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1 Zusammenfassunq

Hamatopoetische Stammzellen (hematopoietic stem cells, HSCs) haben die Fahigkeit
zur Selbsterneuerung, konnen in alle Typen von Blutzellen differenzieren und sind in
vivo in der Stammzellnische des Knochenmarks (KM) zu finden. Neben zahlreichen
Interaktionen der HSCs mit anderen dort ansassigen Zelltypen, spielen auch
geometrische und physikalische Gegebenheiten im KM eine Rolle bei der
Aufrechterhaltung der Stammzelleigenschaften. Da Blutzellen eine begrenzte
Lebensdauer haben, mussen sie stetig durch Differenzierung von HSCs nachgebildet
werden, um das hamatopoetische System zu erhalten. Daher werden HSCs auch fur
Stammzelltransplantationen (hematopoietic stem cell transplantation, HSCT)
eingesetzt, einer Moglichkeit, anderweitig nicht behandelbare Krebserkrankungen
oder nicht-maligne Erkrankungen des blutbildenden Systems zu therapieren.
Patienten profitieren dabei von hohen Mengen an transplantierten Stammzellen. Trotz
stetiger Weiterentwicklung der HSCT stehen oft nicht genugend Stammzellen im
Spendermaterial zur Verfugung, was den Erfolg der HSCTs deutlich verringert. Eine
Moglichkeit diese Hurde zu uberwinden, stellt die Nutzung eines [In-vitro-
Kultivierungssystems dar, welches die Proliferation von HSCs unter Erhalt ihrer
Pluripotenz unterstiitzt. AuRere Einfliisse und intrinsische Signalwege beeinflussen
maldgeblich die Aufrechterhaltung der Pluripotenz von HSCs. Um die naturliche
Stammzellnische in vitro nachzuahmen, entwickelten wir dreidimensionale (3D)
Strukturen basierend auf dem Querschnitt eines humanen Rdéhrenknochens aus
Polydimethylsiloxan (PDMS). Zur Verbesserung der Kultivierungsbedingungen
optimierten wir das verwendete Zellkulturmedium durch Zugabe von verschiedenen
Zytokinen, Wachstumsfaktoren und des Histondeacetylase Inhibitors Valproinsaure. In
Kombination mit unseren 3D PDMS-Strukturen konnte somit eine geeignete
Moglichkeit geschaffen werden, um humane HSCs wahrend 14-tagiger In-vitro-
Kultivierung zu amplifizieren und gleichzeitig deren Pluripotenz und Fahigkeit zur
Selbsterneuerung zu erhalten. Eine Beschichtung der 3D PDMS-Strukturen mit
Siliziumoxid (SiOn) konnte die Ausbeuten an CD34+-Zellen zwar weiter signifikant
steigern, jedoch wurden die unreifen Jlong-term (LT)-HSCs am besten auf
unbeschichteten 3D PDMS-Strukturen vermehrt. Damit Ubereinstimmend wurden in
colony forming unit assays die meisten unreifen Kolonien von HSCs gebildet, die zuvor
auf unbeschichteten 3D PDMS-Strukturen kultiviert wurden. Proteom- und



Transkriptomanalysen der HSCs, welche 14 Tage auf unbeschichteten 3D PDMS-
Strukturen kultiviert wurden, zeigten Veranderungen des PI3K/AKT/mTOR-
Signalwegs, einhergehend mit einer Aktivierung von SREBP, HIF1a und FOXO. Diese
Aktivierung kann eine Expansion von HSCs begunstigen und steht im Zusammenhang
mit dem Erhalt der Stammzelleigenschaften. Die SiOn-Beschichtung der 3D PDMS-
Strukturen hingegen fuhrte zu einer pro-inflammatorischen Aktivierung des
PISBK/AKT/mTOR-Signalwegs und dadurch zu geringeren Ausbeuten an LT-HSCs.
Zusammenfassend konnte durch die Kombination biotechnologischer wie auch zell-
und molekularbiologischer Ansatze die Moglichkeit der In-vitro-Kultivierung humaner
HSCs optimiert werden, einhergehend mit der Aktivierung von molekularen
Signalwegen zur effektiven Amplifizierung undifferenzierter HSCs in vitro.



2 Summary

Hematopoietic stem cells (HSCs) are characterized by their ability for self-renewal and
to differentiate into all other types of blood cells. They reside within the bone marrow
(BM), in the so-called stem cell niche. This stem cell niche has specific geometrical
and physical features and offers close interactions with other cell types, which both
supports the growth and maintenance of HSCs. Since blood cells have a short lifetime,
HSCs are essential to recover the blood-forming system constantly by differentiation.
Therefore, HSCs are also used for transplantation (HSCT), which is an option to cure
patients suffering from high-risk cancers or non-malignant blood-borne diseases.
Patients benefit from high numbers of transplanted stem cells and, vice versa,
insufficient numbers of donor HSCs can impair the efficacy of HSCT. A promising
strategy to overcome this hurdle is the use of an advanced in vitro culture system that
supports the proliferation and, at the same time, maintains the pluripotency of HSCs.
Environmental factors and intrinsic molecular signaling pathways influence the
pluripotency maintenance of HSCs. To model the natural stem cell niche in vitro, we
created artificial three-dimensional (3D) BM-like scaffolds made of
polydimethylsiloxane (PDMS) based on the cross-section of a human long bone. To
promote the amplification of high numbers of undifferentiated HSCs in vitro, we
optimized the cell culture medium composition with a panel of cytokines, growths
factors and the histone deacetylase inhibitor valproic acid. We confirmed that our 3D
PDMS scaffolds in combination with the optimized HSC medium offered a suitable
platform to amplify human HSCs during 14 days in vitro culture and, simultaneously,
to support their pluripotency and ability for self-renewal. Silicon oxide (SiOn)-covering
of PDMS structures further improved the amplification of CD34+ cells, although the
conservation of naive long-term (LT)-HSCs was better on non-covered 3D PDMS
scaffolds. Consistently, we found that HSCs cultivated on non-covered 3D PDMS
generated most pluripotent colonies within colony forming unit assays. After 14 days
in vitro cell culture, we performed transcriptome and proteome analyses to study
alterations of molecular signaling pathways. Post-analysis of the data sets indicated
that the growth of HSCs on non-covered 3D PDMS scaffolds altered PISK/AKT/mTOR
pathways by activation of SREBP, HIF1a and FOXO signaling. This signaling pathway
activation is associated with the expansion of HSCs and is involved in the maintenance
of their pluripotency. In contrast, SiOn-covered 3D PDMS scaffolds induced a pro-



inflammatory response of the PI3K/AKT/mTOR pathway in cells, explaining the
reduced amounts of LT-HSCs on these structures. In conclusion, by combining
biological and biotechnological approaches, we successfully optimized in vitro HSCs
culture conditions associated with an activation of key molecular signaling pathways

to effectively amplify the numbers of undifferentiated HSCs in vitro.



3 Einleitung

3.1 Stammzellen in der Hamatopoese und Homoostase

Stammzellen werden in embryonale und unterschiedliche Klassen adulter
Stammzellen unterschieden. Dabei haben alle Stammzellen drei charakteristische
Eigenschaften: (1) die Fahigkeit zur Selbsterneuerung, (2) die Kapazitdt zu
unbegrenzter Vermehrung und (3) die Fahigkeit, eine oder mehrere Linien
differenzierter Zellen zu bilden (Prochazkova et al., 2015). Embryonale Stammzellen,
welche kurz nach der Befruchtung aus Embryoblasten der Blastozysten hervorgehen,
sind dadurch gekennzeichnet, dass sie noch alle Zellen eines Organismus bilden
kénnen und sind daher omnipotent (Prochazkova et al., 2015). Adulte Stammzellen
sind auf einen spezifischen Zelltyp determiniert und kdnnen nicht mehr alle Zellen
eines Organismus bilden, was als Pluripotenz, Unipotenz oder Multipotenz bezeichnet
wird. Sie sind Teil eines spezifischen Gewebes (besziehungsweise Organs) und in der
Lage, alle Zellen dieses Gewebes neu zu bilden, wodurch sie essentiell fur den
Gewebeaufbau nach der Geburt und den Gewebserhalt im Erwachsenenalter sind
(Prochazkova et al., 2015).

Da Blutzellen sehr kurzlebig sind, gibt es einen hohen Bedarf an funktionalen
hamatopoetischen Stammzellen (hematopoietic stem cells, HSCs), um diese
fortwahrend nachbilden zu kénnen (Prochazkova et al., 2015). HSCs wurden erstmals
in sich neubildenden hamatopoetischen Zellkolonien in der Milz letal bestrahlter Mause
entdeckt, welchen das Knochenmark (KM) gesunder Tiere nach der Bestrahlung
Ubertragen wurden (Cheng et al., 2020; Osawa et al., 1996). HSCs erneuern sich nach
heutigem Wissenstand, so wie andere Formen adulter Stammzellen, in spezifischen
Geweben. Sie sind ein Teil des KMs, wobei nur etwa eine von 10* Zellen im KM eine
HSC ist (Prochazkova et al., 2015). Analog zu anderen adulten Stammzellen sind
HSCs in der Lage, alle Zellen des blutbildenden Systems eines Organismus zu
(re)generieren und haben zudem die Fahigkeit zur Selbsterneuerung (Orkin, 2000;
Orkin and Zon, 2008; Walasek et al., 2012).

Die Regulation der Homoostase, der Selbsterneuerung von HSCs und der Bildung
differenzierter Blutzellen (Hamatopoese) hangt dabei von den jeweiligen
Umgebungsbedingungen ab, die als induktive Mikroumgebung, Stammzellnische oder
Stammzellsynapse bezeichnet wird (Wilson and Trumpp, 2006). Einerseits teilen sich
HSCs in vivo im Zuge ihrer Fahigkeit zur Selbsterneuerung in effektiver Weise



symmetrisch, wobei zwei identische Tochterzellen gebildet werden, welche der
ursprunglichen Stammzelle in ihren Eigenschaften der Pluripotenz entsprechen
(Abbildung 1A). Dies geschieht vor allem wahrend der Entwicklung des
hamatopoetischen Systems in der fetalen Leber oder in der Stammzellnische im KM
und dient der VergroBRerung des Stammzellpools. Es besteht auch die Moglichkeit,
dass wahrend der symmetrischen Teilung zwei differenzierte Zellen des blutbildenden
Systems entstehen, die keine Stammzelleigenschaften mehr aufweisen (Abbildung
1B). Der Stammzellpool wird dabei verkleinert. Teilen sich HSCs jedoch asymmetrisch,
entsteht je eine Stammzelle mit all ihren charakteristischen Merkmalen und eine
differenzierte Zelle des blutbildenden Systems (Abbildung 1C). Der Stammzellpool
wird dabei in seiner GréRe aufrechterhalten (Walasek et al., 2012).
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Symmetrische Teilung zur Symmetrische Teilung zur Asymmetrische Teilung zur
Selbsterneuerung und Hamatopoese Hamatopoese und zum
Vermehrung Stammzellerhalt

Abbildung 1: Moglichkeiten der Teilung von HSCs
HSCs konnen sich entweder symmetrisch (A, B) oder asymmetrisch (C) teilen. (A) Wahrend der
symmetrischen Teilung im Sinne der Selbsterneuerung entstehen zwei identische Tochterzellen, welche der
urspriinglichen Stammzelle in ihren Eigenschaften der Pluripotenz entsprechen. (B) Wahrend der
symmetrischen Teilung, welche nicht im Sinne der Selbsterneuerung steht, kénnen zwei differenzierte
Progenitorzellen, welche keine Stammzelleigenschaften mehr besitzen, entstehen. (C) Kommt es zur
asymmetrischen Teilung entstehen dabei eine zur urspringlichen HSC identische Tochterzelle und eine
differenzierte Progenitorzelle. Die Abbildung wurde mit Hilfe von BioRender.com nach (Walasek et al., 2012)
erstellt.
Innerhalb der HSC-Population unterscheidet man zwischen den sehr unreifen,
entweder ruhenden oder aktivierten long-term HSCs (LT-HSCs) und bereits
determinierten short-term HSCs (ST-HSCs) (Cheng et al., 2020) (Abbildung 2). Im
Gegensatz zu den sehr selten vorkommenden LT-HSCs haben die ST-HSCs nur ein
sehr kurzfristiges Potenzial zur Repopularisierung des Blutsystems und differenzieren
schnell weiter in multipotente Progenitorzellen (MPPs), myeloide (common myeloid
progenitor, MLP) oder lymphoide Progenitorzellen (common lymphoid progenitor,

CLP) (Abbildung 2). In vitro teilen sich HSCs selten symmetrisch im Sinne der



Selbsterneuerung. Es findet meist eine symmetrische Teilung in Zellen des
blutbildenden Systems oder eine asymmetrische Teilung statt, wodurch spezifische
Vorlauferzellen (Progenitorzellen) generiert werden, welche die Fahigkeit der
Pluripotenz verloren haben (Walasek et al., 2012).
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Abbildung 2: Modell der adulten Hamatopoese im Menschen

Die im KM ansassigen humanen LT-HSCs kdnnen sich symmetrisch oder asymmetrisch teilen, wodurch die
kontinuierliche Bildung aller Zellen des blutbildenden Systems und der Erhalt des Stammzellpools
gewahrleistet wird. Im Zuge der Differenzierung entstehen aus LT-HSCs ST-HSCs, welche weiter in MPPs
differenzieren. MPPs treten nachfolgend entweder in die myeloide oder in die lymphoide Linie der
Hamatopoese ein. Aus der myeloiden Progenitorzelle kdnnen sich im Zuge der Blutbildung Granulozyten,
Thrombozyten, Erythrozyten und Monozyten, aus welchen wiederum dentritische Zellen und Macrophagen
entstehen, bilden. Die lymphoide Linie der Hamatopoese mit der lymphoiden Progenitorzelle zu Beginn bringt
dahingegen T-, B- und natirliche Killerzellen (NK Zelle) sowie Plasmazellen hervor. Die Abbildung wurde mit
Hilfe von BioRender.com nach (Cheng et al., 2020) erstellt.

Diese Progenitorzelltypen kdnnen nur noch in eine der beiden Linien der Hamatopoese
weiter differenzieren. Bei der Myelopoese, welche ausschliel3lich im KM stattfindet,
entstehen aus MLPs Erythrozyten, Thrombozyten, die verschiedenen Formen der
Granulozyten, Makrophagen, Monozyten und dendritische Zellen. Die Lymphopoese
hingegen kommt auch aufRerhalb des KMs in lymphatischen Organen vor und bringt
T-Zellen, B-Zellen, naturliche Killerzellen (NK-Zellen) und Plasmazellen aus CLPs
hervor (Abbildung 2). Alle genannten Zelltypen exprimieren unterschiedliche und
charakteristische Oberflachenproteine (z. B. cluster of differentiation, CDs) und lassen



sich  anhand dieser, beispielsweise mittels Durchflusszytometrie  nach

immunologischer Markierung, voneinander unterscheiden und isolieren.

