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.. (57) Abstract: The invention relates to cell contstructs containing a polymer matrix and mesenchymal stem cells from hair follicles
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O (57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft Zellkonstrukte enthaltend eine Polymermatrix und mesenchymale Stammzellen
aus Haarfollikeln oder daraus ableitbarer Zellen des Bindegewebes sowie Verfahren zur Herstellung solcher Zellkonstrukte und die

Verwendung dieser Zellkonstrukte.
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Zellkonstrukte erhaltlich aus mesenchymalen Stammzellen und davon ableitbaren

Zellen und ihre Verwendung
Beschreibung

Die Erfindung betrifft Zellkonstrukte erhaltlich aus mesenchymalen Stammzellen
und von diesen ableitbaren Zellen des Bindegewebes, wie z. B. Knochen-, Knorpel-,
Fett- oder Muskeizellen, die Verwendung solcher Zellkonstrukte sowie Verfahren zu

ihrer Herstellung und Verwendung.

Die Erzeugung von differenzierten Geweben aus pluripotenten Stammzellen, z. B.
zur Herstellung von Transplantaten, ist seit langerem Gegenstand intensiver
Entwicklungsarbeit. Grundlage dieser Bemihungen ist die Fahigkeit solcher
Stammzellen sich durch wiederholte mitotische Teilung selbst zu erneuern sowie die
Fahigkeit dieser Stammzellen, in Abhangigkeit bestimmter Faktoren, sich in

morphologisch und physiologisch unterschiedliche Zelltypen zu differenzieren.

So ist die Differenzierung von Knochen-, Knorpel-, Muskel-, Fettgewebe, Dermis,
Sehnen, Bandern und Knochenmark-Stromazellen aus mesenchymalen
Stammzellen aus Periosteum und vor allem aus dem Knochenmark bereits
gelungen (US 5,486,359, US 5,736,396).

In US 5,486,359, US 5,197,985, US 5,226,914, US 5,811,094, US 5,736,396,
W099/03973 und WO98/32450 sind z. B. vorteilhafte Methoden zur Implantation
und Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen aus dem Periosteum und aus
dem Knochenmark zur Behandiung von Muskel-, Skelett-, Knorpel- oder anderen
Bindegewebsschaden beschrieben. Dazu wird dem Patienten Knochenmark
entnommen und in vitro auf mesenchymale Stammzellen tber die Adhdrenz und
geeignetes Medium selektioniert. Nachteilig dabei ist, daR der Anteil an pluripotenten

BESTATIGUNGSKOPIE
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mesenchymalen Stammzellen im Knochenmark mit 0.001% bis 0.01% sehr gering

ist. Deshalb mussen relative groRe Mengen an Knochenmark entnommen werden,
um genligend Ausgangsmaterial fUr eine in vitro Kultur zu erhalten. Auch die
Gewinnnung reiner Kulturen aus mesenchymalen Stammzellen und damit auch der
davon abgeleiteten Bindegewebezellen ist aus diesem Grunde schwierig. Aufgrund
des hohen Anteils anderer Zelltypen in der entnommenen Probe ist die Abtrennung
der Stammzellen von Zellen anderen Typs Uber die spezifische Adhéranz von
mesenchymalen Stammzellen bzw. Wahl des geeigneten Mediums problematisch.
Als letztes ist die Probenentnahme durch Knochenmarkpunktation ein aufwendiger,
fir den Patienten mit einem gewissen Risiko behafteter Eingriff.

Dartber hinaus ist die fur den Patienten risikolose Nutzung und Kultivierung
epidermaler Stammzellen aus Haaren und deren Verwendung zur Behandlung von
Hautdefekien bekannt (US 5,968,546). Demgegeniber wurde bisher, trotz groBem
Bedarf, noch kein fur den Patienten risikoloses Verfahren zur Herstellung von
mesenchymalen Stammzellen oder daraus ableitbarer Bindegewebstypen

beschrieben.

Davon ausgehend liegt der Erfindung die Aufgabe zu Grunde einfach herstellbare
Zellkonstrukte aus patientenschonend gewinnbarem mesenchymalen Zelimaterial
oder daraus ableitbarer Gewebetypen sowie effiziente Verfahren zu ihrer Herstellung
bereitzustellen.

