Firma Ulrich, Ulm, Deutschland) aspiriert und sofort im
AnschluB mit 10 Vol% ACD-A (Firma Baxter, Maurepas, Frankreich) und 1000 IE Heparin (Heparin-Natrium,
Firma Braun, Melsungen, Deutschland) versetzt. Das so antikoagulierte Knochenmark wurde gefiltert und in
Kunststoff-Beuteln gesammelt.

Aus diesen Beuteln wurde das Knochenmark entnommen, das in den hier beschriebenen Versuchen verarbeitet

wurde.
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4.1.2 Zellkulturmedien und Waschlosungen

Losung

Beschreibung

Bezugsquelle

IMDM 12440

CaCl, 2H,0 219,00 mg/1
KCI 330,00 mg/1

KNO; 0,076 mg/l

MgS04 200,00 mg/l

NaCl 4505,00 mg/1
NaHCOs; 3024,00 mg/1
NaH,PO,2H,0 141,00 mg/l
Na,SeO; SH,O 0,017 mg/1
D-Glucose 4500,00 mg/1
Phenolrot 15,00 mg/1
HEPES 5958,00 mg/1
Na-Pyruvat 110,00 mg/1
L-Alanin 25,00 mg/I
L-Asparagin H,O 28,40 mg/1
L-Arginin HC1 84,00 mg/1
L-Asparaginséure 30,00 mg/l
L-Cystin 70,00 mg/I
L-Glutaminsdure 75,00 mg/1
L-Glutamin 584,00 mg/1
Glycin 30,00 mg/l
L-Histidin HC1 HO 42,00 mg/1
L-Isoleucin 105,00 mg/1
L-Leucin 105,00 mg/1
L-Lysin HCl 146,00 mg/1
L-Methionin 30,00 mg/1
L-Phenylalanin 66,00 mg/1
L-Prolin 40,00 mg/1

L-Serin 42,00 mg/1
L-Threonin 95,00 mg/1
L-Tryptophan 16,00 mg/1
L-Thyrosin 104,20 mg/1
L-Valin 94,00 mg/1

Biotin 0,013 mg/1
D-Ca-Pantothenat 4,00 mg/1
Cholinchlorid 4,00 mg/1
Folsdure 4,00 mg/1
i-Inositol 7,20 mg/1
Nikotinamid 4,00 mg/1
Pyridoxal HCI 4,00 mg/1
Riboflavin 0,40 mg/1
Thiamin HCI 4,00 mg/1
Vitamin Bj; 0,013 mg/I

Gibco BRL, Paisley,
Schottland

MyeloCult

12,5% Horse Serum
12,5% Fetal Bovine Serum
0,2mM I-Inositol

20uM Folic Acid

10™*M 2-Mercaptoethanol
2mM L-Glutamin
Alpha-MEM

Stemcell Technologies Inc. Canada

Methocult GF H4434

0,9% Methylzellulose in
Iscove’s MDM
30% FKS
1% Bovines Serumalbumin
3 U/ml rh Erythropoietin
10" M 2-Mercaptoethanol
2 mM L-Glutamin
50 ng/ml rh Stammzellfaktor
10 ng/ml th GM-CSF, 10 ng/ml rh IL-3

Stemcell
Technologies Inc.
Canada

PBS Dublecco’s

0,2 g/l KCI0, 2 g/l KH,POs,,
8,0 g/l NaCl, 1,15 g/l Na,HPO4
ohne Ca®", Mg2+, NaHCO;

Gibco BRL, Paisley,
Schottland

RPMI Medium 1640

mit L-Glutamin, ohne Phenolrot

Gibco BRL, Paisley, Schottland
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4.1.3 Zusatze

Losung Beschreibung Bezugsquelle
PenStrep = Penicillin-Streptomycin Penicillin G 10000 units/ml Braun, Melsungen
Streptomycin 10000pg/ml Deutschland

in 0,85% NaCl-Losung

HSS

Hydrocortisone 21-Hemisuccinate Sodium
Salt

Sigma No H-2270

FCS, USA, Lot No. 50E42

fetal calf serum

BioConcept GmbH, Umkirch,
Deutschland

4.1.4 Einfriermedien

Losung Beschreibung Bezugsquelle

Trehalose D(+)Trehalose Sigma-Aldrich Chemie
o-D-Glucopyranosyl- GmbH, Steinheim
o-D-Glucopyranosid Deutschland

DMSO Dimethylsufoxid (C,H¢SO) Sigma-Aldrich Chemie
mindestens 99,5% GmbH, Steinheim

Deutschland
Humaninsulin humanes Normalinsulin Hoechst AG

4001E/ml

Frankfurt a. M., Deutschland

Isotone Kochsalzlosung

Natriumchlorid 0,9 g/100ml

Braun, Melsungen,

Deutschland
4.1.5 Antikoagulantien
Ldsung Beschreibung Bezugsquelle
ACD-A 8,0 g Acid. Citr. monohydr Baxter, Maurepas
22,0 g Natr. Citr. dihydr Frankreich
24,5 g Glucos. monhydr.
1000 ml Aqua ad inject.
pH: 4,7 bis 5,3
Heparin Heparin-Natrium, Braun, Melsungen
10000 IE/ml Deutschland
4.1.6 Sonstige Reagenzien
Losung Beschreibung Bezugsquelle
Ficoll d=1,077 g/ml Biochrom KG, Berlin
Deutschland
Trypan-Blau 0,4% Life Technologies, Karlsruhe,

Deutschland

Tiirk’sche Losung

Essigsédure-Genitianaviolett-Losung
C.LNr. 42535 0,1g/l
CH;COOH 10,0g/1

Merck Diagnostica
E. Merck, Darmstadt,
Deutschland

Aqua ad iniectabilia

Wasser fiir Injektionszwecke

Braun, Melsungen, Deutschland
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4.1.7 Zellkulturgefalle

sterile Gewebekultur — Petrischalen (tissue culture) von Cellstar der Firma Greiner Labortechnik

94/16 mm und 35/10 mm

sterile TC (tissue culture) — Flaschen, canted neck

75 cm” Bodenfliche, Bezugsquelle: Costar

25 cm” Bodenfliche, Bezugsquelle: Corning

4.1.8 Pipetten und Zubehor

Pipette Zubehor Verwendungszweck
Finnpipette Digital Finntip 250 aus virgin polypropylen zum pipettieren kleiner Mengen von
Bezugsquelle: Labsystems Volumenbereich: 0,5 — 250 pl Substanzen geringer Zahigkeit
Volumenbereiche: Bezugsquelle: Labsystems Oy

0,5—10 pl

540 ul Finntip 61 aus virgin polypropylen

40 —-200 pl Volumenbereich: 200 — 1000 pl

200 — 1000 pl Bezugsquelle: Labsystems Oy

Automatic Sarpette
Bezugsquelle: Desaga, Sarstedt Gruppe

10 ml und 5 ml Pipet, in 1/10 ml
steril, einzeln verpackt
Bezugsquelle: Gold Seal

zum pipettieren groBerer Mengen von
Substanzen geringer Zahigkeit

Handdispender HandyStep

Prézesionsdispenser — Tips, Sml

zum pipettieren von Substanzen grofer

Bezugsquelle:  Brand,  Fabrik  fiir | steril, einzeln verpackt Zahigkeit

Laborgerite Bezugsquelle:  Brand,  Fabrik  fiir
Laborgerite

4.1.9 Pipettiergefalle

Produkt Bezugsquelle

Primavette K3E, 10 ml EDTA — Rohrchen, steril Braun

LeucoSep, steril, fiir 15 —30 ml Greiner Labortechnik

Gewebekulturréhrchen mit rotem SchraubverschluB, steril Greiner Labortechnik

Einfriergefd Cryogenic Vial, steril, 2 ml Nalgene

4.1.10 Gerite

Produkt Bezugsquelle

Lamina air flow: UniEquip

Uniflow UVUB 1200

Zentrifuge: BHG Hermle

Hermle ZK 364

CO2 — Inkubator TABAI BNA —310 Tabai espec corporation

Einfriergerit: Consarctic GmbH, Schéllkrippen

intelligent freezing chamber TRA — 14,
Biologisches Einfriersystem CPR133

Cryoson Hi-Tech BV 199

Stickstoff — Tonne: AirLiquide
Arpege 110
Gefrierschrank —20°C: Bosch

Economic froster ****

Gamma-Strahlen-Quelle Gammacell 40

Standort: GSF, Macioninistrale Miinchen, Héamatologikum,

Raum 909
Gamma Counter LKB Wallac
1261 Multigamma
MS1 Minishaker, 200 — 2500 /min IKA
Durchlichtmikroskop Zeiss
Auflichtmikroskop Zeiss
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4.2 Methoden

4.2.1 Langzeitkultur

Essentiell fiir das Uberleben einer Langzeitkultur, die sich insgesamt iiber 10 Wochen erstreckt, sind sterile
Arbeitsbedingungen. Um dem Rechnung zu tragen, wurden Behiltnisse mit Zellsuspensionen und Medien nur in
einer Sterilbank geoftnet, die regelméBig mit 70%igem Alkohol gereinigt wurde. Auch sterile Petrischalen und
Zellkulturflaschen, die spéter im Brutschrank inkubiert werden sollten, wurden nur in der Sterilbank ausgepackt.
AuBerdem wurden nicht sterile, puderfreie Latexhandschuhe verwendet, die wiederholt mit Alkohol desinfiziert
wurden, insbesondere, wenn mit Flaschen und Petrischalen umgegangen wurde, die spéter in den Inkubator
gestellt werden mussten.

Das Innere des Inkubators selbst wurde zwischen den Versuchen regelmifig mit Alkohol gereinigt, die
herausnehmbaren Teile sterilisiert. Die Wasserwanne wurde wochentlich mit Alkohol desinfiziert, wobei vor
dem Einfiillen von frischem Aqua bidest gewartet wurde, bis aller Alkohol abgetrocknet war.

Der Inkubator erzeugt eine 5%ige CO,-Atmosphére, hohe Luftfeuchtigkeit und eine konstante Temperatur von
37°C.

In den meisten Zellkulturmedien ist ein Bikarbonat-Puffer enthalten, der bei der Dissoziation CO, freisetzt.

Der konstantgehaltene CO,-Gehalt der Atmosphére im Inkubator sorgt fiir einen gleichbleibenden pH-Wert des
Mediums.

Die Temperatur von 37°C entspricht der menschlichen Kdrpertemperatur und ist so eine gute Vorraussetzung
fiir das Etablieren von humanen Knochenmark-Zellkulturen.

Die hohe Luftfeuchtigkeit schiitzt die Kulturen vor dem Austrocknen und damit vor Konzentrationsdnderungen

der im Medium enthaltenen Stoffe.

4.2.1.1 Arbeitsschritte

4.2.1.1.1. Kryokonservierung

Die Zellzahl/ml im Knochenmark (wie entnommen, s. 4.1.1.2) wurde mit Tiirk scher Losung gezéhlt, 1 : 1 in
einem Stickstoff-tauglichen Kryordhrchen mit dem entsprechenden Einfriermedium (DMSO bzw. Trehalose)
gemischt und sofort in Eis gepackt zu einem Einfriergerdt gebracht. Dieses Einfriergerit kiihlt die Proben
computergesteuert in verschiedenen Schritten bis auf —80°C (s. 3.4.3.2.), entsprechend der optimalen
Einfrierkurve fiir mit DMSO gemischtes Knochenmark. Mit Trehalose gemischtes Knochenmark wurde ebenso
und auch zeitgleich eingefroren. Die gefrorenen Proben wurden dann in einem tragbaren Stickstoff-Behilter zu
der Stickstofftonne gebracht, in der sie bis zu ihrer Verwendung in fliissigem Stickstoff bei —80°C aufbewahrt

wurden.
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4.2.1.1.2. Langzeitkultur

Etablierung des Feeder-Layers

Zunéchst wurde ein Feeder-Layer iiber etwa drei Wochen in einer Tissue Culture - Flasche etabliert. Das genaue
Vorgehen ist entsprechend dem jeweiligen Feeder-Layer unter Punkt 4.2.1.2.3. bis 4.2.1.2.5. beschrieben.

War der Feeder-Layer konfluent, wurde folgendermafen vorgegangen:

Das Medium wurde vorsichtig abgenommen, ohne dabei mit der Pipettenspitze den Layer zu beschéddigen.
Entsprechend der FlaschengroBe wurden 20ml (75 cm® Grundflidche) bzw. 7 ml (25 cm? Flasche) PBS vorsichtig
auf den Layer getropft und ca. 10 Minuten bei Zimmertemperatur inkubiert. Dann wurde das PBS abgenommen.
Durch dieses Vorgehen wurde der iiberwiegende Teil des Serums entfernt, das aus dem Medium stammte und
noch am Layer gehaftet hatte.

Jetzt wurde entsprechend der GroBe der Flasche Trypsin auf den Layer gegeben: 2,5 ml pro 75 cm” - Flasche;
Iml pro 25 cm® - Flasche. Der Layer wurde mit dem Trypsin 10 bis 25 Minuten bei 37°C inkubiert, bis die
Layer-Zellen im Durchlicht-Mikroskop rund erschienen, sich also voneinander und vom Flaschenboden gelost
hatten. Die Trypsinwirkung wurde dann mit der gleichen Menge FCS gestoppt. Es ist entscheidend, dass die
Flasche mit dem Layer streng waagrecht gehalten wird, damit der Layer sich zu keinem Zeitpunkt als Haut vom
Flaschenboden ablost. Wenn das passiert, ist es kaum noch méglich, die Layer-Zellen zu vereinzeln. Im weiteren
wurde entsprechend dem jeweiligen Layer so verfahren, wie es unter 4.2.1.2.3. bis 4.2.1.2.5. beschrieben ist.

Der konfluente Layer wurde dann je nach Layerart unterschiedlich lange mit einer Gamma-Strahlen-Quelle
(Gammacell 40) bestrahlt: Primédr humaner Layer wurde mit 16 gray bestrahlt, Layer aus der murinen Zelllinie
M2 10B4 mit 60 gray und Layer aus der humanen Zelllinie 88/5 mit 15 gray.

Diese Bestrahlung ldsst die Zellen iiberleben, unterbindet aber jede weitere Zellteilung. Damit wird zum einen
dafiir gesorgt, dass der Layer nicht weiterwichst und sich dann in der Folge ablost. Zum anderen wird
verhindert, dass eventuell im - vor allem primiren humanen - Layer selbst enthaltene hdmatopetische Zellen zur
Teilung kommen und so Kulturen bilden, die man dann falschlicherweise dem Knochenmark zuordnen wiirde,
mit dem man den Layer besit. Das mitbestrahle Medium wurde darauthin entfernt und durch frisches Medium
ersetzt.

