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& (57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Aufreinigung mesenchymaler Stammzellen, das dem
Stand der Technik entsprechende Zellausbeuten liefert, wobei sich die erhaltenen Zellen durch eine gesteigerte Proliferationskapazi-
tit unter gleichzeitiger Beibehaltung der Multipotenz und der typischen Antigen-Charakteristika auszeichnen. Damit stehen erstmals
mesenchymale Stammzellen zur Verfiigung, die sich gegentiber dem Stand der Technik deutlich besser vermehren lassen und dariiber
hinaus auch nach ldngerer Kultivierung noch in drei mesenchymale Richtungen differenzieren lassen.
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Aufreiniqungsverfahren fiir mesenchymale Stammzellen

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Aufreini-
gung mesenchymaler'Stammzellen (MSC; CD34-negative, plastikad-
harent wachsende, fibroblastoide Zellen), das dem Stand der
Technik entsprechende Zellausbeuten liefert, wobei sich die
erhaltenen Zellen durch eine gesteigerte Proliferationskapazi-
tdt unter gleichzeitiger Beibehaltung der Multipotenz und der
typischen Ahtigen—Charakteristika auszeichnen. Damit stehen
erstmalé mesenchymale Stammzellen zur Verfiigung, die sich ge-
geniber dem Stand der Technik deutlich besser vermehren lassen
und dariiber hinaus auch nach langerer Kultivierung noch in

drei-mesenchymale Richtungen differenzieren lassen.
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Stand der Technik

Mesenchymale Stammzellen (MSC) werden aus dem adulten Knochen-
mark gewonnen. Fir die Generierung der MSC gibt es weltweit
die verschiedensten Protokolle, die sich in Parametern wie
z.B. Anreicherung, verwendetes Medium und Auswahl des fétalen

Kalberserums unterscheiden.

Ein wichtiger Schritt zur Anreicherung der MSC besteht in der
Abreicherung der Zellen aus dem Knochenmark, die ein Prolife-
rations- und Differenzierungspotential, wie es flir MSC be-
schrieben wurde, nicht mehr besitzen (z.B. Erythrozyten, Gra-
nulozyten). Eine weit verbreitete Methode in der H&matologie
ist die Dichtegradientenzentrifugation mit den isotonischen
Lésungen Ficoll® oder Percoll®. Diese Separationsmethode be-
griindet sich darauf, daB jede definierte Zelle eine bestimmte
Dichte besitzt und sich wdhrend der Zentrifugation in Richtung
der Dichte des Trennmediums bewegt, an der ihr isopycnischer

Punkt liegt.

Bei einer Dichte von 1,077 g/ml werden routinem&fig mononukle-
are Zellen (MNC) an der Grenze zwischen Probe und Dichteldsung
angesammelt, wohingegen die Erythrozyten und Granulozyten am
Boden des RoOhrchens konzentriert werden. Diese Dichte wird von
vielen Autoren auch fir die Anreicherung von MSC aus dem Kno-
chenmark genutzt (Azizi et al., Proc Natl Acad Sci USA 95
(1998) :3908-13; Phinney et al., J Cell Biochem 75 (1999): 424-
36; DiGirolamo et al., Br J Haematol 107 (1999):275-81; Murag-
lia et al., J Cell Science 113 (2000):1161-66; Colter et al.,
Proc Natl Acad Sci USA 97 (2000):3213-18, Proc Natl Acad Sci
USA 98 (2001):7814-45 ; Quirici et al., Exp Hematol 30
(2002) :783-91) . Keiner der Autoren hat vergleichende Studien
mit Zellen durchgefithrt, die ilber andere Dichten angereichert
wurden, und es bleibt unklar, inwieweit in der Population der

MNC Zellen mit stimulierenden oder supprimierenden Eigenschaf-
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ten enthalten sind. Morphologisch werden von Azizi et al.,
loc. cit., zwei Typen von Zellen gezeigt: 'abgeflachte und
langgestreckte Zellen. Von Muraglia et al., loc. cit., wurden
drei Phianotypen von Klonen gezeigt: fibroblastenartig verlan-
gerte Zellen, grofe abgeflachté Zellen und schmale sternférmi-
ge Zellen. Es ist bekannt, dass Kulturen, die eine hohe Anzahl
abgeflachter Zellen enthalten, langsamer proliferieren bzw.
sukzessive das Wachstum einstellen. Spdteres Auswachsen fla-

cher Zellen kann nicht mehr beeinfluBt werden.

Die Anzahl der Verdopplungen schwankt bei den Autoren zwischen
4 und nahezu 50 (Colter et al., Proc Natl Acad Sci USA 97
(2000) :3213-18; die Zzahl 50 ist jedoch fraglich, da aus 20 ml
Knochenmark kummulativ 10! Zellen generiert wurden und selbst
bei nur einer Zelle als Ausgangszahl 43 Verdopplungen erreicht
worden wiAren) und hiangt von der Qualitdt des Spender-
Knochenmarks ab. AuBerdem sind die im Stand der Technik vor-
handenen Angaben von Passagen vorsichtig zu interpretieren.
Meist werden 5 x 103 Zellen/cm? ausplattiert und die Zellen bei
nahezu Konfluenz geerntet und gezdhlt. Pro Passage ergeben

sich ca. 2 Verdopplungen.