Es kann Uberraschend gezeigt werden, dass Zellkonstrukte aus mesenchymalen
Stammzellen und davon ableitbaren Geweben, einfach, mit aus Haarfollikeln
isolierten mesenchymalen Stammzellen, die auf einer polymeren Matrix in vitro
kultiviert werden, hergestellt werden kénnen.

Somit betrifft die Erfindung Zellkonstrukte enthaltend eine Polymermatrix und
mesenchymale Stammzellen aus Haarfollikeln oder davon durch Differenzierung
ableitbarer Zellen.

Mesenchymale Stammzellen des Haarfollikels kénnen z. B. durch Mikrodissektion

oder Uberraschend auch durch Zupfen von Kérperhaaren gewonnen werden.
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Insbesondere ist das Zupfen eine schnelle, nicht-invasive Methode zur Gewinnung

von mesenchymale Stammzellen des Haarfollikels . So kénnen die Zellen einfach,
ohne qualifiziertes medizinisches Personal, ohne Risiko und bei geringen

Schmerzen fur den Patienten entnommen werden.

Dartber hinaus ist der Anteil von mesenchymalen Stammzelien in der Haarwurzel
sehr grof3. Die aus den Haarwurzeln einfach isolierbaren Haarfollikel enthalten
neben den mesenchymalen Stammzellen nur epitheliale Stammzellen in
nennenswertem Umfang. Das ist die Grundiage fir die Herstellung sehr reiner
Gewebekulturen unter Verwendung einfacher Selektionsmethoden aus kleinen

Probenmengen.

Um die Gewinnug mesenchymaler Stammzellen aus Haarfollikel durch Zupfen von
Haaren, z. B. aus der Kopfhaut eines Probanden, zu erméglichen, wird die
Entnahmestelle mit einer die Haut aufweichenden Lésung behandelt. Danach
kénnen die Haare mit weitestgehend intaktem Haarfollikel mit einer Pinzette gezupft

werden.

Um die mesenchymalen Stammzellen in Kultur zu nehmen werden die Haarfollikel
vom Resthaar entfernt und in einer bevorzugten Ausfihrungsform kurz in einer
antibakteriell wirkenden Lésung gebadet. Die Haarfollikel kénnen auf einer festen
oder gelartigen Adhasionsoberfiache in Gegenwart eines FGF enthaltenden
Mediums kultiviert werden, wobei bFGF der bevorzugt zu verwendende Faktor ist.
Die Kultivierung erfolgt bei einer Temperatur zwischen 25 und 40°C, bis die Follikel
auswachsen und konfluent werden. Als Medium kann z. B. Changs-Medium
DMEM/Ham s F12, M199, E199, MEM, EMEM oder DMEM Grundmedium
gegebenenfalls mit weiteren Zusatzen verwendet werden. Im Komplettmedium
sollten bevorzugt folgende Mediumszusatze enthalten sein: bFGF, Serum, IGF-I,
Insulin, Hydrocortison, Pyruvat, Retinsaure, nicht essentielle Aminosauren,
Triiodthyronin (T3), Transferrin, Selen und/oder Glucagon. Die Kultivierung der
Haarfollikel erfolgt bevorzugt in feuchter Luft bei 37°C und 5% CO.. Zur weiteren
Kultivierung kénnen die ausgewachsenen Zellen von der Oberflache abgeldst und in
einem geeigneten Medium, bevorzugt in obigem Medium propagiert werden.
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Durch weitere Zusatzstoffe im Medium, wie z. B. das Wachstum von epithelialen

Stammzellen spezifisch hemmende Faktoren, kann eine optimale Reinigung der

mesenchymalen Stammzellen gewahrleistet werden.

Die Zelikultur kann z. B. Gber immunolgische Separationsverfahren (FACS) oder
immunologisch/magnetische Separation Uber an Beads befestigte Antikérper
gereinigt werden. Dabei haben sich Antikérper bewahrt, die sich gegen Antigene
richten, die fir mesenchymale Stammzellen spezifisch sind, wie z. B. die Antigene
CD13, CD49e, CD29, CD105 oder das smooth-muscle-alpha-actin.

Ebenso besteht zur Reinigung der Zellkultur von epithelialen Stammzellen die
Mdglichkeit einer immunologischen Negativ-Selektion Uber CD24- oder Cytokeratin
16 Antikorper. Die Negativ-Selektion besitzt den Vorteil, da? Verénderungen in
den mesenchymalen Stammzellen durch Antikérper induzierbare Signale wirksam

vermieden werden und somit ein moéglichst naiver Zustand der Zellen erhalten bleibt.