Dann wurde der sogenannte Recharge vorgenommen, d.h. auf den Feeder-Layer wurden hdmatopoetische Zellen

aufgebracht.

Zelleinsaat (Recharge)

Es wurden fiir mit DMSO und fiir mit Trehalose gefrorenes Knochenmark je ein steriles Kunststoffrohrchen
vorbereitet und mit 10 ml RPMI pro 2ml Kryordhrchen bestiickt. Das gefrorene Knochenmark-Kryoreagenz-
Gemisch wurde im 37°C Wasserbad aufgetaut und sofort zu dem vorgelegten RPMI dazupipettiert. Dann
wurden die mononukledren Zellen durch Zentrifugation iiber einem Dichtegradienten angereichert (s. 4.2.1.2.1.)
und im Anschluf3 die adhirenten Zellen eliminiert (4.2.1.2.2.).

Die so angereicherten Zellen wurden mit Tiirk'scher Losung gezéhlt, das Volumen der beiden Zellsuspensionen
bestimmt und das Volumen berechnet, das 5x10° Zellen enthilt.

Von den mit Feeder-Layer bestiickten Petrischalen wurde das Medium entfernt.
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Dann wurden 2ml abziiglich dem berechneten Volumen Zellsuspension an MyeloCult-Medium auf den Layer
vorgelegt, und die berechnete Menge an Zellsuspension zugegeben.

Die so bestiickten Petrischalen wurden 5 Wochen lang bei 37°C, 5% CO2 und hoher Luftfeuchtigkeit inkubiert.
Um die Luftfeuchtigkeit zu erhéhen und gleichzeitig das Kontaminationsrisiko zu senken, wurden je zwei
Kulturen-enthaltende 35mm Petrischalen mit Deckel und eine Aqua bidest enthaltende Petrischale ohne Deckel
in eine 94 mm Petrischale mit Deckel gesetzt. Einmal wochentlich wurde 1 ml des Mediums vorsichtig
abgenommen, ohne dabei den Layer zu beriihren, und durch frisches Medium ersetzt.

Nach der 5. Woche wurden die Langzeitkulturen aufgeldst und die himatopoetischen Zellen aus Uberstand und

Layer in Methylzellulose umgesetzt.

4.2.1.1.3. Umsetzen der hdmatopoetischen Zellen in eine Methylzellulose-Kurzzeitkultur

Der Uberstand mit den nicht-adhérenten Zellen wurde abgenommen und in ein steriles Kunststoffrohrchen
pipettiert. 1 ml PBS wurde vorsichtig auf den Layer getropft, die Petrischale leicht geschwenkt, dann das PBS
wieder abgenommen und zu den nicht-adhérenten Zellen in das Kunststoffrohrchen gegeben.

Jetzt wurden die Layerzellen vereinzelt:

0,4 ml Trypsin wurde vorsichtig auf den Layer gegeben, die Petrischale leicht bewegt, damit das Trypsin sich
auf der ganzen Layerfliche verteilt. Jetzt wurde der Layer mit dem Trypsin bei 37°C inkubiert, bis sich die
Zellen vereinzelt haben, also im Mikroskop rund erscheinen. Dann wurde die Trypsinwirkung mit 0,4 ml FCS
gestoppt: 0,4 ml FCS wurden vorsichtig auf den Layer pipettiert und die Petrischale vorsichtig geschwenkt, bis
sich Trypin und FCS vermischt haben. Jetzt wurden die Layerzellen und die darin enthaltenen hamatopoetischen
Zellen mit einer Pipette mit einer kleinen sterilen Einmal-Pipettenspitze (Finntip250) gemischt und dadurch
mechanisch vereinzelt.

Die Zellsuspension wurde nun je nach Experiment in ein separates steriles Kunststoffrohrchen pipettiert oder zu
den nicht-adhdrenten Zellen zugegeben, ebenso wurde mit 1 ml PBS verfahren, mit dem die nun leere
Petrischale gespiilt wurde, um moglichst alle Zellen zu gewinnen.

Die Zellsuspensionen mit den adhérenten und bzw. oder den nicht-adhérenten Zellen wurden 10 Minuten bei
1200 rpm und 4°C zentrifugiert, die Uberstinde verworfen und die Pellets mit dem Minishaker verschiittelt.

Zu den Pellets wurde je nach Experiment 150 - 400 Mikroliter IMDM zugegeben, um durch die hohere
Verdiinnung die durch die nun folgenden Manipulationen auftretenden Zellverluste gering zu halten und die
Folgen der MeBungenauigkeit zu verringern.

Nun wurde das exakte Volumen bestimmt. Je nach Experiment wurden der Methylzellulose die Halfte oder ein
kleinerer Bruchteil des Pellets zugegeben. Besonders bei den ersten Experimenten war es nicht vorhersehbar,
welche Zelleinsaat in die Methylzellulose wie viele Kolonien hervorbringen wiirde. Um aber immer zu
garantieren, dass die Kolonien zuverldssig ablesbar waren, sich also nicht etwa iiberlappten, wurden mehrere
Verdiinnungen angelegt. Beispielsweise wurde eine Methylzellulose-Kultur mit der Hélfte des Zellsuspensions-
Volumens besit, eine mit einem Zehntel, eine mit einem Fiinfzigstel und eine mit einem Hundertstel des

Suspensionsvolumens.
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Damit bei allen Kulturen die Viskositit die gleiche ist, wurden zu 2 ml Methylzellulose insgesamt noch 350
Mikroliter zugegeben, bestehend aus der Zellsuspension und ergénzt mit IMDM. Aus diesen nun 2,35 ml wurden
nun in zwei 35 mm Petrischalen je 1,1 ml in jede 35 mm Petrischale pipettiert und der Rest verworfen.

Um bei der folgenden Inkubation die Luftfeuchtigkeit moglicht hoch zu halten und so ein Austrocknen der
Kulturen zu verhindern, wurden je zwei Petrischalen, die so angesetzte Methylzellulose — Kulturen enthalten,
zusammen mit einer deckellosen 35mm-Petrischale, die Aqua bidest enthélt, in eine 94 mm Petrischale mit
Deckel gesetzt.

Die so vorbereiteten Methylzellulose-Kulturen wurden jetzt fiir 2 Wochen bei 37°C, 5% CO2 und hoher
Luftfeuchtigkeit inkubiert.

Im Anschlufl konnten die Kulturen abgelesen werden:

Im Durchlichtmikroskop wurden die entstandenen Kolonien gezdhlt und nach folgenden Koloniearten
unterschieden:

unizentrische Kolonien von Vorlduferzellen der Erythropoese (CFU-E)

multizentrische Kolonien von Vorlduferzellen der Erythropoese (BFU-E)

Granulozyten — Kolonien (CFU-G)

Makrophagen — Kolonien (CFU-M)

Granulozyten — Makrophagen — Kolonien (CFU-GM)

Kolonien, die aus Granulozyten- und Makrophagenvorlduferzellen, sowie aus erythropoetischen Zellen bestehen

(GEMM)

42.1.2 Details zu einzelnen Arbeitsschritten

4.2.1.2.1. Anreicherung mononukledrer Zellen

Immer wenn bisher oder im folgenden von der Separation mononukeirer Zellen gesprochen wird, wurde die hier
beschriebene Methode angewendet:

Das Knochenmark wird, entweder wie entnommen (s. 4.1.1.2) oder mit Kryokonservierungsmitteln und / oder
anderen Medien gemischt, verarbeitet:

15 ml Ficoll werden in ein 50 ml Leukosep-Réhrchen auf den Filter gegeben und etwa 30 Sekunden bei 2500
rpm und 4°C zentrifugiert. Die Ficoll-Losung befindet sich jetzt unter dem Filter.

Dann werden 15 ml einer Knochenmark-Zellen—enthaltenden Suspension auf den Filter gegeben und 10 Minuten
bei 2500 rpm und 4°C zentrifugiert.

Dadurch setzen sich Zellen mit hoherer Dichte, z. B. Erythrozyten, aber auch Zelldetritus ganz unten im
Rohrchen ab, wihrend Zellen mit geringerer Dichte, vornehmlich mononukledre Zellen, oberhalb des Filters
bleiben.

Das Leukoseptrohrchen wird immer streng senkrecht gehalten.

Jetzt wird die Zellsuspension, die sich oberhalb des Filters befindet, mit einer sterilen Pipette abgenommen und

in ein steriles 50 ml Kunststoffrohrchen gegeben. Das Leukoseprohrchen mit Ficoll und dem abzentrifugierten
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Material wird verworfen, die Zellsuspension im 50 ml Kunststoffrohrchen wird mit RPMI bis zum Erreichen der
50 ml Marke aufgefiillt.

Nun wird 10 Minuten bei 1200 rpm und 4°C zentrifugiert, und der Uberstand verworfen. Dieses sogenannte
,»Waschen® dient dazu, eventuell vorhandene Ficoll-Losung weitestgehend aus der Zellsuspension zu entfernen.
Das so priparierte Knochenmark wird beschreibend Low Density (LD) — Knochenmark genannt, also

Knochenmark geringer Dichte.

4.2.1.2.2. Elimination von_adhdrenten Zellen

Aus den durch Separation iiber einem Dichtegradienten angereicherten mononukledren Zellen sollen durch die
im folgenden beschriebene Methode v.a. die Monozyten entfernt werden. In der Langzeitkultur wiirden die
Monozyten zwangsldufig zugrunde gehen und dabei ihre zytotoxischen Enzyme freisetzen, was fiir die Zellen,
die nachgewiesen werden sollen, negative Auswirkungen haben kann (personliche Unterweisung Professor
Dormer, GSF, Miinchen).

1-2 x 107 mononukleire Zellen werden in 10 ml PBS plus 10% FCS aufgenommen und in eine Gewebekultur-
Petrischale von 90 mm Durchmesser und 15 mm Hoéhe gegeben und 1 %2 Stunden im Brutschrank bei 37°C, 5%
CO, inkubiert.

Danach werden die Uberstiinde aller Petrischalen mit den nicht adhirenten Zellen in 50 ml Kunststoffrohrchen
der Firma Greiner gepoolt, bei Bedarf mit PBS plus 10 % FCS bis zur 50 ml Marke aufgefiillt und 10 Minuten
bei 1200 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen, ebenso die TC-Petrischalen mit den

adhédrenten Zellen.

4.2.1.2.3. Feeder — Layer aus frischem humanem Knochenmark

42.1.2.3.1 Etablieren des Feeder-Layers

Aspirat

Frisches Knochenmark wurde wie entnommen, nicht separiert oder zentrifugiert, 1 : 1 mit PBS
gemischt.

Darin wurden die mononukldren Zellen angereichert (s. 4.2.1.2.1.) und das Pellet mittels der Vortex —
Maschine verschiittelt. Wenn etwa 4 bis 10 ml frisches Knochenmark so verarbeitet waren, wurden ca.
10 ml MyeloCult — Medium zugegeben. Die Zahl an kernhaltigen Zellen pro Milliliter wurde durch
Zidhlen mit Tiirkscher Losung ermittelt, das genaue Volumen an vorhandener Zellsuspension wurde mit
Hilfe einer sterilen Pipette bestimmt.

In eine Schrighals - Zellkultur — Flasche mit einer Grundfliche von 75 cm® wurden 3x107 Zellen, in 20
ml MyeloCult — Medium suspensiert, pipettiert.

In eine Schrighals — Zellkultur — Flasche mit einer Grundfliche von 25 cm® wurden 1x107 Zellen, in 5

ml MyeloCult — Medium suspensiert, pipettiert.
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Siebriickstinde

Frisch entnommenes Knochenmark wird durch ein Sieb gefiltert, um beispielsweise Knochenbélkchen,
die bei der Stanze gelockert und mitaspiriert wurden, aus dem Aspirat zu entfernen. In diesem
abgesiebten Material sind ausreichend Stromazellen vorhanden, um daraus einen Feeder-Layer zu
ziehen.

Die Siebe wurden mit PBS-Losung gespiilt, die Spiillosung aufgefangen und 10 Minuten bei 1200 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, die Pellets gepoolt und mit 10 ml MyeloCult-Medium

gemischt. Ab hier wurde vorgegangen wie bei Feeder-Layer aus Aspirat.

Die Flaschen wurden bei Brutschrank — Bedingungen 2,5 bis maximal 4 Wochen inkubiert, wobei jede Woche

ein Mediumwechsel vorgenommen wurde:

Aus der Flasche mit 75 cm® Grundfliche wurden nach sieben Tagen 5ml Medium vorsichtig entnommen, ohne
mit der Pipettenspitze den Layer, bzw. den Flaschenhals zu beriihren. Ebenso vorsichtig wurden 15 ml frisches
MyeloCult — Medium langsam auf den Layer getropft, um ihn nicht zu zerstoren.

Nach weiteren sieben Tagen wurden 15 ml altes Medium entnommen und durch 15 ml frisches MyeloCult —
Medium ersetzt.

Gegebenenfalls wurde nach weiteren sieben Tagen ebenso verfahren.
Aus der Flasche mit 25 cm® Grundfliche wurden nach 7 Tagen lediglich 5 ml frisches MyeloCult — Medium
zugefiigt. Nach weiteren sieben Tagen wurden 5 ml altes Medium der Flasche entnommen und durch 5 ml

frisches MyeloCult — Medium ersetzt.

Wichtig ist es, nie das gesamte Medium auszutauschen, da die Knochenmark — Zellen selbst Faktoren

produzieren und ins Medium abgeben, die ihr Wachstum begiinstigen.

42.1.2.3.2 Umsetzen in 35mm — Zellkulturschilchen

Der Feeder — Layer wurde frithestens nach 2,5 Wochen umgesetzt, immer aber erst, wenn er konfluent war.

Es wurde samtliches Medium entfernt, wobei besonders darauf geachtet wurde, den Layer mdglichst nicht mit
der Pipettenspitze zu beriihren. Das restliche Serum, das aus dem MyeloCult — Medium stammt und noch am
Layer haftet, musste weitgehend entfernt werden, damit die Wirkung des spéter zugegebenen Trypsins nicht
geschwicht wird. Zu diesem Zweck wurden auf einen Feeder — Layer in einer 75cm® — Flasche 20 ml PBS
gegeben, zu einem Feeder — Layer in einer 25 cm® — Flasche 10 ml PBS. Nach ca. 10 Minuten wurde das PBS
entfernt und verworfen.