3.2 Charakteristische Merkmale und Funktionen von HSCs

Alle HSCs tragen bis zu einem gewissen Differenzierungsgrad als spezifischen
Oberflachenmarker das Antigen CD34. Die Unterfraktion der CD34+-LT-HSCs wird
weiterhin durch das Vorhandensein der Oberflachenmarker CD90 und CD49f sowie
durch die Abwesenheit der Oberflachenmarker CD38 und CD45RA charakterisiert.
Diese Subfraktion, welche nach heutigem Kenntnisstand besonders wichtig fur eine
zugige Blutbildung im Patienten ist, besteht aus sehr unreifen Zellen mit einem
hochkonservierten pluripotenten Charakter und einer ausgepragten Fahigkeit zur
Selbsterneuerung (Laurenti and Gottgens, 2018). LT-HSCs existieren Uber die
gesamte Lebenszeit eines Organismus hinweg und erneuern fortwahrend das
hamatopoetische System. Bei der Aktivierung ruhender LT-HSCs und einer sich
moglicherweise anschliellenden Differenzierung nimmt das Repopulationspotenzial
und die Fahigkeit der Selbsterneuerung der LT-HSCs jedoch ab (Nakamura-Ishizu et
al., 2014) (Abbildung 3). Die entstehenden ST-HSCs beziehungsweise MPPs kdnnen
die Hamatopoese nur Uber einen kurzen Zeitraum aufrechterhalten, bevor deren
Kapazitat endet und sie weiter differenzieren (Challen et al., 2009). Die Veranderungen
innerhalb der Zellpopulationen lassen sich anhand der Oberflachenmarker
dokumentieren.

Daruber hinaus unterscheiden sich die unreifen LT-HSCs aber noch in anderen
Punkten von den bereits weiter differenzierten ST-HSCs und MPPs. Ruhende LT-
HSCs verweilen in einem inaktiven Status, der sogenannten GO-Phase des Zellzyklus
und teilen sich weder symmetrisch noch asymmetrisch. Da HSCs die gesamte
Lebensdauer in einem Organismus existieren (mussen), muss die Balance zwischen
Proliferation, Differenzierung und Ruhezustand streng kontrolliert und reguliert
werden, um die Homoostase fortwahrend zu gewahrleisten und gleichzeitig die
genomische Stabilitat der LT-HSCs zu bewahren. Letztere konnte im Zuge von
Fehlern/Mutationen wahrend der Replikation im Zellzyklus und bei der Differenzierung
geschadigt werden (Pietras et al., 2011).

Um die Selbsterneuerung oder die Bildung verschiedener differenzierter Blutzellen
eines Organismus zu gewahrleisten, sind LT-HSCs in der Lage, den GO-Status durch
Eintritt in den Zellzyklus zu verlassen. Dieser Vorgang wird durch verschiedene



intrinsische und extrinsische Faktoren gesteuert und ist bis zu einem gewissen Punkt
umkehrbar, sodass aktivierte LT-HSCs den Zellzyklus wieder verlassen und erneut in
GO eintreten kdnnen (Nakamura-Ishizu et al., 2014) (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Stadien der Aktivierung und Differenzierung von HSCs

Ruhende LT-HSCs in GO kdnnen aktiviert werden und in den Zellzyklus eintreten (G1/S/G2/M Phase), wobei
abhangig von extrinsischen oder intrinsischen Faktoren eine Selbsterneuerung (symmetrische
Selbsterneuerungs-Teilung) oder eine Differenzierung stattfindet. Aktivierte LT-HSCs konnen den Zellzyklus
wieder verlassen und in den GO-Zustand zuriickkehren. Im Zuge der Differenzierung entstehen ST-HSCs und
MPPs. ST-HSCs haben ein geringes Repopularisierungspotenzial, kdnnen sich aber noch asymmetrisch teilen,
wohingegen MPPs diese Fahigkeit vollstandig verloren haben und in Blutzellen ausdifferenzieren
(symmetrische Teilung). Die Abbildung wurde mit Hilfe von BioRender.com nach (Nakamura-Ishizu et al.,
2014) erstellt.

Ruhende LT-HSCs sind weiterhin durch einen sehr niedrigen Metabolismus
charakterisiert, wobei ihre benotigte Energie weitestgehend durch aerobe Glykolyse
erzeugt wird. Diese geringe Stoffwechselaktivitat fordert den Stammzellerhalt durch
eine limitierte Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species,
ROS). Im Zuge der Aktivierung von LT-HSCs kommt es zu einer Verschiebung ihres
glykolytischen Metabolismus in Richtung mitochondrialer Respiration, was eine
Vermehrung der Mitochondrien in den HSCs voraussetzt (Kumar and Geiger, 2017;
Suda et al., 2011; Wilkinson and Yamazaki, 2018) (Abbildung 3). Durch die effizientere
oxidative Energiegewinnung in Mitochondrien stehen den HSCs fur die symmetrische
oder asymmetrische Teilung zwar mehr Energie zur Verfugung, allerdings sind sie
gleichzeitig auch groReren Mengen an ROS ausgesetzt, welche zu Mutationen
(oxidative DNA-Schaden) und zu Schadigungen von Proteinen und Organellen der

Stammzellen fuhren konnen.



3. 3 Stammazelltransplantationen mit hamatopoetischen Stammzellen

Seit der Einfihrung der Stammzelltransplantation (hematopoietic stem cell
transplantation, HSCT) in den spaten 1950ern konnte das Behandlungsverfahren
enorm verbessert werden und wurde so zu einer lebensrettenden Therapie fur
Patienten mit bestimmten, anderweitig nicht therapierbaren Hochrisiko-
Krebserkrankungen, wie beispielsweise chronischen oder akuten Leukamien. Die
HSCT wird zudem bei einem breiten Spektrum an nicht-malignen angeborenen und
erworbenen Krankheiten, wie schweren Immundefekten (z.B. severe combined
immunodeficency beziehungsweise dem Wiskott Aldrich Syndrom), schwer
verlaufenden hamatologischen Erkrankungen (z.B. beta-Thalassamia major oder der
Sichelzellanamie) oder den erworbenen Formen schwerer aplastischer Anamien
eingesetzt. Jahrlich werden Uber 60.000 Patienten weltweit transplantiert und die
Behandlungsverfahren werden dabei immer weiter verbessert (Gupta and Wagner,
2020; Niederwieser et al., 2016).

Ein vielversprechender Ansatz fur eine effektive HSCT, besteht in der Transplantation
groBer Mengen an pluripotenten HSCs, um die Zeitspanne zwischen der
Transplantation und immunologischer/hdmatologischer Rekonstitution zu verkirzen
(Chen et al., 2004). Transplantierte HSCs vermehren sich in vivo unter Beibehaltung
ihrer Pluripotenz sehr effektiv und gehen dabei nicht de novo aus anderen Geweben
des Empfangers hervor (Brecher et al., 1993; Lo Celso et al., 2009). Durch gréRere
Mengen an transplantierten HSCs konnte ein besseres Uberleben der Patienten
beobachtet werden (Chen et al., 2004) (Abbildung 4).

HSCs lassen sich an verschiedenen Stellen aus gesunden Spendern isolieren. Dazu
gehoren das periphere Blut nach Mobilisierung des Spenders mittels
Wachstumsfaktoren, das KM und Nabelschnurblut (Abbildung 5). Die Transplantate
werden nach Isolation aus den Spendern anhand des Oberflachenmarkers CD34 mit
HSCs und determinierten Vorlauferzellen angereichert. Diese Zellpopulation ist wichtig
fur eine erfolgreiche und effiziente Repopularisierung nach einer HSCT. Der Anteil an
LT-HSCs spielt in diesem Zuge keine Rolle, da eine Anreicherung nach den
charakteristischen Oberflachenmarkern dieser HSC-Subpopulation technisch sehr
aufwendig ist, eine viel zu geringe Ausbeute erbringt und zusatzlich den
Stammzellpool des Spenders zu sehr dezimieren wurde. Nichtsdestotrotz kdnnen
oftmals nur geringe Mengen an CD34+-HSCs von einem Spender wahrend einer

Stammzellsammlung gewonnen werden, unabhangig von dem angewandten
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Verfahren, was den Erfolg der HSCT durch eine verlangerte Zeitspanne bis zur

immunologischen Rekonstitution negativ beeinflussen kann.
A B
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Abbildung 4: Zusammenhang zwischen der Menge der transplantierten CD34+-HSCs und des
(krankheitsfreien) Uberlebens der Patienten

(A) Der Anteil der Patienten mit krankheitsfreiem Uberleben lag bei Gabe einer hdheren HSC Menge (CD34+-
Zellen > 2x10%/kg, rote Linie) mit 64 % deutlich iber dem der Patienten welche eine geringere Menge an HSCs
(CD34+-Zellen < 2x10%kg, blaue Linie; 38 %) bei der Transplantation bekamen. (B) Das Uberleben der
Patienten insgesamt lag bei Gabe einer hoheren Menge an HSCs (CD34+-Zellen > 2x10%/kg, rote Linie) mit 66
% deutlich (iber dem der Patienten, welche eine geringere Menge an HSCs (CD34+-Zellen < 2x10%/kg, blaue
Linie; 45 %) bei einer Transplantation bekamen. Abbildung modifiziert nach (Hyder et al., 2018).

Eine Mdglichkeit, deutlich hohere Mengen an CD34+-HSCs zu erhalten, stellt
grundsatzlich die In-vitro-Expansion der verfugbaren HSCs eines Spenders vor der
eigentlichen HSCT dar. Allerdings ist die Generierung groRer Stammzellmengen fur
die Transplantation nach wie vor fur den klinischen Einsatz nicht zugelassen, da HSCs
in vitro schnell in Vorlauferzellen ausdifferenzieren und somit ihre Pluripotenz und die
Fahigkeit der Selbsterneuerung verlieren (Abbildung 5) (Gupta and Wagner, 2020;
Walasek et al., 2012). Trotz der grof3en Fortschritte in der Behandlung von Krebs und
der Korrektur genetischer Erkrankungen durch die HSCT kénnen bis zu 20 % aller
Patienten in der Krebsbehandlung nicht ausreichend therapiert werden, da entweder
nur wenig geeignetes oder nicht ausreichend Zellmaterial in Form eines
Transplantates zur Verfugung steht. Diese Umstande zeigen die grof3e Bedeutung
eines optimierten [In-vitro-Kultivierungssystems, welches die Proliferation von
humanen HSCs unterstitzt und dabei die Fahigkeit der Selbsterneuerung und den
pluripotenten Charakter der Zellen aufrechterhalt (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Gewinnung und In-vitro-Vermehrung humaner HSCs - derzeitige Situation vs.
wiinschenswerter Zustand

Humane HSCs kénnen aus mobilisiertem peripherem Blut, dem KM und Nabelschnurblut gewonnen werden.
Um die Menge an CD34+-HSCs zu steigern, werden in vitro Kultivierungsmodelle angewandt. Bisherige In-
vitro-Expansionsmodelle zur Amplifizierung humaner HSCs unterstiitzen den Erhalt der Pluripotenz nicht
ausreichend. Es gibt kaum Standardisierungen und nur geringe Expansionsraten trotz langer Wartezeiten
(oberer Abschnitt). Wiinschenswert ware die personalisierte und standardisierte Herstellung qualitativ
kontrollierter HSC-Produkte durch In-vitro-Systeme, welche die symmetrische Vermehrung von HSCs
unterstiitzen (unterer Abschnitt). Die Abbildung wurde mit Hilfe von BioRender.com nach (Walasek et al., 2012)
erstellt.

3.4 Moglichkeiten der In-vitro-Expansion von hamatopoetischen Stammzellen

3.4.1 3D Kultivierungssysteme zur Vermehrung von himatopoetischen Stammzellen

Eine vielversprechende  Moglichkeit, HSCs unter Beibehaltung ihrer
Stammzelleigenschaften in vitro effektiv zu vermehren, liegt in der Nutzung von
dreidimensionalen (3D) Kultivierungssystemen, welche die natirliche Umgebung von
HSCs simulieren, um so moglichst effektive Bedingungen fur eine symmetrische
Teilung im Sinne der Selbsterneuerung zu schaffen. Ein wichtiger und sehr komplexer
Faktor, welcher erheblichen Einfluss auf die Funktionsweise von HSC in vivo besitzt,
ist neben der reinen Geometrie der Kultivierungssysteme die molekulare und
physikalische Mikroumgebung der HSCs, die auch als hamatopoetische
Stammzellnische bezeichnet wird. Dabei spielen nach heutigem Kenntnisstand auch
zellulare Interaktionen von HSCs in der Stammzellnische mit anderen dort ansassigen
Zelltypen eine beutende Rolle zur Konservierung der Stammzelleigenschaften
(Dawson et al., 2008; Gupta and Wagner, 2020; Li et al., 2001; Muller et al., 2015;
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Prewitz et al., 2012; Prewitz et al., 2013; Zhang et al., 2003). Es ergeben sich daher
verschiedene zu bewaltigende Aufgaben, um die Stammzellnische fur eine effektive
Vermehrung von HSCs in vitro naturgetreu nachzubilden. Dabei genutzte naturliche
Biomaterialien kdnnen beispielsweise aus Agarose, extrazellularer Matrix (Matrigel)
oder Methylzellulose bestehen. Aber auch synthetische Strukturen aus Polymeren,
Keramik oder Metall wurden bereits eingesetzt, um naturnahe Gegebenheiten fur
HSCs zu schaffen (Dawson et al., 2008; Kimlin et al., 2013; Koehler et al., 2013).
Weiterhin wurde beschrieben, dass es gelungen ist, grundlegende Eigenschaften des
KMs artifiziell nachzubilden (Raic et al., 2014). Zum einen wurde mithilfe von
synthetischen Polymeren eine pordse Struktur hergestellt, welche die schwammartige
Struktur des Knochens im Bereich des blutbildenden KMs nachahmt. Zusatzlich
wurden daran Proteine immobilisiert, wie sie auch in der Matrix des KMs vorkommen
wirden und HSCs als Verankerungsmaéglichkeiten dienen (Raic et al., 2014; Torisawa
et al., 2014). In einem anderen vielversprechenden Ansatz, die Morphologie des KMs
nachzuahmen, wurde ein artifizielles System in vivo in Mause implantiert, welches die
Tiere stimuliert, eine dem humanen KM &hnliche Matrix zu bilden. Nach Entnahme
dieser Matrix wurde das System in vitro zur Stammzellexpansion genutzt (Torisawa et
al., 2014). Beide Ansatze, die hier beispielhaft erwahnt wurden, konnten die In-vitro-
Vermehrung deutlich verbessern. Unabhangig davon mussen die eingesetzten
Systeme eine Vielzahl an weiteren Anforderungen erfullen, wie zum Beispiel einen
optimalen Flussigkeitstransport zu den Zellen, die Versorgung mit bioaktiven
Molekulen/Nahrstoffen, einen geringen/keinen Materialverschleil® und mechanische
Integration der Zellen in das System (Dawson et al., 2008). Im Idealfall sollten die
genutzten Systeme aullerdem zur mikroskopischen Begutachtung und Analyse der
kultivierten Zellen geeignet sein. Die bisher verwendeten Systeme bieten diese
Moglichkeit zumeist nicht oder kaum. In geschlossenen Strukturen treten weitere
Probleme bezlglich der Ruckgewinnung der kultivierten Zellen nach der Expansion
auf. Daher besteht weiterhin der Bedarf neue 3D Systeme zu In-vitro-Kultivierung von
HSCs zu entwickeln oder bestehende Systeme zu optimieren.