Alternativ oder additiv zu den eben beschriebenen Verfahren besteht allerdings auch
die Mdéglichkeit die entnommenen und im Medium propagierten mesenchymalen
Stammzellen aus Haarfollikeln Uber Dichtegradientenzentrifugation, z. B. in einem
Percoll-Gradienten, von anderen Bestandteilen mit anderer Dichte insbesondere
anderen Zellen, abzutrennen.

Uber die immunologischen Seperationsverfahren lassen sich, ausgehend von einer
im wesentlichen nur mesenchymale und epitheliale Stammzellen enthaltende
Zellkultur, die schon wahrend der Kultivierung vorselektioniert sein kann, hoch
homogene Zellkulturen aus mesenchymalen Stammzellen gewinnen. Insbesondere
die Herstellung von hoch homogenen Zellkulturen mit Negativ-Selektion ist aufgrund
der definierten Zusammensetzung des fur die Selektion verwendeten
Ausgangszellmaterials méglich.

Die so gewonnenen und aufgereinigten mesenchymalen Stammzellen kénnen nun
zur Herstellung von Zellkonstrukten verwendet werden.

Dazu werden die mesenchymale Stammzellen in einem geeigneten Medium
suspendiert und bei einer Temperatur zwischen 25 und 40 °C auf eine
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Polymermatrix aufgebracht. Bevorzugt kann direkt die aus der Reinigung der

Zellkultur erhaltene Suspension verwendet werden.

Als Matrix kommen auf die mesenchymalen Stammzellen adhasiv bzw.
immobilisierend wirkende feste oder gelférmige Polymere in Frage, wobei die
Matrixbildung gelierender Polymere bevorzugt zu Beginn der
Zellkonstruktherstellung nach Inkubation mit den Stammzellen erfolgt. Synthetische
Polymere werden dagegen bevorzugt als fertige Matrix zur Inkubation mit den
Stammzellen vorgelegt. Als Matrixmaterialien sind z. B. nattrlich vorkommende
Biopolymere, wie Collagen, Gelatine, Alginat, Agarose, Laminin, Fibronectin, Fibrin,
Matrigel, Polysaccharide, Glycosaminoglyklanen oder Proteoglykane, geeignet, aber
auch synthetische Polymere, wie z. B. Poly-? -Hydroxysé&uren, Polycarbonat,
Polyamide, Polyanhydride, Polyester, Polyurethane, Polyglycole, Polyoxyethyien,
Polyoxypropylen, Polyacrylate, Polymethacrylate, Polycyanoacrylate, Polyacetale,
Polyvinylchloride, -flouride, -imidazole, Polyhydroxyvinyle, Polyvinylacetate,
Polyethylenvinylacetate, chlorosulfinierte Polyolefine, Polyanhydride, Polyorthoester,
Polycaprolactone, Polylactide, Polyphosphine, Milchséure-Polymerisate oder
Glycolsaure-Polymerisate. Es konnen auch Copolymere dieser Verbindungen oder
andere Copolymere, wie z. B. Polylactid-co-glycolid oder Polyethylenglykol-
Polylaktid , oder Mischungen dieser Polymere, bevorzugt Fibrin-Collagen, Fibrin-
Alginat-, Alginat-Collagen-Mischungen. Die Polymere Matrix kann dabei als 2-
dimensionaler Film oder als 3-dimensionaler-Kérper aus einem oder mehrerer dieser
Polymere ausgebildet sein.

Die adhasiv bzw. immobilisierend wirkende polymere Matrix kann auch weitere
Tragermaterialien umfassen, so z. B. porése Trager, wie Hydroxyapatite oder
Zeolithe. Aber auch polymere Tragermaterialen sind verwendbar, die mit
Adhasionsmoleklen beladen werden kénnen, so daR eine selektive Anlagerung der
Zellen auf der polymeren Matrix mit den mesenchymalen Stammzellen oder der von
ihnen abgeleiteten Zellen zustande kommit.

