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Zusammenfassung

Mit fortschreitender chronischer Niereninsuffizienz kommt es zur Akkumulation von Ura-
mietoxinen und im Endstadium unbehandelt zum Tod im sogenannten Uradmischen Syn-
drom. Die Blutreinigung erfolgt bei der am haufigsten verwendeten Form der Nierener-
satztherapie, der Hamodialyse, nur unzureichend. Die Folge ist eine erhéhte Morbiditat
und Mortalitat der betroffenen Patienten. Bei der Hamodialyse werden nur Uramietoxine
bis zu einer Grélke von 20 kDa Uber die im Dialysator eingesetzten Hohlfaserdialyse-
membranen diffusiv und konvektiv semiselektiv nach Gréfienausschluss entfernt. Protein-
gebundene Uramietoxine, deren effektive Gréflie durch die Bindung an Transportproteine
wie beispielsweise Albumin die Trennscharfe der Dialysemembranen Ubersteigt, werden
retiniert. In-vivo werden proteingebundene Uramietoxine im proximalen Tubulus, einem

Teil des tubularen Systems des Nephrons, sekretorisch eliminiert.

Im Rahmen der vorliegenden Promotionsarbeit wurden die ersten Entwicklungsschritte auf
dem Weg zu einem sogenannten bio-artifiziellen Tubulus evaluiert. Der angedachte
biohybride Filter sollte aus einer Ko-Kultur funktionaler humaner proximaler Tubuluszellen
und humaner Endothelzellen (HUVEC) auf synthetischen Hohlfasermembranen bestehen
und kénnte wahrend der Hamodialyse als zusatzlicher Reinigungsschritt angewendet wer-
den, um unter anderem proteingebundene Uramietoxine effektiv durch aktiven Transport
aus dem Blut der Patienten zu entfernen. Die Differenzierung der proximalen Tubuluszel-
len erfolgte dabei aus adulten adipozytaren mesenchymalen Stammzellen (ASC), deren
Herkunft eine spatere autologe Behandlung ermdglicht. Die Ko-Kultur mit Endothelzellen
wurde zur potentiellen Steigerung der Sekretion proteingebundener Uramietoxine verwen-
det.

In der vorliegenden Arbeit konnten ASCs durch eine Kombination der I6slichen Differen-
zierungsfaktoren All-Trans-Retinoinsaure (ATRA), Aktivin A und BMP-7 erfolgreich in Zy-
tokeratin 18-exprimierende Zellen differenziert werden, wodurch die erwlinschte epitheli-
ale Differenzierung bestatigt wurde. Die Expression funktionaler Proteine, wie das fur den
Wassertransport relevante Aquaporin 1 oder auch der Na*-/K*-ATPase, konnte in dieser
Arbeit bereits vor der Differenzierung nachgewiesen werden. Im nachsten Schritt wurde
erfolgreich gezeigt, dass eine simultane, qualitativ hochwertige Ko-Kultur von ASCs und
HUVECs auf der mit dem extrazellularen Matrixprotein Fibronektin modifizierten Innen-
bzw. Auflenseite von synthetischen Hohlfasermembranen aus Polypropylen bzw. Po-
lyethersulfon mdglich ist. Die Viabilitat beider Zelltypen wurde dabei durch die Verwen-

dung eines fur die Ko-Kultur entwickelten Nahrmediums erreicht, in welchem die
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Proliferation von ASCs bei gleichzeitiger Aufrechterhaltung ihrer Stammzelleigenschaften

deutlich erhoht war.

Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse stellen eine aussichtsreiche Basis flir einen bio-
artifiziellen renalen Tubulus dar. Weitere Entwicklungsschritte, wie die Differenzierung der
ASCs zu proximalen Tubuluszellen im 3D-Bioreaktor einschlieRlich ihrer funktionalen Cha-
rakterisierung anhand Tubulusepithel-spezifischer Transporter, sind erforderlich, bevor
erste funktionale Experimente vor dem ,Upscaling“ auf klinisch verwendbare Module még-

lich sind.
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Summary

Progressing chronic kidney disease results in the accumulation of uremic toxins and, if left
untreated in end-stage kidney disease, death due to the developing uremic syndrome. The
most common renal replacement therapy is hemodialysis. It is a life-prolonging therapy
but only delivering inadequate blood purification, which is associated with excess morbidity
and mortality of the patients. In hemodialysis, only uremic toxins with a molecular size of
up to 20 kDa are removed by diffusion or convection. Solutes are eliminated by semi-
selective size exclusion across a hollow fiber dialysis membrane in a dialyzer. Binding of
certain uremic toxins to carrier proteins, such as albumin, results in an increased effective
size, which excludes them from passing through dialysis membranes. In the native kidney,
these protein-bound uremic toxins are eliminated from blood by secretory transport in the

proximal tubule, a specific part of the tubular filtration apparatus of the nephron.

The present doctoral thesis evaluated the first steps towards a so-called bio-artificial tu-
bule. The intended biohybrid filter was supposed to consist of a co-culture of functional
human proximal tubule cells and human endothelial cells on synthetic hollow fiber mem-
branes. In its final form, it would be implemented during hemodialysis as an additional
purification step to more efficiently remove protein-bound uremic toxins from the patients’
blood by active transport. The proximal tubule cells were differentiated from adipose-de-
rived mesenchymal stem cells, which facilitates a later autologous treatment. The co-cul-
ture with endothelial cells should further promote the expression of transporters for organic

anions and, thereby, potentially increase the secretion of protein-bound uremic toxins.

In the present study, the differentiation from ASCs to a CK18-expression lineage, which
confirmed successful epithelial differentiation, was induced by a combination of the soluble
differentiation factors all-trans-retinoic acid, activin A and BMP-7. The expression of func-
tional proteins, i.e., of aquaporin 1, which is relevant for water transport, and Na*-/K*-
ATPase, was shown already before differentiation. Additionally, the present work demon-
strated a high-quality co-culture of ASCs and HUVECs on the inner- and outer membrane
surfaces of synthetic polypropylene- or polyethersulfone-based hollow fiber membranes,
which initially were surface-modified with the extracellular matrix protein fibronectin. The
viability of both cell types was thereby ensured by the application of a specific co-culture
medium, which further increased the proliferation of ASCs intensely while maintaining their

stem-cell character.

The results of the present approach represent a promising basis for a bio-artificial renal
tubule. The further development requires the differentiation of ASCs into proximal tubule

cells on the 3D-bioreactor membrane and their characterization by verifying tubulusepithel-
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specific transporters. Finally, subsequent functional experiments have to precede an up-

scaling to clinically applicable modules.
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1. Einleitung

1.1. Die Niere - Struktur und Physiologie
1.1.1. Anatomie und physiologische Bedeutung

Die Niere (lateinisch: ren, griechisch: nephros) ist ein paariges, bohnenférmiges Organ mit
vielfaltigen physiologischen Funktionen. Neben ihrer Hauptaufgabe als harnbildendes
Ausscheidungsorgan, ist sie fur essentielle systemische Regulationen wie der kontinuier-
lichen Gewahrleistung der extrazellularen Homdostase verantwortlich. Durch die Aufrecht-
erhaltung des Saure-Base-Gleichgewichts durch Reabsorption und Sekretion von Bicar-
bonat- und H*-lonen wird der physiologische pH-Wert des Blutes konstant gehalten. Der
Wasserhaushalt wird von der Niere Uber die Reabsorption von Wasser ebenso beeinflusst
wie der Elektrolythaushalt Gber die Regulation der Konzentration verschiedener lonen wie
Na*, K*, Ca?*, Mg?* und PO4%. Weiterhin ist die Niere durch Glukoneogenese direkt an der
Energieversorgung des Korpers beteiligt und Gbernimmt als endokrines Organ die Syn-
these und Sekretion sowohl von Renin, einem Hormon, welches Uber das Renin-Angio-
tensin-Aldosteron-System den Blutdruck und die Na*-Konzentration kontrolliert, als auch
von verschiedenen anderen Hormonen wie beispielsweise Erythropoetin, wodurch sie di-
rekten Einfluss auf die Blutbildung (Erythropoese) nimmt. Die wichtigste Funktion der
Niere ist die Ausscheidung von Endprodukten des Stoffwechsels, sogenannten harnpflich-
tigen Substanzen, wie Harnstoff, Harnsaure und Kreatinin, sowie von Giftstoffen und ver-

schiedene Xenobiotika, die aus dem Koérper Gber den Harn entfernt werden [1].

Weniger als 1 % des Koérpergewichtes entfallen auf die Nieren, welche bei einer Gréfe
von 12 * 6 * 3 cm im Durchschnitt ein Gewicht von jeweils 150-200 g besitzen. Dennoch
betragt der renale Blutfluss etwa ein Flnftel des Herzzeitvolumens [1]. Bei allen Sauge-
tieren sind die Nieren paarig beidseitig der Wirbelsaule, unterhalb des Zwerchfells lokali-
siert. Die auf der konkaven Seite der Niere befindliche Einziehung wird als Nierenhilus
bezeichnet. Hier miinden sowohl die renalen Blutgefalle (Arteria renalis, vena renalis), als

auch der Harnleiter (Ureter).
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V. arcuata renalis
A. arcuata renalis

Pyramide
A. interlobularis renalis
V. interlobularis renalis
Cortex renalis Calyx minor
Calyx major
A. renalis
V. renalis
Pelvis renalis
Ureter

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Anatomie der Niere, modifiziert nach Interactive
Biology [2]

Ein Querschnitt der multipapillaren menschlichen Niere (vgl. Abbildung 1) zeigt eine hete-
rogene Vielfalt angeschnittener Strukturen, wobei die Niere grundsatzlich makroskopisch
in zwei deutlich voneinander abgegrenzte Bereiche, die Nierenrinde (Cortex renalis) und
das Nierenmark (Medulla renalis), gegliedert ist. Die Nierenrinde umhuillt dabei das Nie-
renmark, welches etwa die Form einer Pyramide besitzt. Deren Spitze, die Nierenpapillen,
ragen in die Nierenkelche (Calyx major, calyx minor) hinein, welche sich zum Nierenbe-
cken (Pelvis renalis) vereinen, aus dem der konzentrierte Harn durch den Harnleiter in die

Blase transportiert wird [3].