Zellen, die mit d = 1,077 g/ml aufgereinigt werden, differen-
zierten in vitro in die osteo-, chondro- und adipogene Rich-
tung zumindest in frithen Passagen. In wenigen Studien (DiGiro-
lamo et al., loc. cit.) wurde die Differenzierungsfdhigkeit
der MSC bis zur Beendigung der Kulturen untersucht. Muraglia
et al., loc. cit., zeigten anhand von klonierten MSC, dass die
osteogene Differenzierung auch in spdten Passagen nicht verlo-
renging, die adipogene und auch die chondrogene Differenzie-
rung hingegen nicht in allen Klonen bis zum Ende der Kulturen
erhalten blieb. Die adipogene Differenzierung wird zuerst von
den Zellen eingestellt, ebenso kénnen die Zellen nicht bis in
die letzten Passagen in Chondrozyten differenziert werden. Das

osteogene Differenzierungsvermdégen scheint eine generelle Ei-
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genschaft von MSC zu sein und geht meist bis zum Stillstand

des Zellwachstums nicht verloren.

Von anderen Autoren wird eine Dichte von 1,073 g/ml zur Anrei-
cherung verwendet (Majumdar et al., J Cell Physiol 176
(1998) :57-66; Mackay et al., Tissue Engineering 4 (1998):415-
28; Pittenger et al., Science 284 (1999):143-7; Mosca et al.,
Clin Orthop Rel Res 379S (2000):S71-90; Koc et al., Bone Mar-
row Transpl 30 (2002):215-22; Toma et al., Circulation 105
(2002) :93-8) und die Zellen als ,low density"“ bezeichnet. Pit-
tenger et al., loc. cit., beschreiben die isolierten Zellen
als morphologisch uniform, in den in der Publikation vorhande-
nen Abbildungen sind jedoch auch abgeflachte Zellen zu sehen,

deren Funktion nicht weiter kommentiert wird.

Die iiber eine Dichte von 1,073 g/ml angereicherten Zellen wa-
ren in drei Differenzierungsassays (adipo-, osteo- und chon-
drogene Differenzierung) positiv ohne Spontandifferenzierung.
Die Proliferationsfahigkeit ist auch bei diesen Zellen abhan-
gig von sorgfiltig ausgewdhlten Seren. Nach 2 Passagen werden
5-37,5 x 107 Zellen generiert, was Daten mit konventionell se-
parierten Zellen entspricht, also keinen Vorteil fir diese Me-

thode implementiert.

Eine dritte Gruppe von Autoren benutzt die sehr aufwendige Me-
thode eines vorgeformten kontinuierlichen Gradienten aus 70%
Percoll® fiir die Separation des Knochenmarks (Lennon et al.,
In Vitro Cell Dev Biol 32 (1996):602-11; Bruder et al., J Cell
Biochem 64 (1997):278-94; Jaiswal et al., J Cell Biochem 64
(1997) :295-312; Fleming et al., Developm Dynamics 212
(1998) :119-32; Liechty et al., Nat Med 6 (2000):1282-6). Nach
Zentrifugation werden die ersten 25% als ,low density“-Zellen
fiir die Generierung von MSC benutzt und die gepoolte Dichte
als 1,030 g/ml angegeben, wobei bei diesem Wert ein Nacharbei-

ten bei der vorhandenen Datenlage nicht nachvollziehbar ist.
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Der Nachteil der letzgenannten Methode besteht ferner darin,
dass -die Vorbereitung von kontinuierlichen Gradienten zeit-
und materialaufwendig ist und von vielen Labors nicht durchge-
fiihrt werden kann (es wird eine Zentrifuge mit 20.000 g bend-
tigt). Die mit dieser Methode aufgereiﬁigten Zellen erhalten
ebenso wie die oben beschriebenen ihr osteogenes Differenzie-
rungspotential wdhrend aller Subkultivierungen und sind posi-
tiv fiir MSC-spezifische Oberflachenantigene (Bruder et al.,
loc. cit.). Mit zunehmender Kultivierungsdauer wird auch bei
diesen Zellen {iiber eine Zunahme des flachen, ausgebreiteten
Phanotyps berichtet, die Zellen akkumulieren Debris und StreB-
fibers (Actin), bis die Kultur letztendlich komplett degene-

riert (Bruder et al., loc. cit.).