3.4.2 Optimierte Zellkulturbedingungen zur Vermehrung von hamatopoetischen

Stammzellen
Es wurden unterschiedliche Mdglichkeiten beschrieben, die zur Verbesserung der
HSC-Kultivierungsbedingungen in vitro beitragen. Diese Ansatze beinhalten
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beispielsweise den Einsatz von speziellen Zytokinen, Wachstumsfaktoren,
Differenzierungsregulatoren oder andere biochemische Agenzien, um die Pluripotenz
der HSCs in vitro zu erhalten (Walasek et al., 2012). Zytokine beziehungsweise
Wachstumsfaktoren, die den Stammzellerhalt in vitro fordern, sind unter anderen Stem
Cell Factor (SCF), Thrombopoietin (TPO), Fms-related tyrosine kinase 3 ligand (FLT-
3), Interleukin 6 (IL6) und Interleukin 3 (IL3). Eine chemische Verbindung, fur die
stammzellerhaltende Eigenschaften beschrieben wurde, ist Stemreginin-1 (SR-1). SR-
1 bindet und inhibiert den Arylhydrogenrezeptor an der Oberflache von HSCs und
verhindert so die Bindung spezifischer Zytokine, wie beispielsweise CXCR4, an der
Zelloberflache. Infolgedessen wird eine Mobilisation von HSCs aus dem KM heraus
und damit einhergehend auch deren Differenzierung inhibiert (Boitano et al., 2010;
Dahlberg et al., 2014; Panch et al., 2017; Wagner et al., 2016). Daher konnte durch
den Einsatz von SR-1 die In-vitro-Expansion humaner HSCs bereits gesteigert und die
hamatopoetische Rekonstitution nach der HSCT unterstitzt werden (Dahlberg et al.,
2014; Wagner et al., 2016). Eine weitere geeignete Verbindung stellt Valproinsaure
(VPA), ein Klasse I- und lI-Histondeacetylase Inhibitor (HDACI), dar, welche sich als
ein wirksames Mittel zur Amplifizierung humaner HSCs unter Konservierung der
Pluripotenz hervorgetan hat (Chaurasia et al., 2014). Die postulierte Wirkung beruht
dabei darauf, dass durch den Einsatz von VPA die Phosphorylierung der
Glykogensynthasekinase 3-beta (GSK3[) reduziert wird. Dies flhrt zur Inaktivierung
der GSK3B und damit verknupft zur transkriptionellen Aktivierung von Zielgenen des
Whnt-Signalwegs und einer Zunahme des homeobox B4-Proteins (HoxB4). Wnt und
HoxB4 stimulieren direkt die HSC-Proliferation und fordern den Erhalt der Fahigkeit
zur Selbsterneuerung (Bug et al., 2005; Chaurasia et al., 2014; De Felice et al., 2005).
Generell besteht beim Einsatz von bioaktiven Molekulen zur Verbesserung der HSC-
Vermehrung aber die Gefahr der Uberdosierung, was zu einer gesteigerten
Differenzierung wahrend der Proliferation fuhren und im Extremfall toxisch sein kann.
Ein weiterer Faktor, der das Wachstum und die Differenzierung von HSCs beeinflusst,
ist der Sauerstoffgehalt im umgebenden Medium/Blut. Innerhalb der Stammzellnische
im KM liegt der Sauerstoffgehalt mit 1-6 % weit unter normoxischen Verhaltnissen, wie
beispielsweise in der Raumluft mit etwa 20-21 % (Eliasson et al., 2010; Mohyeldin et
al., 2010). Der Sauerstoffgehalt in der konventionellen Zellkultur liegt hingegen bei
dem Wert der Raumluft. Eine [/n-vitro-Kultivierung von HSCs unter hypoxischen
Verhaltnissen kann daher die Ausbeute an pluripotenten HSCs verbessern. Nach
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heutigem Kenntnisstand befinden sich im Speziellen die unreifen, ruhenden LT-HSCs
in vivo weiter entfernt von Sauerstoff-transportierenden Blutgefa3en innerhalb des KM
als die aktivierten LT-HSCs, ST-HSCs und MPPs, welche mit fortschreitender
Differenzierung direkt in die Blutbahn eintreten und somit im Organismus als
ausdifferenzierte Blutzellen zirkulieren konnen. Die Kultivierung unter hypoxischen
Bedingungen ahmt die Umgebung der ruhenden LT-HSCs innerhalb der
Stammzellnische effektiv nach und fordert auerdem den aeroben glykolytischen
Metabolismus der LT-HSCs (Eliasson et al., 2010; Mohyeldin et al., 2010). Eine
gezielte und ausbalancierte Optimierung der Kulturbedingungen ist daher
Grundvoraussetzung fur eine effiziente In-vitro-Vermehrung von HSCs unter Erhalt

ihrer Stammzelleigenschaften.

3.4.3 Molekulare Signalwege bei der Vermehrung von hamatopoetischen

Stammzellen

Verschiedene molekulare Stoffwechsel- und Signalwege konnen den Erhalt des
Stammzellcharakters von HSCs wahrend der In-vitro-Kultivierung beeinflussen, und
eine gezielte Einflussnahme auf diese Signalwege kann zu einem verbesserten Erhalt
der Pluripotenz in vitro fUhren. Einer der am besten erforschten Signalwege ist dabei
der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)/Aktivierte Proteinkinase B (AKT)/mechanistic
target of rapamycin (mTOR)-Signalweg, welcher eine grof3e Rolle bei verschiedenen
Vorgangen in der Zelle spielt, wie beispielsweise der Regulation der Proliferation, der
Motilitat, der Autophagie und des Metabolismus. mTOR liegt intrazellular mit weiteren
Proteinen/Kofaktoren in zwei funktionalen Komplexen vor: mTOR Komplex 1
(mTORC1) und mTOR Komplex 2 (mTORC2). Im Kontext von HSCs und deren
Vermehrung ist vor allem mTORC1 entscheidend. Fir mTORC2 wurden deutlich
weniger Zusammenhange mit dem Stammzellerhalt beschrieben. Eine ausgewogene
Aktivierung des mTORC1-Signalweges fordert Stammzellfunktionen und deren
Aufrechterhaltung, wobei Defekte oder eine Uberaktivierung des Signalweges zu
massiver HSC-Differenzierung und einer Verringerung des Stammzellpools fuhren
kénnen (Fernandes et al., 2021; Ghosh and Kapur, 2016; Ghosh et al., 2016; Huang
et al., 2012).

Die forkhead box O (FOXO)-Familie von Transkriptionsfaktoren und der hypoxia-
inducible factor 1-alpha (HIF1a), als Teile des PI3K/AKT/mTOR-Signalweges, sind
ebenfalls an der Kontrolle des Zellzyklus, der Autophagie, des Zellmetabolismus und
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des intrazellularen Redoxstatus der HSCs beteiligt. lhre Aktivierung fordert die
Selbsterneuerung von HSCs und den Stammzellerhalt (Cheng et al., 2014; Kocabas
etal., 2015; Regitz et al., 1988; Takubo et al., 2010; Tothova and Gilliland, 2007; Wang
and Ema, 2016). FOXO-Transkriptionsfaktoren sind aulerdem an der
Aufrechterhaltung des Ruhezustands von LT-HSCs beteiligt, indem sie verschiedene
essenzielle Proteine der Zellzyklusprogression regulieren und somit den Eintritt
beziehungsweise den Ubertritt zwischen den einzelnen Zellzyklusphasen steuern.
Aktivierte FOXOs unterdriicken zusatzlich die Apoptose-Induktion innerhalb der
Stammzellnische, indem sie vor ROS-bedingten Zellschaden schiitzen und damit eine
wichtige Aufgabe beim Erhalt des Stammzellpools haben (Tothova and Gilliland,
2007).

Aktuelle Studien konnten zeigen, dass der Fettsaure- und Cholesterinstoffwechsel
wichtig fur die Expansion groRer Mengen an undifferenzierten HSCs in vitro ist
(DeBose-Boyd and Ye, 2018; Kobayashi et al., 2019), da sich replizierende Zellen eine
ausreichende Menge an Lipiden bendtigen, um die Bildung neuer Membranen zu
gewahrleisten. Diese Stoffwechselwege werden vom PI3K/AKT/mTOR- und den
beiden damit eng verknupften HIF1a- und sterol regulatory element-binding protein
(SREBP)-Signalwegen reguliert (Duvel et al., 2010; Peterson et al., 2011; Porstmann
et al,, 2008). mTORC1 unterstutzt diese Regulation, indem es Uber SREBP-
Transkriptionsfaktoren die De-novo-Lipidsynthese anregt.

Obwohl in vorangegangenen Arbeiten (Tothova and Gilliland, 2007; Wagner et al.,
2016) bereits Fortschritte hin zu optimierten HSC-in-vitro-Kultursystemen gemacht
wurden, scheint die Nutzung nur einer der oben beschriebenen Ansatzpunkte, des
optimierten Zellkulturmediums oder des optimierten 3D Zellkultursystems, allein nicht
ausreichend zu sein, um HSCs in vitro effektiv unter Aufrechterhaltung des
Stammzellcharakters zu amplifizieren (Aerts-Kaya, 2021; Gillatt et al., 1988; Marx-
Blimel et al., 2020; Sei et al., 2020; Sei et al., 2019; Walasek et al., 2012). Eine
Kombination von beispielsweise Zytokinen, Wachstumsfaktoren und biochemischen
Verbindungen mit geeigneten 3D Kultivierungssystemen unter Berucksichtigung der
physiologischen Gegebenheiten in der Stammzellniche konnte hier ein

vielversprechender neuer Ansatz sein.
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4 Zusammenhang zum Thema der Dissertation und Ziele der Arbeit

Eine neuartige Methode 3D HSC-Kultivierungssysteme zu entwickeln, bietet die
Gestaltung von Strukturen mit Hilfe von Polymeren. Dabei wird die zugrundeliegende
Morphologie des KMs nicht nur artifiziell nachgeahmt, sondern direkt GUbernommen.
(Patent Schober, Beck et al. DE 10 2015 108 566.6). Somit kdnnen die im humanen
KM vorherrschenden geometrischen Gegebenheiten direkt Ubertragen und mittels
biokompatibler Polymere in Form von 3D Kultivierungssubstraten abgebildet werden.
Nach dem heutigen Stand der Entwicklung gibt es noch keine kommerziell
vertriebenen 3D-Kultursysteme zur In-vitro-Expansion von humanen HSCs in der
klinischen Anwendung und alle diesbezlglichen Veroffentlichungen sind noch im
Labormalistab angesiedelt. Ware es durch den Einsatz unserer neuartigen 3D
Kultivierungsplattform in Kombination mit einem optimierten Kultivierungsmedium
moglich, humane HSCs mit hohem Repopulationspotenzial in vitro vorab zu
vermehren und fur eine klinische Anwendung bereitzustellen, wirde ein gravierendes
Problem der Transplantationsmedizin geldst werden. Ziel des Projektes ist es daher,
ein Kultivierungssystem durch direktes Nachbilden der Morphologie in der
Stammzellnische im KM unter Berucksichtigung der vorherrschenden
physikochemischen und molekularbiologischen Randbedingungen so zu konstruieren,
dass Stammzellen auch in vitro effektiv vermehrt und fur anschlieRende Arbeitsschritte

bereitgestellt werden konnen.
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5 Publizierte Originaldaten

5.1 Ubersicht zu den Manuskripten

Im Zuge dieser Dissertation konnten bereits zwei Publikationen veroffentlicht werden,
wobei die Kandidatin bei beiden Erstautor ist und die gesamte Korrespondenz mit den
Journalen Ubernahm.

Erschienen sind folgende Publikationen:

Marx-Blumel, L., Marx, C., Weise F. et al. (2020) Biomimetic reconstruction of the
hematopoietic stem cell niche for in vitro amplification of human hematopoietic stem
cells. PLOS ONE 15(6): e0234638.

und

Marx-Blumel, L., Marx, C., Sonnemann, J. et al. (2021) Molecular characterization of
hematopoietic stem cells after in vitro amplification on biomimetic 3D PDMS cell culture
scaffolds. Sci Rep 11, 21163.

In der ersten genannten Veroffentlichung wurde durch Kombination eines neu
entwickelten 3D [In-vitro-Zellkultursystems, beruhend auf der Morphologie des
menschlichen KMs, und dem Einsatz verschiedener Mediumsupplemente eine Basis
geschaffen, welche die Amplifikation von humanen HSCs unter Erhalt ihrer Pluripotenz
ermoglicht. Die dabei genutzten Strukturen wurden mit Hilfe von Mikro- und
Nanopolymer-Strukturierungsmethoden aus Polydimethylsiloxan (PDMS) hergestellt
(Patent Schober, Beck et al. DE 10 2015 108 566.6). Dadurch konnte eine effektive
In-vitro-Vorabvermehrung von humanen HSCs ermaoglicht werden, was beispielsweise
fur den spateren klinischen Einsatz bei Stammzelltransplantationen von Nutzen sein

kann.