Unter den gegebenen Bedingungen wachsen die mesenchymalen Stammzellen auf
der vorgegebenen adhasiven Oberflache. Feste Polymermatrizen ergeben somit
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vorgeformte Zellkonstrukte, elastische oder gelartige Matrizen ergeben dagegen

flexible Zellkonstrukte.

Die Matrix und/oder das Medium kdnnen weitere Zusatzstoffe, insbesondere
bioaktive Faktoren, wie z. B. Wachstumsfaktoren, Wachstumshemmer, Hormone,
Arzneimittelwirkstoffe, insbesondere Antibiotika, Cytostatika oder
entzindungshemmende Stoffe, selektiv wirkende Zelladhasiva, die Proliferation oder
Differenzierung induzierende und férdernde bioaktive Faktoren,
Vaskularisierungsfaktoren oder Immunmodulatoren, enthalten. Bevorzugt sind
bioaktive Faktoren die das Wachstum und die Differenzierung der mesenchymalen
Stammzellen nicht oder nur wenig beeintrachtigen. So kénnen z. B. neben
wachstumsférdernden Faktoren auch spezifisch epitheliale Stammzellen hemmende

Substanzen zugesetzt werden.

Bevorzugt sind die bioaktiven Faktoren kovalent oder adsorptiv an die polymere
Matrix oder an zusétzlich eingebrachte Tragermaterialien, insbesondere an porése
Trager gebunden.

Es kénnen zum einen Zellkonstrukte enthaltend mesenchymale Stammzellen aber
auch Zellkonstrukte enthaltend differenzierte Bindegewebszellen hergestellt werden.

Die Differenzierung der mesenchymalen Stammzellen aus Haarfollikeln zu
Bindegewebszellen fur die Herstellung solcher Bindegewebszellkonstrukten kann im
Wachstumsmedium vor Inkubation der polymeren Matrix oder nach Inkubation direkt
im Zellkonstrukt erfolgen.

Bevorzugt werden Zellkonstrukte, die mesenchymalen Stammzellen stammend aus
Haarfollikeln enthalten unter Verwendung geeigneter Differenzierungsfaktoren und
Kultivierungsbedingungen im matrixfixierten Zustand in daraus ableitbare
Bindegewebszellkonstrukte umgewandelt.

Die Differenzierung kann dabei in vitro oder nach Reimplantation des Zellkonstrukts
in vivo erfolgen. Im letzteren Fall werden die Differenzierungsfaktoren bevorzugt auf

der polymeren Matrix angebracht. FUr die in vivo Differenzierung kénnen allerdings
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auch endogen vorhandene Differenzierungsfaktoren ausreichend sein, so da? auch

Zellkonstrukie aus mesenchymalen Stammzellen aus Haarfollikeln ohne weitere
Zusatzstoffe implantiert werden kénnen.

Die Differenzierung kann dabei gemar dem Fachmann bekannter Verfahren
erfolgen. So sind z. B. Verfahren zur Herstellung von differenzierten
Bindegewebszellen, wie z. B. Knochen- oder Knorpelzellen aus US 5,486,359, US
oder aus 5,827,740 bekannt.

Zur Herstellung von Zellkonstrukten aus Fettgewebe werden z. B. die selektionierten
mesenchymalen Stammzellen aus Haarfollikel mit einem FGF enthaltenden Medium
auf einer polymeren Matrix ausgeséat und kultiviert. Danach werden die Zelien einige
Tage, bevorzugt unter serumfreien Bedingungen, in einem geeigneten Medium, z. B.
DMEM/Hams F12 mit FGF gegebenenfalls unter Zusatz weiterer Faktoren,
gehalten, wobei bevorzugt anfanglich Retinsaure zugesetzt wird. Nach Erlangen der
Konfluenz kénnen die Zellen mit 3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX), Hydrocortison,
Indomethacin oder einer Mischung daraus differenziert werden.

Das Arbeiten unter serumfreien Differenzierungsbedingungen ist dabei von Vorteil,
da im Blutserum neben Albumin noch einige weitere Faktoren enthalten sind, die
eine problemlose und effektive Differenzierung zu Fettzellen hemmen kénnen.

Zur Herstellung von Zellkonstrukten aus Knorpelzellen werden z. B. die
selektionierten und an eine polymere Matrix immobilisierten mesenchymalen
Stammzellen aus Haarfollikeln in Gegenwart von DMEM mit Insulin, Dexamethason

und/oder T3 zu Chondrozyten differenziert.