Aus den im Stand der Technik bekannten Ergebnissen wird klar,
dass das Auswachsen wenig mitotischer Zellen offensichtlich
mit keiner Separationsmethode zu verhindern ist. Vielmehr
spielen hier die Kultivierungsbedingungen eine groBe Rolle.
Hier ist die sorgfaltige Selektion der Population mit deﬁ aus-

gepriagtesten Proliferationseigenschaften gefragt.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, ein neues
Verfahren zur Aufreinigung mesenchymaler Stammzellen bereitzu-
stellen, dass die aus dem Stand der Technik bekannten Nachtei-
le nicht aufweist. Insbesondere soll das Ziel der Aufreinigung
sein, mit Beginn der Kultur die Anzahl abgeflachter Zellen zu
minimieren, da von diesen Zellen bekannt ist, dass sie langsa-

mer proliferieren bzw. sukzessive das Wachstum einstellen.

zur LOsung wird ein Verfahren vorgeschlagen, bei dem man me-
senchymale Stammzellen aus Knochenmark durch Dichtegradienten-
zentrifugation isoliert, wobei man die Zellen aus einer Frak-
tion mit einer gegenilber dem Stand der Technik geringeren

Dichte von < 1,073 g/ml, vorzugsweise < 1,070 g/ml, isoliert.
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Bevorzugt sind 1,050 g/ml bis 1,070 g/ml, und besonders bevor-
zugt ist eine Dichte von 1,068 g/ml.

Uberraschenderweise wurde festgestellt, dass sich bei Verwen-
dung der erfindungsgemdfen Dichte von < 1,073 g/ml, insbeson-
dere bei 1,068 g/ml, Zellen anreichern lassen, die - gegeniiber
Zellen, die bei hoéheren Dichten isoliert wurden - eine gestei-
gerte Proliferationskapazitdt unter Beibehaltung der Multipo-
tenz und der typischen Antigen-Charakteristika besitzten. Mor-
phologisch zeigen die erfindungsgemdfen mesenchymalen Stamm-
zellen fiir einen verlédngerten Zeitraum eine fibroblastoide

Form, bevor die Kultur zum Stillstand kommt.

Die Erfindung betrifft gemdB einer besonders bevorzugten Aus-
fihrungsform die Verwendung einer L&sung von Ficoll® oder Per-
coll® der Dichte 1,068 g/ml zur Durchfithrung einer Dichtegra-
dientenzentrifugation zur Isolierung mesenchymaler Stammzellen

aus Knochenmark.

Gegenstand der Erfindung sind ferner die nach dem beschriebe-
nen Verfahren erhaltenen mesenchymalen Stammzellen (bzw. eine
Prdparation, die ausschlieBlich oder {iberwiegend - d.h. zu
mindestené 70%, 80% oder vorzugsweise 2zu mindestens 90% -
diese Zellen enthalt) sowie diese Zellen enthaltende pharma-

zeutische Prdparate.

Die erfindungsgemdfen Zellen exprimieren die typischen Ober-
flidchenmarker mesenchymaler Stammzellen (CD90, CD105, CD59).
Bei Untersuchung der Expression iiber viele Passagen bis zum
Ende der Kulturen und mit zunehmender Kultivierungsdauer wird
eine Abnahme (von > 90% bis ca. 60% im Durchschnitt bei hohe-
ren Passagen) der Expression positiver Marker wie CD90 und
CD105 gefunden und keine Zunahme der Expression hématopoeti-

scher Marker wie CD45 und CD34. Die Abnahme der Expression me-
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senchymaler Marker korreliert mit der Dbeschriebenen Alterung

der Zellen (vgl. Fig. 6a versus 6b).

Im Rahmen der Erfindung wurden die nach dem beschriebenen Ver-
fahren erhaltenen Zellen diinn ausgesdt (ca. 500 Zzellen/cm?) und
verdoppelten sich bis zur n&chsten Passage ca. 3,3 mal mehr
als Zellen, die nach herkémmlichen Verfahren isoliert und ent-
sprechend hoch ausgesdat (ca. 5.000 Zellen/cm?) worden waren
(fir die ein Wert von 2 angegeben ist). Insgesamt wurden er-

findungsgemdB bis zu 45 Verdopplungen erreicht.

Alle untersuchten Fraktionen konnten bis zum Ende der Kultur
in die drei untersuchten mesenchymalen Richtungen differen-

ziert werden:

e Die Differenzierung in Osteoblasten (osteogene Differenzie-
rung; Induktion nach Jaiswal et al., loc. cit.) blieb unbe-
einfluBt durch die zunehmende Passagenzahl. Gegen Ende der
Kulturen differenzierten die Zellen zeitweise spontan in
Calcium-sektretierende Zellen, was diese Erkenntnis unter-
streicht.

e Die adipogene Differenzierung (Induktion nach Pittenger et
al., loc. cit.) hingegen nahm mit zunehmender Passagenzahl
ab und war letztendlich nur noch in einzelnen Zellen nach-
weisbar (von ca. 50% nach zwei Wochen Differenzierungsinduk-
tion bis etwa 1-2% bei hdheren Passagen).

e Die Differenzierung in die chondrogene Richtung (Induktion
modifiziert nach Shakibaei et al., Cell Biol Internat 21
(1997) : 75-86) wurde ebenfalls mit zunehmender Passagenzahl
geringer, jedoch nicht im gleichen AusmaBl wie die adipogene
Differenzierung (von ca. 90% nach einer Woche Differenzie-
rungsinduktion bis ca. 15% bei hoheren Passagen), und ein
Teil (ca. 10-20%) der Zellen aller Fraktionen zeigte die ty-
pische Proteoglykan-Anférbung. In Zellen hdherer Dichten

(d.h. von 2 1,077) war diese chondrogene Differenzierungsfa-
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higkeit weniger ausgepragt als in denen geringer Dichten

(d.h. < 1,077 g/ml).