In der zweiten genannten Publikation wurden die in dem neuartigen 3D
Zellkultursystem amplifizierten HSCs auf molekularer Basis eingehend charakterisiert,
um ein besseres Verstandnis fur die wahrend der Kultivierung ablaufenden

Veranderungen von Signal- und Stoffwechselwegen zu erhalten. Es konnten
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verschiedene molekulare Signalwege gefunden werden, welche durch die Kultivierung
in den 3D PDMS-Strukturen aktiviert wurden und sich positiv auf den Stammzellerhalt
der amplifizierten HSCs auswirken.

5.2 Manuskripte

5.2.1 _Biomimetic reconstruction of the hematopoietic stem cell niche for in vitro

amplification of human hematopoietic stem cells":

Manuskript Nr. 1

Titel des Manuskriptes: Biomimetic reconstruction of the hematopoietic stem cell

niche for in vitro amplification of human hematopoietic stem cells

Autoren: M.Sc. Lisa Marx-Blumel, Dr. Christian Marx, Dipl. Ing. Frank Weise, M.Sc.
Jessica Frey, Dr. Birgit Perner, Dr. Gregor Schlingloff, M.Sc. Nora Lindig, Dipl. Ing.
Jorg Hampl, Dr. Jirgen Sonnemann, Dr. Dana Brauer, Dr. Astrid Voigt, Dr. Sukhdeep
Singh, Bettina Beck, Ute-Maria Jager, Prof. Dr. Zhao-Qi Wang, Prof. Dr. James F.
Beck, Prof. Dr. Andreas Schober

Bibliographische Informationen: Marx-Blimel, L., Marx, C., Weise F. et al. (2020)
Biomimetic reconstruction of the hematopoietic stem cell niche for in vitro amplification
of human hematopoietic stem cells. PLOS ONE 15(6): e0234638.

Der Kandidat / Die Kandidatin ist
Erstautor/-in, OO Ko-Erstautor/-in, Korresp. Autor/-in, OO Koautor/-in.
Status: bereits publiziert (06/2020)

Anteile (in %) der Autoren / der Autorinnen an der Publikation (anzugeben ab
20%)

Autor/-in Konzeptionell | Datenanalyse | Experimentell | Verfassen des | Bereitstellung
Manuskriptes | von Material

M.Sc. Lisa | 20 % 75 % 60 % 70 % -

Marx-

Blimel

19




Dr. - 20 % - 20 % -
Christian
Marx

Dipl. Ing. - - 20 % - -
Frank
Weise

M.Sc. - - - - -
Jessica
Frey

Dr. Birgit - - - - -
Perner

Dr. Gregor | - - - - -
Schlingloff

M.Sc. Nora | - - - - -
Lindig

Dipl. Ing. - - - - -
Joérg Hampl

Dr. Jurgen - - - - -
Sonnemann

Dr. Dana - - - - -
Brauer

Dr. Astrid - - - - -
Voigt

Dr. - - - - -
Sukhdeep
Singh

Bettina - - - - -
Beck

Ute-Maria - - - - -
Jager

Prof. Dr. - - - - -
Zhao-Qi
Wang

Prof. Dr. 40 % - - - 50 %
James F.
Beck

Prof. Dr. 40 % - - - 50 %
Andreas
Schober

Unterschrift Kandidat/-in Unterschrift Betreuer/-in (Mitglied der Fakultat)
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5.2.2 ;Molecular characterization of hematopoietic stem cells after in vitro amplification

on biomimetic 3D PDMS cell culture scaffolds"

Manuskript Nr. 2
Titel des Manuskriptes:

Autoren: M.Sc. Lisa Marx-Blumel, Dr. Christian Marx, Dr. Jurgen Sonnemann, Dipl.
Ing. Frank Weise, Dipl. Ing. Jorg Hampl, M.Sc. Jessica Frey, M.Sc. Linda Rothenburg,
Dr. Emillio Cirri, Norman Rahnis, Dr. Philipp Koch, Dr. Marco Groth, Prof. Dr. Andreas
Schober, Prof. Dr. Zhao-Qi Wang, Prof. Dr. James F. Beck

Bibliographische Informationen: Marx-Blumel, L., Marx, C., Sonnemann, J. et al.
(2021) Molecular characterization of hematopoietic stem cells after in vitro
amplification on biomimetic 3D PDMS cell culture scaffolds. Sci Rep 11, 21163.

Der Kandidat / Die Kandidatin ist
[ ] Erstautor/-in, | x| Ko-Erstautor/-in, Korresp. Autor/-in, O Koautor/-in.
Status: bereits publiziert (10/2021)

Anteile (in %) der Autoren / der Autorinnen an der Publikation (anzugeben ab
20%)

Autor/-in

Konzeptionell

Datenanalyse

Experimentell

Verfassen des
Manuskriptes

Bereitstellung
von Material

M.Sc. Lisa
Marx-Blimel

40 %

60 %

60 %

50 %

Dr. Christian
Marx

30 %

30 %

40 %

Dr. Jurgen
Sonnemann

Dipl. Ing.
Frank Weise

Dipl. Ing.
Joérg Hampl

M.Sc.
Jessica Frey

M.Sc. Linda
Rothenburg

Dr. Emillio
Cirri
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Norman - - - - -
Rahnis

Dr. Philipp - - - - -
Koch

Dr. Marco - - - - _
Groth

Prof. Dr. - - - - 20 %
Andreas
Schober

Prof. Dr. - - - - 20 %
Zhao-Qi
Wang

Prof. Dr. 50 % - - - 60 %
James F.
Beck

Unterschrift Kandidat/-in Unterschrift Betreuer/-in (Mitglied der Fakultat)
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6 Diskussion

6.1 Transplantation mit hamatopoetischen Stammzellen

Die Transplantation von humanen HSCs ist die effektivste Behandlungsmoglichkeit fur
ein breites Spektrum an hamatopoetischen Erkrankungen und nicht-malignen,
angeborenen oder erworbenen Defekten. Der Erfolg dieser Behandlungsmethode wird
allerdings durch eine oft auftretende Diskrepanz zwischen der vom Spender zur
Verfugung stehenden und der vom Empfanger bendtigten Menge an HSCs
eingeschrankt. Wird bei einer HSCT eine unzureichende Menge Stammzellen
transplantiert, verlangert sich die Zeitspanne bis zur immunologischen Rekonstitution
des Empfangers und das Risiko von bedrohlichen Infektionen infolge der
Immunsuppression steigt (Chen et al., 2004; Hyder et al., 2018). HSCs kdnnen fir eine
Transplantation entweder aus dem KM, dem Nabelschnurblut oder dem peripheren
Blut des Spenders gewonnen werden. Alle drei Moglichkeiten werden in der Praxis
angewandt, unterscheiden sich aber bezuglich der Charakteristika und Menge der
gewonnen HSCs und abhangig davon auch in deren klinischer Verwendung (Panch et
al., 2017). Bezogen auf die absolute Menge an CD34+-HSCs, kann durch eine
Apharese nach vorangegangener Mobilisation die beste Stammzellausbeute erreicht
werden. Nabelschnurblut ist prozentual zwar reich an unreifen HSCs und CD34+-
Progenitorzellen, jedoch stehen davon nur geringe Mengen zur Verfigung, welche
meist nicht ausreichend fur eine Transplantation sind (Gupta and Wagner, 2020).
Werden HCSs aus der Nabelschnurarterie isoliert, ergeben sich keine Risiken fur den
Spender. Ethische Bedenken dabei sind gering, da diesen Zellen anderweitig kein
Nutzen zukommen wirde und sie entsorgt werden wirden. Im Gegensatz dazu steht
die risikoreichere Prozedur der Punktion des KM zur Gewinnung der dort ansassigen
Stammzellen (Panch et al., 2017). Wenngleich dieses Verfahren mittlerweile Standard
ist, kann es zu Komplikationen wie Blutungen oder Infektionen infolge der Punktion
und Aspiration beim Spender kommen. Auch die verabreichte Sedierung kann
Nebenwirkungen verursachen (Panch et al., 2017). Die Gewinnung von Stammzellen
aus dem peripheren Blut erfordert eine Mobilisation der HSCs, beispielsweise mit dem
Granulozyten-Kolonie stimulierenden Faktor, Uber einen gewissen Zeitraum, damit
HSCs in ausreichender Anzahl in der Blutbahn zur Verfugung stehen. Mogliche
Komplikationen wie Knochenschmerzen und grippeahnliche Symptome treten oft im

Zusammenhang mit denen zur Mobilisation verwendeten Substanzen auf. Ein
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potenziell erhdhtes Risiko fur Krebserkrankungen, Schlaganfalle oder
Autoimmunkrankheiten infolge der Mobilisation konnte jedoch nicht bestatigt werden.
Allerdings kann es zu Nebenwirkungen wahrend der Apharese, wie beispielsweise
Blutungen oder einer Hypokalzamie infolge der verabreichten Antikoagulantia,
kommen (Panch et al., 2017). Studien ergaben jedoch, dass Spender nach einer
Punktion des KM deutlich langer fur eine vollstandige Erholung brauchten als jene, die
sich einer Mobilisation mit anschliefender Apharese unterzogen (Panch et al., 2017).
Da die isolierten Stammzellen aus allen drei beschriebenen HSC-Quellen auch T-
Zellen enthalten, kann es zu Nebenwirkungen in Form einer akuten oder chronischen
Spender-gegen-Wirt-Erkrankung (graft-versus-host-disease, GVHD) des Empfangers
kommen, wenn sie fur eine allogene Transplantation genutzt werden. T-Zellen in
Transplantaten aus dem Nabelschnurblut sind im Gegensatz zu den beiden anderen
Urspringen immunologisch noch naiv und rufen demnach deutlich weniger
unerwunschte Reaktionen im Empfanger hervor. Durch die generell geringe Zellmenge
und damit einhergehend der geringen Ausbeute an CD34+-Zellen in Transplantaten
aus Nabelschnurblut wird bei einer HSCT mit diesem Stammzelltyp aber ein deutlich
langsameres Anwachsen der Spenderzellen im Vergleich mit den anderen beiden
Methoden erreicht. Damit steigt die Gefahr von Infektionen, Spenderabstof3ung und
infolgedessen eines Rickfalls des Patienten deutlich (Panch et al., 2017). Neben der
Qualitat des Spendermaterials spielt also auch die Quantitat eine grof3e Rolle, um eine
erfolgreiche Transplantation zu ermoglichen.

Eine Moglichkeit, das Problem des Missverhaltnisses zwischen benotigter und
vorhandener Anzahl von Spenderzellen zu 16sen, stellt die In-vitro-Vorabvermehrung
von humanen HSCs dar. Allerdings gibt es bisher noch keine Moglichkeit, die einer
klinischen Anwendung gentgt (Chen et al., 2004; Walasek et al., 2012). Darauf
aufbauend war es Ziel dieser Arbeit, eine In-vitro-Umgebung fur humane HSCs zu
schaffen, welche deren Proliferation steigert und gleichzeitig ihre Pluripotenz und die
Fahigkeit zur Selbsterneuerung unterstitzt. Dazu musste wahrend der In-vitro-Kultur
die Differenzierung der HSCs in entsprechende Linien-spezifische Progenitorzellen
reduziert und optimale Wachstumsbedingungen erzeugt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden ausschlieBlich aus dem peripheren Blut nach
Mobilisierung gewonnene kryokonservierte CD34+-angereicherte HSCs gesunder
Spender verwendet (Ethikvotum des Universitatsklinikums Jena, #3595-10/12, #5320-
10/17, Marx-Blimel et al., 2020, Marx-Blimel et al., 2021). Durch Nutzung des
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tatsachlichen Primarmaterials, welches im Spateren auch fur die klinische Anwendung
verwendet werden wuirde, ergeben sich einerseits optimale Bedingungen, um
spezifische Aussagen uber das neuartige Zellkultursystem zu erhalten, andererseits
erhoht sich damit aber auch die Varianz der ermittelten Ergebnisse zwischen den
verschiedenen Spendern, was sich in den Ergebnissen der beiden Arbeiten

widerspiegelt (Marx-Bluimel et al., 2020, Marx-Blimel et al., 2021).

6.2 Moglichkeiten zur In-vitro-Expansion humaner HSCs

6.2.1 Einsatz von Zytokinen, Wachstumsfaktoren und chemischen Substanzen

Einsatz von Zytokinen und Wachstumsfaktoren

Es sind verschiedene Methoden und Strategien in der Fachliteratur beschrieben, um
die Kultivierungsbedingungen humaner HSCs zu verbessern, um damit deren
Pluripotenz und Fahigkeit zur Selbsterneuerung in vitro aufrecht zu erhalten. Zur
optimalen Versorgung von Stammzellen, insbesondere HSCs, sind verschiedene
Kultivierungsmedien bereits kommerziell erhaltlich, welche abhangig vom jeweiligen
Hersteller verschiedene Supplemente enthalten, die den Stammzellerhalt férdern
sollen. Aufbauend auf einer bereits verdffentlichen Studie (Chaurasia et al., 2014)
wurde fur dieses Projekt ein kommerzielles HSC-Zellkulturmedium ausgewahlt und in
einem ersten Schritt durch die Zugabe von Zytokinen und Wachstumsfaktoren
optimiert, die bereits in der Kultivierung von HSCs erprobt wurden. Die in der Literatur
beschriebenen verwendeten Konzentrationen von Zytokinen und Wachstumsfaktoren
weisen dabei jedoch eine hohe Spanne auf (Chaurasia et al., 2014; Marx-Blumel et
al., 2020; Walasek et al., 2012). Nicht publizierte Vorversuche zu unserer ersten Arbeit
(Marx-Blumel et al., 2020) ergaben, dass hdhere Konzentrationen dieser Supplemente
von Vorteil waren und die Expansion der CD34+-HSCs enorm forderten. Das lasst sich
durch die Dauer der Kultivierung begriinden: Obwohl das Medium im Laufe der 14-
tagigen In-vitro-Kultivierung einmal erneuert wurde, mussten ausreichende Mengen
aller Supplemente zu jedem Zeitpunkt der Kultur fur mindestens sieben Tage
gewabhrleistet werden. Daher wurden einige Substanzen im Vergleich zu Studien
anderer Arbeitsgruppen hochdosiert oder sogar Uberdosiert eingesetzt. Es zeigten sich
in unserem System jedoch keine negativen Aspekte dieser Zytokin- beziehungsweise

Wachstumsfaktorkonzentrationen, wie beispielsweise ungewollte Differenzierung der

25



HSCs oder ein erhdhter Zelltod. Unterschiede in der Anzahl der Stammzellen zwischen
den einzelnen Spendertransplantaten und daraus resultierend in der Effektivitat der
Amplifikation dieser Zellen im Kultivierungszeitraum haben einen bedeutenden
Einfluss und machten es schwer, den individuellen Bedarf an Supplementen
einzuschatzen, weshalb ein Uberschuss generell von Vorteil war. Dies bietet
vorrauschauend fur eine klinische Anwendung aber bereits die Moglichkeit unser
optimiertes Medium allgemein fur verschiedene Spender anzuwenden und deren
HSCs zu in vitro zu vermehren, ohne vorher individuelle Gegebenheiten

bertcksichtigen zu mussen.