Auf den Feeder — Layer in einer 75 cm® — Flasche wurden 2,5 ml Trypsin, auf den Feeder — Layer in einer 25
cm’ - Flasche 1 ml Trypsin vorsichtig aufgetropft und die Flasche dann sanft bewegt, so dass das Trypsin den
ganzen Layer bedeckt, der Layer sich bei dieser Manipulation aber nicht als Haut ablost. Jetzt wurde der Layer

mit dem Trypsin ca. 10 bis 25 Minuten bei Brutschrankbedingungen inkubiert, bis die Layer — Zellen im
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Durchlicht — Mikroskop rund erscheinen. Dann wurde die Trypsin—Wirkung mit der gleichen Menge FCS
gestoppt. Weiter wurde im Wesentlichen so verfahren, wie unter 4.2.1.1.2. beschrieben ist.

Trypsin und FCS wurden durch vorsichtiges Schwenken gemischt. Erst danach wurden die Zellen bei
geschlossener Flasche durch heftiges Schiitteln und Klopfen auch mechanisch voneinander getrennt. Dabei
wurde darauf geachtet, den Flaschenhals moglichst nicht mit der Suspension zu benetzten, da sich dadurch das
Kontaminationsrisiko erhoht hitte. Die Zellsuspension wurde in ein steriles 50 ml Kunststoffrohrchen pipettiert
und bis zur 50 ml Marke mit PBS aufgefiillt. Bei Feeder aus Siebriickstdinden wurde die Suspension vor dem
zentrifugieren noch gefiltert. Dann wurde 10 Minuten bei 1200 rpm und 4°C zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Durch dieses Vorgehen wurde das Trypsin aus der Zellsuspension weitgehend entfernt.

Jetzt wurden je nach Layerzell-Zahl 5 bis 15 ml MyeloCult-Medium zugegeben, die Zellzahl mittels Zahlung mit
Tiirk "scher Losung bestimmt und das genaue Volumen gemessen. Das Volumen mit einer Zellzahl von 1x10°
Zellen wurde mit Myelocult-Medium auf 2 ml aufgefillt, verschiittelt und in 36 mm TC Petrischalen
eingebracht.

Die so bestiickten Petrischalen wurden 3 Tage bei Brutschrank-Bedingungen (s. 4.2.1.) inkubiert, bis die Zellen
im Durchlicht — Mikroskop gestreckt erschienen und ein konfluenter Layer existierte.

Dann wurden die Pertrischalen mit 16 gray bestrahlt, das bestrahlte Medium abgenommen und verworfen und

durch frisches Medium ersetzt.

4.2.1.24. Feeder aus der murinen Zelllinie M2 10B4

42.1.24.1 Etablieren des Feeder-Layers

Als Medium wurde verwendet: RPMI plus L-Glutamin als Fertiglosung plus 10 % FCS plus 1% Penicillin
Streptomycin.

Dieses Gemisch wurde bei 7°C im Kiihlschrank aufbewahrt und innerhalb einer Woche verbraucht, bzw.
eingefroren aufbewahrt.

Die Zellen der murinen Knochenmark-Feeder-Zelllinie M2 10B4 wurden in einer Kryobox im —80 °C —
Gefrierschrank eingefroren und dann in flissigem Stickstoff gelagert.

Es wurde ein 2ml — Kryordhrchen mit M2 10B4 — Zellen im 37°C — Wasserbad aufgetaut und mit 1,5 ml FCS
vermischt, um zu verhindern, dass die Zellen agglutinieren. Dann wurden etwa 6 ml RPMI plus Glutamin
zugegeben, um das noch vorhandene DMSO zu verdiinnen.

Um das DMSO weitgehend zu entfernen, wurde 10 Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Das Pellet wurde vortex-verschiittelt und mit ca. 5 ml des vorher angesetzten Mediums verdiinnt.
Dann wurde mit Trypan — Blau — Zéhlung die Zellzahl pro Milliliter und mit einer Pipette das genaue Volumen
bestimmt.

Das Suspensionsvolumen mit 2x10° Zellen wurde mit Medium auf 10 ml aufgefiillt und in eine Zellkulturflasche
mit 25 cm? Grundfliche pipettiert.

Diese Flasche wurde 4 Tage bei Brutschrank — Bedingungen inkubiert.
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Am 4. Tag wurde entweder ein Medienwechsel vorgenommen, wobei 5 ml altes Medium entnommen und durch
5 ml frisches Medium ersetzt wurden, oder die Zellen wurden in 35 mm Zellkulturschilchen umgesetzt.

Nach ca 8 Tagen wurde gesplittet, d.h. die Zellen wurden wie oben beschrieben mit Trypsin vereinzelt, die
Trypsinwirkung mit FCS gestoppt und Zellzahl und Volumen bestimmt. Dann wurden wieder 2x10° Zellen mit

10 ml Medium vermischt und in eine Zellkulturflasche mit 25 cm® Grundfliche eingebracht.

42.1.2.4.2 Umsetzten in 35 mm — Zellkulturschilchen

Wie bei anderen Layer—Arten auch, wurden die Zellen mit Trypsin vereinzelt, die Wirkung mit FCS gestoppt,
die Zellen gewaschen und mit Tiirk scher Losung gezéhlt.

Pro 35 mm — Zellkulturschilchen wurden 2x10 ° Zellen in 2 ml Medium eingesit. Je zwei dieser 35mm —
Schélchen wurden mit einem mit Aqua bidest gefiillten, deckellosen 35mm Schélchen in ein 94 mm Schélchen
mit Deckel gestellt.

Nach drei bis vier Tagen im Brutschrank, wenn die Zellen im Durchlicht — Mikroskop gestreckt erschienen und
der Feeder konfluent war, wurden die Schilchen mit 60 gray bestrahlt, um ein Weiterwachsen des Layers und
damit seine Ablosung vom Untergrund zu verhindern. Das bestrahlte Medium wurde entfernt und durch frisches
Medium ersetzt, die Schilchen bis zur Weiterbearbeitung im Brutschrank aufbewahrt.

Nun standen die mit Feeder — Layer bestiickten Schilchen bereit, mit himatopoetischen Zellen besit zu werden.

Sie waren also bereit fiir den Recharche, der immer am selben oder am nichsten Tag vorgenommen wurde.

4.2.1.2.5. Feeder aus der humanen Zellinie 88/5

42.1.2.5.1 Etablieren

Die in fliissigem Stickstoff aufbewahrten Zellen der Zellinie 88/5 wurden aufgetaut. In eine Schrighals —
Zellkultur — Flasche mit 25 cm? Grundfliche wurden 3x10° Zellen in 5ml MyeloCult -Medium eingebracht, in
eine Flasche mit 75 cm” Grundfliche wurden 1x10° Zellen in 15 ml MyeloCult — Medium eingebracht. Es wurde
kein Mediumwechsel vorgenommen. In einer Woche vermehren sich die Zellen um den Faktor 5 bis 10. Sie
wurden jetzt nach dieser Woche entweder gesplittet, d.h. mit Hilfe von Trypsin und mechanisch vereinzelt (s.
4.2.1.2.3.2.)) und in eine neue Zellkultur — Flasche zur weiteren Vermehrung eingesetzt, oder in 35mm —

Zellkulturschilchen umgesetzt.

42.1.2.5.2 Umsetzen in 35mm — Zellkulturschilchen

Im wesentlichen wurde vorgegangen wie bei Feeder — Layer aus humanem Knochenmark — Aspirat (4.2.1.2.3.).
Allerdings wurden bei Feeder in einer Zellkultur — Flasche mit einer Grundfliche von 25 ¢cm” nur 0,7 ml Trypsin
aufgetropft, bei einer Flasche mit 75 cm” Grundfliche wurden 2 ml Trypsin aufgetropft. Nachdem die Zellen mit
Trypsin gerundet wurden, wurde die Trypsin — Wirkung nicht durch pures FCS gestoppt, sondern es wurde
MyeloCult — Medium plus HSS zugegeben, und zwar 5 ml fiir eine 25 cm” — Zellkulturflasche und 8 ml fiir eine
75 cm” — Flasche.

In ein 35mm — Zellkulturschilchen wurden 1x10° Zellen eingebracht und noch am gleichen Tag mit 15 gray

bestrahlt. Das bestrahlte Medium wurde entfernt und durch frisches ersetzt.
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Der Recharge wurde immer am selben oder am nichsten Tag vorgenommen, die Feeder—Layer—Schilchen

wurden bis dahin im Inkubator aufbewahrt.

4.2.1.2.6. Zdhlen mit Tiirk scher Losung

Um die Zahl der mononukledren Zellen pro Milliliter Zellsuspension zu bestimmen, wurden 25 ul der
Zellsuspension mit 475 pl Tiirk’scher Losung gemischt und vortex-verschiittelt. In der Zdhlkammer wurden

unter dem Mikroskop 2x16 Quadrate ausgezihlt und diese Zellzahl mit 10° multipliziert.

4.2.1.2.7. Zdhlen mit Trypan — Blau

Um das Verhiéltnis vitaler zu toter Zellen in einer Zellsuspension zu bestimmen, wurde eine Probe der frisch
vortex-verschiittelten Zellsuspension zu gleichen Teilen mit Trypan-Blau-Losung gemischt. In einer
Zahlkammer wurden im Auflichtmikroskop mindestens 100 Zellen in vitale und tote Zellen unterschieden und so

der Prozentsatz an vitalen Zellen ermittelt.

4.2.1.3  Vergleich verschiedener Feeder — Layer und verschiedener
Zelleinsaaten himatopoetischer Zellen in der Langzeitkultur mit
DMSO - gefrorenem Knochenmark.

8 ml gesundes Knochenmark wurden 1 : 1 gemischt mit DMSO in 8 2ml-Kryoréhrchen kontrolliert (s.4.2.1.1.1.)
eingefroren.

1 ml des gleichen Knochenmarks wurde 1 : 1 gemischt mit NaCl — Losung zeitgleich in einem gleichen
Kryor6hrchen kontrolliert mitgefroren.

Alle gefrorenen Kryordhrchen wurden bei —80°C in fliissigem Stickstoff 40 Tage lang aufbewahrt.

Aus der murinen kryokonservierten Zellinie M2 10B4, die freundlicherweise von der GSF-Miinchen zur
Verfligung gestellt wurde, wurde 5 Tage lang ein Layer etabliert, der dann in 35 mm Zellkultur — Petrischalen
umgesetzt wurde (2,3 x 10° Zellen pro Petrischale) und nach drei Tagen mit 60 gray bestrahlt wurde.

Aus Siebriickstinden von frischem humanen Knochenmark wurde 25 Tage lang ein Layer etabliert, der dann in
35 mm — Zellkulturschilchen umgesetzt wurde (3,3 x 10° Zellen pro Petrischale), hier 2 Tage im Brutschrank
inkubiert wurde und dann mit 15 gray bestrahlt wurde.

Beide Layer wurden am gleichen Tag bestrahlt.

Am Folgetag wurde der ,,Recharge* vorgenommen:

Das mit DMSO gefrorene Knochenmark wurde bei 37°C aufgetaut. Uber eimem Ficoll-Dichte-Gradienten
wurden die mononukledren Zellen angereichert (s.4.2.1.2.1.) und daraus die adhdrenten Zellen eliminiert (s.
42.1.2.2)).

Auf beide Feeder — Layer wurden einmal 3,3x10°, einmal 6,6x10° dieser separierten Zellen aufgebracht.

AuBlerdem wurde je ein Schélchen mit Feeder — Layer ohne Recharge als Kontrolle mitgefiihrt.
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Nach 5 Wochen Inkubation bei Brutschrank-Bedingungen und wochentlichem Mediumwechsel (s. 4.2.1.1.2.)
wurden die Zellen in eine Methylzellulose-Kurzzeitkultur umgesetzt (s. 4.2.1.1.3.). Dabei wurde mit Uberstand
und Layer getrennt verfahren:

Die 5 Wochen inkubierten Schilchen wurden im Durchlichtmikroskop auf ihren ungeféhren Gehalt an lebenden
Zellen hin beurteilt. Danach entschied sich der Grad der Verdiinnung, also welche Bruchteile der Zellen aus dem
Uberstand in je 2 ml Methylzellulose eingebracht wurden. Von den Layerzellen wurde immer 1/5 in 4ml
Methylzellulose eingebracht. Das groBe Volumen an Methylzellulose hat hier den Vorteil, daBl der
,.Hintergrund®, gebildet durch die Feederlayer-Zellen selbst, weniger stark ist. Er erschwert die mikroskopische
Beurteilung der Kurzzeitkulturen nach 2 Wochen.

Je 1,1 ml Methylzellulose-Zellsuspension-Gemisch werden in eine 35mm-Petrischale eingebracht. Aus dem
Methylzellulose-Zellsuspension-Gemisch mit Uberstandzellen wurden je zwei Petrischalen befiillt, aus dem mit
Layerzellen wurden je 3 Petrischalen befiillt.

Nach zwei Wochen wurden die Petrischalen im Durchlichtmikroskop abgelesen.

4.2.1.4  Vergleich verschiedener Feeder — Layer und verschiedener
Einfriermedien in der Langzeitkultur mit kryokonserviertem

Knochenmark.

Knochenmark eines gesunden Spenders wurde nach folgendem Schema, jeweils 1 : 1 mit dem entsprechenden

Einfriermedium gemischt, kontrolliert eingefroren:

Je 2x:

Iml mit Trehalose 2M ohne Insulin

1ml mit Trehalose 2M plus 25 Mikroliter Insulin
Iml mit Trehalose 1M ohne Insulin

Iml mit Trehalose 1M plus 25 Mikroliter Insulin
1ml mit Trehalose 0,5M ohne Insulin

Iml mit Trehalose 0,5M plus 25 Mikroliter Insulin

1x:

1ml mit NaCl (als Kontrolle)
Iml mit 10%igem DMSO

Jeder ml Knochenmark enthielt vor dem Einfrieren 1,46x10” mononukledre Zellen.

Es wurden 3 verschiede Feeder — Layer verglichen:

ein Feeder aus frischem Aspirat
ein Feeder aus der murinen Zelllinie M2 10B4
ein Feeder aus der humanen Zelllinie 88/5

Von jedem Feeder — Layer wurde geniigend etabliert, um je 8 35mm — Zellkulturschélchen zu besden.