Bei dem erfindungsgemdfen Verfahren zur Isoliérung mesenchyma-
ler Stammzellen koénnen beliebige (isotonische) Gradienten ein-
gesetzt werden, wie z.B. Ficoll®-Gradienten, bei denen es sich
um mit Epichlorhydrin quervernetzte Sucrose mit hohem Verzwei-

gungsgrad handelt.

Als Separationsmedium wird besonders bevorzugt Percoll® einge-
setzt, das aus Silikagelpartikeln besteht, die mit Polyvinyl-
pyrrolidon beschichtet sind, und das nicht toxisch fiir Zellen
ist. Es kann leicht mit gepufferten Salzlésungen auf die ge-
wiinschte Dichte verdiinnt werden, ohne dass pH-Wert und Osmola-
1itit verandert werden. Ficoll® (ein hydrophiles Polymer), ist
zwar ebenfalls geeignet, muB nach Verdiinnungen jedoch neu auf

pH-Wert und Osmolalitdt eingestellt werden.

Fiir die Auftrennung von Knochenmark wird somit beispielsweise
ein diskontinuierlicher Percoll®-Gradient mit Dichten von
1,050 bis 1,100 g/ml hergestellt. Nach Zentrifugation kann je-
de Fraktion mit einem charakteristischen isopycnischen Punkt
einzeln entnommen und untersucht werden. Bei kontinuierlichen
Gradienten dagegen ist eine genaue isopycnische Charakterisie-
rung nicht méglich, und man erhdlt ein Gemisch von Zellen un-

terschiedlicher Dichten.

Der Gradient besteht z.B. aus 6 definierten Dichten. Jede
Fraktion (F1 = geringste Dichte, F6 = héchste Dichte) wird auf
Morphologie und Proliferationspotential, Expression von MSC-
typischen Markern und Multipotenz in 3 Differenzierungsassays

untersucht.

In frithen Passagen bestehen die ,low-density“-Fraktionen F1

bis F3 (Dichte 1,050 bis 1,068 g/ml) iberwiegend aus langge-
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streckten, spindelfdérmigen Zellen (vgl. Fig. 1, F3 in Passage
2), wiahrend in F5 und F6 bereits mit Beginn der Kultur ver-
mehrt flache, ausgebreitete Zellen auftraten. F4 mit der Dich-
te 1,077 g/ml (diese Dichte wird zur Separation von MNC be-
nutzt) enthdlt mit zunehmenden Passagen mehr dieser groflen und
flachen Zellen, wahrend F5 und F6 mit Dichten von 1,088 und
1,100 g/ml bereits wéhrend der Primiarkultur (=P0) eine erhdhte

Anzahl flacher Zellen aufweist.

Die Erfindung betrifft insbesondere ein Verfahren zur Isolie-
rung mesenchymaler Stammzellen aus Knochenmark durch Dichte-
gradientenzentrifugation, bei dem man zur Durchfihrung der
Dichtegradientenzentrifugation eine isotonische Losung von
Percoll® verwendet und man die Zellen aus einer Fraktion mit

einer Dichte von etwa 1,068 g/ml isoliert.

Das erfindungsgemidfe Verfahren zur Isolierung mesenchymaler
Stammzellen kann entweder im Rahmen einer individuellen Ein-
zeltherapie an dem Ort bzw. der Klinik durchgefiihrt werden, an
der der Patient behandelt wird, es ist jedoch praktikabel, die
Verfahren und die anschlieBende Stammzell-Therapie an grodfieren
Zentren (Good Manufacturing Practice-Zentren; GMP-Zentren)
durchzufithren, da sich auf diese Weise ein gleichbleibender
Qualitidtsstandard garantieren lasst. Auch ist denkbar, dem Pa-
tienten nicht nur mesenchymale Stammzellen =zu verabreichen,
die aus seiner eigenen Knochenmark-Spende isoliert werden (au-
tologe MSC), sondern es kommen auch allogene Zellen, d.h. von
anderen Knochenmarkspendern und sonstigen freiwilligen Spen-
dern, in Betracht, wobei darunter sowohl typisierte als auch

nicht-typisierte allogene Knochenmarkspenden zu verstehen

sind.

Gegenstand der Erfindung ist ferner ein Verfahren zur Herstel-
lung eines mesenchymale Stammzellen enthaltenden pharmazeuti-

schen Praparats, bei dem man ein vorgenanntes Verfahren zur
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Isolierung mesenchymaler Stammzellen aus Knochenmark durch
Dichtegradientenzentrifugation durchfithrt und man die isolier-
ten Stammzellen gegebenenfalls mit pharmazeutisch annehmbaren

Hilfs- und Tr&igerstoffen formuliert.