Einsatz von chemischen Substanzen

Neben Zytokinen und Wachstumsfaktoren werden zunehmend auch biologisch aktive
chemische Substanzen eingesetzt, die ebenfalls den Stammzellerhalt und die
Amplifikation von HSCs férdern kénnen (Chaurasia et al., 2014; Walasek et al., 2012).
Zwei dieser Verbindungen sind VPA und SR-1. Im Einklang mit den Ergebnissen
andere Arbeitsgruppen (Chaurasia et al., 2014; Walasek et al., 2012) konnte in der
vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass der HDACi VPA den Stammzellerhalt und
die Proliferation von CD34+-Zellen fordert (Marx-Blimel et al., 2020). VPA steigert
durch epigenetische Modifikationen und den resultierenden Veranderungen in der
Chromatinstruktur die Proliferation von HSCs und deren Stammzellerhalt (Bug et al.,
2005; De Felice et al., 2005). Dartber hinaus wurde gezeigt, dass VPA zu einer
Anregung des Wnt-Signalweges und zu einer Zunahme der HoxB4-Expression fuhrt.
Beide Ereignisse stimulieren die HSC-Proliferation und die Aufrechterhaltung ihrer
Pluripotenz (Abbildung 7, (Bug et al., 2005)). In der vorliegenden Arbeit konnte durch
den Einsatz von VPA im angepassten HSC-Zellkulturmedium eine weitere
Amplifikation der CD34+-HSCs um ca. das 150-fache innerhalb von 14 Tagen In-vitro-
Kultivierung im Vergleich zum optimierten HSC-Medium ohne VPA, erreicht werden
(Marx-Blumel et al., 2020). Dies ist eine deutlich hdhere Ausbeute an CD34+-HSCs
als in der Arbeit von De Felice et al. (2005) und eine vergleichbare Ausbeute an
CD34+-HSCs wie in der Arbeit von Chaurasia et al. (2014) bei ansonsten ahnlichen
Kulturbedingungen. Mogliche Unterschiede konnten durch die verwendeten HSCs und
verschiedene Kultivierungszeiten hervorgerufen worden sein: Chaurasia et al. (2014)
verwendeten frische, aus Nabelschnurblut isolierte CD34+-HSCs. Im Gegensatz dazu
wurden in unserer Arbeit kryokonservierte, aus dem peripheren Blut nach Mobilisation
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gewonnene, CD34+-HSCs verwendet. Die Kultivierungsdauer in der Arbeit von De
Felice et al. (2005) war nur sieben Tage und damit deutlich kurzer als in der hier
vorliegenden Arbeit. Mit zunehmender Kultivierungsdauer steigt zwar einerseits die
Gefahr der Differenzierung, andererseits haben die Stammzellen mehr Zeit zu
proliferieren. Ein sorgfaltiges Abwagen der Kultivierungsdauer im Vergleich zur
gewunschten Ausbeute an Stammzellen ist somit notig und eine Kultivierung von 14
Tagen erwies sich fur unseren Ansatz als vorteilhaft (Marx-Blimel et al., 2020). Zudem
konnte gezeigt werden, dass der Ursprung der verwendeten HSCs einen deutlichen
Effekt auf die Amplifikationsrate in vitro unter ansonsten gleichen Kulturbedingungen
hat. CD34+-HSCs aus dem Nabelschnurblut und aus dem peripheren Blut zeigten
deutlich héhere Amplifikationsraten als Zellen aus dem KM (De Felice et al., 2005).
Eine weitere chemische Substanz, welche den Stammzellerhalt und die
hamatopoetische Rekonstitution nach einer HSCT fordern soll, ist SR-1, ein
Arylhydrogenrezeptor-Antagonist. Arylhydrogenrezeptoren sind an verschiedenen
Signalwegen beteiligt, welche die Hamatopoese regulieren und spielen daher auch bei
der Differenzierung von HSCs eine Rolle (Boitano et al., 2010; Dahlberg et al., 2014;
Panch et al., 2017; Wagner et al., 2016). Der fur SR-1 beschriebene positive Effekt
bezlglich der HSC-Expansion und des Stammzellerhalts konnte in der vorliegenden
Arbeit allerdings nicht bestatigt werden (Marx-Blumel et al., 2020). In den dieser
Annahme zugrundeliegenden Studien von Dahlberg, et al. (2014) und Wagner, et al.
(2016) wurde ein anderes HSC-Kultivierungsmedium mit einer ebenfalls anderen
Kombination an Zytokinen genutzt, was die Unterschiede erklaren konnte. Auch war
der Ursprung der verwendeten HSCs ein anderer (HSCs isoliert aus Nabelschnurblut
(Dahlberg et al., 2014; Wagner et al., 2016) vs. peripherem Blut in unseren Arbeiten
(Marx-Blumel et al., 2021; Marx-Blimel et al., 2020)).

Wie oben bereits erwahnt, hat der Ursprung der verwendeten HSCs einen deutlichen
Einfluss auf die Amplifikation in vitro (De Felice et al., 2005), und die gewonnen
Transplantate weisen charakteristische Unterschiede auf (Panch et al., 2017).
Zusatzlich liegt es nahe, dass aus dem KM mobilisierte HSCs im Zuge der Stimulation
ganz andere nichtphysiologische Reize und Signale erhalten als HSCs, die direkt aus
dem KM punktiert wurden. Die aus dem Nabelschnurblut isolierten HSCs sind deutlich
junger als Zellen eines adulten Spenders und konnten sich, aufgrund fehlender
Prozesse im Laufe der Alterung eines Organismus, in vitro anders verhalten als HSCs
aus dem KM oder dem peripheren Blut. Daher kann das Ansprechverhalten der

27



theoretisch ansonsten identischen HSCs verschiedenen Ursprungs auf gleiche
Kultivierungsbedingungen vollkommen unterschiedlich ausfallen.

Ein weiterer Aspekt ist, dass fur SR-1 nur ein enges Wirkungsspektrum beschrieben
wurde, welches sehr spezifische Voraussetzungen bezlglich der verwendeten
Zytokine im Kultivierungsmedium hat (Boitano et al., 2010). Entsprechend erscheint
SR-1 zumindest in dem Aufbau der vorliegenden Arbeit wenig geeignet zu sein.
Obwonhl in der Vergangenheit ein enormer Erkenntnisgewinn bezuglich der effektiven
In-vitro-Kultivierung von HSCs verzeichnet werden konnte, ist der alleinige Einsatz von
Supplementen nicht ausreichend, um neben dem kurzzeitigen Anwachsen der
Spenderzellen auch das Langzeitrepopulierungspotenzial dieser Zellen in vitro zu
steigern (Panch et al., 2017; Walasek et al., 2012). Wegen der grof3en Unterschiede
im Ansprechverhalten der HSCs unterschiedlicher Herkunft konnten bislang nur

wenige Supplemente fur einen klinischen Einsatz uneingeschrankt validiert werden.

6.2.2 Nachbildung der hAmatopoetischen Stammzellnische

Die Funktion humaner HSCs in vivo hangt stark mit ihrer Mikroumgebung, der so
genannten hamatopoetischen Stammzellnische zusammen. Neben zellularen
Interaktionen spielen auch die vorherrschenden geometrischen und physikalischen
Gegebenheiten eine grolRe Rolle bei der Aufrechterhaltung des Stammzellcharakters
und der physiologischen Funktionen von HSCs (Dawson et al., 2008; Gupta and
Wagner, 2020; Li et al., 2001; Muller et al., 2015; Prewitz et al., 2012; Prewitz et al.,
2013; Zhang et al., 2003). Entsprechend ergeben sich weitere Moglichkeiten zur
naturnahen und effektiven /n-vitro-Kultivierung von HSCs, welche weniger subjektiv

sind als die Verwendung von Supplementen im Zellkulturmedium.

Materialien zur Nachbildung der hamatopoetischen Stammzellnische

Polystyrol (PS) ist das state-of-the-art Material fir alle Bereiche der Zellkultivierung
(Berthier et al., 2012). Es hat viele Vorteile gegeniber anderen Materialen, wie
beispielsweise seine Transparenz, Bestandigkeit gegenlber einer Vielzahl an
Substanzen und Langlebigkeit. Nichtsdestotrotz ergeben sich bei der Nutzung von PS
fur 3D Kultivierungssysteme aufgrund seiner sproden Eigenschaften Probleme und
erschweren dessen Nutzung, beziehungsweise machen dieses Material ungeeignet
fur einen solchen Einsatz (unpublizierte Daten aus (Marx-Blumel et al., 2020); (Berthier
et al., 2012)). PS ist starr und fest und Iasst sich entsprechend schlecht in 3D Formate
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abbilden. Nutzt man nur eine dinne Schicht von PS, um eine vorgegebene Form damit
zu Uberziehen, kommt es zu Spannungsrissen (unpublizierte Daten in (Marx-Blimel et
al., 2020)). Eine Nachbildung von sehr kleinen und feinen Struktureinheiten ist
deswegen nicht moglich. Ein neuartiger Ansatz zur Herstellung von 3D
Kultivierungssubstraten findet sich in der freien multiskaligen Gestaltung von Mikro-
und Nanotexturen durch Polymer-Strukturierungsmethoden (Marx-Blimel et al., 2020)
(Patent Schober, Beck et al. DE 10 2015 108 566.6). Diese Technik ermdglicht zum
Beispiel die Ubertragung der im menschlichen KM vorherrschenden geometrischen
Strukturen auf makroskopische Flachen in biokompatiblen Polymeren. Die dadurch
geschaffenen 3D Oberflachen erlauben ungeahnte Moglichkeiten in der In-vitro-
Kultivierung humaner HSCs. Alternative Ansatze wie beispielsweise die Kultivierung
von HSCs in 3D Gelen bilden die Morphologie des Knochens nur als Analogie ab
(Berthier et al., 2012; Hashimoto et al., 2011), wahrend der in dieser Arbeit vertretene
Ansatz einer direkten Analyse und Replikation der Knochenmarksmorphologie
entspringt. Die neuartigen 3D Strukturen spiegeln somit die wesentlichen Elemente
der Morphologie das KMs in einem Mikrosystem mit sowohl mikro- wie mesoskaliger
Strukturierung wider (Patent Schober, Beck et al. DE 10 2015 108 566.6) (Marx-Blimel
et al., 2020). Die Strukturen werden aus PDMS hergestellt, das zu den am meisten
eingesetzten Silikon-basierten organischen Polymeren zahlt. PDMS bietet zahlreiche
Vorteile wie beispielsweise geringe Kosten, eine einfache Vervielfaltigung der
einzelnen Einheiten und ermdglicht im Gegensatz zu Strukturen aus Keramik, Metall
oder Knochenmaterial durch seine Transparenz mikroskopische Analysen (Berthier et
al., 2012). Verglichen mit anderen fur die Stammzellkultivierung verwendeten
Strukturen aus 3D Gelen oder Schaumen sowie aus keramischem oder
knochenartigem Material gefertigte Strukturen (Berthier et al., 2012; Choi et al., 2015;
Hashimoto et al., 2011), ermdglicht unser nach oben geéffnetes 3D System aus PDMS
eine einfachere Handhabung wahrend der Zellkultur. Es erlaubt, die amplifizierten
HSCs zu jedem Zeitpunkt der In-vitro-Kultivierung zu passagieren, behandeln, ernten,
analysieren und sogar wiederzuverwenden. Die Verwendung der 3D PDMS-
Strukturen steigerte daruber hinaus die Ausbeute an CD34+-HSCs verglichen mit
handelstblichen PS-Zellkulturplatten deutlich (Marx-Blimel et al., 2021; Marx-Blimel
et al., 2020).

Um den Effekt des verwendeten Materials besser einschatzen zu konnen, wurden
identische 3D Strukturen aus PDMS und PS gefertigt und zur Kultivierung humaner
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HSCs eingesetzt. Es zeigte sich allerdings, dass nur die /n-vitro-Kultivierung auf 3D
PDMS-Strukturen zu einer effizienten Expansion von humanen CD34+-HSCs fuhrte.
Die dreidimensionale, dem KM nachempfundene Struktur allein reicht also nicht fur die
erfolgreiche Kultivierung aus und wir konnten zeigen, dass der Erfolg mafR3geblich auch
vom verwendeten Material abhangt.

PDMS und PS unterscheiden sich stark in ihren physiologischen und physikalischen
Eigenschaften (Berthier et al., 2012). Es ist bekannt, dass die Festigkeit und Steifheit
eines Materials selbst, ebenso wie verschiedene Oberflachenbeschichtungen, stark
das Wachstum und die Differenzierung von den darauf kultivierten HSCs beeinflusst
(Choi and Harley, 2017; Zhang et al., 2019). PS ist im Gegensatz zu PDMS ein starres
und festes Material, welches den semi-adharenten HSCs eine bessere Anheftung,
Adhasion und Migration im Zuge der In-vitro-Kultivierung erlaubt und somit neben der
Expansion aber auch die Differenzierung férdert (Choi and Harley, 2017; Zhang et al.,
2019). Zudem erwies sich die Herstellung von 3D Strukturen aus PS aufgrund dessen
Materialeigenschaften als sehr aufwendig mit einem hohen Materialverlust durch
unbrauchbare, gesplitterte Strukturen (unpublizierte Daten (Marx-Blimel et al., 2021;
Marx-Blumel et al., 2020)). Aufgrund der technischen und 6konomischen Aspekte
sowie des mangelnden Erfolgs hinsichtlich der Amplifizierung humaner HSCs, wurde
der Ansatz, 3D Strukturen aus PS herzustellen, nicht weiterverfolgt.