Die erfindungsgemaRen Zellkonstrukte kénnen vor allem zur patientenschonenden
Herstellung von patientenspezifischen Transplantaten verwendet werden. Die
Verwendung der Zellkonstrukte gemaR dem Hauptanspruch zur Herstellung von
Transplantaten ist somit ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung.
Dabei kénnen je nach Bedarf formstabile Konstrukte unter Verwendung von festen
polymeren Matrizen oder formflexible Konstrukte unter Verwendung von elastischen
oder gelférmigen polymeren Matrizen erzeugt werden.
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In einer speziellen Ausflhrungsform besteht die polymere Matrix aus biokompatiblen
und bioabbaubaren Materialien, so dal nach einer Implantation des Zellkonstruktes
keine unerwlinschten Reaktionen des Kérpers erzeugt werden und nur die
gewunschten differenzierten Gewebezellen Ubrigbleiben.

Mit der Fixierung weiterer Zusatzstoffe, wie z. B. von Immunsuppressiva oder
entziindungshemmenden Wirkstoffen, im Transplantat kénnen die Erfolgsaussichten
einer Transplantation weiter erhéht werden. Auch Faktoren die eine
Geweberegeneration férdern, kdnnen zuséatzlich im Transplantat enthalten sein,
insbesondere um die Einbettung des Transplantates in das umliegende Gewebe zu

férdern.

Die erfindungsgemafien Zellkonstrukte kénnen darlber hinaus als
Ausgangsprodukte zur Herstellung gentechnisch veranderter Zellen verwendet
werden. Von besonderem Interesse sind hier die Transfektion von Zellen mit Genen,
die Wachstumsfaktoren, wie z. B. von IGF, TGF-beta, oder von Hormonen, wie z. B.
Insulin oder des Parathyroid-Hormons, exprimieren oder regulieren. Von
besonderem Interesse ist auch die Transfektion mit Genen, die Gendefekte
kompensieren kénnen und somit Krankheiten lindern kénnen. So kénnen die
transformierten Zellkonstrukte pharmazeutische Wirkstoffe nach einer Implantation
produzieren und freisetzen.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung der
erfindungsgeméfRen Zellkonstrukte zur Herstellung von analytischen oder
diagnostischen Assays. Unter Verwendung von mesenchymalen Stammzelien
enthaltenden Zellkonstrukten kann z. B. ein Assay zur Identifikation geeigneter
Differenzierungsfaktoren und Bedingungen betrieben werden bzw. die Wirkung
bereits Bekannter testen. Zellkonstrukte, die bereits stark differenzierte Zelltypen
enthalten, werden dagegen bevorzugt in Assays zur Identifikation geeigneter
Arzneimittelwirkstoffe eingesetzt.

Im folgenden werden zur Verdeutlichung der Erfindung einige Ausflihrungsbeispiele
beschrieben.
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Beispiel 1: Kultivierung von Zellen des Haarfollikels

Die Kopfhaut gesunder Probanden wurde mit 70 % Ethanol desinfiziert und mit
einem mit PBS getranktem Pflaster (10 min) aufgeweicht. Mit einer Pinzette wurden
10-20 Kopfhaare langsam gezupft und in DMEM + 10 % FCS +
Penicillin/Streptomycin gesammelt. Die anagenen Haare mit deutlich sichtbarem
Haarfollikel werden selektiert und das Haar Gber dem Haarfollikel abgeschnitten. Die
Haarfollikel werden kurz in einer Penicillin/Streptomycin-Lésung gebadet, mit
Dispase (50 U/ml) behandelt und anschlieend in eine mit Matrigel beschichtete 12-
well Platte Uberfuhrt. Um die fir das Auswachsen nétige Adharenz der Follikel an
das Matrigel zu gewahrleisten, wurden die Follikel mit einem Deckglaschen
beschwert. In Gegenwart von DMEM, 20% FCS, bFGF (10 ng/ml), Retinsaure
(1uM), 3 x nicht essentielle Aminoséuren , IGF-I (50 ng/ml), Hydrocortison (10
ng/ml), Pyruvat (1mM), T3 (0.1 nM), Transferrin (6.25 pg/ml), Selen (6.25 ug/mi) und
Glucagon (1 pg/ml) (im folgenden als Kulturmedium bezeichnet) zugesetzt wurden
die Haarfollikel bei 37°C in feuchter Atmosphare mit 5% CO, kultiviert. Nach ca. 4
Wochen wuchsen die Follikel aus, so dass die Kulturen nach ca. 2 weiteren Wochen
konfluent waren. Zur Subkultivierung wurden die Zellen mit 0.1 % Collagenase
abgelost und in obigem Medium propagiert.