Der Recharge wurde auf allen Feeder — Layer — Schélchen am gleichen Tag vorgenommen.
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Das kryokonservierte Knochenmark wurde aufgetaut, tiber einem Ficoll-Dichtegradienten zentrifugiert und
anschlieBend gewaschen. Nach Elimination der adhdrenten Zellen wurde fiir jedes Pellet, also fiir jedes
Einfriermedium die Zahl an lebenden, mononukledren Zellen mit Hilfe von Tiirk'scher Losung und Trypan —

Blau ermittelt.

Jedes Pellet wurde zu gleichen Teilen auf die drei verschiedenen Feeder — Layer aufgebracht. Daraus ergab sich
die in E2, Tabelle 1 dargestellte Zelleinsaat.

Die so bestiickten 35mm — Schélchen wurden je zu zweit zusammen mit einem deckellosen Aqua bidest —
gefiillten 35mm — Schélchen in ein 94mm-Schilchen mit Deckel gesetzt.

Sie wurden so 5 Wochen lang bei Brutschrankbedingungen inkubiert, und dann in eine Methylzellulose —
Kurzzeitkulturen umgesetzt, die nach weiteren 2 Wochen im Brutschrank im Durchlicht — Mikroskop abgelesen

werden konnten.

4.2.1.5  Vergleich von DMSO- und Trehalose-frostgeschiitzten
Knochenmarkzellen in der Langzeitkultur

Knochenmark, das einem Spender in einer Sitzung entnommen wurde, wurde aufgeteilt und 1:1 mit ein-molarer
Trehalose — Losung ohne Insulin — Zusatz bzw. mit DMSO, bzw. mit NaCl-Lsg kontrolliert eingefroren und bei
ca. - 80°C in fliissigem Stickstoff aufbewahrt.

Dann wurde aus frisch entnommenem humanem Knochenmark eines gesunden Spenders iiber zwei bis drei
Wochen ein Feeder — Layer herangezogen (s. Methodik Punkt 4.2.2.2.3.1.).

Der konfluente Feeder — Layer wurde in 35mm — Gewebekultur — Petrischalen umgesetzt (s. Punkt 4.2.2.2.3.2.)
und nach drei Tagen mit 16 Gray bestrahlt.

Jetzt wurde das kryokonservierte Knochenmark aus dem Stickstoff genommen, im Wasserbad aufgetaut und mit
5ml RPMI pro ml Knochenmark verdiinnt. Im folgenden wurden die mononukleidren Zellen {iber einem Ficoll —
Dichtegradienten angereichert und die adhédrenten Zellen entfernt. Die so angereicherten Zellen wurden mit
Tiirk scher Losung gezihlt und 5 x 10° Zellen in 2ml Myelocult — Medium auf jede mit Feeder — Layer bestiickte
35mm Petrischale gegeben. Je zwei dieser mit LTC bestiickten Petrischalen wurden mit einer deckellosen mit
Aqua bidest gefiillten 35 mm Petrischale in eine 94mm Petrischale mit Deckel gesetzt.

Die so vorbereiteten LTC wurden 5 Wochen lang bei 37°C, 5% CO2 und hoher Luftfeuchtigkeit inkubiert.
Wiéhrenddessen wurde alle sieben Tage je ein ml Medium pro Schilchen entnommen und durch frisches
Myelocult — Medium ersetzt.

Nach Ablauf der finf Wochen wurde die adhdrente und die nicht — adhérente Fraktion getrennt in
Methylzellulose umgesetzt, wobei von der adhdrenten Fraktion pauschal die Hilfte der vorhandenen Zellen in 4
ml Methylzellulose gegeben wurde, wahrend von der nicht — adhédrenten Fraktion verschiedene Verdiinnungen
angesetzt wurden.

Wieder wurden zwei Kulturen — enthaltende 35mm — Petrischalen zusammen mit einer Wasserschale in eine
94mm Petrischale gesetzt, um eine hohe Luftfeuchtigkeit zu gewahrleisten und so ein Austrocknen der Kulturen
zu vermeiden.
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Nach zwei Wochen Inkubation bei 37° und 5% CO2 wurden die entstandenen Kolonien im Durchlichtmikroskop
bestimmt und gezahlt.

Bei den 3 unabhingigen Experimenten wurde folgendermassen vorgegangen:

Experiment 1:

Es wurden jeweils 3 ml KM 1:1 mit DMSO bzw. Trehalose 1M kontrolliert eingefroren und in fliissigem
Stickstoff aufbewahrt. Dieses KM wurde fiir den Recharge aufgetaut und mit Hilfe von Tiirk scher Losung und
Trypan-Blau die Gesamtzahl an lebenden Zellen bestimmt.

Pro mit Feeder-Layer vorbereiteter 35mm-Petrischale wurden 2,5x10° lebende Zellen eingesetzt und die Kultur 5
Wochen lang erhalten. In dieser 5-Wochen-Kultur wurde ein 2-fach-Ansatz gefahren.

Im Methylzellulose-Assay wurde ein 1-fach Ansatz gefahren, mit den Verdiinnungen ' fiir den Layer und ‘%,
1/10 und 1/50 fiir den Uberstand.

Experiment 2:

Es wurden 3x900ul = 2,7 ml natives Knochenmark mit DMSO und 4x900ul = 3,6ml natives Knochenmark mit
Trehalose kontrolliert gefroren und in fliissigem Stickstoff aufbewahrt, bis es flir den Recharge verwendet
wurde.

In der 5-Wochen-Kultur wurde ein 6-fach-Ansatz gefahren, in der Methylzellulose-Kultur ein Doppel —Ansatz
mit der Verdiinnung % .

Experiment 3:

Es wurden jeweils 2 ml Knochenmark 1:1 mit DMSO bzw. Trehalose 1M kontrolliert eingefroren und in
fliissigem Stickstoff aufbewahrt. Dieses Knochenmark wurde fiir den Recharge aufgetaut und mit Hilfe von
Tiirk"scher Losung und Trypan-Blau die Gesamtzahl an lebenden Zellen bestimmt.

Pro mit Feeder-Layer vorbereiteter 35mm-Petrischale wurden 5x10° lebende Zellen eingesetzt und die Kultur 5
Wochen lang erhalten. In dieser 5-Wochen-Kultur wurde ein 3-fach-Ansatz gefahren.

Im Methylzellulose-Assay wurde ein 1-fach Ansatz gefahren, mit der Verdiinnungen Y.

4.2.2 Radioimmunassay

Als Mal} fiir die Komplementaktivierung wurde der Gehalt an C3a im Knochenmark gemessen, wie im
folgenden beschrieben wird:

Es wurde der Radioimmunoassay-Kit fiir C3a-desArg der Firma Biotrak entsprechend der Gebrauchsanleitung
verwendet:

Eine festgelegte Menge Tracer, also radioaktiv markiertes C3a, wird mit den zu testenden Proben und parallel,
um eine Standardkurve zu erstellen, mit Proben bekanntem C3a — Gehaltes gemischt. Dann werden alle Probe—
Tacer—Gemische mit einer festgelegten Menge Anti — C3a — Hasenserum gemischt. Der Tracer und das in den
Proben enthaltene C3a konkurrieren jetzt um die Anti-C3a-Hasenantikorper. Um den Komplex C3a-Anti-C3a zu
vergrofern, werden nun noch Ziege-Anti-Hase-Antikorper in ausreichender Menge zugegeben. Der Komplex

C3a-Anti-C3a-Anit-Hase ist schwer genug, um sich bei Zentrifugation mit 2000xg tiber 10 Minuten als Pellet am
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Boden abzusetzten. Der Tracer, der auf Grund der Konkurrenz mit dem in der Probe enthaltenen C3a keine
Komplexe mit den Anitkorpern gebildet hat, ist klein und leicht und schwebt auch nach der Zentrifugation im
Uberstand. Der Uberstand wird abgekippt und die Winde der Reagenzrohrchen sorgfiltig mit Wattestibchen
getrocknet, um alle Reste des radioaktiven Uberstands zu entfernen.

Im Pellet befindet sich jetzt also um so weniger Tracer, je mehr C3a in der Probe enthalten war, da ja Tracer und
C3a um die Komplexbildung konkurriert haben. Je geringer also die Radioaktivitit des Pellets, desto grofer die
C3a-Konzentration der Probe.

Die Radioaktivitét der Pellets wird gemessen, und an Hand der Proben mit bekannter C3a-Konzentration eine
Standardkurve erstellt. An dieser Standardkurve lédsst sich die C3a-Konzentration der zu testenden Proben

ablesen.

4.2.2.1 Ermittlung einer fiir den Assay geeigneten Verdiinnung

Der Radioimmunoassay-Kit der Firma Biotrak fiir C3a liefert nur in einem bestimmten Konzentrationsbereich
valide Ergebnisse. Da bisher keine Daten vorlagen, die eine Prognose iiber die ungefihre C3a-Konzentration in
mit Trehalose bzw. DMSO kryokonservierten Knochenmark erlauben wiirden, solllte in diesem Versuch
herausgefunden werden, wie hoch das Knochenmark fiir den Assay verdiinnt werden muss.

Durchfiihrung:

Das Knochenmark eines an CML erkrankten Spenders wurde je 1:1 mit DMSO, Trehalose bzw. NaCl gemischt
und nach dem unter 4.2.1.1.1. beschriebenen Verfahren eingefroren. Es wurde 2 Jahre lang in fliissigem
Stickstoff bei —80°C aufbewahrt.

Diese Gemische aus Knochenmark und Kryoreagenz wurden aufgetaut und sowohl unverdiinnt, wie auch 1:10
und 1:30 mit PBS verdiinnt deren C3a-Konzentration mit Hilfe des Radioimmunoassays wie oben beschrieben

bestimmit.

4.2.2.2  Vergleich von mit DMSO oder Trehalose tiefgefrorenen
Knochenmarkzellen beziiglich einer Komplementaktivierung

Knochenmark von fiinf verschiedenen Spendern wurde 1:1 mit DMSO bzw. mit Trehalose 1M nach dem unter
4.2.1.1.1. beschriebenen Verfahren tiefgefroren und mindestens ein Jahr in fliissigem Stickstoff bei -80°C
gelagert.

Diese Gemische aus Knochenmark und Kryoreagens wurden aufgetaut und in ihnen mit Hilfe des
Radioimmunoassays wie oben beschrieben die C3a-Konzentration bestimmt. Fiir diesen Versuch wurde fiir alle

Ansitze eine 1:10 — Verdiinnung gewéhlt.
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4.3 Ergebnisse

4.3.1 Feeder-Layer

In dem unter 4.2.1.3 beschriebenen Vergleich von primir humanem Feeder-Layer und Feeder-Layer aus der
murinen Zelllinie M2 10B4 in der LTC mit DMSO-kryokonserviertem KM zeigte sich, dass im Hinblick auf die
Zahl der vitalen Zellen nach 5 Wochen Kultur der primir humane Feeder-Layer in allen Ansitzen bessere
Ergebnisse als der Feeder-Layer aus der Zelllinie M2 10B4 erbrachte. Je nach eingesetzter Zellzahl waren die
Ergebnisse mit primdren humanem Layer um einen Faktor von 1,26 bzw. 4,95 besser in Bezug auf die nicht-
adhirenten Zellen. Ahnliche Ergebnisse zeigten sich auch bei den vitalen adhérenten Zellen (korrigiert durch die
Anzahl der als Kontrolle dienenden Layer-Zellen) mit einem Faktor von 2,46, bzw. 1,33 (s. Tabelle 1, Spalte 3,
,,Vitale Zellen®).

Unter Beriicksichtigung aller Ansétze zeigten Zellen, die auf primidr humanem Layer kultiviert wurden, ein bei
weitem hoheres Koloniebildungs-Potential, als Zellen, die auf M2 10B4-Layer kultiviert wurden (Je nach
eingesetzter Zellzahl um einen Faktor von 9,3 bzw. 10,04). Ein weiteres Ergebnis dieser Versuchsreihe war in
allen Ansitzen, dass Uberstandszellen ein um mindestens den Faktor 1,48 hoheren Anteil an klonogenen Zellen
enthielten als die hidmatopoetischen Zellen der adhdrenten Fraktion. (Siche Tabelle 1, letzte Spalte,
,,Klonogenitit, gemittelt: eingebrachte Zellen / Kolonie®).

Die auf primir humanem Feeder-Layer kultivierten Zellen bildeten im MC-Assay mehr Kolonien als die auf M2
10B4 Feeder Layer kultivierten Zellen. Das gilt fiir alle unterschiedlichen Koloniearten (CFU-E, BFU-E, CFU-
GEMM, CFU-G, CFU-M und CFU-GM; s. Tabelle 3). Dies liess sich sowohl fiir Zellen der adhdrenten (Faktor
mindestens 18) als auch der nicht-adhérenten Fraktion (Faktor mindestens 7) zeigen (Abb. 1). Die Gesamtzahl
der Kolonien aus Kulturen auf primir humanem Feeder-Layer war mindestens um den Faktor 11 grosser als die
der Kulturen auf M2 10B4 Feeder Layer (Abb. 1). Kolonien der roten Reihe wuchsen auf humanem wesentlich
besser als auf murinem Layer (Faktor 59). Etwas weniger ausgeprigt, aber immer noch deutlich, war dieser
Effekt auch bei der weissen Reihe zu beobachten (Faktor 10; s. Tabelle 2). Zugrundegelegt wurden hier
beispielhaft die Ergebnisse der nicht-adhirenten Fraktion (=Uberstand) mit der Verdiinnung 1/10 und der
adhérenten Fraktion (Layer) mit der Verdiinnung 1/5. Die Einzelergebnisse sind aus Tabelle 2 ersichtlich. Um
die Ergebnisse der verschiedenen Verdiinnungen besser vergleichen zu konnen, wurden die absoluten
Koloniezahlen mit dem Verdiinnungsfaktor multipliziert. Die Werte stellen also die Koloniezahlen dar, die sich
ergeben hitten, wenn man alle zur Verfligung stehenden Zellen tatséchlich in die Methylcellulose-Kultur

eingebracht hitte. Sie sind in Tabelle 2 in den Spalten ,CFU’s hochgerechnet’ dargestellt.

Der Vergleich von primdr humanen, 88/5 und M2 10B4 Feeder-Layer mit Trehalose- oder mit DMSO-
kryokonserviertem KM (siche 4.2.1.4) fiihrte zu folgenden Ergebnissen in der LTC:
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Kulturen auf primir humanem Feeder-Layer erbrachten in allen Ansitzen sowohl mit DMSO-, wie auch mit
Trehalose-kryokonserviertem Knochenmark die deutlich besten Ergebnisse.