1.1.2. Die funktionelle Grundeinheit der Niere: Das Nephron

Die Harnbildung findet in der zusammenhangenden anatomischen und funktionellen Un-
tereinheit der Niere statt, dem Nephron. Jede Niere besteht aus ungefahr 1-3 Millionen
Nephronen, von denen sich jedes grob in Nierenkdrperchen (Corpusculum renale) und
Nierenkanalchen (Tubulus renalis) untergliedern Iasst [3] (vgl. Abbildung 2).
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Corpusculum renale

Glomerulus
A efferens

A. afferens

A_interlobularis

Tubulus renalis
colligens

nephroni

Peritubular
capillaries

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Anatomie eines Nephrons, vom Glomerulus bis
zum Sammelrohr als funktionelle Untereinheit der Niere, modifiziert nach OpenStax College

[4]

Das Nierenkdrperchen (Durchmesser ca. 0,2 mm) besteht aus dem Glomerulus, einem
feinen Netz von Kapillargefafen, und der sogenannten Bowman-Kapsel, einer Epithelkap-
sel, welche das Glomerulus umgibt. Im Glomerulus findet die glomerulare Filtration, der
erste Schritt der Harnbildung statt. Diese Ultrafiltration Uber eine Filtrationsmembran, die
sich aus dem fenestrierten Kapillarendothel, der glomeruldren Basalmembran und von
zwischen aufsitzenden Podozyten ausgebildeten Filtrationslicken zusammensetzt, halt
Zellen, Proteine und andere hochmolekulare Plasmabestandteile durch Groften- und La-
dungsselektivitat im Blutkreislauf zurtck. Die Trennscharfe dieser auch als Blut-Harn-
Schranke bezeichneten Barriere liegt mit ungefahr 65 kDa im Bereich der Molekilmasse
von Albumin, was kleinere Substanzen die Filtrationsmembran passieren lasst [3]. Das
von allen Glomeruli der Nieren pro Minute filtrierte Flissigkeitsvolumen (glomerulare Filt-

rationsrate, GFR) betragt beim Menschen etwa 120 mL pro Minute [5].

Der Primarharn ahnelt in seiner Zusammensetzung dem Blutplasma und enthalt zunachst
neben Wasser ebenfalls Elektrolyte, Puffer, kleinere Proteine und Glukose, die im nach-

folgenden Tubulussystem riickresorbiert werden.
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Das Tubulussystem, welches sich in den proximalen Tubulus (Tubulus proximalis), die

Henle-Schleife (Ansa nephroni) und den distalen Tubulus unterteilen Iasst, verandert die
Zusammensetzung des Primarharns durch Wasserrlickresorption, durch Ricktransport
von Molekillen aus dem Urin in das Blut und durch aktive Sekretion von Molekllen aus

dem Blut in den Urin.

Im gewundenen ersten Abschnitt des proximalen Tubulus (Pars convoluta) findet der
grofite Anteil der Reabsorptions- und Sekretionsprozesse statt. Hier werden unter ande-
rem Uber 98 % der Glukose und Aminosauren sowie 60-80 % des filtrierten Kochsalzes
und Wassers zurtickgewonnen [3]. Wahrend der dadurch entstandene sogenannte Se-
kundarharn anschlieRend den geraden Teil des proximalen Tubulus (Pars recta), die
Henle-Schleife und den distalen Tubulus, welcher als letzter Teil des Nephrons mit dem
Sammelrohr (Tubulus renalis colligens) verbunden ist, durchlauft, wird der Harn weiter

durch Ruickresorption des Wassers und Reabsorption verbliebener lonen aufkonzentriert

[1].

1.1.3. Der proximale Tubulus

Der proximale Tubulus stellt den Anfang des Tubulussystems dar und besteht aus hoch-
differenzierten Epithelzellen, den proximalen Tubuluszellen (PTC). Von den mindestens
15 verschiedenen Typen von Epithelzellen der Niere mit unterschiedlichen Funktionen und
Eigenschaften sind die PTCs fur den Grof3teil der Reabsorption und Sekretion verantwort-
lich [6]. PTCs lassen sich durch die Expression spezifischer Markergene oder die Aktivitat
bestimmter Enzyme identifizieren [7]. Spezifische Marker flir PTCs sind dabei unter ande-
rem die y-Glutamyltransferase 1 (GGT1), Aquaporin 1 (AQP1), Zytokeratin 18 (CK18), die
Na*-/K*-ATPase und Villin 1 (VIL1) [6, 8, 9].
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Abbildung 3: Elektronenmikroskopische Aufnahmen des proximalen Tubulus einer Ratte

(A) Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme des Ubergangs von der Bowman-Kapsel in den
proximalen Tubulus; (B) Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme von proximalen Tubu-
luszellen. Es sind sowohl ausgepragte Mikrovilli (A, B), als auch eine Vielzahl an Mitochondrien (B)
deutlich zu erkennen [10].

Als einschichtige Epithelzellen besitzen die PTCs eine charakteristische kubische Zellform
mit einer ausgepragten Polaritat zwischen der apikalen (zum Primarharn gerichteten) und
der basolateralen (zum Blut gerichteten) Seite. Die apikale Seite verfugt zur Oberflachen-
vergroferung Uber einen ausgepragten Blrstensaum mit zahlreichen Mikrovilli (vgl. Abbil-
dung 3). Um den Stoffaustausch zwischen den Zellen und dem Tubuluslumen bzw. dem
basalen Interstitium zu gewahrleisten, befinden sich sowohl in der apikalen als auch der
basolateralen Membran eine hohe Anzahl verschiedener Transportsysteme. So werden
beispielsweise durch Aquaporine, den mengenmalfig bedeutendsten Membranproteinen
der Niere, taglich ungefahr 100 L Wasser aus dem Primarharn in den Korper zuriickge-
fuhrt. Das Zytoplasma aller PTCs weist eine grof3e Anzahl von Mitochondrien auf, welche
den hohen Energiebedarf der Transportvorgange decken. Die zusammenhangende Ein-
zellschicht aus PTCs kleidet das Tubuluslumen aus und ist somit fir die spezifischen Bar-

riereeigenschaften des proximalen Tubulus verantwortlich [1].

Der proximale Tubulus ist fir die Reabsorption essentieller Komponenten des Pri-
marharns, aber auch fur die zusatzliche Entfernung einer Vielzahl von geldsten Stoffen
und Abfallprodukten aus dem Blut, zu denen unter anderem auch die Uramietoxine geho-
ren, verantwortlich. Dafir bilden PTCs eine Barriere, die von Stoffen von der basolateralen

zur apikalen Seite Uberquert werden muss. Basolateral und apikal lokalisierte Transporter
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sind in ihrer Substratspezifitat komplementar, was die Exkretion aufgenommener Stoffe

ermdglicht [11].

Die funktionalen Charakteristika der PTCs sind grof3tenteils auf unterschiedlichste, ener-
giegekoppelte Membrantransporter zurtickzufiihren. Diese sind fur den Transport von lo-
nen, kleinen Molekilen, Nukleotiden, Xenobiotika und weiteren Substanzen verantwort-
lich. Die Transporter sind in der Lage, die geldsten Stoffe entgegen starken Konzentrati-
onsgradienten zu transportieren, und sorgen fur die hohe Exkretionskapazitat und die bar-
rierespezifische Selektivitat. Die Transporter kdnnen entweder unidirektionale Efflux-Pum-
pen, Co-Transporter oder Carrier darstellen, welche die Diffusion unterstiitzen. Sie geho-
ren entweder zur ABC-Transporter-Superfamilie (ATP-binding cassette, ABC) [12] oder
zur SLC-Transporter-Superfamilie (solute carrier) [13]. Die Funktion der ABC-Transporter
ist von ATP-Hydrolyse abhangig, welche durch die erhdhte mitochondriale Aktivitat in
PTCs gewahrleistet wird. Die Aktivitat der SLC-Transporter beinhaltet unter anderem Ko-
Transporte, die Uber das Membranpotential energetisiert werden, das wiederum durch die

basolateral exprimierte Na*-/K*-ATPase gesichert wird.
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> H*
Na* <----<=AW-----
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Abbildung 4: Darstellung der Transportmechanismen in proximalen Tubuluszellen

Schematische Darstellung der wichtigsten apikalen und basolateralen membrangebundenen
Transportsysteme in proximalen Tubuluszellen. Reabsorptionsmechanismen sind in grau, Wirk-
stofftransporter in blau dargestellt [14].
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Die fir den Menschen wichtigsten Efflux-Transporter im proximalen Tubulus sind das
breast cancer protein (BCRP; ABCG2) [15], das P-glycoprotein (P-gp; ABCC2/4) [13] und
das multidrug resistance protein 2 und 4 (MRP2/4; ABCC2/4) [16]. Die Haupt-Aufnahme-
Transporter sind der organic anion transporter 1 (OAT1; SLC22A6), der organic anion
transporter 3 (OAT3; SLC22A8) und der organic cation transporter 2 (OCT2; SLC22A2)
[17]. Aulzerdem spielen Carrier, wie der organic anion transporter polypeptide (OATP4C1;
SLC04C1) und die multidrug and toxin extrusion 1 and 2 transporter (MATE1/2K;
SLC47A1/2K) eine essentielle Rolle bei der Sekretion kationischer Wirkstoffe [13]. Der

aktive Membrantransport an der basolateralen Seite der PTCs ermoglicht das Entfernen

von Substanzen, welche an Plasmaproteine gekoppelt sind. Dazu gehoéren verschiedene
Toxine und Wirkstoffe, welche vor allem durch Bindung an Albumin im Blutfluss transpor-
tiert werden. Diese werden ausschlieBlich durch den aktiven Membrantransport der baso-

lateralen Seite aus dem Blut entfernt.