Beispiel 2: Isolierung mesenchymaler Stammzellen aus Haarfollikelzellen

Die Selektion auf MSC erfolgt Uber Antikorper gekoppelte magnetische bead
Separation entweder als Positiv- oder als Negativ-Selektionstechnik. Bei der Positiv-
Selektion werden spezifische Oberflachenmolekile der mesenchymalen
Stammzellen gesucht, die auch bei mesenchymalen Stammzellen aus Haarfollikel
angewendet werden kénnen. Antikérper gegen CD13, CD49e, CD29, CD105 und
smooth-muscle-alpha-actin erwiesen sich als geeignet. Mit Hilfe dieser Antikérper
wurde Uber eine immunomagnetische Separation mit Dynabeads eine hochreine
Populatioh mesenchymaler Stammzellen aus Haarfollikeln hergestellt.

Um Veranderungen der Zellen bedingt durch das Binden der Antikérper bei der
Positiv-Selektion zu verhindern, wurde parallel auch eine Negativ-Selektion mit anti
CD24- und anti Cytokeratin 16-Antikérper durchgefuhrt.
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Die gewonnenen Zellpopulationen der mesenchymalen Stammzellen waren bei

beiden Selektionsmoéglichkeiten in der Morphologie homogen und entsprachen
morphologisch einem Fibroblasten-ghnlichen Zelityp.

Beispiel 3: Herstellung von 3-dimensionalen Transplantaten in Collagenmatrices

In einer 24-well wurden 120 pl Collagen (16 mg/ml 0.05% Eisessig) mit 70 pl 3x
konzentriertem MEM-Medium , 40 pl FCS und 19 pl 0.1 N NaOH und 1x 10° der
selektionierten mesenchymalen Stammzellen aus Haarfollikel (150 pl) vermischt. Bei
37 °C gelierte die Collagen-Matrix innerhalb von 10 min. Die Kultivierung der Zellen
in der Collagenmatrix erfolgte mit Kulturmedium. Die Zellen nahmen in dieser Matrix
eine fibroblastéare Morphologie an.

Beispiel 4: Herstellung von 3-dimensionalen Transplantaten in Alginatmatrices

Low viscosity Alginat (1.0 % in 0.9 % NaCl) wurde mit 4x 10°/mi der selektionierten
mesenchymalen Stammzellen aus Haarfollikel vermischt und auf ein coverslip
pipettiert. Nach vorsichtigem Eintauchen in 100 mM CaCl, gelierte Alginat. Das
Alginatge! wurde danach mehrmals mit 0.9 % NaCl gewaschen. Die Kultivierung der
Zellen erfolgte in Kulturmedium. Da Alginat sowohl immobilisierend als auch adhasiv
auf die Zellen wirkt, ist Alginat besonders gut fur die Herstellung von Knorpel-
Zellkonstrukien geeignet.

Beispiel 5: Herstellung von 3-dimensionalen Transplantaten in Fibrinmatrices

25 ul Fibrinogen (21 mg/ml) wurde mit 100 pl 300 mM CaCl, und selektionierten
mesenchymalen Stammzellen aus Haarfollikel (5 x 10%mi)  vermischt. Die
Gelbildung wurde mit 4 U Thrombin gestartet und war nach 10 min bei 37 °C
abgeschlossen. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in Kulturmedium. Fibrinmatrices

eigneten sich besonders gut zur Herstellung von Zellkonstrukten mit Adipozyten.