Aus Zellen der LTC im MC-Assay geziichtete Kolonien wurden differenziert nach CFU-E, BFU-E, CFU-
GEMM, CFU-G, CFU-M and CFU-GM. Unabhéngig von der Differenzierung konnte bei Zellen, die zunichst in
der LTC auf primir humanem Feeder gezogen wurden, bessere Ergebnisse erzielt werden als bei Zellen, die auf
88/5-Feeder-Layer bzw. M2 10B4 Feeder-Layer generiert wurden. Die Details sind in Tabelle 4 dargestellt.
Unabhingig von der Kryokonservierung mit DMSO oder Trehalose konnte bei einer 1/50-Verdiinnung im MC-
Assay, die in allen Ansétzen durchgefiihrt wurde, eine im Median 10-fach héhere Zahl an roten Kolonien aus
Kulturen mit primdr humanem Feeder-Layer angeziichtet werden als aus Kulturen aus der humanen Zelllinie
88/5. Kulturen mit der murinen Zelllinie M2 10B4 erbrachten die bei weitem schlechtesten Ergebnisse (s.

Abbildung 2). Die absoluten Koloniezahlen aller Verdiinnungen sind in Tabelle 5 aufgefiihrt.

Auch beziiglich der weilen Kolonien ergab der primdr humane Feeder-Layer in allen Ansétzen sowohl mit
DMSO- als auch mit Trehalose-kryokonservierten Zellen die besten Ergebnisse. Allerdings war der Unterschied
gegentiiber Zellen, die auf der humanen Zelllinie 88/5 angeziichtet wurden, weniger ausgepragt. Zellen, die auf
der murinen Zellinie M2 10B4 generiert wurden, erbrachten auch hier die mit Abstand schlechtesten Ergebnisse
(s. Abbildung 3).

Am ausgeprigtesten zeigte sich die Uberlegenheit des primir humanen Feeder-Layer gegeniiber den 88/5 und
M2 10B4 - Layern in dem Ansatz mit DMSO-kryokonservierten Zellen. Hierbei konnten Kolonien der roten
Zellreihe ausschliesslich nur von Zellen generiert werden, die auf primdr humanem Feeder angeziichtet waren.
Dariiberhinaus fiihrten Kulturen auf primér humanem Feeder-Layer zu 103,33 x mehr Kolonien der weissen

Zellreihe als Kulturen auf 88/5-Feeder-Layer und 62x mehr Kolonien als Kulturen auf M2 10B4-Feeder-Layer.

38



43.1.1 Recharge

Mit Bezug zur optimalen Zellzahl fiir die Einsaat auf den Feeder-Layer bei Beginn der LTC (siehe 4.2.1.3)
konnten keine einheitlichen Ergebnisse fiir die unterschiedlichen Layer gewonnen werden.

Um die Vergleichbarkeit zu gewihrleisten, wurden die Koloniezahlen im anschliessenden MC-Assay um den
Verdiinnungsfaktor korrigiert und somit auf eine theoretische Einsaat in die MC von 100% der zur Verfiigung
stehenden Zellen hochgerechnet.

Einzelergebnisse sind in Tabelle 2, Spalte 5 (CFU's, hochgerechnet, gemittelt) dargestellt.

Fiir Kulturen auf M2 10B4-Feeder-Layer erbrachte die hohere Zelleinsaat auf den Feeder-Layer fiir Kolonien
aller Zellreihen im anschliessenden MC-Assay proportional mehr Kolonien.

Entsprechend der Verdiinnung im MC-Assay auf 100% hochgerechnet ergaben Kulturen mit 6,6x10
Rechargezellen insgesamt (Kolonien aus Uberstand- und Layerzellen) 3,5 rote Kolonien, Kulturen mit 3,3x10°
Rechargezellen dagegen nur 0,83 rote Kolonien. Auch unter Beriicksichtigung der doppelten zur Verfligung
stehenden Zellzahl in den Kulturen mit 6,6x10° Rechargezellen zeigen die Kulturen mit hoherer
Rechargezellzahl bessere Ergebnisse (0,83 rote Kolonien x 2 = 1,66 rote Kolonien < 3,5 rote Kolonien).

Ein dhnliches Bild liess sich bei der Bildung von weissen Kolonien beobachten. Kulturen mit 6,6x10°
Rechargezellen ergaben insgesamt 331,6 weie Kolonien, wihrend Kulturen mit 3,3x10° Rechargezellen nur
64,8 weille Kolonien erbrachten. Diese Tendenz blieb auch nach rechnerischer Korrektur der doppelten zur
Verfiigung stehenden Zellzahl in den Kulturen mit 6,6x10° Rechargezellen erhalten (64,8 weie Kolonien x 2 =

129,6 weille Kolonien < 331,6 weille Kolonien).

Fiir Kulturen auf primir humanem Feeder-Layer liessen sich keine eindeutigen Ergebnisse mit Bezug zur
optimalen Zelleinsaat im MC-Assay erzielen.

Fiir Kolonien der roten Zellreihe wurden mit beiden Rechargezellzahlen vergleichbare Ergebnisse erzielt,
wihrend fiir Kolonien der weilen Zellreihe die geringere Rechargezellzahl zu etwas besseren Ergebnissen
fiihrte. Im Einzelnen konnten mit 6,6x10° Rechargezellen insgesamt 243,2 rote Kolonien und mit 3,3x10°
Rechargezellen 131 rote Kolonien im MC-Assay geziichtet werden. Nach rechnerischerer Korrektur der
doppelten zur Verfiigung stehenden Zellzahl in den Kulturen mit 6,6x10° Rechargezellen zeigt sich beziiglich der
Kolonien der roten Reihe ein vergleichbares Ergebnis gegeniiber der Einsaat von nur 3,3x10° Zellen (131 rote
Kolonien x 2 = 262 rote Kolonien verglichen mit 243,2 roten Kolonien).

Kulturen gezogen aus 6,6x10° Rechargezellen fithrten zu insgesamt 1559,8 weiBen Kolonien, Kulturen mit
3,3x10° Rechargezellen ergaben 944,8 weiBe Kolonien. Beriicksichtigt man die doppelte zur Verfiigung stehende
Zellmenge in den Kulturen mit 6,6x10° Rechargezellen, so konnte durch die geringere Rechargezellzahl ein
geringfiigig besseres Ergebnisss erzielt werden (944,8 weille Kolonien x 2 = 1889,6 weille Kolonien > 1559,8
weille Kolonien).

Zusammengefasst, liess sich bei diesem Versuch keine eindeutige Uberlegenheit einer der untersuchten

Recharge-Zellzahlen nachweisen.
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43.1.2 Trehalose-Konzentrationen

Der unter 4.2.1.4 beschriebene Vergleich verschiedener Trehalose-Konzentrationen zeigte fiir die verschiedenen

Feeder Layer unterschiedliche Ergebnisse:

Die Kulturen mit 1 und 2 M Trehalose gefrorenem Knochenmark ergaben insgesamt etwas bessere Ergebnisse
als die Kulturen mit 0,5 M Trehalose gefrorenem Knochenmark. Das gilt in besonderem MalBe fiir Kulturen auf

primir humanem Feeder-Layer.

Im folgenden wurden jeweils die Ergebnisse der 1/50-Verdiinnung im MC-Assay zugrunde gelegt. Die
Ergebnisse wurden mit 50 multipliziert und so auf eine theoretische Einsaat von 100% der zur Verfiigung
stehenden Zellen in den MC-Assay hochgerechnet (s. Tabelle 5). Die absoluten Koloniezahlen sind in Tabelle 4
nach CFU-E, BFU-E, CFU-GEMM, CFU-G, CFU-M and CFU-GM unterschieden dargestellt.

Insgesamt ergaben von den Kulturen auf primdr humanem Feeder-Layer die Ansdtze mit 1M bzw. mit 2M
Trehalose etwas bessere Ergebnisse als die Ansétze mit 0,5M Trehalose. Das gilt sowohl flir Ansétze mit und als
auch fiir Ansdtze ohne Insulinzusatz.

Die besten Ergebnisse beziiglich der roten Kolonien zeigte in diesem Versuch auf primdr humanem Feeder-
Layer 1M Trehalose. Die Kulturen mit 1M Trehalose ohne Insulinzusatz erbrachten eine geringfiigig hohere
Anzahl an roten Kolonien, als die Kulturen mit 1M Trehalose mit Insulinzusatz (Faktor 1,11). 1M Trehalose
ohne Insulinzusatz erbrachte in diesem Versuch das 1,33-fache bzw. das 1,53-fache an roten Kolonien als die
2M bzw. 0,5M Trehalose ohne Insulinzusatz. 1M Trehalose mit Insulinzusatz zeigte in diesem Versuch auf
primédr humanem Feeder-Layer eine 2,57—fach bzw. 3,6—fach hohere Zahl an roten Kolonien als 2M Trehalose
mit Insulinzusatz bzw. 0,5M Trehalose mit Insulinzusatz.

Zusammengefasst zeigte in den Ansitzen auf primidr humanem Feeder-Layer im Hinblick auf die roten Kolonien
IM Trehalose die besten Ergebnisse. Ansdtze mit 2M Trehalose brachten nur geringfiigig bessere Ergebnisse als
0,5M Trehalose (Faktor 1,15 ohne Insulinzusatz bzw. Faktor 1,4 mit Insulinzusatz).

Nimmt man die weissen Kolonien als Grundlage, so ergab in diesem Versuch mit Kulturen auf primédr humanem
Feeder-Layer 1M Trehalose mit Insulinzusatz die besten Ergebnisse (2200 weisse Kolonien), gefolgt von 2M
Trehalose ohne Insulinzusatz (1975 weisse Kolonien). Die Ansdtze mit 0,5M Trehalose mit und ohne
Insulinzusatz brachten in diesem Versuch die geringste Anzahl an weissen Kolonien hervor (1000 bzw. 1325

weisse Kolonien).

Bei Kulturen auf Feeder-Layer aus der 88/5 Zellinie zeigte sich fiir die roten Kolonien kein einheitliches
Ergebnis. Hier mufl beriicksichtigt werden, dal die geringen Koloniezahlen die Aussagekraft dieses
Versuchsteils erheblich einschrinken: Wurde kein Insulin zugegeben, so zeigten 1M und 2M Trehalose

vergleichbare Resultate (Unterschiedsfaktor 1,0), wahrend Ansitze mit 0,5M Trehalose um die Hilfte weniger
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rote Kolonien hervorbrachten. Wurde dagegen Insulin zugegeben, erbrachte der Ansatz mit 0,5M Trehalose
doppelt so viele rote Kolonien wie der Ansatz mit 2M Trehalose. Der Ansatz mit 1M Trehalose mit Insulinzusatz
auf 88/5-Feeder konnte auf Grund einer Pilzkontamination nicht beurteilt werden.

Beziiglich der weilen Kolonien ergibt sich ebenfalls kein einheitliches Ergebnis: Wurde kein Insulin zugegeben,
so ergab 0,5M Trehalose ohne Insulin die besten Ergebnisse: Ansdtze mit 0,5M Trehalose erbrachten 1,14 x
soviele weisse Kolonien wie Ansdtze mit 2M Trehalose und 1,55 x soviele weisse Kolonien wie Ansidtze mit 1M
Trehalose. Wurde dagegen Insulin zugegeben, so erbrachten 0,5M und 2M Trehalose vergleichbare Ergebnisse
(Unterschiedsfaktor 1,04). 1M Trehalose mit Insulinzusatz auf 88/5-Feeder konnte auf Grund der

Pilzkontamination nicht beurteilt werden.

Die insgesamt sehr geringen Koloniezahlen aus Kulturen auf Feeder-Layer aus der M2 10B4 Zellinie (s. Tabelle
4) schrianken die Aussagekraft dieses Versuchsteils sehr ein und lassen daher einen Vergleich der verschiedenen

Trehalosekonzentrationen beziiglich ihres kryoprotektiven Potentials nicht zu.

4.3.1.3 Insulin-Zusatz zur Trehalose-Losung

Insgesamt ergibt der unter 4.2.1.4 beschriebene Versuch keinen deutlichen Hinweis darauf, dass Insulinzugabe
das kryoprotektive Potential von Trehalose erhohen kann.

Einzelheiten sind aus Tabelle 5 und Abbildung 2 und 3 ersichtlich.

Die absoluten Koloniezahlen, unterschieden nach CFU-E, BFU-E, CFU-GEMM, CFU-G, CFU-M and CFU-
GM, sind in Tabelle 4 dargestellt.

Fiir die verschiedenen Feeder-Layer ergaben sich im einzelnen folgende Ergebnisse:

In den Kulturen auf primdr humanem Feeder-Layer ergaben in allen Ansétzen die Kulturen mit Knochenmark
ohne Insulinzusatz mehr rote Kolonien als die Kulturen mit Knochenmark mit Insulinzusatz (Faktor 1,11; 2,14;
2,6). Beziiglich der weiflen Kolonien zeigten die Ansétze mit 2M und 0,5 M Trehalose ohne Insulinzusatz ein
1,27 bzw. 1,33-fach besseres Kolonieoutcome als die mit Insulinzusatz. Kulturen aus mit Trehalose 1M
gefrorenem Knochenmark mit Insulinzusatz ergaben dagegen etwas mehr weisse Kolonien (Faktor 1,16) als
jene ohne Insulinzusatz.

Die Ansétze auf 88/5 Feeder Layer mit 2M Trehalose mit und ohne Insulinzusatz ergaben die gleiche Anzahl an
roten Kolonien. Die Ansédtze mit 0,5M Trehalose mit Insulinzusatz erbrachten 4 x mehr rote Kolonien als die
Ansétze mit 0,5M Trehalose ohne Insulinzusatz. Im Hinblick auf die weilen Kolonien ergaben sich fiir 2M
Trehalose mit und ohne Insulin vergleichbare Ergebnisse (Unterschiedsfaktor 1,04). Der Ansatz mit 0,5 M
Trehalose ohne Insulinzusatz zeigte eine geringfiligig hdhere Zahl an weissen Kolonien als der mit Insulinzusatz
(Faktor 1,14). Der Ansatz mit 1M Trehalose mit Insulinzusatz auf 88/5-Feeder war auf Grund einer
Pilzkontamination nicht zu beurteilen.