Zusatzlich tbernehmen PTCs eine essentielle Rolle bei der Reabsorption von Nahrstoffen
und lonen in den Blutkreislauf. Dabei ist die Rezeptor-vermittelte Endozytose ein wichtiger
Mechanismus. Megalin, cubilin und amnionless sind drei, in der Apikalmembran lokali-
sierte, Rezeptoren, welche die Reabsorption von Proteinen verschiedener GrofRe vermit-
teln, die im Glomerulus filtriert wurden [18]. Weiterhin werden durch PTCs eine Reihe von
lonen reabsorbiert, wobei diese Prozesse nicht auf die PTCs begrenzt sind, sondern auch
im restlichen Tubulussystem stattfinden. Im Gegensatz dazu ist die Reabsorption von Glu-
kose, die durch Na*-gekoppelte Co-Transporter (glucose transporter, GLUT) vermittelt
wird, ausschlieBlich in PTCs lokalisiert [19].

1.2. Die Niereninsuffizienz

2017 litten ca. 10 % der Weltbevdlkerung an chronischer Niereninsuffizienz (CKD; chronic
kidney disease) [20]. Der Anstieg der durchschnittlichen Lebenserwartung, genetische
Veranlagungen, die zunehmenden Haufungen von Diabetes mellitus und kardiovaskula-
ren Erkrankungen fuhren zu einer kontinuierlichen Verschlechterung der Nierenfunktion
und Entwicklung einer CKD [21]. Nierenversagen kann entweder akut, wobei sich die Nie-
renfunktion innerhalb von Stunden verschlechtern kann, oder chronisch verlaufen. Die Re-
tention und Akkumulation von Substanzen, die normalerweise durch die gesunden Nieren
aus dem Blut entfernt werden, und die Stérung des renalen Hormon- und Enzym-Haus-
haltes haben einen schwerwiegenden Einfluss auf funktionelle Systeme des Korpers (kar-
diovaskular, neurologisch, hamatologisch und immunologisch) [22]. Das fortschreitende

Nierenversagen fiihrt zunachst zu einer Beeintrachtigung der biochemischen und
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physiologischen Kdérperfunktionen und endet im schlie3lich uramischen Syndrom. Dieses

zeichnet sich durch multiple Symptome wie Ubelkeit, Veranderungen des mentalen Zu-

standes, Herzprobleme und schlieRlich dem Tod aus [5].

Das Stadium der Niereninsuffizienz wird anhand der glomeruldren Filtrationsrate katego-
risiert, welche aus der Konzentration von Kreatinin im Serum und weiteren Markern im
Urin und Plasma bestimmt wird. Die Kidney Disease Outcomes Quality Initiative guidelines
of the National Kidney Foundation (NKF KDOQI) empfehlen dabei folgende Klassifizie-

rung.

Tabelle 1: Stadien der chronischen Niereninsuffizienz. Klassifizierung nach den NKF KDOQI
Richtlinien [23]

Stadium Beschreibung GFR [mL / min /1,73 m?]
1 Nierenschaden - GFR normal oder erhoht =90
2 Nierenschaden - GFR leicht verringert 60 - 89
3 GFR moderat verringert 30-59
4 GFR stark verringert 15-29
5 Nierenerkrankung im Endstadium (ESRD) < 15 (oder Dialyse)

Die Diagnose CKD wird gestellt, wenn die GFR Uber einen Zeitraum von mindestens drei
Monaten erniedrigt ist. Die Nierenfunktion lasst dabei mit der Zeit nach, bis sie nahezu
komplett verloren geht (CKD Stadium 5), was als terminale Niereninsuffizienz (ESKD, end
stage kidney disease) bezeichnet wird. Patienten mit ESKD bendtigen eine permanente
Nierenersatztherapie, entweder in Form einer chronischen Dialyse oder als Organtrans-

plantation [24].

Das akute Nierenversagen (AKI, acute kidney injury; ARF, acute renal failure) ist eine fast
immer schwere Form der plétzlich einsetzenden Niereninsuffizienz [25]. AKI stellt mit un-
gefahr 13,3 Millionen Patienten jahrlich ein globales Gesundheitsproblem mit einem ho-
hen medizinischen Bedarf dar [26]. Das akute Nierenversagen tritt bei etwa 50 % der Pa-
tienten auf Intensivstationen auf, von denen bis zu 42 % ein chronisches Nierenversagen

entwickeln [21].
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1.3. Uramietoxine

Patienten mit Niereninsuffizienz zeigen eine verringerte Ausscheidung von hauptsachlich
oder ausschlie3lich renal zu eliminierenden Metaboliten, was eine Akkumulation dieser
Stoffe zur Folge hat. Diese nicht-eliminierten Stoffe, die entweder geldst oder proteinge-
bunden vorkommen, werden auch als uremic retention solutes bezeichnet [27], welche zu
pathophysiologischen Erscheinungen bis hin zum uramischen Syndrom flihren kénnen
[28]. Verursachen diese retinierten geldsten Substanzen pathophysiologische Erscheinun-

gen, werden sie als Uramietoxine bezeichnet [29].

Im Jahr 2003 hat die European Uremic Toxin Work Group (EUTox) einen Uberblick tber
die, bis dahin bekannten, uremic retention solutes erstellt, und dabei 90 verschiedene Be-
standteile identifiziert [27]. Diese Liste wurde seitdem stetig aktualisiert, mittlerweile wer-
den in der Datenbank der EUTox 130 Stoffe aufgefiihrt, die im Plasma von Patienten mit
Nierenversagen akkumulieren [30]. Diese werden, basierend auf ihren physikochemi-
schen Eigenschaften und ihrer Entfernbarkeit durch Dialyse oder ahnliche Verfahren, in

drei Gruppen eingeteilt [29].

Die erste Gruppe enthalt kleine, wasserlésliche Molekule mit einer Molekilmasse von un-
ter 500 Da, mit Urea (Harnstoff) und Kreatinin als typische Beispiele. Beide Stoffe kbnnen
als Markermolekule zur Einschatzung der Schwere der Niereninsuffizienz und zur Quan-
tifizierung der Behandlungseffizienz der Dialyse genutzt werden [31]. Kleinmolekulare Ur-
amietoxine kdnnen einfach durch jegliche Dialysestrategie aus dem Blut entfernt werden

und zeigen nicht notwendigerweise eine toxische Aktivitat.

Die Bestandteile der zweiten Gruppe haben eine Molekilmasse von tber 500 Da und wer-
den als Mittelmolekile bezeichnet. Diese Molekile, wie beispielsweise B2>-Mikroglobulin,
kénnen nur durch grof3porige Membranen (z.B. High-Flux-Hamodialysemembranen) aus
dem Blut entfernt werden und haben haufig eine biologische Wirkung. Eine effizientere
Entfernung der Mittelmolekule wird durch einen Wechsel der Dialysemethode von Diffu-
sion (hauptsachlich passiver Transport der geldsten Stoffe Uber die Dialysemembran) zu
Konvektion (Wasser und darin geldsten Stoffe werden unter hydrostatischem Druck Gber

die Membran gedrickt) gewahrleistet [32].

Die dritte Gruppe beinhaltet die proteingebundenen Molekile. Zwar besitzen die meisten
geldsten Stoffe dieser Gruppe eine niedrige Molekilmasse, dennoch enthalt sie auch Mo-
leklle mittlerer Masse (Leptin, Zytokine). Viele der proteingebundenen Molekile besitzen

eine toxische Aktivitat, wobei nur der ungebundene, frei vorliegende Anteil der Moleklile
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einen Effekt auf das biologische System hat [27]. Studien zeigen einen Zusammenhang

zwischen der Konzentration der proteingebundenen uramischen Retentionssolute und kli-
nischen Parametern [33-35]. Derzeitige Dialysestrategien zeigen nur eine geringe
Clearance der mit unterschiedlich starker Affinitat proteingebundenen Molekiile, da diese
trotz ihrer eigentlich geringen GroRe durch ihre Bindung an die Tragerproteine und der
dadurch erhdhten effektiven molekularen Gréfe nichtin der Lage sind, eine Dialysememb-
ran zu passieren, wodurch ausschlieRlich der ungebundene, oft sehr geringe Anteil dialy-
siert wird [36]. So hat die High-Flux-Hamodialyse keinen gréReren Einfluss auf die Kon-
zentration der proteingebundenen uramischen Retentionssolute als die Low-Flux Hamo-
dialyse [37]. Um eine verbesserte Entfernung dieser Stoffe aus dem Blut zu ermdglichen,

ist es notwendig, komplexere Behandlungsmethoden zu entwickeln.