Beschichtung der Kultivierungssubstrate

Humane HSCs sind als semi-adharent beschrieben, haften demnach nur transient an
ihrer Unterlage, bendtigen aber eine Kontakiflache fur das sogenannte homing, das
Erreichen der Stammzellnische im KM, zusammen mit der physiologischen Bindung
an die dortige Umgebungsstruktur (Sahin and Buitenhuis, 2012). Dies ist wichtig, da
die Funktion der HSCs in vivo mal3geblich von Kontakten mit ihrer Mikroumgebung,
der hamatopoetischen Stammzellnische, abhangt (Dawson et al., 2008; Li et al., 2001;
Prewitz et al., 2012; Zhang et al., 2003). PDMS ist ein hydrophobes Material, was
moglicherweise die Adhasion der HSCs erschwert und somit einen negativen Einfluss
auf die Amplifikation der Zellen hat. Um die Oberflache der 3D Strukturen hydrophiler
zu gestalten und die Situation in vivo besser zu rekonstruieren, wurden verschiedene
Moglichkeiten zur Beschichtung der 3D PDMS-Strukturen getestet. Zielfuhrend dabei
erwies sich die Verwendung einer Siliziumoxid (SiOn)-Beschichtung (Aquacer®-
Beschichtung) der 3D PDMS (3D SiOn) Strukturen, welche tatsachlich zu einer
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weiteren Steigerung der Ausbeute an CD34+-Zellen nach In-vitro-Kultivierung fuhrte.
Mikroskopische Analysen der auf 3D SiOn- und 3D PDMS-Strukturen kultivierten
HSCs bestatigten die Annahme, dass eine hydrophilere Oberflache die initiale
Anheftung der CD34+-HSCs an das Kultivierungssubstart erleichtert und somit auch
das Wachstum der Zellen fordert. Die SiOn-Beschichtung ermdglichte es den HSCs,
zusatzlich an den Seitenwanden der Kavitaten und auf der unstrukturierten Oberflache
der 3D Strukturen zu wachsen. Dies trat im Fall von 3D PDMS-Strukturen wesentlich
weniger auf. Allerdings exprimierten nur wenige der Zellen, die auflerhalb der
Kavitaten der 3D Strukturen wuchsen, CD34, was einen Verlust des
Stammzellcharakters in diesen Zellen nahelegt (Marx-Blumel et al., 2020).

Fir eine als erfolgreich zu bewertende In-vitro-HSC-Amplifikation ist aber nicht allein
die totale Menge von CD34+-Zellen wichtig, sondern auch der Anteil an LT-HSCs in
der Gesamtpopulation. Diese HSC-Subfraktion mit Langzeitrepopulierungspotenzial,
welche nach heutigem Kenntnisstand besonders wichtig fur eine zugige Blutbildung im
Empfanger ist, besteht aus sehr unreife Stammzellen mit einem hochkonservierten
pluripotenten Charakter und einer ausgepragten Fahigkeit zur Selbsterneuerung
(Doulatov et al., 2012; Laurenti and Gottgens, 2018). LT-HSCs wurden jedoch nicht
durch die SiOn-Beschichtung starker vermehrt und zeigten die hochste
Amplifikationsrate auf unbeschichteten 3D PDMS-Strukturen (Marx-Blimel et al.,
2020).

Zur Einschatzung des klonogenen Potenzials der in vitro amplifizierten HSCs wurde
nach der Kultivierung ein colony forming unit (CFU) Assay durchgefihrt. Die auf 3D
PDMS kultivierten Zellen fuhrten, im Einklang mit den zuvor beschriebenen
Ergebnissen, zur Bildung der groften Zahl unreifer Kolonien: Colony-forming unit-
granulocyte, erythroid, macrophage, megakaryocyte (CFU-GEMM) und burst forming
unit-erythrocyte (BFU-E) (Marx-Blumel et al., 2021; Marx-Blumel et al., 2020). CFU-
GEMM-Kolonien werden durch unreife, multipotente Vorlauferzellen gebildet, die in
vitro nach weiterer Stimulation mit Wachstumsfaktoren zu Granulozyten, Erythrozyten,
Macrophagen und Megakaryozyten differenzieren konnen. BFU-E-Kolonien hingegen
bestehen aus primitiven erythroiden Progenitorzellen, welche ein hohes proliferatives
Potenzial haben (Ash et al., 1981; Frisch and Calvi, 2014). Zellen die auf
zweidimensionalem (2D) PS, 3D PS oder 3D SiOn kultiviert wurden, fihrten hingegen
zur Bildung von weiter differenzierten Zellkolonien und kaum beziehungsweise gar
nicht zur Bildung von CFU-GEMM- und BFU-E-Kolonien. 3D PDMS konservierte
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folglich unter allen getesteten Strukturen den pluripotenten Charakter der Zellen am
besten (Marx-Blimel et al., 2021; Marx-Blimel et al., 2020).

Zusatzlich wurde in dieser Arbeit auch der Effekt von Fibronektin- und Kollagen-
Beschichtungen auf 2D PS untersucht. Fibronektin und Kollagen sind Proteine der
extrazellularen Matrix und werden in der /In-vitro-Kultivierung vielseitig eingesetzt, um
das Wachstum von Zellen zu fordern. Diese Matrixproteine ahmen die physiologische
Umgebung der kultivierten Zellen besser nach als unbeschichtetes PS. Dabei kommt
Fibronektin haufiger zur Kultivierung von humanen HSCs zum Einsatz als Kollagen,
welches hingegen oftmals fur die Kultivierung humaner mesenchymaler Stammzellen
genutzt wird (Dawson et al., 2008; Lutolf and Hubbell, 2005). Es zeigte sich allerdings,
dass eine Beschichtung mit diesen beiden Matrixproteinen keine Verbesserung der
Amplifikation unreifer LT-HSCs im Vergleich zu den unbeschichteten 3D PDMS-
Strukturen brachte (Marx-Blumel et al., 2021; Marx-Blimel et al., 2020). Eine Erklarung
dafur konnte sein, dass die Beschichtung von PS mit Fibronektin oder Kollagen,
genauso wie die Beschichtung von 3D PDMS mit SiOn, zwar die Adhasion der
kultivierten HSCs erleichtert, dadurch aber neben einer gesteigerten Amplifikation
auch eine erhohte Differenzierung in Progenitorzellen fordert. In Vorversuchen dieser
Arbeit wurde auch versucht, die 3D PDMS-Strukturen mit Fibronektin oder Kollagen
zu beschichten. Allerdings waren diese Ansatze ohne Erfolg (unpublizierte Daten
(Marx-Blumel et al., 2021; Marx-Blimel et al., 2020)). Die Beschichtung von 3D PDMS-
Strukturen mit Fibronektin war technisch nicht moglich, da zu grof3e Protein-Aggregate
die Kavitaten der 3D Strukturen verstopfen. Eine Beschichtung mit Kollagen hingegen
ist technisch sehr aufwendig, da die Verbindung zur Oberflache der PDMS-Strukturen
sich als nicht ausreichend haltbar herausgestellt hatte, um eine Kultivierung uber 14
Tage zu gewahrleisten (unpublizierte Daten (Marx-Blimel et al., 2021; Marx-Blimel et
al., 2020)). Daher wurden diese Ansatze nicht weiterverfolgt.

Moglichkeiten der Co-Kultur

Um eine physiologische Umgebung in vitro zu schaffen, besteht neben den bereits
erwahnten Optionen, die Mdglichkeit der Verwendung von Helferzellen in einer
direkten oder indirekten Co-Kultur mit den HSCs. Dazu werden die HSCs in Gegenwart
von Zellen, die in vivo auch innerhalb der Stammzellnische zu finden sind
(mesenchymale Stammzellen), kultiviert, um den HSCs die gewohnten Interaktionen
mit diesen Zellen zu ermdglichen (Raic et al., 2014). Im Falle einer direkten Co-Kultur
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kommt es im Laufe der In-vitro-Kultivierung jedoch zu einer Vermischung der
verschiedenen Zelltypen, was wiederum eine Ruckgewinnung der amplifizierten HSCs
und deren weiteren Einsatz erschwert oder sogar unmoglich machen kann. Ebenso ist
die Verdrangung der semi-adharenten HSCs vom Kultivierungssubstrat durch andere,
adharente Zellen mdglich (Sahin and Buitenhuis, 2012). HSCs haften in vitro zwar nur
transient an der Oberflache, brauchen aber dennoch Kontakte zu dem entsprechenden
Kultivierungssubstrat zum Uberleben. Fir diesen Ansatz kommt erschwerend hinzu,
dass die 3D Strukturen lediglich eine indirekte Co-Kultur mittels Inserts ermdoglichten
und dies sich in Vorversuchen als nicht praktikabel erwies (unpublizierte Daten (Marx-
Blimel et al., 2021; Marx-Blumel et al., 2020)). Insofern wurde von dieser Moglichkeit

in der vorliegenden Arbeit Abstand genommen.

6.2.3 Vergleich mit bereits beschriebenen Methoden zur In-vitro-Kultivierung

Die in der Literatur beschriebenen Methoden zur In-vitro-Amplifikation humaner HSCs
zeigen deutliche Unterschiede bezuglich Quantitat und Qualitat der generierten Zellen
(Tabelle 1, (Congrains et al., 2021; Kumar and Geiger, 2017; Papa et al., 2020)). Ein
direkter Vergleich zwischen bereits publizierten Arbeiten ist aus mehreren, im
Folgenden beschriebenen, Grunden schwierig, soll quantitativ jedoch durchgefuhrt
werden, um die Effizienz der HSC-Vermehrung in unserem [n-vitro-
Kultivierungssystem besser einordnen zu koénnen. Zwar sind in Tabelle 1
ausschlieBlich Studien mit humanem Ausgangsmaterial zusammengefasst, jedoch
wurden HSCs unterschiedlichen Ursprungs (KM, peripheres Blut, Nabelschnurblut) fir
die In-vitro-Kulturen verwendet. Daruber hinaus wurden in den Studien sowohl frisch
isolierte als auch kryokonservierte Zellen genutzt und die Kultivierungsdauer reichte
Studienabhangig von sieben bis Uber 28 Tage. Andere Arbeitsgruppen verwendeten
zur Kultivierung andere Zellkulturmedien, die aulerdem mit verschiedenen
Kombinationen aus Zytokinen und Wachstumsfaktoren versetzt waren. Weiterhin
kommt es durch die reine Flache, welche das angewandte In-vitro-System den Zellen
zur Verfugung stellt, zu enormen Unterschieden. Fir eine bessere Vergleichbarkeit
wurden daher ausschlieBlich Studien zitiert, in welchen die Ergebnisse als x-fache
Vermehrung bezogen auf die ursprunglich eingesetzte Zahl reiner CD34+-HSCs
angegeben wurde. Die Tabelle kann folglich nicht alle publizierten Daten der
vergangenen Jahre bezuglich verschiedener Modelle fur eine In-vitro-Amplifikation von
humanen HSCs abbilden und dient nur als Richtlinie. Insgesamt gesehen konnte mit
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Hilfe
Stammzellmediums die Amplifikation von CD34+-HSCs und von LT-HSCs sehr gut

unserer

neuartiger

gesteigert werden (Tabelle 1, blau unterlegt).

3D PDMS-Strukturen

und

des angepassten

Tabelle 1: Zusammenfassung verschiedener Ansatze zur In-vitro-Amplifikation humaner HSCs

CD34+-HSCs

In-vitro-Kultivierungsmethode circa x-fache | Quelle
Vermehrung
Co-Kultur mit mesenchymalen Stromazellen 40 (de Lima et al., 2012;
Robinson et al., 2011)
Nutzung chemischer Verbindung (Notch-Ligand) >100 (Delaney et al., 2010)
Nutzung chemischer Verbindung (SR-1) 50 (Boitano et al., 2010)
Nutzung chemischer Verbindung (VPA) 30-213 (Bug et al., 2005;
Chaurasia et al., 2014)
3D Insert™-Polycaprolactone (PCL) mit Co-Kultur mit | 102 (Ferreira et al., 2012)
mesenchymalen Stromazellen
3D actic-co-glycolic acid (PLGA) Mesh-basierte Co- - (Ferreira et al., 2012)
Kultur mit mesenchymalen Stromazellen
3D Fibrin-basierte Co-Kultur mit mesenchymalen 3x107 (Ferreira et al., 2012)
Stromazellen
3D OptiMaix™-Kollagen-basierte Co-Kultur mit 10 (Ferreira et al., 2012)
mesenchymalen Stromazellen
3D Polyethylenglycol-Hydrogel 175 (Raic et al., 2014)
Dezellularisierte extrazellulare Matrix aus dem KM 1,8 (Krater et al., 2017)
Alginat-Gelatin-basiertes 3D Modell in Co-Kultur mit 17 (Zhou et al., 2020)
mesenchymalen Zellen
GSK3B-Inhibitor 10-20 (Huang et al., 2012)
3D PDMS-Strukturen 150 (Marx-Blimel et al.,

2021; Marx-Blimel et

al., 2020)
In-vitro-Kultivierungsmethode circa x-fache | Quelle
£ Vermehrung
. 'q:, 3D PDMS-basierte Co-Kultur mit mesenchymalen 13 (Futrega et al., 2017)

2 E Zellen
_E w % 3D Hydrogel 73 (Wu et al., 2018)
%’ B e Nutzung chemischer Verbindung (VPA) 35-20202 (Chaurasia et al., 2014)
; gb) % T Hematosphere-basierte 3D Kultur 10 (Hur et al., 2011)
Z 8 ?‘,‘_‘; &() Alginat-Gelatin-basiertes 3D Modell in Co-Kultur mit 34 (Zhou et al., 2020)
E ¥ ﬁ L. | mesenchymalen Zellen
T(.)’; g-’ g HOXB4-Uberexpression 20 (Amsellem et al., 2003)
UI) o 2 Alexidine-Dihydrochlorid 2 (Liu et al., 2015)
= -% UM171 >100 (Fares et al., 2014)
= g’ 3D PDMS-Strukturen 4000 (Marx-Blimel et al.,

>

2021; Marx-Blimel et
al., 2020)

Herausragend sind hierbei die in der Arbeit von Ferreira et al (2012) erreichten

aullergewohnlich hohen Amplifikationsraten von CD34+-HSCs. In dieser Studie wurde

im 96-Well-Format gearbeitet, wobei 1x108 CD34+-HSCs zu Beginn eingeséat wurden

(im Vergleich dazu wurden 1x10* CD34+-HSCs in den hier vorgestellten Studien im
24-Well-Format verwendet (Marx-Blumel et al., 2021; Marx-Blimel et al., 2020)). Die
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nach sieben Tagen In-vitro-Kultur erreichte 3x107-fache Vermehrung von CD34+-
HSCs mittels Fibrin-basierter 3D Co-Kultur mit mesenchymalen Stromazellen (Ferreira
et al.,, 2012) erscheint dabei sehr hoch. Allerdings wurde dieser vielversprechende
Ansatz zur In-vitro-Kultivierung bisher von Ferreira und Kollegen nicht weiterverfolgt,
was auf mogliche Probleme bei der praktischen Umsetzung des Systems hindeuten
konnte. Im Vergleich mit den anderen hier zitierten Studien erwies sich unser System
allerdings als vergleichbar oder sogar Uberlegen.