Auf Grund der geringen Koloniezahlen sind die Ergebnisse der Versuche auf M2 10B4 Feeder Layer nur sehr
eingeschrinkt beurteilbar. Insgesamt zeigt sich aber auch hier kein deutlicher Hinweis auf eine Verbesserung der

Kryoprotektion durch Insulinzusatz.
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Tabelle 1: Vergleich verschiedener Feeder — Layer und verschiedener Recharge-Zellzahlen in der
Langzeitkultur mit DMSO — gefrorenem Knochenmark.

Verglichen wird die Gesamtzahl der Kolonien, die nach 2 Wochen Methylzellulose-Kultur abgelesen wurden.
Es wurde dariiberhinaus berechnet, auf wieviele in die MC eingebrachte Zellen eine teilungsfahige Zelle kommt.
Daraus 1dBt sich ablesen, wieviele der die 5-Wochen-Kultur iiberlebenden Zellen klonogen sind und so als
Kandidaten fiir LTCIC's gewertet werden kdnnen.

Dieses Koloniebildungs-Potential der in die MC eingebrachten Zellen wurde fiir die verschiedenen
Verdiinnungen getrennt berechnet.

Des weiteren wurde das Koloniebildungs-Potential der unterschiedlichen Verdiinnungen gemittelt, um die

verschiedenen LTC-Ansétze auch auf diesen Aspekt hin besser vergleichen zu kdnnen.

Layer + | Uberstand / | Vitale Zellen Ver- Kolonien Klonogenitit: Klono-genitit, gemittelt:
Recharge- | Layer diinnung | (CFU’s) eingebrachte Zellen / | eingebrachte  Zellen /
Zellzahl gesamt Kolonie Kolonie
primér Uberstand 2,12x 10 1/5 94,5 448,68 375,45
human + 1/10 77,5 273,90
3,3x10° 1/50 10,5 403,81

Layer 6x 10 1/5 97 556,70 556,70
primér Uberstand | 3,96 x 10 1/10 98,5 402,03 356,65
human + 1/20 54,5 363,30
6,6 x 10° 1/100 13 304,62

Layer 9,44 x 10 /5 135,7 905,6 905,6
primér Uberstand | 1,52 x 10 1/5 0 0 0
human, + Layer
Kontrolle
M2 10B4 + | Uberstand | 1,68 x 10 1/5 11,5 2921,74 289391
33x10° 1/10 7 2400,00

1/50 1 3360,00

Layer 2,68 x 10 1/5 1,3 5846,15 5846,15
M2 10B4 + | Uberstand | 0,8 x 10° 1/10 13 615,38 348,85
6,6x 10° 1/20 14 285,71

1/100 5,5 145,45

Layer 6.8x10° 1/5 73 12328,77 12328,77
M2 10B4, | Uberstand | 0,86 x 10 1/5 0 0 0
Kontrolle + Layer
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Tabelle 2: Vergleich verschiedener Feeder—Layer und verschiedener Recharge-Zellzahlen in der Langzeitkultur
mit DMSO — gefrorenem Knochenmark.
Um die Koloniezahlen der verschiedenen Verdiinnungen vergleichen zu kdnnen, wurden die Koloniezahlen mit

dem Verdiinnungsfaktor multipliziert.

Layer + | Verdliinnung aus | CFU’s CFU’s CFU’s CFU’s
Rechargezellzahl dem Uberstand hochgerechnet hochgerechnet, hochgerechnet,
/Layer gemittelt gemittelt,
rot weil} rot weily rot Weil gesamt
Primar human, | Layer: 1/5 0 0 0 0 0 0 0
Kontrolle
primar human + U: 1/5 7,5 |87 37,5 435 17,5 5733 1075,8
33x10° U: 1/10 1,5 |76 15 760
U: 1/50 0 10,5 0 525
L:1/5 22,7 | 74,3 113,5 371,5 113,5 |371,5
primar human + U: 1/10 7,5 |91 75 910 61,7 1063,3 1803,0
6,6x 10° U: 120 55 |49 110 980
U: 1/100 0 13 0 1300
L:1/5 36,3 199,3 181,5 496,5 181,5 |496,5
M2 10B4, Kontrolle L:1/5 0 0 0 0 0 0 0
M2 10B4 + 3,3 x 10° U: 1/5 0,5 |11 2,5 55 0,83 58,3 65,63
U: 1/10 0 7 0 70
U: 1/50 0 1 0 50
L:1/5 0 1,3 0 6,5 0 6,5
M2 10B4 + 6,6 x 10° U: 1/10 0 13 0 130 0 320 335,1
U: 120 0 14 0 280
U: 1/100 0 5,5 0 550
L:1/5 0,7 |6,6 3,5 11,6 35 11,6
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Tabelle 3: Vergleich verschiedener Feeder—Layer und verschiedener Recharge-Zellzahlen in der Langzeitkultur
mit DMSO — gefrorenem Knochenmark.
Verglichen wird die Anzahl der Kolonien, die nach 2 Wochen Methylzellulose-Kultur abgelesen wurden. Die

Kolonien werden unterschieden in CFU-E, BFU-E, CFU-GEMM, CFU-G, CFU-M, CFU-GM.

Feeder- Uberstand | Verdiinnung
Layer  +|/Layer aus dem Kolonien
Recharge- Uberstand /| CFU-E | BFU-E CFU- CFU-G CFU-M CFU-
Zellzahl Layer GEMM GM
primér Uberstand | 1/5 0,5 7 0 58,5 27,5 1
human + 1/10 0 1.5 0 56,5 16,5 2,5
33x10° 1/50 0 0 0 7,5 3 0
Layer 1/5 9,7 10 3 59 15 0,3
priméar Uberstand | 1/10 2 5,5 0 67 23,5 1
human + 1/20 1,5 2,5 1,5 37,5 10 1,5
6,6 x 10° 17100 0 0 0 11,5 1,5 0
Layer 1/5 17,3 13,3 5,7 89 9 1,3
M2 10B4 | Uberstand | 1/5 0,5 0 0 8 3 3
+3,3x10° 1/10 0 0 0 5,5 1,5 0
1/50 0 0 0 1 0 0
Layer 1/5 0 0 0 1,3 0 0
M2 10B4 | Uberstand | 1/10 0 0 0 12 1 0
+6,6x 10° 1/20 0 0 0 11,5 2,5 0
1/100 0 0 0 5,5 0 0
Layer 1/5 0,3 0 0,3 6 0,3 0,3
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Tabelle 4: Vergleich verschiedener Feeder — Layer (primdr humaner Feeder-Layer, sowie Feeder-Layer aus der
murinen Zellinie M2 10B4 und der humanen Zelllinie 88/5), und verschiedener Einfriermedien (Trehalose 0,5M,
IM und 2M jeweils mit und ohne Insulin, sowie DMSO 20%) in der Langzeitkultur mit kryokonserviertem
Knochenmark.

Verglichen wird die Anzahl der Kolonien, die nach 2 Wochen Methylzellulose-Kultur abgelesen wurden. Die
Kolonien werden unterschieden in CFU-E, BFU-E, CFU-GEMM, CFU-G, CFU-M, CFU-GM.

Feeder-Layer +  Einfrier- | Verdiinnung
medium Kolonien
CFU-E BFU-E CFU- CFU-G CFU-M CFU-GM
GEMM
Primédr humaner Feeder-Layer | 1/5 0 0 0 0 0 0
ohne Recharge
M2 10B4 ohne Recharge /5 0 0 0 0 0 0
88/5 ohne Recharge 1/5 0 0 0 0 0 0
Primér humaner Feeder-Layer | 1/10 0 17 4,5 70 13,5 7
+DMSO 1/50 0,5 5 1 22,5 4,5 4
1/500 0 0 0 8,5 0 1
Primédr humaner Feeder-Layer | 1/10 0 13 1 73,5 10,5 5
+ Trehalose 2M 1/50 0,5 6,5 0,5 23,5 8,5 7,5
1/100 0 1.5 0 15 5,5 4
Primér humaner Feeder-Layer | 1/10 1 13 2,5 91 10,5 6
+ Trehalose 2M+Insulin 1/50 1 2,5 0 16 10,5 4,5
1/100 0 1,5 0 14 8,5 3,5
Primédr humaner Feeder-Layer | 1/50 2 6,5 1,5 26 5,5 6,5
+ Trehalose 1M 1/100 0 1 1,5 18 4,5 5
Primér humaner Feeder-Layer | 1/50 1 6 2 37 1 6
+ Trehalose 1M+Insulin 1/100 0 4,5 0,5 18 6,5 3,5
Primér humaner Feeder-Layer | 1/10 0,5 27 0,5 91 17,5 1
+ Trehalose 0.5M 1/50 0,5 4,5 1,5 13,5 7,5 5,5
Primér humaner Feeder-Layer | 1/10 0 16 1 87 12 0,5
+ Trehalose 0,5M+Insulin 1/50 0 2 0,5 13,5 4,5 2
1/100 0 2 0 9 3,5 0,5
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Tabelle 4, Fortsetzung:

Feeder-Layer +  Einfrier- | Verdiinnung Kolonien
medium CFU-E BFU-E CFU-GEMM | CFU-G CFU-M | CFU-GM
M2 10B4 + DMSO 1/5 0 0 0 0 0 0
1/50 0 0 0 0,5 0 0
M2 10B4 + Trehalose 2M 1/5 0 0 0 0,5 0 0,5
1/50 0 0 0 0,5 0 0
M2 10B4 + Trehalose 1/5 0 0 0 0 0 0
2M-+Insulin 1/50 0 0,5 0 0 0 0
M2 10B4 + Trehalose 1M 1/5 0 0 0 0 0 0
1/50 0 0 0 0 0 0
M2 10B4 + Trehalose 1/5 0 0 0 2 0 0
IM+Insulin 1/50 0 0 0 0,5 0 0
M2 10B4 + Trehalose 0.5M 1/5 0 0 0 0 0 0
1/50 0 0 0 0 0 0
M2 10B4 + Trehalose 0,5M + | 1/5 0 0 0 2,5 0 0
Insulin 1/50 0 0 0 0 0 0
88/5 + DMSO 1/5 0 0 0 0 0 0
1/50 0 0 0 0,3 0 0
1/100 0 0 0 0 0 0
88/5 + Trehalose 2M 1/10 0 0 0 69 17 1,5
1/50 0 1 0 16,5 11 1
1/100 0 0 0 10,5 12,5 1
88/5 + Trehalose 2M+Insulin | 1/50 0 1 0 13,5 14 2
1/100 0 1 0 10,5 16 4
88/5 + Trehalose IM 1/50 0,5 0,5 0 7,5 12 1,5
1/100 0 0 0 5 9,5 4
88/5 + Trehalose 1M+Insulin | Contaminatio fungi
88/5 + Trehalose 0.5M 1/10 0 0 0 71,5 28 2
1/50 0 0,5 0 18,5 13 1
1/100 0 0,5 0 9 8,5 1,5
88/5 + Trehalose 0,5M + 1/10 0 0 0 34 35 10
Insulin 1/50 0 2 0 12,5 11,5 4,5
1/100 0 1 0 8 6,5 1,5
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Tabelle 5:

Vergleich verschiedener Feeder — Layer (primér humaner Feeder, Feeder aus der humanen Zelllinie 88/5, Feeder
aus der murinen Zelllinie M2 10B4) und verschiedener Einfriermedien (Trehalose 0,5 M, 1M, 2M, jeweils mit
und ohne Insulinzusatz, DMSO 20%) in der Langzeitkultur mit kryokonserviertem Knochenmark.

Verglichen wird die Anzahl der Kolonien im MC-Assay, unterschieden nach Kolonien der roten und wei3en
Reihe.

Um die Koloniezahlen der verschiedenen Verdiinnungen im Methylcellulose-Assay vergleichen zu kénnen,
wurden sie jeweils mit dem Verdiinnungsfaktor multipliziert. Dadurch kann die Koloniezahl ermittelt werden,
die sich ergeben hitte, wenn 100% der zur Verfligung stehenden Zellen unter den jeweiligen Bedingungen in die

Methylcellulose eingebracht worden waren (s. letzte Spalte: CFU’s hochgerechnet).

Kryomedium | Recharge-Zellzahl | Feeder-Layer | Verdiinnung | CFU’s CFU’s, hoch-
gerechnet
rot | weill rot | weill
DMSO 7.83 x 10° primir human | 1/10 21,5 90,5 215 1905
1/50 6,5 |31 325 | 1550
1/500 0 9,5 0 4750
88/5 1/5 0 0 0 0
1/50 0 0,3 0 15
1/100 0 0 0 0
M2 10B4 1/5 0 0 0 0
1/50 0 0,5 0 25
Trehalose 2M | 7,33 x 10° primdr human | 1/10 14 89 140 | 890
1/50 7,5 39,5 375 | 1975
1/100 1,5 |24,5 150 | 2450
88/5 1/10 0 87,5 0 875
1/50 1 28,5 50 1425
1/100 0 24 0 2400
M2 10B4 1/5 0 1 0 5
1/50 0 0,5 0 25
Trehalose 2M |2,17 x 10° primdr human | 1/10 16,5 |107,5 165 | 1075
+ Insulin 1/50 3,5 |31 175 |1550
1/100 1,5 |26 150 | 2600
88/5 1/50 1 29,5 50 1475
1/100 1 30,5 100 3050
M2 10B4 1/5 0 0 0 0
1/50 0,5 0 25 0
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Tabelle 5, Fortsetzung:

Kryomedium | Recharge- Feeder-Layer | Verdiinnung |CFU’s CFU’s hoch-
Zellzahl gerechnet
rot weill | rot weil
Trehalose IM | 3,83 x 10° primér human | 1/50 10 38 500 1900
1/100 2,5 27,5 |250 {2750
88/5 1/50 1 21 50 1050
1/100 0 18,5 |0 1850
M2 10B4 1/5 0 0 0 0
1/50 0 0 0 0
Trehalose 1M |2 x 10° primir human | 1/50 9 44 450 2200
+ Insulin 1/100 5 28 500 {2800
88/5 Contaminatio fungi
M2 10B4 1/5 0 2 0 10
1/50 0 0,5 0 25
Trehalose 0,5M | 7,33 x 10° primdr human | 1/10 28 109,5 |280 1095
1/50 6,5 26,5 |325 1325
88/5 1/10 0 101,5 |0 1015
1/50 0,5 32,5 |25 1625
1/100 0,5 19 50 1900
M2 10B4 1/5 0 0 0 0
1/50 0 0 0 0
Trehalose 0,5M | 1,5 x 10° Feeder human |1/10 17 99,5 170 995
+Insulin 1/50 2,5 20 125 1000
1/100 2 13 200 1300
88/5 1/10 0 79 0 790
1/50 2 28,5 |100 1425
1/100 1 16 100 1600
M2 10B4 1/5 0 2,5 0 12,5
1/50 0 0 0 0
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Abbildung 1: Vergleich der Feeder-Layer (primir humaner und M2 10B4) beziiglich der Koloniezahlen
im MC-Assay:

Die Kolonien werden in dieser Darstellung nicht nach ihrer Differenzierungsrichtung unterschieden. Es werden einerseits die
Gesamtkoloniezahlen verglichen, andererseits werden die Kolonien aus der adhirenten und nicht-adhédrenten Fraktion
getrennt dargestellt. Verwendet wurden Ergebnisse der 1/10-Verdiinnung bei Kulturen der nicht-adhédrenten Fraktion und
Ergebnisse der 1/5-Verdiinnungen bei Kulturen der adhérenten Fraktion. Die Einzelergebnisse, differenziert in Ergebnisse
aus der adhérenten (Layer) und der nicht adhiirenten Fraktion (Uberstand), sind aus Tabelle 1 Spalte 7 (CFU’s gesamt pro 1,1
ml MC-Zellsuspension) ersichtlich.
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200+ O primar hum.
Feeder
15017
10017 EM2 10 B4
504 I Feeder
0

Kolonien Kolonien Kolonien Kolonien Kolonien Kolonien
ges. 3,3 ges. 6,6 03,3 L 3,3 U6,6 L 6,6

Abbildung 2: Vergleich verschiedener Feeder-Layer und Einfriermedien beziiglich des Outcomes an
Kolonien der roten Zellreihe:

Es wurden Ergebnisse der Verdiinnung 1/50 verwendet. Die gezdhlten Kolonien wurden mit 50 multipliziert, also auf 100%
Zelleinsaat in die Methylcellulose hochgerechnet. Die Ordinaten-Achse zeigt die auf 100% hochgerechnete Koloniezahl.