Beispiel 6: Differenzierung der mesenchymalen Stammzellen aus Haarfollikel zu
Fettzellen.
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Die selektionierten mesenchymalen Stammzellen aus Haarfollikel wurden in einer
Dichte von 6000/cm? ausgesat und in Kulturmedium 2 Tage kultiviert. Danach
wurden die Zellen 7 Tage unter serumfreien Bedingungen in DMEM/Ham s F12 3:1
+ Panthotenat (4 pg/ml) + Transferrin (2 pg/ml) + Biotin (1uM) + Insulin (6 ug/ml) +
bFGF (10 ng/ml), Heparin-Natrium 5000 (20 ug/ml) gehalten, wobei in den ersten 5
Tagen Retinsaure (1 uM) zugesetzt wurde. Nach Erlangen der Konfluenz wurden
die Zellen mit 500 yM IBMX und 100 nM Hydrocortison, Indomethacin (100 pM)
differenziert. Mit einer Farbung der Fetttropfen mit Oil Red O konnte gezeigt werden,
dass ca. 40 % der Zellen zu Adipocyten differenziert sind.

Beispiel 7: Differenzierung der selektionierten mesenchymalen Stammzellen aus
Haarfollikeln zu Knorpelzellen.

Die selektionierten mesenchymalen Stammzellen aus Haarfollikeln wurden in
Gegenwart von DMEM mit Insulin, Dexamethason und T3 zu Chondrozyten
differenziert. Der Differenzierungserfolg wurde mit einer Safranin-O-Farbung
Uberpriift.
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Patentanspruche:

Zellkonstrukte enthaltend eine Polymermatrix und mesenchymale
Stammzellen aus Haarfollikeln oder daraus ableitbarer Zelltypen des
Bindegewebes.

Zellkonstrukte gemal Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, daR die
ableitbaren Zelltypen des Bindegewebes Knochen-, Knorpel-, Muskel-,
Fettgewebe-, Bander- Sehnen- oder Dermiszellen sind.

Zellkonstrukte gemaf einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, dal die Polymermatrix biokompatibel und biocabbaubar ist.

Zellkonstrukte gemaR einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, dal® die Polymermatrix Collagen, Alginat, Agarose, Gelatine,
Laminin, Fibronectin, Fibrin, Matrigel, Polysaccharide, Glycosaminoglyklane,
Proteoglykane, Poly-? -Hydroxysauren, Polycarbonat, Polyamide,
Polyanhydride, Polyestern, Polyurethane, Polyglycole, Polylactid-co-glycolid
oder Polyethylenglykol-Polylaktid, Polyoxyethylen, Polyoxypropylen,
Polyacrylate, Polymethacrylate, Polycyanoacrylate, Polyacetale,
Polyvinylchloride, -flouride, -imidazole, Polyhydroxyvinyle, Polyvinylacetat,
Polyethylenvinylacetate, chlorosulfinierte Polyolefine, Polyanhydride,
Polyorthoester, Polycaprolactamen, Polylactide, Polyphosphine, Milchsaure-
Polymerisate, Glycolsdure-Polymerisate, Copolymere dieser Verbindungen

oder Mischungen dieser Polymere enthalten.

Zellkonstrukte gemaf einem der vorherigen Ansprliche, dadurch

gekennzeichnet, da® zusétzliche Tragermaterialien enthalten sind.

Zellkonstrukte gemaf einem der vorhergehenden Anspriiche enthaltend
weitere Zusatzstoffe.
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Zellkonstrukte gemaR dem vorherigen Anspruch, dadurch gekennzeichnet,

daR als Zusatzstoffe Wachstumsfaktoren, Wachstumshemmer, Hormone,
Arzneimittelwirkstoffe, selektiv wirkende Zelladhasiva, die Proliferation oder
Differenzierung induzierende und férdernde bioaktive Faktoren,

Vaskularisierungsfaktoren und/oder Immunmodulatoren enthalten sind.

Verfahren zur Reinigung von mesenchymalen Stammzellen aus Haarfollikeln

umfassend folgende Verfahrensschritte:

a) Separieren der Haarfollikel vom Resthaar,

b) Uberfuhren der Haarfollikel auf eine feste oder gelférmige Oberflache,

c) Inkubation mit einem FGF enthaltenden Medium bei einer Temperatur
zwischen 25 und 40°C,

d) Herstellen einer Einzelzellsuspension durch Abldsen der
ausgewachsenen Haarfollikel von der Oberflache

e) Propagierung der mesenchymailen Stammzellen in einem geeigneten
Medium.

Verfahren gemaf dem vorherigen Anspruch, dadurch gekennzeichnet, dal}
gezupfte Haarfollikel verwendet werden.

Verfahren gema einem der Anspriche 8 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daf
Changs-Medium oder DMEM, DMEM/Ham s F12, M199, E199, MEM oder
EMEM als Medium zur Kultivierung der mesenchymalen Stammzellen
verwendet wird.

Verfahren gemaf einem der Anspriche 8 bis 10, dadurch gekennzeichnet,
daR dem Medium zusatzlich bFGF, Serum, IGF-I, Insulin, Hydrocortison,
Pyruvat, Retinsaure, nicht essentielle Aminosauren, Triiodthyronin (T3),
Transferrin, Selen und/oder Glucagon zugesetzt wird.

Verfahren gemaf einem der Anspriiche 8 bis 11, dadurch gekennzeichnet,

dal dem Medium Differenzierungsfaktoren zugesetzt werden.
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Verfahren nach einem der Anspriiche 8 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dal

eine Selektion der mesenchymalen Stammzellen mittels FACS, mittels
immunomagnetischer Verfahren oder mittels Percoll-Dichtegradienten-

zentrifugation erfolgt.

Verfahren nach dem vorherigen Anspruch, dadurch gekennzeichnet, daf} eine
weitere Reinigung mittels immunologischer Negativ-Selektion unter
Verwendung von Antikérpern gegen die epithelspezifischen Antigene CD24
oder Cytokeratin 16 erfolgt.

Homogene Zellkultur aus mesenchymalen Stammzellen aus Haarfollikeln
erhéltlich nach einem Verfahren gemaf der Anspriiche 8 bis 11 und
zusétzlicher Aufreinigung mittels FACS, mittels immunomagnetischer
Verfahren oder mittels immunologischer Negativ-Selektion.

Verfahren zur Herstellung von Zellkonstrukten gemafR Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, dal} eine auf mesenchymale Stammzellen immobilisierend
bzw. adhasiv wirkende polymere Matrix mit einer Suspension enthaltend
mesenchymale Stammzellen aus Haarfollikeln oder daraus differenzierten

Bindegewebszellen inkubiert wird.

Verfahren gemaf dem vorherigen Anspruch, dadurch gekennzeichnet, daid
die Polymerisation vor der Inkubation und/oder das Gelieren der Matrix vor

oder wahrend der Inkubation erfolgt.

Verfahren gemaf dem vorherigen Anspruch, dadurch gekennzeichnet, daf}
die Zelisuspension und/oder die polymere Matrix Differenzierungsfaktoren
enthalt.

Verfahren gemanR dem vorherigen Anspruch, dadurch gekennzeichnet, daf
durch Verwendung von Differenzierungsfaktoren die mesenchymalen
Stammzellen des Haarfollikels in mehr als einen Bindegewebetyp in vitro
differenzieren.
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Verwendung von Zellkonstrukten geman einem der Anspriiche 1 bis 7 zur

Herstellung von Transplantaten zur Behandlung von Knochen-, Knorpel-,
Muskel-, Fettgewebe-, Dermis-,.Bander- oder Sehnenschaden, -verlust oder
krankheiten.

Verwendung von mesenchymalen Stammzellen aus Haarfollikeln, daraus
differenzierten Bindegewebszellen oder von Zellkonstrukten geman einem der
Anspruche 1 bis 7 zur Herstellung oder Durchfiihrung diagnostischer oder
analytischer Assays.

Verwendung'von mesenchymalen Stammzellen aus Haarfollikeln, daraus
differenzierten Bindegewebszellen oder von Zellkonstrukten gemal dem
vorherigen Anspruch zum Screening von Substanzen, die auf mesenchymale
Stammzellen, Knochenzellen, Knorpelzellen, Muskelzellen, Fettgewebezellen,
Dermiszellen oder sonstigen Bindegewebszellen biologisch aktiv wirken.

Verwendung von mesenchymalen Stammzellen aus Haarfollikeln, daraus
differenzierten Bindegewebszellen oder von Zellkonstrukten geman den
beiden vorherigen Anspriichen zur Identifizierung von geeigneten
Arzneimittelwirkstoffen.

Verwendung von mesenchymalen Stammzellen aus Haarfollikeln oder
teilungsféhigen Vorlauferzellen von differenzierten Bindegewebszellen oder
von Zellkonstrukten geman einem der Anspriche 1 bis 7 zur Herstellung
gentechnisch veranderter Zellen oder Zellkonstrukte.
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