Bei der Einschatzung der Proliferation von LT-HSCs kommt neben den beschriebenen
Unterschieden im Studiendesign noch die Tatsache dazu, dass die Kriterien zur
Klassifizierung solcher Zellen nicht einheitlich sind. Es gibt verschiedene
Kombinationen an Oberflachenmarkern, die zur Detektion dieser Subfraktion im FACS
genutzt werden kénnen (De Felice et al., 2005; Laurenti and Gottgens, 2018; Marx-
Blimel et al., 2021; Marx-Blimel et al., 2020; Notta et al., 2011; Will and Steidl, 2010).
Trotz sehr ahnlichem Studiendesign und genutzten Oberflachenmarkern zur Detektion
der LT-HSCs wurden in der Arbeit von Chaurasia et al. (2014) deutlich héhere
Amplifikationsraten von LT-HSCs erreicht als in den hier diskutierten Arbeiten (Marx-
Blimel et al., 2021; Marx-Blimel et al., 2020). Eine Ursache kdnnte darin liegen, dass
Chaurasia et al. (2014) keine Unterscheidung zwischen vitalen und nicht-vitalen
Zellpopulationen vorgenommen hat und so die Gesamtzellzahl der entsprechenden
Populationen deutlich hdher liegt als in den hier diskutierten Arbeiten (Marx-Blimel et
al., 2021; Marx-Blimel et al., 2020). Allein eine hdhere Ausbeute beziehungsweise
Vermehrung der Zellen geht folglich nicht per se mit einem besseren Erhalt des
Langzeitrepopulierungspotenzials der Zellen und im Zuge dessen mit einem
gesteigerten Erfolg bei einer Transplantation einher.

Zusammenfassend konnte in den vorliegenden Arbeiten also gezeigt werden, dass
neben den verwendeten Mediumsupplementen und der raumlichen Gegebenheiten
der Kultivierungssubstrate auch deren Plastizitdt und Oberflachenhydrophobizitat
einen grof3en Einfluss auf den Erfolg der Amplifikation von HSCs und LT-HSCs in vitro
hat. FUr einen moglichen klinischen Einsatz spielen diese Erkenntnisse eine grole
Rolle: Es geht offensichtlich nicht nur darum, optimale Bedingungen fur eine
groRtmogliche Expansion der kultivierten HSCs zu schaffen, denn diese geht oft mit
einer gesteigerten Differenzierung der Zellen und somit mit einem Verlust von

transplantierbaren LT-HSCs und HSCs einher. Vielmehr beinhaltet eine effektive
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Methode zur pra-klinischen In-vitro-Expansion humaner HSCs neben
proliferationsfordernden Malinahmen auch solche, die die Differenzierung der HSCs
in vitro hemmen und somit eine Amplifikation von HSCs unter gleichzeitigem Erhalt

ihrer Pluripotenz erméglichen (Abbildung 6).

o 2 "\‘. 14 Tage In-vitro-Kultur

A 4

°e0

"L

h |

/' . \_/
Nach CD34
angereicherte Vermehrung von
humaqe differenzierten Zellen,
HSCs im Progenitorzellen und HSCs
Querschnitt optimierten
eines humanen Macium
Réhrenknochen

14 Tage In-vitroKultur . .
—_—

Spezifische Vermehrung von
LT-HSCs und ST-HSCs

Prozessierung zu
3D
PDMS-Strukturen
analog zur
KM-Struktur

Abbildung 6: In-vitro-Amplifikation humaner HSCs - bisheriger Weg vs. optimierte Kultivierung

Die neuartigen 3D PDMS-Strukturen wurden analog zu den Gegebenheiten im KM basierend auf dem
Querschnitt eines humanen Roéhrenknochens gefertigt. CD34+-HSCs gesunder Spender wurden entweder auf
konventionellem 2D PS (oberer Teil) oder auf 3D PDMS-Strukturen (unterer Teil) im optimierten HSC-Medium
fur 14 Tage kultiviert. In-vitro-Kultur auf 2D PS fiihrt zu einer Vermehrung von lberwiegend differenzierten
Zellen, Progenitorzellen und nur wenigen HSCs (oberer Abschnitt). Nutzung der 3D PDMS-Strukturen
hingegen flihrte zu einer spezifischen Vermehrung von LT-HSCs und ST-HSCs (unterer Abschnitt). Die
Abbildung wurde mit Hilfe von BioRender.com erstellt.

6.3 Einfluss der Kultivierung auf intrazellulare Signalwege

Um die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen zu charakterisieren, welche
durch die In-vitro-Kultivierung auf 2D PS, 3D PDMS oder 3D SiOn aktiviert werden und
die Amplifikation der HSCs beeinflussen, wurden Proteom- und Transkriptom-

Analysen durchgeflnhrt.

NOTCH, MYC und FOXO1/3 Transkriptionsfaktoren
Die grof3ten Veranderungen im Transkriptom und Proteom wurden unabhangig vom

verwendeten Kultivierungssubstrat in Zellen nach 14 Tagen In-vitro-Kultur im Vergleich
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zu den initial eingesetzten CD34-angereicherten HSCs an Tag 0 gefunden (Marx-
Blimel et al., 2021). Das spiegelt die unvermeidliche Differenzierung einiger Zellen
wahrend der In-vitro-Kultivierung wider. Analog dazu wurden in allen Zellpopulationen
mittels Ingenuity Pathway Analysis (IPA) der Omics-Datensatze Hinweise auf
Veranderungen der Zellproliferation und des Zellzyklus sowie den entsprechenden
molekularen Regulatoren, wie beispielsweise MYC (Bahr et al., 2018; Delgado and
Leon, 2010), gefunden (Marx-Blimel et al., 2021). Zusatzlich deuten die Ergebnisse
auf eine verringerte Aktivitat von Signalwegen hin, die den Stammzellerhalt und die
Selbsterneuerung der HSCs aufrechterhalten, wie beispielweise NOTCH1 und FOXO
(Palomero et al., 2006, Tothova and Gilliland, 2007). Diese Veranderungen traten
unabhangig vom verwendeten Kultivierungssubstrat auf. Zellen, die auf 3D PDMS
kultiviertet wurden, behielten nach 14 Tagen /n-vitro-Kultur dabei jedoch die hochsten
Proteinmengen von FOXO1 und FOXO3 und konnten diese Signalwege am besten
aufrechterhalten (Marx-Blumel et al., 2021). NOTCH ist in der Lage, MYC zu
aktivieren, um dadurch den Eintritt in den Zellzyklus zu ermodglichen und die
Proliferation zu steigern (Abbildung 7) (Huang et al., 2014; Palomero et al., 2006). Es
wurde aber auch gezeigt, dass ein aktivierter NOTCH-Signalweg nétig ist, um die
Differenzierung von HSCs Zu unterdricken und somit deren
Repopularisierungspotenzial aufrecht zu erhalten (Ribeiro-Filho et al., 2019). Die
Transkriptionsfaktoren FOXO1/3 sind unter anderem mafgeblich an der Regulierung
der Zellzyklusprogression beteiligt und kénnen somit den Ubergang zwischen
einzelnen Zellzyklusphasen steuern (Tothova and Gillland, 2007; Wang and Ema,
2016). Durch eine vorherrschend niedrige Aktivitdt von NOTCH1 und MYC, spielen
FOXO1/3 in unserem Zellkultursystem die entscheidende Rolle, um die Proliferation
und die daraus resultierende Differenzierung von HSCs zu kontrollieren und fordern
somit den Ruhezustand von LT-HSCs aufrecht zu erhalten (Tothova and Gilliland,
2007, Marx-Blumel et al., 2021) (Abbildung 7).

HIF1a-Signalweqg

Die IPA der Datensatze zeigte, dass der HIF1a-Signalweg, welcher ebenfalls wichtig
fur den Stammzellerhalt ist (Cheng et al., 2014; Kobayashi et al., 2019; Kocabas et al.,
2015; Takubo et al., 2010), durch die Kultivierung auf 3D PDMS und 3D SiOn aktiviert
wurde, wobei der Effekt auf 3D PDMS am deutlichsten ausfiel (Marx-Blimel et al.,
2021). HIF1a ist an der Regulation des Zellzyklus beteiligt und hat genau wie FOXO-
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Transkriptionsfaktoren einen Einfluss auf die Autophagie, den Metabolismus und den
intrazellularen Redoxstatus von HSCs (Cheng et al., 2014; Donnelly and Finlay, 2015;
Kocabas et al., 2015; Soto-Heredero et al., 2020). Die im Vergleich zu 2D PS und 3D
SiOn erhéhten FOXO1/3 Proteinmengen und die gesteigerte HIF1a-Aktivitat in Zellen,
die auf 3D PDMS kultiviert wurden, konnten somit den besseren Stammzellerhalt auf
diesem Kultivierungssubstrat nach 14 Tagen In-vitro-Kultur erklaren. Eine gesteigerte
Aktivitat  beider  Signalwege stent mit einem besseren Erhalt der
Stammzelleigenschaften in vivo in Verbindung (Abbildung 7, (Cheng et al., 2014;
Kobayashi et al., 2019; Kocabas et al., 2015; Regitz et al., 1988; Takubo et al., 2010;
Tothova and Gilliland, 2007; Wang and Ema, 2016)).

Der PISK/AKT/mTOR-Signalweg
Der PI3K/AKT/mTOR-Signalweg ist einer der am besten untersuchten molekularen

Signalwege und maligeblich an der Aufrechterhaltung und Kontrolle verschiedener
Stoffwechsel- und Signalwege beteiligt. mMTOR und dessen beide Proteinkomplexe
MmTORC1 und mTORC2 sind bedeutende Regulatoren der Hamatopoese (Fernandes
et al., 2021; Ghosh and Kapur, 2016; Huang et al., 2012). Wenngleich fir den
mTORC1 deutlich mehr Zusammenhange zum Stammzellerhalt beschrieben wurden,
spielt auch mTORC2 eine Rolle bei dessen Regulation. Eine maRige Aktivierung des
mTORC1-Signalweges ist essenziell fir die Aufrechterhaltung verschiedener
Stammgzellfunktionen, wobei eine Uberaktivierung oder andere Defekte dieses
Signalweges zu verminderten Stammzelleigenschaften und einer Dezimierung des
Stammzellpools flihren kann (Fernandes et al., 2021; Ghosh and Kapur, 2016; Ghosh
et al., 2016; Huang et al., 2012). Sowohl FOXO-Transkriptionsfaktoren als auch HIF1a
sind ein Teil des PI3K/AKT/mTOR-Signalweges. Dabei wird FOXO1/3 von dem
upstream-Regulator AKT kontrolliert und HIF1a durch mTORCH1 reguliert (Abbildung
7). Downstream-Effektormolekiile des mTORC1-Signalwegs, wie beispielsweise S6K,
spielen ebenfalls eine grol3e Rolle bezlglich der Aufrechterhaltung und Funktion von
HSCs (Ghosh and Kapur, 2016; Ghosh et al., 2016).

IPA der Muti-Omics-Daten konnte nach 14-tagiger In-vitro-Kultivierung eine
Aktivierung von RAPTOR und RICTOR, zwei Interaktionspartner von mTOR in
MmTORC1 und mTORC2 (Huang and Manning, 2009), unabhangig vom
Kultivierungssubstrat zeigen (Marx-Blimel et al., 2021). Diese Ergebnisse deuten auf

eine Aktivierung von mTORC1 parallel zu den ablaufenden Differenzierungsprozessen
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in allen Zellpopulationen wahrend der In-vitro-Kultvierung hin. Dies stimmt mit bereits
verdffentlichten Daten Uberein (Fernandes et al., 2021; Ghosh and Kapur, 2016;
Huang et al., 2012) und konnte, da die vermutete Aktivierung von mTORC1
unabhangig vom verwendeten Zellkulturmaterial war, mit dem von uns verwendeten
Zellkulturmedium im Zusammenhang stehen. Eine Uberaktivierung von mTOR fiihrt
zu einer gesteigerten HSC-Differenzierung und damit verbunden zu einer Dezimierung
des Stammzellpools (Fernandes et al., 2021; Ghosh and Kapur, 2016; Ghosh et al.,
2016; Huang et al., 2012). Die Verwendung von GSK3B- oder mTOR-Inhibitoren im
Zellkulturmedium wahrend der In-vitro-Kultivierung humaner HSCs kann diesem Effekt
entgegenwirken. Tatsachlich fuhrte die Nutzung von VPA, welches GSK38 und mTOR
durch Aktivierung von Wnt-Signalgenen inhibiert (De Felice et al., 2005; Ghosh and
Kapur, 2016; Ghosh et al., 2016), zu einer gesteigerten Amplifikation von CD34+-
HSCs (Abbildung 7, (Marx-Blimel et al., 2021; Marx-Blumel et al., 2020)). Eine
niedrige basale Aktivitat von mTORCH1, die durch unser optimiertes Zellkulturmedium
gewabhrleistet wurde, erscheint unter diesem Gesichtspunkt als entscheidend fur die
effektive Amplifikation von HSCs unter Aufrechterhaltung ihrer Pluripotenz in vitro.
Eine eindeutige Aktivierung von mTORC1 nach 14-tagiger In-vitro-Kultivierung konnte
unabhangig vom verwendeten Kultivierungssubstrat aber nicht gefunden werden
(Marx-Blumel et al., 2021). Die gemachten Annahmen zur mTORC1-Aktivitat beruhen
somit auf Schlussfolgerungen, die durch die erhaltenen Ergebnisse bezuglich der
Aktivitat von upstream- und downstream-Proteinen von mTORC1 mittels IPA gefunden
wurden. Lediglich die deutliche Aktivierung von mTORC2 in Zellen, die auf 3D SiOn
kultiviert wurden, konnten im Vergleich zu Zellen, die auf 2D PS oder 3D PDMS
wuchsen, nachgewiesen werden (Marx-Blumel et al., 2021). Auf den Zusammenhang
zwischen der Kultivierung auf 3D SiOn und der Aktivierung von mTORC2 wird spater

noch einmal eingegangen.

Die SREPB1-Familie von Transkriptionsfaktoren

Die SREPB1-Familie von Transkriptionsfaktoren wird ebenfalls durch mTORC1
kontrolliert und ist maligeblich an der Regulation des Fettsaure- und
Cholesterinstoffwechsels beteiligt (DeBose-Boyd and Ye, 2018; Duvel et al., 2010;
Kobayashi et al., 2019; Porstmann et al., 2008). In den Multi-Omics-Analysen wurde

eine erhohte Aktivierung von SREBP1/2 und des Fettsdure- und
Cholesterinmetabolismus in Zellen, die auf 3D PDMS kultiviert wurden, gefunden.