Die Ergebnisse in Zahlen sind in Tabelle 5 dargestellt.
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Abbildung 3: Vergleich verschiedener Feeder-Layer und Einfriermedien beziiglich der Generierung von
weissen Kolonien:

Es wurden Ergebnisse der Verdiinnung 1/50 verwendet. Die Kolonien wurden auf 100% Zelleinsaat hochgerechnet. Die
Ordinaten-Achse zeigt die auf 100% hochgerechnete Koloniezahl.

Die Ergebnisse in Zahlen sind in Tabelle 5 dargestellt.
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4.3.2 Vergleich DMSO — Trehalose in der LTC

Auf Grund der in 4.3.1 beschriebenen Ergebnisse wurde der Vergleich von DMSO und Trehalose gefrorenem
Knochenmark mit primér humanem Feeder-Layer und 1M Trehalose ohne Insulinzusatz durchgefiihrt.

In 3 unabhingigen Versuchen wurde folgendes Ergebnis festgestellt:

Mit Trehalose 1M gefrorenes Knochenmark scheint beziiglich der Koloniezahlen im an die LTC anschliessenden
MC-Assay dem mit DMSO gefrorenen Knochenmark vergleichbar.

Es zeigen sich keine signifikanten Unterschiede, weder unter Beriicksichtigung der Gesamtkoloniezahl, noch der
in Untergruppen differenzierten Kolonien.

Die Versuchsergebnisse mit Mittelwert und Standardabweichung, sowie die Ergebnisse der Signifikanzpriifung
sind in Tabelle 6 zusammengestellt. In Abbildung 4 sind die Versuchsergebnisse mit Mittelwert und

Standardabweichung verdeutlicht.

Tabelle 6:
Vergleich von Trehalose und DMSO an Hand der Ergebnisse aus den LTC-Versuchen mittels folgender Werte:
Mittelwert der Koloniezahlen + Standardabweichung, sowie Signifikanzpriifung mittels student’s t-test.

Es werden die Koloniezahlen im MC-Assay / ml verarbeitetes KM angegeben.

Trehalose DMSO Student‘s t-test (p=0,05)
Mittelwert + Mittelwert +
Standardabweichung Standardabweichung
Gesamtkolonien 172,66 + 28,378 170 + 52,048 (142,178,198; 113,182,215)
p=0,94
CFU-GEMM 2,66 £ 1,1547 1+1 (2,2,4;1,0,2) p=10,133
CFU-E 9,33 + 3,055 5,6 £ 0,577 (10,12,6; 6,5,6) p= 0,169
BFU-E 18,6 £ 1,5275 11,33 + 6,807 (19,17,20:6,9,19)
p=0,198573
CFU-G 113,33 £10,693 124,66 + 38,683 (101,120,119;80,147,147)
p= 10,6674
CFU-M 19,33 £ 12,897 20,66 + 5,686 (5,23,30;16,19,27) p = 0,881
CFU-GM 8,33+7,572 717 (3,5,17;4,2,15) p=0,83
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Abbildung 4:

Vergleicht von DMSO und Trehalose an Hand der Ergebnisse aus den LTC-Versuchen.

Es werden fiir die Gesamtkoloniezahlen, wie fiir die Zahl der nach ihrer Differenzierungsrichtung unterschiedenen Kolonien
jeweils die Mittelwerte und die Standardabweichung dargestellt.

Die Mittelwerte sind als waagrechte Linie symbolisiert, die Standardabweichung als Balken iiber und unter dem Mittelwert.

20
200
150
O Standardabweichung

100 - MTTELWERT
50
0

- 2 - 2 - 2 - 2 - 2 - 9 - 2

o o o o o o o @ o @9 o o« o o«

= = = = - = = = - = = = = =
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Gesamtkolonien - CFU-GEMM CFU-E BFUE CFU-G CFU-M CFU-GM
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4.3.3 Radioimmunassay zur Bestimmung der C3a Konzentration in

mit DMSO bzw. mit Trehalose gefrorenen Knochenmarksproben

4.3.3.1 Ermittlung einer geeigneten Verdiinnung

Die C3a-Konzentrationen der mit DMSO, Trehalose, bzw. mit NaCl gefrorenen, frisch aufgetauten
Knochenmarkproben, die 1:10 mit PBS verdiinnt wurden, liegen mit groBem Sicherheitsabstand im fiir den
Radioimmunoassay-Kit der Firma Biotrak validen Konzentrationsbereich von 1-25 ng/50ul. Die

Einzelergebnisse sind aus Abbildung 5 ersichtlich.

Abbildung 5: Vergleich verschieden hoch verdiinnter kryokonservierter Knochenmark-Proben beziiglich
ihrer C3a-Konzentration
Es werden unverdiinnte kryokonservierte, frisch aufgetaute KM-Proben mit 1:10 und 1:30 mit PBS verdiinnten

kryokonservierten, frisch aufgetauten KM-Proben verglichen.

354

30

251

20 ODMSO
151 B Trehalose
101 ONacCl

unverdiinnt 01:10 01:30

Ordinate: C3a-Konzentration in den Proben in ng/50pul

4.3.3.2  Vergleich DMSO — Trehalose

Zwischen mit DMSO und Trehalose gefrorenem Knochenmark ergab sich kein signifikanter Unterschied
beziiglich der C3a-Konzentration (students t-test: p = 0,3048).

n=>5;

Mittelwert + Standardabweichung (DMSO): 4,3541ng/50ul + 1,2689 ng/50ul;

Mittelwert + Standardabweichung (Trehalose): 5,5585 ng/50ul + 2,0635 ng/50ul

Die Einzelergebnisse sind in Abbildung 6 dargestellt.
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Abbildung 6: Vergleich der Einzelergebnisse der C3a-Konzentration verschiedener Knochenmark-Proben

O DMSO
H Trehalose 1M

Spender 1 Spender 2  Spender 3  Spender 4  Spender 5

Ordinate: C3a-Konzentration der KM-Proben in ng/50p1
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5. Diskussion

Die Transplantation humaner hdmatopoetischer Stammzellen hat sich in den letzten Jahren zu einem héufig
angewandten Verfahren entwickelt und ermoéglicht den Einsatz aggressiverer und effektiverer Chemo- und
Strahlentherapien. Haufig ist es hierbei notwendig, diese Stammzellen fiir einen unterschiedlich langen Zeitraum
bis zur Transplantation in fliissigem Stickstoff aufzubewahren. In diesen Féllen wird das Knochenmark
routineméfBig 1:1 mit 20%iger DMSO-Losung (Dimethylsulfoxid) unter kontrollierten Einfrierbedingungen
kryokonserviert.

Das frisch aufgetaute DMSO haltige Knochenmarkblut wird dem Patienten bei etwa 4°C infundiert, um eine bei
hoéheren Temperaturen verstirkt stattfindende Zellschddigung durch DMSO zu vermeiden. Diese erprobte und
als relativ sicher geltende Transplantationsmethode birgt fiir den Patienten jedoch das Risiko belastender und
selten auch lebensbedrohlicher Reaktionen (Kappicht 2000, Okamoto1993, Rapoport 1991, Styler 1992,
Smith1987, Davis1990, Stroncek 1991, Kessinger 1990), zum Teil bedingt durch die notwendig - niedrige
Temperatur des Transplantats, zum Teil bedingt durch den Gehalt an DMSO selbst (Kappicht 2000, Rowley
1993, Bond 1989, Yellowless 1980, Brobyn 1975). Aus diesem Grund wurden verschiedene Versuche
unternommen, um den Einsatz von DMSO moglichst weit zu reduzieren und mogliche Alternativen wie
beipielsweise Glycerol, PVP oder HES zu untersuchen (Sputtek 1997, Gorin 1992, Sherman 1976). Trotz zum
Teil ermutigender Ergebnisse zeigte letztlich keine dieser Substanzen ein dem DMSO ebenbiirtiges
kryoprotektives Potential. Sputtek (1997) beispielsweise fand in seinen Versuchen mit DMSO und HES, dass
eine mindestens 5%ige DMSO-Endkonzentration im Kryopréparat notwendig ist, um im Methylcellulose-Assay
colony-forming-units nachzuweisen. Daher besteht weiterhin die Notwendigkeit, nach einer gleichwertigen, aber
vertrdglicheren Alternativsubstanz zu suchen, um DMSO weitestgehend vermeiden zu kénnen und somit das

Verfahren der Stammzelltransplantation fiir den Patienten zu optimieren.

5.1 Kryoprotektive Eigenschaften von Trehalose

Es ist bekannt, dass einige Organismen, wie beispielsweise die Béckerhefe, einige Nematoden und Bakterien, die
Tietkiihlung und darauf folgende Wiedererwdrmung iiberleben, in Stresssituationen das Disaccherid Trehalose
produzieren konnen (Crowe 1992, Leslie 1994, Sano 1999, Diniz-Mendes 1999, Cerrutti 2000). Darauf
aufbauend wurde Trehalose an Modellbilayeren, Bakterien, Pilzen, bis hin zu komplexen Geweben, wie z.B. an
humanem Pankreasgewebe auf seine kryoprotektiven Eigenschaften hin untersucht (Crowe 1992, Yokomise
1995, Leslie 1995, Pugh 2000, Reid 1999, Valdez 1992, Anchordoguy 1987). Einige Autoren berichten, dass sie
in verschiedenen Féllen durch Zugabe von Trehalose zu DMSO eine Verbesserung des kryoprotektiven
Potentials des Mediums erzielten konnten (Zhang 2003, Beattie 1997, Limaye 2001, Kim 2001). Beattie (1997)
konnte nachweisen, daB die Uberlebensraten von kryokonservierten humanen Pankreasinselzellen durch die
Zugabe von Trehalose zur DMSO-Losung um mehr als 1/3 stiegen. Kim (2001) beobachtete, dafl die

Verwendung von Trehalose, verglichen mit einer DMSO-Glycerol-Mischung als Kryoprotektivum fiir Taxus
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chinensis Zellen die Teilungsfihigkeit der geforenen und wiederaufgetauten Zellen verbesserte. Die
Funktionsféhigkeit der Zellen, gemessen an ihrer Fahigkeit Paclitaxel zu produzieren, war nach dem Tiefkiihlen
und Wiederauftauen nicht beeintrachtigt. Andere Untersucher konnten in vitro und am Tiermodell zeigen, dass
Trehalose auch ohne die Anwesenheit von DMSO hervorragende kryoprotektive Eigenschaften hat (Yokomise
1995, Crowe 1992, Leslie 1995, Sztein 2001). So fand beispielsweise Sztein (2001) bei mit Trehalose
kryokonservierten Mausspermien bessere Motilitétsraten als bei mit DMSO kryokonservierten Mausspermien.
Limaye und Kale zeigten, dass der Zusatz von Trehalose zur routineméfig verwendeten 10%igen DMSO-
Losung die Kryoprotektion fiir humane hdmatopoetische Zellen aus Nabelschnurblut und fetalem Lebergewebe
deutlich verbessert (Limaye 2001). Als Mafstab fiir die Qualitdt der Kryoprotektion untersuchten Limaye und
Kale das klonogene Potential der Zellen mit Hilfe eines zwei-wochigen Methylzellulose-Assays. Kappicht fand
in ihren Versuchen mit humanen Knochenmarkzellen und PBSC Hinweise, dass auch Trehalose allein als
Kryoprotektivum dem iiblicherweise verwendeten DMSO zumindest gleichwertig ist (Kappicht 2000). Auch sie
verwendete zwei-wochige Methylzellulose-Assays, um die Klonogenitét der hamatopoetischen Zellen zu priifen.
Die Art und Zahl der CFU’s (Colony forming units) in der Kurzzeit-Kultur gibt einen Hinweis auf die Zahl der
in der Kultur vorhandenen vitalen hamatopoetischen Stammzellen. Jedoch kann mit Hilfe des Kurzzeit-Assays
nur ungenau zwischen Stammzellen mit Selbsterneuerungspotential und bereits weiter ausdifferenzierten
klonogenen Zellen unterschieden werden. Besser geeignet ist hierzu die Langzeitkultur (LTC), eine Methode, die
untersucht, ob nach 5 Wochen in Kultur immer noch Zellen vorhanden sind, die im anschlieBenden zwei-
wochigen Methylzellulose-Assay Kolonien bilden. Diese Zellen nennt man beschreibend Long-term-culture-
initiating-cells (LTCIC) und setzt sie der hdmatopoetischen Stammzelle gleich (Eaves 1992, Winton 1987). Fiir
ein erfolgreiches Engraftment eines Transplantats mit hdmatopoetischen Zellen ist eine ausreichende Zahl an
LTCIC im Transplantat erforderlich (Dounay 1982).