Tabelle 2: Klassifizierung der uramischen Retentionssolute [29]

Bezeichnung Charakteristika Beispiele Toxizitat
Kleine, wasserlosliche | MG < 500 Da Urea Nicht immer toxisch
Molekile einfache Entfernung durch Kreatinin
Dialyse
Mittelmolekule MG > 500 Da B2-Mikroglobulin | Vielfaltige biologi-
Entfernung nur Gber grof3- Leptin sche Auswirkungen

porige Dialysemembranen

Proteingebundene Alle molekularen Massen Phenole Vielfaltige biologi-
Molekile Schwierige Entfernung Indole sche Auswirkungen
durch Dialyse

1.4. Existierende Nierenersatztherapien

Nierenersatztherapien verfolgen zwei unmittelbare Ziele: Zum einen sollen toxische Ab-
fallprodukte aus dem Blut entfernt [31], zum anderen Abweichungen des Elektrolyt-, Was-
ser- und Saure-Base-Haushaltes korrigiert werden [24]. Derzeit existieren verschiedene
Formen der Nierenersatztherapie: Hamodialyse (HD), Peritonealdialyse (PD) und die Nie-
rentransplantation, bei der sowohl Spenderorgane von Verstorbenen, als auch von Leben-
den genutzt werden. Im Jahr 2017 wurden weltweit tber 90.000 Nieren erfolgreich trans-
plantiert (63,4 % von Verstorbenen, 36,4 % von Lebenden; Daten der Global Observatory
on Donation and Transplantation (GOTD), im Auftrag der WHO-ONT collaboration) [38].
Mit erfolgreicher Transplantation ist die Nierenfunktion des Patienten in unterschiedlichem
Male wiederhergestellt, allerdings ist auch die Transplantation keine endgltige Heilung -

nach 10 Jahren sind nur noch etwa 54 % der transplantierten Nieren funktionsfahig [39].
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Weiterhin ist nach dem Eingriff eine immunsuppresive Therapie notwendig, die haufig mit

Nebenwirkungen einhergeht. Limitiert ist die Transplantation durch die Organverfugbar-
keit, die Wartelisten variieren hierbei je nach Land, wobei die durchschnittliche globale
Wartezeit etwa 3-5 Jahre betragt. 2019 standen in Deutschland ca. 7.000, europaweit
10.000 und aktuell in den USA ca. 94.000 registrierte Patienten auf den Wartelisten [40,
41].

Wahrend der Hdmodialyse wird das Blut des Patienten durch eine artifizielle Niere (Ha-
modialysator, Kapillardialysator) gereinigt, die aus semi-permeablen Hohlfasermembra-
nen aufgebaut ist (vgl. Abbildung 5). Die Peritonealdialyse hingegen nutzt das Peritoneum

(Bauchfell) des Patienten als Membran zur Blutreinigung [3].

Dialysataustritt
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Abbildung 5: Schematische Darstellung eines Kapillardialysators

(A) Langsschnitt eines Kapillardialysators mit Blutanschlissen und seitlichen Anschliissen fur das
Dialysat; (B) Querschnitt eines Kapillardialysators mit erkennbaren Einzelkapillaren [3].

Das Ziel der artifiziellen Niere ist die exkretorische Funktion der gesunden Niere als Filter-
organ zu ersetzen. Die Kombination aus glomerularer Filtration und selektiver Reabsorp-
tion im Tubulussystem soll durch das Dialysieren des Blutes Uber eine semi-permeable
Membran abgebildet werden [31]. Dabei ist es allerdings nicht moglich, die endokrinen
Aufgaben der Niere nachzustellen [24, 42], hierfur sind zusatzliche medikamentdése The-

rapien, z.B. die Erythropoietin-Substitution, erforderlich.

11
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1.4.1. Die Hamodialyse

2017 wurden laut Annual Report of the European Renal Association - European Dialysis
and Transplant Association (ERA-EDTA) 85 % der Patienten, die eine Nierenersatzthera-
pie erhielten, mit der Hdmodialyse behandelt [43]. Diese ist demnach die am weitesten
verbreitete Dialysetherapie und beruht auf einem Stoffaustausch entlang eines osmoti-
schen Gradienten (Diffusion) tber eine semipermeable Membran (vgl. Abbildung 6). Dabei
werden nur kleine, wasserldsliche Toxine und ggf. Mittelmolekile, die ungebunden im Blut
vorliegen, semiselektiv nach dem Grélenausschlussverfahren entfernt [44]. Durch Veran-
derung der Flussrate oder der Membranpermeabilitat wird in der aktuellen Forschung ver-
sucht, die Effizienz der Methode stetig zu verbessern. Die Kombination aus Diffusion bzw.
Konvektion und Adsorptionsmechanismen ermdglicht die Entfernung gréRerer Molekiile,

unter anderem auch einiger proteingebundener Toxine [45].
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des Funktionsprinzips der Himodialyse

(A) Prinzip der Hamodialyse: Extrakorporale Reinigung des Blutes. Die Semipermeabilitdt der
Membran erlaubt die semiselektive Diffusion von wasserldslichen Stoffen bis zu einer bestimmten
Grole; (B) Ablauf der Hdmodialyse: Das zu reinigende Blut wird aus dem Kérper zunachst durch
den Dialysator geleitet und anschlielend gereinigt wieder dem Blutkreislauf des Patienten zuge-
fuhrt [46].

Aktuell verwendete Hamodialysemembranen werden aus synthetischen Polymeren her-
gestellt [47] und sind als Hohlfasermembranen Ublicherweise entweder High- oder Low-
Flux-Membranen. Low-Flux-Membranen haben eine Trennscharfe von etwa 10 kDa und

werden fir rein diffusionsbasierende Behandlungsmethoden genutzt (Hamodialyse).

12
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High-Flux-Membranen sind sehr wasserdurchlassig, haben bei einer Trennscharfe von

unter 40 kDa [48] deutlich grolere Poren als Low-Flux-Membranen und wurden entwi-
ckelt, um ahnliche Clearance-Eigenschaften wie die native Niere abzubilden [49]. Sie wer-
den sowohl fur die Hamodialyse, als auch fur konvektive Behandlungsmethoden (Hamo-
filtration) genutzt, in denen dem Blut Uber einen kinstlich angelegten Druckgradienten
Flissigkeit entzogen wird, wodurch bei Bedarf eine schnelle Volumenanderung beim Pa-
tienten vorgenommen werden kann. Dieses ultrafiltrierte Plasmawasser wird anschlie3end
durch eine Substitutionsflissigkeit ersetzt, die dem Dialysat ahnelt [50]. Die Vergrofierung
der Poren zur effizienteren Entfernung gréRerer Molekdle ist allerdings durch die moleku-
lare Grofe von Albumin (65 kDa) begrenzt, welches fiir den Transport geloster Stoffe im
Blut und der Aufrechterhaltung des kolloidosmotischen Druckes essentiell ist [31] und des-

sen Verlust wahrend der Dialyse mdglichst zu verhindern ist.

1.4.2. Der artifizielle Tubulus

Zwischen der Konzentration der proteingebundenen Toxine Indoxyl-Sulfat und p-Cresyl-
Sulfat und der Mortalitat von Patienten mit chronisch dialysepflichtiger Niereninsuffizienz
konnte ein direkter Zusammenhang nachgewiesen werden [51, 52]. Dabei ist der Grund
fur die Akkumulation proteingebundener Toxine die unzureichende Elimination im Rah-
men der Dialysebehandlung, da sie die komplexe Entfernung dieser Substanzen, die bei

Gesunden im proximalen Tubulus erfolgt, nicht leisten kann.

Der artifizielle Tubulus kdnnte im Rahmen der gangigen Hamodialysetherapie angewen-
det werden, aber auch ein Einsatz in einem tragbaren oder implantierbaren Dialysemodul
ware denkbar. Dabei besteht die mdgliche Behandlungsform aus drei seriellen Kompo-
nenten. Ein Standarddialysator, der entweder High- oder Low-Flux-Membranen enthalt,
reprasentiert die glomerulare Funktion und entfernt kleine, wasserlésliche Molekile aus
dem Blut, das in einem folgenden, zu definierenden Plasmafraktionierungsfilter, der eine
Fraktion des Plasmas inklusive Carrierproteine und proteingebundener Toxine vom Blut
trennt, geleitet wird. Dieses generierte, zellfreie Plasma fliet durch den biohybriden arti-
fiziellen Tubulus, welcher die proteingebundenen Toxine analog zum proximalen Tubulus

im Korper entfernt. Der artifizielle Tubulus muss folgende Kriterien erfillen:

1) Die verwendeten Membranen mussen eine ausreichende Permeabilitat fur den
Transport von Nahrstoffen und Toxinen aufweisen. Gleichzeitig missen die Memb-

ranen eine hohe Zellkompatibilitat aufweisen [53].
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2) Die proximalen Tubuluszellen missen humanen Ursprungs sein und auf der

Membranoberflache ein konfluentes Epithelium bilden, um die zellularen Funktio-
nen zu gewahrleisten [54]. Weiterhin missen die Zellen einfach und in hoher Zahl
verfugbar sein.

3) Die Zellkultur muss im Bioreaktor Uber einen langeren Zeitraum konstant gehalten
werden kdnnen: Gasaustausch, konstante Temperatur und die kontinuierliche Ver-
sorgung der Zellen mit Nahrmedium, um die optimale Zelladharenz, -proliferation

und -viabilitat zu ermoéglichen, missen gewahrleistet sein.