39



Zusatzlich konnte ein leichter Anstieg von aktiviertem SREPB1/2 auf Proteinebene in
diesen Zellen gezeigt werden. Im Vergleich dazu zeigten Zellen von Tag 0 und auf 2D
PS oder 3D SiOn kultivierte Zellen diesbezlglich keine Veranderungen (Marx-Blimel
et al., 2021). SREBP1/2 ist in der Lage, die de-novo-Lipidsynthese anzuregen,
wodurch die Verfugbarkeit einer ausreichenden Menge an Lipiden sichergestellt wird.
Das ist speziell wahrend der Zellproliferation wichtig, da diese das Vorhandensein
ausreichender Mengen an Lipiden zur Membranbildung voraussetzt. Neben
SREPB1/2 spielt auch HIF1a eine grof3e Rolle bei der Regulation des Fettsaure- und
Cholesterinmetabolismus (DeBose-Boyd and Ye, 2018; Duvel et al., 2010; Kobayashi
et al., 2019; Peterson et al., 2011; Porstmann et al., 2008). Die In-vitro-Kultivierung der
HSCs auf 3D PDMS-Strukturen fuhrte demnach durch die offensichtliche Aktivierung
von PI3K/AKT/mTOR, SREPB und HIF1a zu einer gesteigerten Fettsaure- und
Cholesterinsynthese, was vermutlich den Stammzellerhalt férderte und eine
gesteigerte Expansion unreifer LT-HSCs ermdglichte (Marx-Blimel et al., 2021)
(Abbildung 7).

Metabolische Adaptation und Einfluss des Sauerstoffpartialdrucks

Ruhende, sich in der GO-Phase des Zellzyklus befindende Stammzellen, kdnnen
aktiviert werden und in den Zellzyklus eintreten, um sich entweder selbst zu erneuern
oder um in Progenitorzellen zu differenzieren. Bedingt durch ihren Ruhezustand sind
LT-HSCs in GO im Gegensatz zu aktivierten, proliferierenden (LT-/ST-)HSCs und
Progenitorzellen, durch einen geringen Energiebedarf und Stoffwechsel
charakterisiert. lhre bendtigte Energie wird dabei vornehmlich durch aerobe Glykolyse
gewonnen (Kumar and Geiger, 2017; Suda et al., 2011; Wilkinson and Yamazaki,
2018). In Zellen, die auf 3D PDMS wuchsen, wurden spezifische metabolische
Adaptionen gefunden (Marx-Blimel et al., 2021). Dabei korreliert die verringerte
mitochondriale Respiration dieser Zellen mit einer gesteigerten Anzahl an ruhenden
LT-HSCs (Ghosh and Kapur, 2016; Huang et al., 2012; Kocabas et al., 2015; Wang
and Ema, 2016), welche auf 3D PDMS-Strukturen generiert werden konnten (Marx-
Blimel et al., 2021). Aktivierte (LT-/ST-)HSCs beziehen ihre Energie vorwiegend aus
der mitochondrialen Respiration, was eine ausreichende Menge an Mitochondrien
voraussetzt und eine effizientere Energiegewinnung erméglicht (Kumar and Geiger,
2017; Suda et al., 2011; Wilkinson and Yamazaki, 2018). Im Vergleich zur Glykolyse
kann durch die oxidative Phosphorylierung in Mitochondrien zwar deutlich mehr

40



Energie erzeugt werden, dadurch bedingt kann es aber auch zu einer vermehrten
ROS-Produktion in der Zelle kommen. ROS kdénnen zu oxidativen DNA-Schaden
sowie zur Schadigung einzelner Proteine oder ganzer Organellen fihren und damit
den Stammzellerhalt beeinflussen. Bei sehr hohen Leveln an intrazellularem ROS oder
einer zu grolden oxidativen Schadigung der Zelle kann es zur Apoptose kommen
(Tothova and Gilliland, 2007). FOXO-Transkriptionsfaktoren sind in der Lage, HSCs
vor ROS-bedingten Zellschaden zu schitzen und somit die Anzahl apoptotischer
Zellen in Zusammenhang mit ROS maoglichst gering zu halten und dadurch den Erhalt
des Stammzellpools zu férdern (Tothova and Gilliland, 2007). In Zellen, die auf 3D
PDMS kultiviert wurden, konnten wie bereits erwadhnt erhdhte FOXO1/3-Level
gefunden werden, was die erhohten Mengen an LT-HSCs nach Kultivierung auf 3D
PDMS durch einen verbesserten Abbau von ROS beglinstigt haben kénnte (Marx-
Blimel et al., 2021).

Der niedrige Metabolismus der LT-HSCs steht auch mit dem umgebenden
Sauerstoffpartialdruck in Verbindung. Durch sauerstoffarme Bedingungen wird die
Energiegewinnung mittels mitochondrialer Respiration vermindert und Zellen werden
zu einem niedrigeren Metabolismus beziehungsweise zur Glykolyse angeregt. Um die
Bedingungen in vitro weiter den in vivo vorherrschenden Verhaltnissen anzugleichen,
konnte zukunftig ein niedriger Sauerstoffpartialdruck im Zellkulturinkubator in Betracht
gezogen werden. In einem handelsublichen Inkubator, wie er in der vorliegenden
Arbeit genutzt wurde, herrscht ein Sauerstoffgehalt von ca. 20 %, was in etwa die
Verhaltnisse in der Raumluft widerspiegelt. In der hamatopoetischen Stammzelinische
hingegen liegt der Sauerstoffgehalt bei nur 1-6 % und somit unter normoxischen
Bedingungen (Eliasson et al., 2010; Mohyeldin et al., 2010). Dabei gibt es innerhalb
des KMs ein Gefalle der vorherrschenden Sauerstoffkonzentration: in den aul3eren
Bereichen liegt diese niedriger als in der Nahe Sauerstoff-transportierender
Blutgefal’e. Damit einhergehend wird auch ein unterschiedliches Auftreten von HSC-
Subpopulationen postuliert. Je weiter eine Stammzelle von vorhandenen Blutgefallen
entfernt ist, desto unreifer/ruhender ist diese (Eliasson et al., 2010; Mohyeldin et al.,
2010). Mit fortschreitender Aktivierung von LT-HSCs und der daraus resultierenden
metabolischen Adaptation, Proliferation und Differenzierung wandern diese
Stammzellen weiter in Richtung der GefalRe, um in die Blutbahn eintreten und
zirkulieren zu konnen. Die Vermutung liegt nahe, dass die Sauerstoffkonzentration

innerhalb der verwendeten 3D PDMS-Strukturen aufgrund der Vertiefungen nicht
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homogen ist und es infolgedessen zu Unterschieden in der Sauerstoffverfugbarkeit fur
die kultivierten HSCs kommt. Nach einer Modellrechnung konnte jedoch ermittelt
werden, dass die Unterschiede der Sauerstoffkonzentration innerhalb der 3D
Strukturen minimal sind und keinen Einfluss auf das Verhalten der kultivierten HSCs
haben sollten (unpublizierte Daten (Marx-Blimel et al., 2020)).

Zellen, die auf 3D SiOn expandiert wurden, zeigten eine deutlich verringerte
mitochondriale Respiration und eine gesteigerte Glykolyse (Marx-Blumel et al., 2021).
Das konnte einerseits auf eine grol3e Anzahl ruhender, inaktiver LT-HSCs hindeuten,
kann gleichzeitig aber auch ein Zeichen von PI3K/AKT/mTORC2-gesteuerten
inflammatorischen Prozessen und einer Immunzellaktivierung sein (Cheng et al., 2014;
Donnelly and Finlay, 2015; Huang et al., 2012; Kocabas et al., 2015; Regitz et al.,
1988; Soto-Heredero et al., 2020; Wang and Ema, 2016). Damit Ubereinstimmend
konnte eine Aktivierung der pro-inflammatorischen Immunantwort mittels IPA in Zellen,
die auf 3D SiOn kultiviert wurden, nachgewiesen werden (Marx-Blumel et al., 2021).
Eine Aktivierung von AKT, vermittelt durch dessen Phosphorylierung, und eine
Aktivierung von mTORC2 konnte in Zellen, die auf 3D SiOn wuchsen, ebenfalls gezeigt
werden (Marx-Blumel et al., 2021) und tritt im Zuge einer inflammatorischen Reaktion
auf (Vergadi et al., 2017; Zegeye et al., 2018). Weiterhin fuhrte die Kultivierung auf 3D
SiOn ebenso wie die Kultivierung auf 2D PS zu einer gesteigerten Sekretion von pro-
inflammatorischen Zytokinen, welche mittels IPA und ELISA-Tests gezeigt werden
konnten. Im Hinblick auf die geringere Expansion an LT-HSCs auf 3D SiOn im
Vergleich zu 3D PDMS und der gesteigerten Aktivitat pro-inflammatorischer
Signalwege, kann vermutet werden, dass die Veranderungen des Zellstoffwechsels
nicht auf einen verbesserten Stammzellerhalt, sondern auf eine gesteigerte
Inflammation in auf 3D SiOn kultivierten HSCs hindeuten (Marx-Blimel et al., 2021).

Durch eine Entzundungsreaktion ausgeloste metabolische Adaptation werden dabei
durch den PI3K/AKT/mTORC1/2- und den sich anschlieBenden mTORC1/HIF1a-
Signalweg vermittelt (Abbildung 7) (Cheng et al., 2014; Donnelly and Finlay, 2015;
Soto-Heredero et al., 2020), was mit den Ergebnissen der Multi-Omics-Analyse
Ubereinstimmt (Marx-Blimel et al.,, 2021). 3D PDMS hingegen induzierte eine
ausbalancierte Sekretion von pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen. Besonders
deutlich war die Sekretion von Interleukin 8 (IL8), welches in groRen Mengen vor allem
nach Kultivierung auf 3D PDMS gefunden werden konnte (Marx-Blumel et al., 2021).
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Far IL8 wurde beschrieben, dass es die Mobilisation von HSCs aktiviert (Laterveer et
al., 1995; Nervi et al., 2006) und auf diesem Wege an der effektiven Amplifikation von
HSCs beteiligt sein konnte. Zusatzlich scheint IL8 durch Bindung des
membranstandigen IL8-Rezeptors den PISK/AKT-Signalweg zu aktivieren, der einen
grof3en Einfluss auf den Stammzellerhalt hat (Abbildung 7, (Campbell et al., 2013)).

. Zytokine und
3DPDMS 3DSiOn  2DPS o s VPA
IL8 l
PI3K GSK3beta
—>
mTORC2 < AKT Wnt
FOX01/3 HoxB4
\ 4 1 v l
NOTCH | —————> MYC 4+— mTORC1
S6K HIF1alpha
SREBP
A 4 v v *

Aktivierung von PI3K/AKT/mTORC2, HIF1a
VS.
Aktivierung von PI3K/AKT/mTORC1, FOX01/3, HIF1a und SREBP

v

Zellzyklusregulation, metabolische Adaptation, Immunantwort und
Zytokinexpression

v

- Proliferation und Differenzierung von HSCs und Progenitorzellen g
-

VS. ]
o *‘. Aufrechterhaltung der LT-HSCs und ST-HSCs, Erhalt der Fahigkeit LA

zur Selbsterneuerung

Abbildung 7: Durch die optimierte Kultivierung aktivierte Proteine und Signalwege und die
resultierenden Folgen

Durch Verwendung der optimierten in-vitro-Kulturbedingungen (rote Kastchen) kommt es zur Aktivierung
verschiedener Proteine/Proteinkomplexe (blaue Kastchen) und infolgedessen zur Aktivierung verschiedener
Signalwege (gelbe Kastchen). Dabei kommt es durch Verwendung der 3D SiOn-Strukturen zu einer
Aktivierung von PISK/AKT/mTORC2, HIF1a bzw. durch Verwendung der 3D PDMS-Strukturen zur Aktivierung
von PI3K/AKT/mTORC1, FOXO1/3, HIF1a und SREBP. Diese Signalwege stehen im Zusammenhang mit der
Proliferation und Differenzierung von HSCs und Progenitorzellen oder fordern die Aufrechterhaltung der LT-
HSCs und ST-HSCs (griines Kastchen). Die Abbildung wurde mit Hilfe von BioRender.com erstellt.
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Zusammenfassend konnte durch die verbesserte Hydrophilie der 3D SiOn-Strukturen
zwar die initiale Anheftung der HSCs gefordert werden, allerdings kam es im Zuge
dessen zu einer gesteigerten Proliferation und Differenzierung der Stammzellen und
damit verbunden zu einer geringeren Amplifikation von LT-HSCs. Dem zugrunde lag
eine Aktivierung des PI3K/AKT/mTORC2/HIF10-Signalweges nach In-vitro-
Kultivierung. Diese Ergebnisse stimmen mit dem verminderten klonogenen Potenzial
von Zellen uberein, die auf 3D SiOn kultiviert wurden.

Unbeschichtete 3D PDMS-Strukturen weisen zwar eine geringere Hydrophilie auf,
ermoglichen aber eine sehr gute Expansion von unreifen LT-HSCs durch eine
ausgewogene Proliferation der Zellen und damit verbunden einer geringeren
Differenzierung und eines hohen klonogenen Potentials der Zellen. Zudem kommt es
zu einer Aktivierung von FOXO1/3, HIF1a und SREBP und den entsprechenden
Signalwegen, was zu einer Anpassung des Stoffwechsels und einer ausgeglichenen
Sekretion von Zytokinen in Zellen fuhrt, die auf 3D PDMS kultiviert wurden. Diese
molekularen Veranderungen verbessern den Erhalt von Stammzellen, insbesondere
der LT-HSCs auf 3D PDMS deutlich im Vergleich zu 2D PS und 3D SiOn.

Noch ungeklart ist das tatsachliche Repopularisierungspotenzial der im neuartigen 3D
System amplifizierten HSCs in vivo. Dies erfordert allerdings aufwendige
Tierexperimente und konnte Teil eines Folgeprojekts werden. Unabhangig davon
konnte mittels Nutzung der 3D Strukturen und einer optimierten Mediumskomposition
bereits eine geeignete Plattform entwickelt werden, welche eine effektive Amplifikation
von LT-HSCs in vitro ermoglicht und gleichzeitig deren Vitalitat, Fahigkeit zur
Selbsterneuerung und Pluripotenz unterstitzt (Abbildung 6, Abbildung 7).
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