Ferner ist auch denkbar, im Rahmen der gewerblichen Nutzung
der Erfindung filir die Durchfithrung des Verfahrens zur Isolie-
rung der MSC erforderliche Reagenzien und Hilfsmittel bereit-
zustellen, beispielsweise in Form von Kits, die eine isotoni-
sche Lésung von z.B. Ficoll® oder Percoll® der Dichte 1,068
g/ml enthilt. Alternativ kénnen die Kits auch mehrere isotoni-
sche Lésungen von z.B. Ficoll® oder Percoll® unterschiedlicher
Dichte enthalten. Die Losungen unterschiedlicher Dichte liegen
beispielsweise im Bereich von 1,050 g/ml bis 1,100 g/ml. Gemal
einer besonderen Ausfilhrungsform sind die Loésungen Percoll®-
Lésungen der Dichte 1,050 g/ml, 1,063 g/ml, 1,068 g/ml, 1,070
g/ml. GemiB einer Ausfithrungsform der Erfindung konnen die
Kits gegebenenfalls weitere zur Durchfithrung des Verfahrens
erforderliche Hilfsmittel und/oder Reagenzien enthalten, wie
z.B. Behadltnisse, Zentrifugenrdhrchen, Kulturschalen und der-

gleichen.

Die Erfindung wird nachfolgend anhand von Beispielen veran-

schaulicht:
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Beispiele

Materialien

Als Ausgangsldsung fiir die Herstellung des diskontinuierlichen
Dichtegradienten wird Percoll® (Fa. Biochrom, Berlin) der
Dichte 1,124 g/ml benutzt. Die Verdinnungen der Ausgangslésung
mit PBS (Phosphat-gepufferte Salzlosung ohne Calcium- und Ma-
gnesiumionen, Gibco) fiir die gewiinschten Dichten werden mit

folgender Formel errechnet:

Wobei:
D' gewinschte Enddichte (g/ml)

D" hohe Ausgangsdichte (g/ml)
D% Dichte der iso-osmolalen Verdiinnungslésung (g/ml)

V% Volumenprozent fiir Ausgangsldsung mit hoher Dichte.

Auf diese Art wurden Separationsl&sungen folgender Dichten

hergestellt: 1,050, 1,063, 1,068, 1,077, 1,088 und 1,100 g/ml.
Beispiel 1

Durchfithrung der MSC-Isolierung

Jeweils 5 ml der einzelnen Dichten wurden vorsichtig in ein

50 ml-Falcon-Réhrchen geschichtet. 10 ml Knochenmark wurden

mit 10 ml PBS verdiinnt und vorsichtig auf den Gradienten ge-

schichtet.
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Parallel wurde

a) 1 ml Knochenmark mit 1 ml PBS verdinnt, auf 3 ml Fi-
coll® der Dichte 1,077 g/ml (als Stammzellen SC be-
zeichnet) in einem 15 ml-Falcon-R8hrchen als Kontrolle
geschichtet und

b) je 1 ml Knochenmark, mit 1 ml PBS verdiinnt, auf 3 ml
Percoll der Dichte 1,068 g/ml (bezeichnet als LD=low
density) oder 1,077 g/ml (bezeichnet als
MNC=mononuclear cells) in je einem separaten 15 ml-

Réhrchen als Kontrolle geschichtet.

Alle Rohrchen wurden fir 20 min bei Raumtemperatur mit 800g
ohne Bremse zentrifugiert. Das mit PBS gemischte Plasma wurde
aus den ROhrchen entfernt und jede Fraktion in ein separates
Réhrchen abgenommen. Nach zweimaligem Waschen mit PBS fiir 10
min bei 400g werden die in F4 bis F6 enthaltenen Erythrozyten
durch Hamolysepuffer entfernt, die Zellen erneut gewaschen, in
Kultivierungsmedium DMEM/LG (Dulbecco's Modified Eagle Medi-
um/niedrige Glucose, Gibco) + 1% Penicillin/Streptomycin + 10%
selektioniertes fotales Kédlberserum aufgenommen und mit Try-
panblau in einer Neugebauer-Kammer gezahlt. Auf eine Wachs-
tumsflache von 25 cm? (T25, Greiner) werden 1 x 107 Zellen aus-
gesdt. Sind in einer Fraktion weniger als 10’ Zellen enthalten,
werden entsprechend der Zellzahi kleinere Kulturgefdlbe wie 6-
well Platten o.&. benutzt. Zum Nachweis der CFU-F (colony for-
ming unit-fibroblast; als Nachweis der Proliferationsfidhigkeit
einzelner Fraktionen beschrieben bei: DiGirolamo C et al.,
British J. Haematology (1999), 107:275-281) werden 10° Zellen
jeder Fraktion als auch der LD- und MNC-Kontrollzellen in je
ein separates Loch einer 6-Lochplatte in 3 ml Medium eingesé&t.
Die Zellen werden im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, inkubiert.
Nach 3 Tagen werden die nichtadhdrenten Zellen entfernt, die

KulturgefdBe mit PBS gewaschen und neues Medium eingefiillt.
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Die Zellen werden zweimal wdchentlich durch Mediumwechsel ge-
fiittert und bis zu einer Konfluenz von 80-90% (visuelle Bewer-
tung im Mikroskop) inkubiert. Zu diesem Zeitpunkt wird die
Kultur mit PO als Primarkultur bezeichnet. Fir die Passagie-
rung wird das gesamte Medium entnommen, die Wachstumsfléache
mit PBS gewaschen, fiir 5 min mit 0,25% Trypsin-EDTA inkubiert
und anschlieBend unter Zugabe von Medium resuspendiert und ge-
zahlt. 500 Zellen/cm® werden in neue T25 oder T75 zur Weiter-
fiilhrung der Kulturen eingesdt und jetzt als Pl bezeichnet. Die
CFU-F werden nach 14 Tagen Inkubation mit PBS gewaschen und

mit 1% Kristallviolett geférbt.