Ein vereinfachtes Modell eines humanen proximalen Tubulus kénnte der Hamodialyse zu-
satzliche renale Funktionalitat in Bezug auf die Sekretion bzw. Elimination proteingebun-
dener Uramietoxine verleihen, und somit eine effizientere Nierenersatztherapie ermdgli-
chen. Der artifizielle Tubulus bezeichnet dabei ein tubulusahnliches Konstrukt aus synthe-
tischen Hohlfasermembranen, Endothelzellen und proximalen tubularen Epithelzellen, in
welchem der Intrakapillarraum der Hohlfasermembranen den peritubularen Raum des Tu-
bulussystems darstellt. Die Membran trennt die Zellkulturen auf der Membraninnenseite
(proximale tubulére Epithelzellen) und der Membranaul3enseite (Endothelzellen). Diese
Ko-Kultur ist notwendig, da primare proximale Tubuluszellen in Kultur die Fahigkeit zum
sekretorischen Transport organischer Anionen, die den Uberwiegenden Teil der protein-
gebundenen Uramietoxine darstellen, verlieren [55]. Die Ko-Kultur aus proximalen Tubu-
luszellen und endothelialen Zellen stimuliert eine erhdhte Expression von Transportprote-
inen fur organische Anionen (OAT1, OAT3) in den Tubuluszellen [56, 57], wodurch dem-
entsprechend die Sekretionsfahigkeit des Epithels im Intrakapillarraum des Bioreaktors

gesteigert, und damit die Reinigungsleistung des Gesamtsystems erhdht werden kénnte.

1.5. Zellen fiir den artifiziellen Tubulus

Derzeit existieren viele verschiedene, teilweise direkt von der Niere abstammende Zellty-
pen, die eine Nachahmung renaler Prozesse ex-vivo erlauben. Die wichtigste Pramisse
ist dabei stets, dass die kultivierten Zellen einem Phanotyp entsprechen, wie er in-vivo
vorkommt. Allerdings lassen sich die komplexen in-vivo Wachstumsbedingungen der Zel-
len (Wachstum in 3D-Strukturen, Crosstalk mit unterschiedlichen Zelltypen, Austausch
von sekretierten Wachstumsfaktoren etc.) in-vitro kaum abbilden, weshalb zur Kultivierung
die Zugabe von spezifischen Wachstumsfaktoren benétigt wird. Diese kdnnen jedoch

durch Genmutationen oder Anderungen der Proteinexpression bzw. metabolischen
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Aktivitat den Phanotyp der Zellen beeinflussen [58], weshalb dieser kontinuierlich kontrol-

liert werden muss.

1.5.1. Mogliche Zelltypen - von Primarzellen bis Zelllinien

Primarzellen werden direkt aus dem Nierengewebe oder dem Urin gesunder Spender ge-
wonnen. Dabei wird das Gewebe zu einer Zellsuspension enzymatisch aufgelost. An-
schlieRend kdénnen die gewtiinschten Zellen anhand spezifischer Oberflachenmarker sor-
tiert werden. Primare PTCs behalten ihren Phanotyp in Kultur nur flr einen begrenzten
Zeitraum. Sie verlieren ihre epithelialen Eigenschaften mit jeder Populationsverdopplung
[59-61]. Zusatzlich sind sie aufgrund der begrenzten Spenderverfligbarkeit stark limitiert
[54].

Eine weitere beliebte Quelle fir Nierenzellen fur die Forschung und Entwicklung sind Zell-
linien. Diese wurden urspringlich aus einer Primarzellkultur entwickelt, um langere Kultur-
dauern zu ermoglichen und gleichzeitig die Zelltyp-spezifischen Phanotypen zu erhalten.
Die haufigsten verwendeten renalen Zelllinien sind dabei HEK293 (human embryonic kid-
ney) und HK-2 (human kidney). HEK293 wurden aus embryonalen Nierenzellen durch
Transduktion mit Adenovirus-Partikeln entwickelt [62]. Obwohl sie direkt aus Nierenge-
webe stammen, fehlen diesen Zellen die Transporteigenschaften und spezifische Charak-
teristika proximaler Tubuluszellen. HK-2 wurde aus primaren PTC-Kulturen durch Trans-
fektion mit humanen Papilloma-Virus E6/E7 Genen abgeleitet [63]. HK-2 Zellen exprimie-
ren viele PTC spezifische Enzyme und zeigen einige ihrer Funktionen (beispielsweise Glu-

kose Aufnahme), entsprechen allerdings nicht vollstdndig dem PTC-Phanotyp [64].

Durch neue molekularbiologische Techniken, wie z.B. Tools zur konditionellen Immortali-
sierung von Zellen, konnten weitere Zelllinien mit geringerer genetischer Variabilitat und
erhohter Stabilitat entwickelt werden. Konditionell immortalisierte humane proximale Tu-
buluszellen (ciPTECSs) stellen dabei eine Zelllinie dar, die aus dem Urin und dem Nieren-
gewebe Erwachsener gewonnen werden kann [65] und spezifische Transporter des pro-
ximalen Tubulus wie OCT2, BRCP, P-gp und MRP4 [66, 67] funktional exprimiert [65].
Weiterhin zeigen ciPTECs auf Hohlfasermembranen eine gegenuber der unbesiedelten
Membran erhohte Clearance von proteingebundenem Indoxyl-Sulfat [68]. Die Verwen-
dung von Zelllinien bedeutet fir ein mdgliches besiedeltes Modul in direktem Patienten-
kontakt jedoch ein deutlich hoheres Patientenrisiko, als die Anwendung autologer huma-

ner Primarzellen.
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Eine weitere Art der Primarzellen sind Stammzellen, die ein groRes Potential und weitrei-

chende Mdglichkeiten bieten, um physiologische Prozesse ex-vivo hachzuahmen und zu
verstehen. Sie sind nicht an die Limitierungen sonstiger adulter Primarzellen gebunden,
werden als ,unreife” oder ,undifferenzierte“ Zellen beschrieben, und sind in der Lage, iden-
tische Tochterzellen zu produzieren [69]. Sie kdnnen ohne den Verlust ihrer Stammzellei-
genschaften expandiert werden oder durch Zugabe spezifischer Differenzierungsfaktoren
in einen anderen Zelltyp differenziert werden [70]. Embryonale Stammzellen weisen ein
extrem hohes Differenzierungspotential auf. lhre Gewinnung unterliegt allerdings hoch
kontroversen ethischen Bedenken. Zusatzlich birgt die Behandlung mit embryonalen
Stammzellen ein hohes Risiko der AbstoRung der Zellen durch das Immunsystem des
Patienten [71, 72]. Alternativ dient das Blut, das Knochenmark oder das Fettgewebe von
Erwachsenen als leicht zugangliche Quelle fur adulte Stammzellen, die minimal invasiv
gewonnen werden kénnen. Die autologe Behandlung mit adulten Stammzellen minimiert
das Risiko einer AbstofRung durch das korpereigene Immunsystem erheblich. Trotz dieser
Vorteile ist die Verwendung von Stammzellen in der regenerativen Medizin vor allem auf-
grund der Schwierigkeiten bei der Differenzierung ex-vivo limitiert, da sie zum einen sehr
zeitaufwendig und kostenintensiv, zum anderen je nach Zielzelltyp extrem schwierig um-

zusetzen ist.

1.5.2. Mesenchymale Stammzellen - Charakteristika und Potential

In den letzten Jahren sind in den Forschungsgebieten der Zelltherapie, des ,Tissue Engi-
neering“ und der regenerativen Medizin immer haufiger mesenchymale Stromazellen bzw.
mesenchymale Stammzellen (MSCs) in den Fokus der Wissenschaft getreten. Diese Zel-
len sind mesodermalen Ursprungs und kénnen laut Definition in Adipozyten, Osteoblasten
und Chondrozyten differenzieren [73]. Die International Society for Cellular Therapy hat
Minimalkriterien definiert, welche von MSCs erflllt werden mussen, um eindeutig als sol-

che charakterisiert werden zu konnen:

- Die Adharenz auf Kunststoffoberflachen

- Adipogenes, Chondrogenes und Osteogenes Differenzierungspotential

- Positiver Nachweis einer bestimmten Kombination aus Oberflachenmarkern, bei
gleichzeitiger fehlender Expression anderer Oberflachenmarker (vgl. Tabelle 3)
[74]
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Tabelle 3: Oberflichenantigene, fiir die MSCs laut Definition der International Society for
Cellular Therapy positiv bzw. negativ sein miissen [74]

Oberflachenantigen | Bezeichnung Exprimierende Zellen (u.a.)
CD105 Endoglin Monozyten, Fibroblasten
% CD73 Ekto-5"-nukleotidase Lymphozyten, Endothelzellen
. CD90 Thy-1 hamatopoetische Stammzellen
CD45 L-CA, PTPRC Leukozyten
CD34 - hamatopoetische Vorlauferzellen
é CD14 oder CD11b - / Integrin a-M, CR3A | Monozyten, Makrophagen
S CD79a oder CD19 MB1, IGA / - B-Zellen
HLA-DR i ;/Ijlkerrc:phagen, B-Zellen, dendritische

MSCs wurden urspriinglich aus dem Knochenmark Erwachsener gewonnen, kénnen aber
mittlerweile aus unterschiedlichstem [75], unter anderem auch aus Fettgewebe [76] isoliert
werden. MSCs aus dem Knochenmark (bone marrow mesenchymal stem cells, bm-MSCs)
koénnen, zusatzlich zur Fahigkeit in Adipozyten, Chondrozyten und Osteoblasten zu diffe-
renzieren, in eine Vielzahl verschiedener Zelltypen wie Tendo- und Myozyten, glatte Mus-
kelzellen und Neuronen differenziert werden [77-79]. Weiterhin konnten Singaravelu et al.
im Jahr 2009 durch den Nachweis der Tubulusepithel-spezifischen Marker Ksp-Cadherin
und AQP1 zeigen, dass bm-MSCs die Fahigkeit besitzen, in Zellen zu differenzieren, die

einen renalen, Tubulusepithel-dhnlichen Phanotyp aufweisen [80].

MSCs aus Fettgewebe (adipose-derived mesenchymal stem cells, adMSCs, ASCs) besit-
zen Oberflachenantigene und ein ahnliches Differenzierungspotential wie bm-MSCs [81-
83]. ASCs konnte ebenfalls ihr Differenzierungspotential in Adipozyten, Chondrozyten und
Osteoblasten nachgewiesen werden [84]. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass die Zu-
gabe von ATRA die CK18-Expression der ASCs induziert, was auf ein epitheliales Diffe-
renzierungspotential hinweist [81]. Zusatzlich konnten Yan et al. ASCs durch die Zugabe
einer Kombination aus ATRA und Dexamethason in eine epitheliale Linie differenzieren,
welche weiterhin Stammzelleigenschaften inklusive osteogenem Differenzierungspoten-
tial aufwies [85]. Weiterhin lief3 sich die Differenzierung von ASCs in Richtung einer epithe-
lialen Linie durch Kultivierung in konditioniertem Medium, dem Zellkulturiiberstand inklu-

sive, von renalen Tubulusepithelzellen sezernierter Stoffe, initiieren [86].
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1.6. Membranen fiir den artifiziellen Tubulus

In der Entwicklung einer bio-artifiziellen Niere (bio-artificial kidney, BAK) wurden bereits
verschiedene kommerzielle Hamodialyse- oder Ultrafiltrationsmembranen aus unter-
schiedlichen Materialien als Basis der Zellbesiedlung verwendet. Hohlfasermembranen
aus Polysulfon (PSF) [87], Polyethersulfon (PES) [53, 88] und Ethylen-Vinylalkohol [89]
zeigten dabei vielversprechende Ergebnisse. Die verwendeten Membranen besitzen eine
hohe Permeabilitat, wodurch sie durchlassig fiur Nahrstoffe, Toxine und Metabolite sind.
Diese Permeabilitat wird zum einen durch die diinne Wandstarke der Hohlfasermembra-
nen, welche in der Literatur, abhangig vom verwendeten Membranmaterial, zwischen 40
pMm und 145 ym angegeben wird [53, 87, 90], zum anderen durch die hohe Porositat der
Membranen gewahrleistet. Hamodialysemembranen sind asymmetrisch oder symmet-
risch aufgebaut [47], haben aulien aber immer eine sehr pordse und offene Seite und eine
geringere Porengrolie auf der inneren Seite, welche den molecular mass cut off (MWCO),
d.h. die Trennscharfe der Membranen definiert. Um dem Verlust von Albumin vorzubeu-
gen, liegt die Trennscharfe von High-Flux-Dialysemembranen Ublicherweise unterhalb von
40 kDa [48]. Eine optimale Trennscharfe einer Membran flir die bio-artifizielle Niere ist in

der Literatur allerdings nicht beschrieben.

Shen et al. haben den Einfluss der Krimmung von Hohlfasermembranen auf die Viabilitat
und Funktionalitdt von Nierenzellen untersucht, welche auf der Membranoberflache kulti-
viert wurden. Die resultierenden einfach Zellschichten, d.h. Monolayer, zeigten fir die ver-
wendeten Innendurchmesser von 0,4 mm, 0,8 mm und 1,2 mm jeweils vergleichbare Qua-
litét, eine zunehmende Krimmung (d.h. kleinerer Innendurchmesser) resultierte in einer
erhohten Funktionalitdt der Nierenzellen (hdhere Aktivitat von GGT, GLUT und MRP2)
[91]. Der humane proximale Tubulus besitzt in-vivo einen Innendurchmesser von 30-
60 ym [92], was die Vermutung zulasst, dass ein geringerer Innendurchmesser und die
damit einhergehende starkere Krimmung einer Hohlfasermembran zu einer verbesserten
Funktion einer derartig konfigurierten kinstlichen Niere fuhren kénnte. Dennoch wird in
der aktuellen Forschung durch die weit verbreitete Nutzung kommerzieller Dialysememb-

ranen hauptsachlich mit Innendurchmessern im Bereich von 175-250 ym gearbeitet.

Hohlfasermembranen wurden urspringlich fur die Dialyse mit dem Ziel einer mdglichst
hohen Clearance der zu entfernenden Stoffe aus dem Blut entwickelt, wobei gleichzeitig
moglichst wenig Blutzellen an die Membran adharieren sollten, um eine Verstopfung der
Poren und eine daraus resultierende verminderte Reinigungsleistung der Dialysatoren zu
verhindern. Chemische Gruppen an der Membranoberflache verhindern dabei die Adha-

renz, kdnnen diese aber auch beglnstigen. Apolaren Gruppen (z.B. Methylgruppen)
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konnte nachgewiesen werden, dass sie die Zelladharenz effektiv verhindern, wohingegen

polare oder geladene Gruppen (z.B. Amino- oder Carboxylgruppen) die Zelladharenz for-
dern [93]. Die fUr einen artifiziellen Tubulus essentielle Zellkompatibilitat der verwendeten
Hohlfasermembranen konnte also durch die Eingliederung bestimmter Gruppen in die
Membranoberflache verbessert werden. Eine in der Forschung weit verbreitete Alternative
mit deutlich geringerem Aufwand ist die Modifikation der Membranoberflachen nach der

Produktion.

So konnten Ni et al. 2011 zeigen, dass humane proximale Tubuluszellen (hPTCs) nicht in
der Lage sind, auf Membranen aus unterschiedlichen Materialien (Hydratzellulose, Poly-
sulfon/Polyvinylpyrrolidon (PSF/PVP), Polyethersulfon/Polyvinylpyrrolidon (PES/PVP) zu
adharieren und zu proliferieren. Selbst durch Beschichtung der Membranoberflachen mit
einer biologischen extrazellularen Matrix (ECM) aus Collagen |, Collagen |V, oder einer
Doppelbeschichtung aus Collagen IV und Laminin, sowie mit L-3,4-Dihydroxyphenylalanin
(L-DOPA) konnte die Adharenz und Vitalitat der hPTCs nicht erhéht werden [94]. Humane
proximale Tubuluszellen zeigten hingegen eine deutlich verbesserte Perfomance auf einer
Doppelbeschichtung aus L-DOPA und Collagen IV [94], einem extrazellularen Matrixpro-
tein, welches endogen in der Basallamina vorkommt und die Differenzierung mesen-
chymaler Stammzellen in eine epitheliale Richtung begunstigt [95]. Ebenso konnten
Schophuizen et al. 2015 wahrend der Entwicklung einer living membrane zeigen, dass die
Doppelbeschichtung aus L-DOPA und Collagen IV als Basis fir die Zellkultur konditionell
immortalisierter proximaler Tubuluszellen auf Flachmembranen aus Polyethersulfon ge-
eignet ist [96].

Salzig et al. analysierten in einer 2D-Zellkulturumgebung die Adh&sion, Proliferation und
das Ablésen einer immortalisierten, humanen mesenchymalen Stammzelllinie (hMSC-
TERT) und von primaren mesenchymalen Stammzellen aus Fettgewebe (ad-hMSCs,
ASCs) auf verschiedenen Beschichtungen. Dabei konnten sie sowohl das Wachstum der
Zelllinie, als auch das Wachstum der primaren mesenchymalen Stammzellen erfolgreich
auf Beschichtungen aus den extrazellularen Matrixproteinen Vitronektin, Laminin und Fib-

ronektin nachweisen [97].
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Abbildung 7: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Hohlfasermembranen

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einer 3M™ MicroPES® TF10 (A) und einer 3aM™ Plas-
maphan® P1 LX Kapillarmembran (B). Zu sehen ist jeweils der Ausschnitt eines Querschnitts durch
eine Hohlfaser [98].

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Membrantypen als Basis fur den artifiziellen
Tubulus verwendet (vgl. Abbildung 7). 3M™ MicroPES® TF10-Kapillarmembranen (In-
nendurchmesser: 300 um, Wandstarke 100 um) werden durch l6ésungsmittelinduzierte
Phasentrennung (solvent induced phase separation, SIPS) aus Polyethersulfon herge-
stellt, wobei die Zugabe von Polyvinylpyrrolidon fur eine optimierte Balance zwischen Bi-
okompatibilitdt und optimaler Benetzbarkeit sorgt. Die 3M™ Plasmaphan® P1 LX-Kapil-
larmembranen (Innendurchmesser: 330 um, Wandstarke 150 um) werden hingegen
durch thermisch induzierte Phasentrennung (thermally induced phase separation, TIPS)
aus Polypropylen hergestellt, wodurch sie von Natur aus hydrophob sind. Ihre Zellkultur-
kompatibilitdt kann jedoch durch einfache Hydrophilierungen erreicht werden. Beide
Membrantypen weisen eine hohe Biokompatibilitdt auf und werden in der Plasmasepara-

tion eingesetzt [98].
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1.7. Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein vereinfachtes Modell eines humanen proximalen Tu-
bulus entwickelt werden, welches eine die Hamodialyse erganzende, zusatzliche renale
Funktionalitat, vor allem in Bezug auf die Sekretion proteingebundener Uramietoxine, aus-
weist. Die grundsatzliche klinische Anwendbarkeit des zu entwickelnden Systems im Rah-
men einer normalen Hamodialysebehandlung hatte dabei besondere Prioritat. Basierend
auf bekannten Vorarbeiten sollte der artifizielle Tubulus aus verfligbaren synthetischen
Hohlfasermembranen, Endothelzellen (humane Endothelzellen aus der Nabelschnurvene,
human umbilical vein endothelial cells, HUVEC) und proximal-tubularen Epithelzellen auf-
gebaut sein, wobei Letztere aus humanen mesenchymalen Stammzellen aus Fettgewebe

differenziert werden sollten.
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Material

2.1. Zellen

In dieser Arbeit wurde ausschliel3lich mit Primarzellen gearbeitet. Dabei wurden sowohl
kommerziell erhaltliche, als auch aus im Rahmen einer anonymisierten Lipusuction anfal-
lendem Fettgewebe isolierte und aufgereinigte humane mesenchymale Stammzellen ver-
wendet. Fur die Verwendung des Fettgewebes lagen ein positives Votum des Ethikkomi-

tees der Universitatsklinik Wirzburg und das Einverstandnis der Patienten vor. Samtliche

verwendeten Zelltypen sind in der folgenden Tabelle 4 aufgelistet.

Tabelle 4: Ubersicht iiber die verwendeten Zelltypen

Bezeichnung

Herkunft

Adipose-derived Mesenchymal Stem Cells
Mesenchymal Stem Cells 2758

Human Adipose Derived Stem Cells
Human Umbilical Vein Endothelial Cells

Human Renal Proximal Tubule Epithelial Cells

2.2. Gerate

Tabelle 5: Ubersicht iiber die verwendeten Gerite

Bezeichnung

Liposuction

jeweils verschiedene Spender

Lonza Cologne GmbH, Kdlin
Lonza Cologne GmbH, Kéin

Lonza Cologne GmbH, Kéin

Hersteller

BD FACSVerse
CO2-Inkubator/Brutschrank

Dampfsterilisator

Nalgene™ Cryo 1 °C Freezing Container

Feinwaage

Gefrierschrank, -20 °C

Gefrierschrank, -80 °C

Kihlschrank

BD Biosciences, Heidelberg
SANYO Electric Biomedical CO. Ltd.

Gdssner Fritz GmbH & Co. KG, Ham-
burg

Thermo Fisher Scientific GmbH,
Dreieich

Sartorius AG, Géttingen

Liebherr-International Deutschland
GmbH, Biberach

Heraeus Deutschland GmbH & Co. KG,
Hanau

Liebherr International Deutschland
GmbH, Biberach
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Laborwaage

Leitz Laborlux 12

Leica Axiovert 40

Leica AxioCam MRc
Mikrotiterplattenluminometer FLx800TB
Mikrotiterplattenreader EIx808I1U
Neubauer Zédhlkammer

Peristaltische Pumpe

pH Meter

Pipetten, Einkanal, verschiedene Volumina
Pipetten, Mehrkanal, verschiedene Volumina
PowerpettePro

Sterilwerkbank

Stickstoffgefrierschrank

Tischzentrifuge Z 233 M-2

Vortexer

Wasserbad

Zentrifuge Z513 K

2.3. Software

Tabelle 6: Ubersicht iiber die verwendete Software

Sartorius AG, Géttingen

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Carl Zeiss AG, Oberkochen
BioTek Instruments GmbH

Bad Friedrichshall

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim

IDEX Health & Science GmbH,
Wertheim

Xylem Analytics Germany Sales GmbH
& Co. KG, Weilheim

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

VWR International GmbH, Darmstadt
Heto-Holten A/S, Allergd, Danemark
Consarctic GmbH, Westerngrund
HERMLE Labortechnik GmbH,
Wehingen

IKA®-Werke GmbH & Co. KG
Staufen

Kéttermann GmbH, Uetze

HERMLE Labortechnik GmbH,
Wehingen

Software Entwickler

AxioVision Carl Zeiss AG, Oberkochen
FACSuite BD Biosciences, Heidelberg
Gend BioTek Instruments GmbH

Microsoft Office Home and Business 2016

Minitab® 17

Bad Friedrichshall

Microsoft Corporation
Redmond, WA, USA

Additive GmbH, Friedrichsdorf
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2.4. Reagenzien

2.4.1. Chemikalien

Tabelle 7: Ubersicht iiber die verwendeten Chemikalien

Chemikalie

Hersteller/Lieferant

3-Isobutyl-1-methylxanthin
3,4-Dihydroxy-L-phenylalanine
5-Chloromethylfluorescein diacetat
Aktivin A

alamarBlue™ Cell Viability Reagent
Albiomin®

Alcian-Blau

Alizarin Red S
All-Trans-Retinoinsaure

Aqua Ecotainer®

Ascorbinsaure

BD CellWash

BD Cytofix/Cytoperm™

BD Perm/Wash™

BD Via-Probe™ Cell Viability Solution
bisBenzimide H 33342 trihydrochloride
BMP-7

Calcein-AM

Collagen from human placenta
Dexamethason

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
Ethanol

Fibronectin from human plasma
Freezing Medium Cryo
Glutardialdehyd

Hexamethyldisilazan

Indomethacin

Insulin

Isopropanol

Krebs-Henseleit-Puffer

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Life Technologies Corporation, Eugene
Biotest Pharma GmbH, Dreieich
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Merck KGaA, Darmstadt

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Fisher Scientific, Loughborough, UK
Merck KGaA, Darmstadt

PromoCell GmbH, Heidelberg
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt
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Laminin from Engelbreth-Holm-Swarm murine sar-
coma basement membrane
MK571

Normal-Goat-Serum

Oil-Red O

Paraformaldehyd

PSC833

ReagentPack™ Subculture Reagents
Saccomanno Fixation Solution
Trypan Blue solution

R-Glycerophosphat

2.4.2. Nahrmedien und Zusatze

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Alfa Aesar gmbH & Co KG, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

Lonza Cologne GmbH, Kdin
Morphisto GmbH, Frankfurt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Tabelle 8: Ubersicht iiber die verwendeten Ndhrmedien, Zusitze und Kits

Bezeichnung

Hersteller/Lieferant

BD Stemflow™ hMSC Analysis Kit

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
4,5 g/L Glucose, with L-Glutamine
Endothelial Cell Basal Medium (phenol red free)

Fetales Kélberserum

MSC Chondrogenic Differentiation Medium
Penicillin-Streptomycin

REBM™ Renal Epithelial Cell Basal Medium
REBM™ SingleQuots®

SupplementPack Endothelial Cell GM

y-Glutamyltransferase (GGT) Activity Colorimetric
Assay Kit

BD Biosciences, Heidelberg

Lonza Cologne GmbH, Kdin

PromoCell GmbH, Heidelberg
neoFroxx GmbH, Einhausen
PromoCell GmbH, Heidelberg
Merck KGaA, Darmstadt
Lonza Cologne GmbH, Kdlin
Lonza Cologne GmbH, Kdin
PromoCell GmbH, Heidelberg
Merck KGaA, Darmstadt
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2.5. Verbrauchsmaterialien

Tabelle 9: Ubersicht iiber die verwendeten Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Hersteller/Lieferant

Combifix® Adapter (male / male, female / female)

Combitips advanced (verschiedene Gréfen)
Combi-Stopper

CryoPure Gefal, 1,8 mL

Deckglaser

Einmalhandschuhe, pH soft Nitril

Falcons (verschiedene GroRen)
Multiwellplatten (verschiedene GréfRen)

Objekttrager

Pipettenspitzen (verschiedene Volumina)

Pumpschlauch, PharMed® BPT, ID = 1,52 mm

Reagiergefal3, 1,5 mL

Serologische Pipetten (verschiedene Volumina)
Spritzen (verschiedene Volumina)

Sterican Kanilen

Sterilfilter

Vier-Wege-Hahn

Zellkulturflaschen (verschiedene Gréfen)

B.Braun Melsungen AG, Melsungen
Eppendorf AG, Hamburg

B.Braun Melsungen AG, Melsungen
Sarstedt AG & CO. KG, Nirnbrecht
Fisher Scientific, Loughborough, UK
Paul Hartmann AG, Heidenheim
Sarstedt AG & CO. KG, Nirnbrecht
Sarstedt AG & CO. KG, Nurnbrecht
Gerhard Menzel B.V. & Co. KG, Braun-

schweig
Eppendorf AG, Hamburg

IDEX Health & Science GmbH,
Wertheim
Eppendorf AG, Hamburg

Sarstedt AG & CO. KG, Nurnbrecht

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Merck KGaA, Darmstadt

Smiths Medical Deutschland GmbH,

Grasbrunn
Sarstedt AG & CO. KG, Nirnbrecht
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2.6. Membranspezifikationen der Miniatur-Hohlfaserbioreaktoren

Tabelle 10: Spezifikationen der in den Miniatur-Hohlfaserbioreaktoren verwenden Membra-

nen

3M™ MicroPES® TF10 3M™ Plasmaphan® P1 LX

Membranmaterial Polyethersulfon-Polyvinylpyrrolidon- Polypropylen
Gemisch

Kapillarzahl pro Modul 15 14

Innendurchmesser 300 pm 330 ym

Wandstarke 100 pm 150 pm

Aktive Innenflache 7 cm? 7 cm?