Zhang et al (2003) untersuchten kryokonservierte himatopoetische Stammzellen aus Nabelschnurblut auf das
Uberleben von LTCIC sowie auf ihre Fihigkeit in nonobese diabetic SCID Miusen ein alle Zelllinien
umfassendes Engraftment zu bewirken. In diesen Studien zeigte eine Kombination von DMSO und 5%iger
Trehalose bessere Ergebnisse als DMSO alleine. Fiir Trehalose alleine konnte in diesen Studien allerdings kein
bedeutendes kryoprotektives Potential nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu ergaben unsere
Untersuchungen, in denen wir ebenfalls in kleinvolumigen Einfriergefdssen kryokonservierte HSC auf LTCIC
hin untersuchten, fir DMSO wie fiir Trehalose alleine vergleichbare Ergebnisse. Diese unterschiedlichen
Ergebnisse konnten durch zwei Unterschiede in der Versuchsplanung bedingt sein: Wir entwickelten zunichst
eine LTC-Methode fiir DMSO- und Trehalose-gefrorenes Knochenmark, indem wir etablierte LTC-Methoden
fiir frisches Knochenmark modifizierten (siehe 5.2). Im Rahmen dessen entschieden wir uns fiir einen Layer aus
frischem humanem Knochenmark, wihrend Zhang et al fiir ihre Untersuchungen den Feeder-Layer der M210B4-
Zelllinie verwendeten, der in unseren Untersuchungen die mit Abstand niedrigsten Koloniezahlen hervorbrachte.
Wir verglichen ausserdem verschiedene Trehalosekonzentrationen und untersuchten, ob ein Zusatz von Insulin
zur Trehaloselosung die Kryoprotektion verbessert. Hier fanden wir, dass 1M und 2M Trehalose etwas bessere
Ergebnisse zeigten als 0,5M Trehalose. Wir entschieden uns im Hinblick auf einen potentiellen spiteren
klinischen Einsatz fiir die weiteren Versuche fiir 1M Trehalose, was einer 18%igen Trehalose-Endkonzentration

entspricht und damit fiir eine hohere Trehalosekonzentration als Zhang et al. Der Insulinzusatz zeigte in unseren
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Versuchen keine deutlichen Vorteile, so dass wir uns im Hinblick auf einen spiteren klinischen Einsatz bei den
weiteren Versuchen gegen die Verwendung von Insulin entschieden.

Um vergleichbare Ergebnisse erzielen zu koénnen verwendeten wir fiir DMSO und fiir Trehalose ein
Einfrierprotokoll, dass bekanntermaBlen fiir DMSO optimale Ergebnisse erzielt. Es ist jedoch nicht
auszuschliessen, dass mit einem fiir Trehalose optimierten Einfrierprotokoll die Ergebnisse in der LTC fiir

Trehalose moglicherweise noch verbessert werden konnten.

5.2 Langzeitkultur von kryokonservierten

Knochenmarkzellen

Fiir Langzeitkulturen mit Trehalose kryokonserviertem Knochenmark lagen bisher keine Erfahrungen vor. Wir
orientierten uns an den Erfahrungen von Eaves et al mit frischem Knochenmark, und verglichen auerdem drei
verschiedene Feederlayer an Hand ihrer Fahigkeit, die Langzeitkultur zu unterstiitzen, sowie verschiedene
Zelleinsaaten. Wir verglichen die murine Stromazelllinie M2 10B4, die humane Stromazellinie 88/5 und
primdren humanen Feederlayer aus frischem Knochenmark. Sutherland (1991) und Hogge (1996) fanden in
ihren Untersuchungen mit frischen humanen CD34+ Zellen, dass M2 10B4-Feeder die Langzeitkultur ebensogut
unterstiitzt wie primdr humaner Feeder. Wir konnten diese Ergebnisse fir mit DMSO bzw. mit Trehalose
kryokonserviertes Knochenmark nicht bestitigen. In unseren Untersuchungen zeigte sich der primédr humane
Feeder der M2 10B4-Linie deutlich iiberlegen.

Thalmeier et al (1994, 1996) untersuchten die humane Zellinie 88/5 auf Zytokin-Expression und Zytokin-
Rezeptor-mRNA und fanden, verglichen mit primir humanem Stroma, ein fast identisches Muster. In ihren
Untersuchungen 1994 zeigten sie, dass die Zelllinie 88/5 fahig ist, Langzeitkulturen mit CD34+ Zellen aus
menschlichem Nabelschnurblut zu unterstiitzen. Wir konnten das in unseren Experimenten mit humanem
Knochenmark bestétigen, fanden den primér humanen Feeder-Layer der humanen Zellline 88/5 jedoch deutlich
iiberlegen. Der Unterschied war besonders ausgeprigt in den Versuchen mit DMSO-gefrorenem Knochenmark.
Beziiglich verschiedener Recharge-Zellzahlen zeigten sich in unseren Langzeitkulturen mit DMSO- und
Trehalose-kryokonserviertem Knochenmark keine wesentlichen Unterschiede. So entschieden wir uns fiir die
von Eaves et al (1991) fiir frisches Knochenmark empfohlene Zelleinsaat von 5x10° Zellen pro 35mm

Petrischale und fiir einen primdren Feeder-Layer aus frischem humanem Knochenmark.

5.3 Komplementaktivierung in mit Trehalose oder DMSO

inkubiertem oder gefrorenem Knochenmark

Kappicht (2000) fand, dass die Haufigkeit und Schwere der unerwiinschten Wirkungen bei
Knochenmarktransplantationen mit DMSO-kryokonserviertem Knochenmark positiv mit der Hohe der
Komplementaktivierung in vivo korreliert. Darauf aufbauend verglichen wir mit Hilfe eines Radioimmunoassays

fiir C3a-desArg das Ausmal} der Komplementaktivierung in vitro in mit DMSO und mit Trehalose gefrorenem
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Knochenmark. In den hier beschriebenen Versuchen lief sich kein signifikanter Unterschied in der Hohe der
C3a-Konzentration in mit DMSO- oder mit Trehalose — kryokonserviertem Knochenmark feststellen. Allerdings
ist der C3adesArg-RIA ist ein relativ storanfélliger Test, insbesondere bei der Arbeit mit verdiinnten Proben.
Dariiberhinaus konnte die hohe Viskositdt der Trehalose-Losung zu einer Beeintrachtigung der
Sedimentationsfahigkeit der radioaktiv markierten Antigen-Antikdrperkomplexe und somit zu falsch hohen
Ergebnissen fiihren. Die deutliche Streubreite der Ergebnisse, insbesondere bei mit Trehalose gefrorenem
Knochenmark, kann als Indiz gewertet werden, dass der Assay in den hier beschriebenen Versuchen keine
wirklich zu reproduzierenden Ergebnisse liefert. Eine mogliche Komplementaktivierung durch Trehalose lédsst

sich auf Grund dieser Versuchsreihe daher nicht abschlieBend beurteilen.

5.4 Offene Fragen

Obwohl die hier beschriebenen Ergebnisse zeigen, dass Trehalose die fiir ein erfolgreiches Engraftment bei der
hiamatopoetischen Stammzelltransplantation notwendigen frithen Vorlduferzellen der Hamatopoese ebensogut
vor Gefrier- und Auftauschéden schiitzt wie die Standardlosung DMSO, bleiben vor einem moglichen Einsatz
am Menschen jedoch noch einige Fragen zu kliren. Trehalose ist ein fiir Menschen unphysiologisches
Disaccharid. Es ist unklar, ob es verstoffwechselt werden kann, ausgeschieden oder gespeichert wiirde. Aus
diesem Grund sollte die Metabolisierung von Trehalose im Organismus nach intravendser Applikation
untersucht werden. In bisher beschriebenen in vivo Experimenten mit Médusen wurden keine offensichtlich
Trehalose-bezogenen unerwiinschten Reaktionen beobachtet (Zhang 2003). Untersuchungen mit Maus-Oozyten
und Embryonen mit 1M Trehalose-Konzentration zeigten ebenfalls keine Hinweise auf eine durch Trehalose
bedingte Toxizitit (Kuleshova 1999). Dennoch sollte in weiteren in vivo Versuchen an Tiermodellen die
Vertrdglichkeit von Trehalose, einschlieflich einer moglichen in vivo Komplementaktivierung, iiberpriift
werden. Eine mdgliche in vitro Komplementaktivierung in mit Trehalose gefrorenem Knochenmark muss in

grofieren Versuchsreihen und eventuell mit anderen Methoden untersucht werden.
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6. Zusammenfassung

Knochenmark oder periphere Blutstammzellen (PBSC) werden unter anderem fiir autologe oder, z.B. aus
logistischen Griinden, fiir allogene hiimatopoetische Stammzelltransplantationen kryokonserviert. Ublicherweise
wird hierfiir das Knochenmark 1:1 mit einer 20%igen DMSO — Losung gemischt und kontrolliert eingefroren.
Das frisch aufgetaute Knochenmark—DMSO Gemisch wird dem Patienten bei etwa 4°C infundiert, um eine bei
hoheren Temperaturen verstirkt stattfindende Zellschddigung durch DMSO zu vermeiden. Diese
Transplantationsmethode mit DMSO-kryokonservierten Zellen birgt fiir den Patienten ein nicht unerhebliches
Risiko belastender und selten auch lebensbedrohlicher Reaktionen. Diese kdnnen einerseits durch die niedrige
Reinfusionstemperatur des Transplantats, andererseits aber auch durch den Gehalt an DMSO im Transplantat
hervorgerufen werden. Deshalb wurde in dieser Arbeit das Disaccharid Trehalose im Hinblick auf seine Eignung
als mogliche Alternativsubstanz zu DMSO gepriift.

Um das Uberleben von hiimatopoetischen Stammzellen untersuchen zu konnen, muBiten zunichst die optimalen
Bedingungen fiir die Langzeitkultur von frilhen hédmatopoetischen Vorlduferzellen aus mit DMSO- oder
Trehalose-kryokonserviertem Knochenmark untersucht werden. Bei diesen Versuchen zeigte sich, dass sich als
Uberlebensmatrix in der Langzeitkultur (Feeder-Layer) am besten frisch entnommene und bestrahlte Zellen aus
Knochenmarkblut eigneten.

Unter Verwendung dieses Feeder-Layers konnte nachgewiesen werden, dass nach einer 5-wochigen Kultur
sowohl DMSO- als auch Trehalose-kryokonservierte Zellen in der Lage waren, im Methylzellulose-Assay
Kolonien zu generieren. Sowohl im Hinblick auf die Anzahl, als auch auf den Grad der Differenzierung der im
Methylcellulose-Assay geziichteten Zellen fand sich kein signifikanter Unterschied zwischen Zellen, die priméir
mit DMSO oder mit Trehalose als Frostschutzsubstanz eingefroren wurden.

Nachdem bekannt ist, dal DMSO in vitro eine Komplementaktivierung verursacht und es dariiberhinaus
Hinweise gibt, da die Hohe der Komplementaktivierung mit der Haufigkeit und Schwere der bei der
Transplantation auftretenden Nebenwirkungen korreliert, untersuchten wir zusétzlich im Radioimmunoassay die
Hohe der C3a — Konzentration in mit DMSO- oder Trehalose-tiefgefrorenem Knochenmarkblut. Dieser Assay
lieferte jedoch, insbesondere bei mit Trehalose-kryokonservierten Zellen nur schwer reproduzierbare (grofie
Standardabweichung) Ergebnisse, die moglicherweise durch die hohe Viskositit der Trehaloselosung bedingt
waren. Deshalb kann mit den hier vorgelegten Ergebnissen keine sichere Aussage beziiglich des Komplement-
aktivierenden Potentials von Trehalose getroffen werden.

Trotzdem belegen die hier beschriebenen Versuche, daB Trehalose eine vielversprechende Substanz fiir den
Schutz von hdamatopoetischen Stammzellen bei der Kryokonservierung ist. Vor dem klinischen Einsatz beim
Menschen, sollten jedoch noch Versuche im Tiermodell erfolgen, um die Sicherheit und Effektivitit dieses

Verfahrens auf eine noch solidere Basis zu stellen.
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8. Abkiirzungsverzeichnis

BFU-E: burst-forming-unit-erythroid, multizentrische rote Kolonien, entstanden aus einer frithen Vorlduferzelle
der Erythropoese

CFU: Colony-forming-unit, kolonie-bildende Einheit

CFU-E: colony-forming-unit-erythroid, unizenrische rote Kolonien, entstanden aus einer spéten Vorlduferzelle
der Erythropoese

CFU-G: colony-forming-unit-granulocyte, entstanden aus einer spaten Vorlauferzelle der Granulopoese
CFU-GEMM: colony-forming-unit-granulocyte-erythrocyte-macrophage, gemischte Kulturen mit Zellen aller
Zellreihen, entstanden aus einer gemeinsamen Vorlauferzelle der Myelo-, Erythro- und Megakaryopoese
CFU-GM: colony-forming-unit-granulocyte-macrophage, gemischte weifle Kulturen, entstanden aus einer
frithen Vorlauferzelle der Granulopoese und der Makrophagen

CFU-M: colony-forming-unit-macrophage, spite Vorlduferzelle der Makrophagen

DMSO: Dimethylsulfoxid

FCS: fetal calf serum, fetales Kélberserum

KMT: Knochenmarktransplntation

LD: Low Density; Knochenmark geringer Dichte, das durch Zentrifugation von nativem Knochenmark iiber
einem Ficoll-Dichtegradienten angereichert wurde

L: Layer = Feeder-Layer

LTC: Long-term-culture, Langzeitkultur (mindestens 5-wochige Kultur auf einer Stromazellschicht)

LTCIC: Long-term-culture-initiating cell; Zelle, die nach 5 Wochen in Kultur im Methylzellulose-Assay noch
Kolonien bildet

M: mol/l, molar

MC: Methylcellulose

ml: Milliliter

pl: Mikroliter

NacCl : Natrium-Clorid

PBSC: peripheral blood stem cells = periphere Blutstammzellen

PBSCT: Transplantation peripherer Blutstammzellen

RIA: Radioimmunoassay

rpm: rounds per minute, Umdrehungen pro Minute

SCT: stem cell transplantation = Stammzelltransplantation

TC: Tissue Culture, Gewebekultur

U: Uberstand
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