Beispiel 2

Differenzierungsexperimente

Fiir Differenzierungsexperimente werden 6 X 10° Zellen pro Loch
einer 24-well Platte ausgesidt, je 4 Loécher fiir die Induktion

der osteogenen und adipogenen Differenzierung.

Nach Erreichen der Konfluenz wird die adipogene Differenzie-
rung, wie bei Pittenger et al. 1999 (loc. cit.) beschrieben,
induziert. Dazu wird das Medium mit 1 pM Dexamethason + 0,5 mM
Isobutylmethylxanthin + 100 pM Indomethacin + 10 pM Insulin
versetzt und die Zellen fiir 3-4 Tage inkubiert. Fir einen Tag
werden die Zellen mit Medium nur mit Insulin zur Erhaltung in-
kubiert. Kontrollldcher werden jeweils ohne die Zusdtze kulti-
viert, um eventuelle Spontandifferenzierungen nachzuweisen.
Dieser Zyklus von Induktion und Erhaltung wird sechsmal wie-
derholt. AnschlieRend werden die Zellen mit PBS gewaschen, fir
10 min mit 4% Formalin fixiert, kurz mit 50% Ethanol gewaschen
und fir 15-30 min mit Sudan-Rot B gefdrbt. Nach kurzem Waschen

mit 50% Ethanol wird gegengefidrbt mit Hamalaun fir 5 min, ge-
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wissert fir 1 min mit Leitungswasser und anschlieBend mit

fliissigem Paraffindl haltbar gemacht.

Fir die osteogene Differenzierung werden konfluente Kulturen,
wie bei Jaiswal et al. 1997 (loc. cit.) beschrieben, indu-
ziert. Dazu werden die Kulturen mit 10°7 M Dexamethason + 50 puM
Ascorbinsdure + 10 mM B-Glycerolphosphat versetztem Medium in-
kubiert und dieses Medium nach 3-4 Tagen ausgetauscht. Die
Kontrollkulturen erhalten Medium ohne Induktionskomponenten.
Nach 2-3 Wochen werden die Mineral-Ablagerungen aus Calcium
nach der von-Kossa-Methode gefarbt (von Kossa, J. et al.
(1901) Beit. Path. Anat. 29: 163). Dazu werden die Zellen mit
PBS gewaschen, fiir 10 min mit 4% Formaldehyd fixiert, 1 x mit
PBS und 2 x mit aqua dest. gewaschen und lufttrocknen gelas-
sen. AnschlieBend wird fir 10 min mit Silberﬁitrat unter UV-
Licht gefarbt, 2-3 x mit aqua dest. gewaschen, mit Hamalaun
fiir 1 min gegengefdrbt und nach Wédssern mit Leitungswasser mit

fliissigem Paraffin®él eingedeckt.

Die chondrogene Differenzierung erfolgt modifiziert nach der
Methode von Shakibaei et al. 1997 (loc. cit.). Dazu werden 3 X
104 Zellen in einem Eppendorfrdhrchen in 20 pl 2%-igem Alginat
aufgenommen. Die Alginat-Zellsuspension wird in 0,1 M CaCl, in
6-well Platten als Tropfen gegeben und geliert dort fir 10 min
bei Raumtemperatur. Nach 3-maligem Waschen mit 0,15 M NaCl
wird 2 x mit Medium gewaschen und die Alginatkugeln in Medium
fiir 7 Tage im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, inkubiert mit
ein- bis zweimaligem Mediumwechsel. Die Alginat-Kugeln werden
in toto fir 1 h in 10% Formalin bei Raumtemperatur fixiert,
fiir 5 min in 2% Essigsdure gewaschen und flr 24 h bei RT in
Alcian-Blau-Lésung gefarbt. Dabei werden spezifisch die Pro-
teoglykane, die durch die Zellen als Matrix gebildet wurden,
angefarbt. Nach 3-maligem Waschen in a.d. werden die Alginat-

Kugeln mit aufsteigender Alkoholreihe zu 90% Ethanol jeweils
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10 min dehydriert, fir 5-10 min in Xylol dehydriert und mit

Entellan unter leichtem Druck eingebettet.

Beispiel 3
Phinotypische Untersuchung auf Oberflé&chenmarker

Die Zellen jeder Passage werden weiterhin einer phanotypischen
Untersuchung auf Oberfldchenmarker unterzogen. Dazu wurden
folgende Antikdrper verwendet: CD34-PE (Phycoerythrin), CD45-
PE, CD90-FITC (Fluoroisothiocyanat), CD105-FITC, CD59-FITC und
die entsprechenden Isotypkontrollen Maus-IgGl-PE, Maus-IgGl-
FITC und Maus-IgG2a-FITC.

Mindestens 5-10 x 10? Zellen wurden mit der vom Hersteller an-
gegebenen Menge Antikoérper in 50 pl FACS-Puffer (PBS + 2% FCS
+ 0,1% Natrium-Azid; FCS = fotales Kélberserum5 fir 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert und anschliefend mit FACS-Puffer ge-
waschen. Die gefdrbten Zellen werden in 3-400 pl FACS-Puffer
resuspendiert und an einem FACScan/Becton Dickinson der Analy-
se unterzogen. Dabei werden die Einstellungen fiir Vorwarts-
und Seitwirts-Streueigenschaften als auch der Fluoreszenz mit
der Isotypkontrolle vorgenommen. Die Auswertung erfolgt mit

der CellQuest-Software von Becton Dickinson.

Die erfindungsgemidfen Zellen zeigen selbst in schlecht wach-
senden Kulturen bzw. schlecht wachsenden Fraktionen mindestens
20 Verdopplungen und sind auf das sehr sorgfaltig selektio-
nierte FCS zuriickzufithren. In den Ansédtzen wurden 500 Zel-
len/cm? ausplattiert. Bis zur Konfluenz von 80-90% verdoppeln
sich die Zellen in Abhingigkeit von der Passage ca. 2-6 mal.
Bei der Selektionierung des FCS wurde auf Wachstum, Phanotyp
und Differenzierung in drei Richtungen untersucht. Wachstums-

kurven wurden bis Passage 4 erstellt. In Passage 4 wurden der



WO 2005/015151 PCT/EP2004/008865
16

Phanotyp und die Differenzierung in drei Richtungen (osteoge-
ne, chondrogene, adipogene Richtung) untersucht. Waren Phano-
typ und Differenzierungspotential bei verschiedenen Seren

gleich, wurde dem schnelleren Wachstum der Vorrang gegeben.

Ergebnisse

Der Vergleich der Proliferationsraten der einzelnen Fraktionen
zeigte, dass Zellen, die mit Dichten von 1,05 bis 1,068 g/ml
(entspricht Fl1 bis F3) separiert wurden, mehr Zellteilungen
(Fig. 2) und damit mehr Verdopplungen (Fig. 3) bis zum Still-
stand der Kultur erbringen als Zellen hdherer Dichten. SC be-
zeichnet die mitgefiihrte Kontrolle von Zellen iber Ficoll®
aufgereinigt. Die in Fig. 3 gezeigten Verdopplungen sind aus
den Zellzahlen der Probe aus Fig. 2 berechnet. In Abhdngigkeit
von der Qualitdt des Spenderknochenmarks sind die Proliferati-
onseigenschaften der definierten Fraktionen nicht immer iden-
tisch, zeigen jedoch immer die Prominenz der ,low—-density™-
Fraktionen. Der Unterschied in den Verdopplungsraten zwischen
F3 als ,low-density“-Zellen und F4 als MNC kann bis zu 5 Ver-
dopplungen betragen, d.h. aus z.B. 103 Zellen wiirden 3,2 x 10%

zellen werden.

Diese Ergebnisse werden durch die Untersuchung von CFU-F der
einzelnen Fraktionen und im Vergleich von LD- und MNC-Zellen
bestiatigt (Fig. 4). Deutlich zu sehen sind eine Vielzahl von
CFU-F in den Fraktionen F1 bis F3 und stark reduzierte Zahlen
in F4. In F5 und F6 bilden sich kaum noch CFU-F. In den LD-
7zellen dagegen ist die héchste Anzahl dieser Kolonie-bildenden
7ellen zu finden und deutlich mehr als in den einzelnen Frak-

tionen F1l, F2 und F3 als auch den MNC-Zellen.

Die Untersuchungen zum Phénotyp der in Fraktionen aufgetrenn-
ten MSC zeigte Populationen, die negativ fir die hamatopoeti-

schen Marker CD45 und CD34 sind (nicht dargestellt), jedoch
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positiv fiir CD90 (Thy-1, Marker fiir frilhe Progenitorzellen),
CD105 (Endoglin, spezifischer Marker fiir MSC) und CD59 (Sca-1
= "Stem cell antigen"-Homolog, Marker fir frithere Stammzellen,
nicht dargestellt). In der FACS-Analyse kénnen die MSC in zwei
Populationen unterteilt werden: eine kleine Population Rl mit
ca. 2-5% besteht aus kleinen, gering granulierten Zellen und
eine prominente Population R2, die aus groBen, stark granu-
lierten Zellen besteht (Fig. 5a, 6a, jeweils 1linkes Histo-
gramm) . Die Rl-Zellen sowohl der Fraktionen der geringen Dich-
te (Fig. 5a, b) als auch der mit hoherer Dichte (Fig. 6a, b)
sind negativ fiir CD90 und CD105 (kleiner Peak der schwarzen
Kurve; grau: Isotypkontrolle), wahrend die Hauptpopulation R2

positiv ist fir beide Marker.

Mit diesem Antigen-Profil erscheinen die Rl-Zellen eher eine
stark unreife Population darzustellen. Die Zahl der Zellen in
der R2-Population nimmt mit steigender Kultivierungszeit ab.
In den Histogrammen erscheinen mehr Zellen in R1l, was jedoch
auf eine Zunahme von apoptotischen (sterbenden) Zellen und De-
bris zurickzufihren ist. Mit fortschreitender Kultivierung
nimmt die Zahl der fiir beide gezeigten Marker positiven Zellen
deutlich ab. Die Abnahme der CD90- und CD105-positiven Zellen
ist in Fraktionen hoéherer Dichte (Fig. 6b versﬁs Fig. 6a) pro-
minenter als in Fraktionen niedrigerer Dichten (Fig. 5b versus
Fig. 05a). Korreliert man die Reduktion der Expression MSC-
typischer Marker mit der Fahigkeit der Zellen, in die osteoge-
ne Richtung zu differenzieren, so scheint diese Differenzie—
rung nicht von der Expression der Marker auf allen Zellen ab-

zuhdangen.
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Beschreibung der Figuren
Fig. 1: Spindelférmige MSC in Fraktion 3 in der 2. Passage.
Fig. 2: Relative Zellzahlen anhand eines Beispiels aus 3 Ver-

suchen.

Fig. 3: Verdopplungen einzelner Fraktionen eines Beispiels

aus 3 Versuchen.

Fig. 4: CFU-F der einzelnen Fraktionen F1 bis F6 im Vergleich
mit LD- und MNC-Zellen eines Beispiels aus 5 Versu-

chen.

Fig. 5a: Streueigenschaften und Expression von Oberflédchenmar-
kern an einem Beispiel von MSC der Fraktion F3 in der

2. Passage.

Fig. 5b: Streueigenschaften und Expression von Oberflachenmar-
kern an einem Beispiel von MSC der Fraktion F3 in der

7. Passage.

Fig. 6a: Streueigenschaften und Expression von Oberflachenmar-
kern an einem Beispiel von MSC der Fraktion F6 in der

2. Passage.

Fig. 6b: Streueigenschaften und Expression von Oberfldchenmar-
kern an einem Beispiel von MSC der Fraktion F6 in der

7. Passage.
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Patentanspriiche

Verfahren zur 1Isolierung mesenchymaler Stammzellen aus
Knochenmark durch Dichtegradientenzentrifugation, dadurch
gekennzeichnet, dass man die Zellen aus einer Fraktion

mit einer Dichte von < 1,073 g/ml isoliert.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass
man die Zellen aus einer Fraktion mit einer Dichte von <

1,070 g/ml isoliert.

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass
man die Zellen aus einer Fraktion mit einer Dichte von

1,050 g/ml bis 1,070 g/ml isoliert.

Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 3, dadurch gekenn-
zeichnet, dass man zur Durchfihrung der Dichtegradienten-
zentrifugation eine isotonische Ldsung von Ficoll® oder

Percoll® verwendet.

Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass
man zur Durchfiihrung der Dichtegradientenzentrifugation
eine isotonische Losung von Percoll® verwendet und man
die Zellen aus einer Fraktion mit einer Dichte von etwa

1,068 g/ml isoliert.

Mesenchymale Stammzellen, erhalten nach einem Verfahren

der Anspriiche 1 bis 5.

Pharmazeutisches Prdparat, enthaltend Zellen nach An-

spruch 6.
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Verfahren zur Herstellung eines mesenchymale Stammzellen
enthaltenden pharmazeutischen Prdparats, dadurch gekenn-
zeichnet, dass man ein Verfahren nach den Anspriichen 1
bis 5 durchfithrt und man die isolierten Stammzellen gege-
benenfalls mit pharmazeutisch annehmbaren Hilfs- und Tra-

gerstoffen formuliert.

Kit zur Durchfiihrung eines Verfahrens nach den Anspriichen
1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass es eine isotonische
Lésung von Ficoll® oder Percoll® der Dichte 1,068 g/ml
enthalt.

Kit zur Durchfilhrung eines Verfahrens nach den Anspriichen
1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass es mehrere isotoni-
sche Lésungen von Ficoll® oder Percoll® unterschiedlicher

Dichte enthalt.

Kit nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass die
Lésungen unterschiedlicher Dichte im Bereich von 1,050

g/ml bis 1,100 g/ml liegen.

Kit nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass die
Lésungen Percoll®-Ldsungen der Dichte 1,050 g/ml, 1,063
g/ml, 1,068 g/ml, 1,070 sind.

Kit nach den Anspriichen 9 bis 12, dadurch gekennzeichnet,
dass es weitere zur Durchfithrung des Verfahrens erforder-

liche Hilfsmittel und/oder Reagenzien enthdlt.

Verwendung einer Loésung von Ficoll® oder Percoll® der
Dichte 1,068 g/ml zur Durchfithrung einer Dichtegradien-
tenzentrifugation zur Isolierung mesenchymaler Stammzel-

len aus Knochenmark.
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