Aktive AuRenfléache 12 cm? 14 cm2

Aktive Membranlange 50 mm 50 mm

Sterilisationsart Dampf Dampf
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3. Methoden

Die Arbeit Iasst sich grundsatzlich in zwei Themengebiete gliedern. Im ersten Teil der Ar-
beit sollten zunachst Grundlagen unter standardisierten Zellkulturbedingungen einer 2D-
Zellkulturumgebung erarbeitet werden. Dabei waren Methoden zu etablieren, um proxi-
male Tubuluszellen eindeutig zu charakterisieren, und sie von mesenchymalen Stamm-
zellen aus Fettgewebe zu unterscheiden. Des Weiteren musste die In-vitro-Differenzie-
rung von ASCs zu PTCs entwickelt und etabliert sowie ein Medium identifiziert werden,
welches die Ko-Kultur von ASCs und HUVECs sowie schlief3lich von ausdifferenzierten
PTCs und HUVECs ermdoglicht.

Die in der 2D-Zellkulturumgebung erarbeiteten Methoden sollten anschliel3end in eine 3D-
Zellkulturumgebung aus Miniatur-Hohlfaserbioreaktoren Ubertragen werden. Dabei war
der Fokus zunachst auf der Entwicklung und Etablierung einer Methode, die eine Ko-Kultur
von ASCs und HUVECSs auf synthetischen Hohlfasermembranen reproduzierbar tber eine
langere Kulturdauer sicherstellt, zu legen. Dazu musste zunachst der Einfluss verschiede-
ner Beschichtungen aus extrazellularen Matrixproteinen auf die Vitalitat einer ASC-Zell-
kultur in der standardisierten 2D-Zellkulturumgebung evaluiert werden, um sie anschlie-
Bend in die 3D-Kultur adaptieren zu kdnnen. Das adharente Zellwachstum sollte dabei

sowohl qualitativ, als auch quantitativ Gberprift werden.

AbschlieRend sollten die auf der Membranoberflache wachsenden ASCs durch analoge
Anwendung des 2D-Differenzierungsprotokolls in Miniatur-Hohlfaserbioreaktoren zu pro-
ximalen Tubuluszellen differenziert werden sowie anhand der in Punkt 1 entwickelten Cha-

rakterisierungsmethoden funktional charakterisiert und identifiziert werden.

3.1. Standard Arbeiten mit Primarzellen

Arbeiten mit Primarzellen erfordern eine sterile Arbeitstechnik, um eine Umgebung und
Kulturen ohne Kontaminationen sicherzustellen. Dazu wurden alle Arbeitsschritte auf einer
Sterilwerkbank durchgefihrt, und sdmtliche Gerate wurden vor der Nutzung gereinigt und
desinfiziert. Falls nicht anders angegeben, fanden Inkubationen unter standardisierten
Zellkulturbedingungen bei 37 °C und 5 % CO: statt. Alle verwendeten Nahrmedien bein-
halteten standardmafig 10 mL/L Penicillin/Streptomycin (100 Units Penicillin und 100 pg
Streptomycin pro mL Medium). Soweit nicht anders angegeben, wurde als Basalmedium
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) mit 4,5 g/L Glukose und L-Glutamin ver-
wendet.
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3.1.1. Mediumwechsel bei adharenten Monolayer-Kulturen

ASCs und HUVECSs stellen in einer 2D-Zellkulturumgebung adharente Monolayer-Kultu-
ren dar, die zur Proliferation und Aufrechterhaltung der Vitalitat einen regelmafiigen Wech-
sel des Nahrmediums erfordern, da die Zellen entweder die Nahrstoffe des Mediums me-

tabolisiert haben oder aber Bestandteile des Mediums bei 37 °C mit der Zeit zerfallen [99].

Der Mediumwechsel erfolgte alle zwei bis drei Tage, wobei das alte Medium aus dem
Zellkulturgefall entnommen wurde, ohne dabei den Zellrasen auf der Oberflache zu be-
schadigen. Anschlieliend wurde die gleiche Menge auf 37 °C vorgewarmtes Nahrmedium

hinzugegeben und die Inkubation fortgesetzt.

3.1.2. Subkultivierung

Die Behandlung adharent wachsender Zellen mit der Serinprotease Trypsin ermoglichte
es, die Zellen scherkraftefrei und ohne mechanische Beschadigungen von der Oberflache
zu losen. Die Kulturen wurden bei einer Konfluenz von 70-80 % subkultiviert, um in der
Kultur einen Selektionsdruck zu verhindern, unter dem das Wachstum der Zellen geférdert
worden ware, die trotz unglnstigerer Bedingungen (weniger Nahrstoffe, mégliche pH-Un-
terschiede) weiterhin proliferieren. Dieses Vorgehen verhinderte eine Veranderung der

Zellpopulation Uber die Zeit [100].

Dabei wurde zunachst das Nahrmedium vollstandig entfernt, sowie der Zellrasen mit He-
pesBSS (hepes buffered saline solution) gewaschen. Anschlieend erfolgte die enzyma-
tische Ablosung der Zellen durch Zugabe einer Trypsin/EDTA-L6sung (0,025 %) und In-
kubation fur 7-9 min bei 37 °C unter mikroskopischer Kontrolle (Leica Axiovert 40, Carl
Zeiss AG, Oberkochen), wobei noch an der Oberflache anheftende Zellen durch leichtes
Klopfen geldst wurden. Die Reaktion wurde durch Zugabe von TNS (trypsin neutralizing
solution) abgestoppt, die Zellsuspension zentrifugiert (400 g, 5 min, Raumtemperatur) und
der Uberstand verworfen. AnschlieRend wurden die Zellen entweder neu ausgesat oder

kryokonserviert.

Analog zur 2D-Zellkultur wurde die Subkultivierung auch mit Zellen durchgefihrt, die auf
der Oberflache der Membranen in den Miniatur-Hohlfaserbioreaktoren proliferierten. Die
Zellen wurden in der Trypsin/EDTA-L6sung in ein Réhrchen Uberfuhrt und das Trypsin
dort durch Zugabe von TNS neutralisiert. Zusatzlich wurden die Membranen zweimal mit
PBS (phosphate buffered saline) gewaschen, um mdgliche verbliebene Zellen aus dem

Reaktor zu spulen.
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3.1.3. Zellzahlung und Viabilitatstest im Hamozytometer

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendete Trypanblau-Farbung stellt einen Rou-
tinetest zur Zellzahlbestimmung dar, mit dem zeitgleich die Vitalitat der Zellen analysiert
werden kann. Dabei farbt das Anion des sauren Trypanblaus selektiv Zellproteine toter
Zellen, deren Zellmembran, im Gegensatz zur Membran lebender Zellen, permeabel fur
den Farbstoff geworden ist [100]. Die Zahlung der ungefarbten lebenden Zellen erfolgte

im Hamozytometer, einer flachen, perforierten Glaskammer mit definierter Tiefe.

Zur Analyse der viablen Zellzahl wurden 10 pL der zu untersuchenden Zellsuspension mit
10 yL Trypanblau-Lésung (0,4 %) gefarbt. AnschlieRend wurde die gefarbte Zellsuspen-
sion fur die Zellzahlung in eine Neubauer-Zahlkammer gegeben. Aus dieser so ermittelten

Zellzahl lie3 sich anhand der folgenden Formel 1 die Gesamtzellzahl berechnen:

Formel 1: Berechnung der Gesamtzellzahl

Zellzahl = ZxFxVx10*

= Mittelwert der gezahlten Zellen aus den vier Zahlkammergrof3quadraten
= Verdunnungsfaktor der Zellsuspension
= Gesamtvolumen der urspriinglichen Zellsuspension

104= Kammerfaktor der Zdhlkammer

Zur Bestimmung der Vitalitat der Zellen wurde der Anteil der lebenden Zellen an der Ge-

samtzellzahl (inklusive gefarbter toter Zellen) berechnet.

3.1.4. Kryokonservierung

Die Kryokonservierung bietet die Moglichkeit, Zellen durch Lagerung unter der Tempera-

turgrenze fur biochemische Reaktionen von -120 °C langfristig aufzubewahren [99].

Um in den Experimenten jeweils auf einen einheitlichen Zellpool zuriickgreifen zu kbnnen
wurden ASCs, HUVECs und PTCs zunachst vervielfaltigt und kryokonserviert. Um diese
auf die Kryokonservierung vorzubereiten, wurde zunachst die Zellzahl der Suspension be-
stimmt, die Suspension zentrifugiert (400 g, 5 min, Raumtemperatur), der Uberstand ver-
worfen sowie durch die Zugabe eines speziellen, serumfreien Einfriermediums (Freezing
Medium Cryo-SFM, 10 % DMSO) die gewtlinschte Zellzahl pro mL Medium eingestellt.

Jeweils ein mL dieser Suspension wurde in spezielle Kryordhrchen gegeben, welche
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zunachst in einer mit Isopropanol gefillten Einfrierbox bei -80 °C mit -1 °C pro Minute tber

Nacht eingefroren und am nachsten Tag in einen FlUssigstickstofftank (ca. -190°C) zur

weiteren Lagerung Uberfuhrt wurden.

3.1.5. