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Mesenchymale Stammzellen aus humanem Fettgewebe besitzen die Fahigkeit der
Selbsterneuerung und kénnen sich zu Zellen unterschiedlichster Gewebe differenzieren. Des
Weiteren besitzen sie ein immunmodulatorisches Potenzial und sind in der Lage verschiedene
Wachstumsfaktoren zu sezernieren. lhre Gewinnung erfolgt minimalinvasiv und risikoarm.
Dies macht sie fir die Regeneration von defektem Gewebe, die Therapie von Graft-versus-
Host-Reaktionen, Entziindungen und Autoimmunerkrankungen interessant.

In der Zellkultur von mesenchymalen Stammzellen enthalten herkémmliche Expansionsmedien
sowie Medien fiir die adipogene und osteogene Differenzierung fotales Kélberserum. Dies ist
reich an Komponenten wie Hormonen und Wachstumsfaktoren, welche wichtig fur VVorgénge
wie Proliferation, Differenzierung, Reifung und Stoffwechsel sind. Zusétzlich besteht jedoch
das Risiko einer Kontamination mit Viren, Bakterien, Mykoplasmen, Endotoxinen, Pilzen,
Prionen und Immunglobulinen. Eine solche Kontamination kann bei einer spéteren klinischen
Anwendung in vivo zu Entzindungen, allergischen Reaktionen und schwerwiegenden
Erkrankungen fiihren. Aufgrund dessen ist eine Kultivierung sowie Differenzierung frei von
fotalem Kalberserum wiinschenswert. Mogliche humane Alternativen zu fotalem Kalberserum
sind autologes oder allogenes Humanserum, humanes Plasma, Nabelschnurblutserum oder
humane Pl&ttchenderivate wie Plattchenlysat. Eine weitere Mdglichkeit um ohne fotales
Kalberserum zu arbeiten, besteht in der serumfreien Zellkultur.

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob Humanserum, Humanserum von plattchenarmem
Plasma und pléttchenreiches Plasma als Mediumzusétze an Stelle von fotalem Kalberserum
geeignet sind. Dies wurde sowohl fur die Expansion als auch fir die adipogene, osteogene und
chondrogene Differenzierung tiberpruft.

Es wurden mesenchymale Stammzellen von acht Spendern aus Fettgewebsaspirat isoliert, bis
Passage 4 kultiviert und anschlieend adipogen, osteogen und chondrogen differenziert. Als
Expansionsmedium diente Verfaillie-Medium mit Zusatz von fotalem Kélberserum oder einer

humanen Alternative. Als humane Alternativen wurde Humanserum, plattchenarmes Plasma



und plattchenreiches Plasma genutzt. Fotales Kalberserum und Humanserum wurden ohne oder
mit den Wachstumsfaktoren EGF und PDGF-BB kombiniert. Folgende Kombinationen wurden
somit fur die Expansion getestet: Verfaillie + fotales Kalberserum + Wachstumsfaktoren /
Verfaillie + fotales Kélberserum ohne Wachstumsfaktoren / Verfaillie + Humanserum +
Wachstumsfaktoren / Verfaillie + Humanserum ohne Wachstumsfaktoren / Verfaillie +
plattchenarmes Plasma ohne Wachstumsfaktoren / Verfaillie + plattchenreiches Plasma ohne
Wachstumsfaktoren. Fir das adipogene und osteogene Differenzierungsmedium wurde
entweder fotales Kalberserum, Humanserum oder plattchenreiches Plasma genutzt. Die
chondrogene Differenzierung erfolgte serumfrei. Die Zellen, die zuvor in den unterschiedlichen
Zellkulturmedien expandiert wurden, wurden einzeln chondrogen differenziert. Die
Proliferationsgeschwindigkeiten sowie die Differenzierungsféhigkeit der mesenchymalen

Stammzellen in den unterschiedlichen Medien wurden verglichen.

Die von der International Society for Cellular Therapy empfohlenen minimalen Kriterien zur
Definition von mesenchymalen Stammzellen wurden von den in dieser Arbeit kultivierten
Zellen aus allen Medien erfullt. Es wurden keine Veranderungen des Phanotyps unter den
verschiedenen Mediumzusétzen beobachtet.

Die kiirzeste Generationszeit wiesen die mesenchymalen Stammzellen in Verfaillie +
plattchenreiches Plasma auf. Signifikante Unterschiede bestanden zu den Generationszeiten der
mesenchymalen Stammzellen aus den anderen Medien ohne Wachstumsfaktoren. Zu Verfaillie
+ fotales Kalberserum + Wachstumsfaktoren und Verfaillie + Humanserum +
Wachstumsfaktoren  bestanden  keine  signifikanten  Unterschiede. Die  hohere
Proliferationsgeschwindigkeit unter plattchenreichem Plasma konnte durch die erhdhten
Zytokinkonzentrationen, insbesondere von PDGF, EGF und bFGF, erklart werden.

Die beste adipogene Differenzierbarkeit zeigten die mesenchymalen Stammzellen aus
Verfaillie + Humanserum + Wachstumsfaktoren, die schlechteste die aus Verfaillie +
plattchenreiches Plasma. Hohe Konzentrationen an PDGF, EGF, bFGF und TGF-8 wirkten sich
negativ auf die Adipogenese aus.

Es konnte gezeigt werden, dass Medium mit plattchenreichem Plasma fiir die osteogene
Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen aus Fettgewebe besser geeignet ist als
Medium mit fétalem Kalberserum + Wachstumsfaktoren. Dies galt nicht fur Humanserum +
Wachstumsfaktoren. Verschiedene Konzentrationen an TNF-a, TGF-R1, EGF und bFGF waren
fur die Unterschiede verantwortlich. Hohe Konzentrationen dieser Zytokine in

plattchenreichem Plasma fuhrten zu einer Verbesserung der osteogenen Differenzierbarkeit.



Die Expansion der mesenchymalen Stammzellen in Verfaillie + plattchenreiches Plasma oder
Verfaillie + Humanserum + Wachstumsfaktoren fuhrte zu einer verbesserten chondrogenen
Differenzierbarkeit im Vergleich zur Expansion in Verfaillie + fotales Kélberserum +
Wachstumsfaktoren. Plattchenreiches Plasma war Humanserum + Wachstumsfaktoren
uberlegen. Hierflr waren die kilrzere Generationszeit und die hoheren Konzentrationen an

bFGF und TGF-R wahrend der Expansion verantwortlich.

Es konnte somit geschlussfolgert werden, dass humane Alternativen (Humanserum und
plattchenreiches Plasma) als Supplemente in der Zellkultur von mesenchymalen Stammzellen
aus humanem Fettgewebe genauso gut bzw. besser geeignet sind als fotales Kalberserum. Die
Wahl des passenden Supplements sollte je nach Differenzierungsvorhaben bzw. geplantem

klinischen Einsatzgebiet getroffen werden.



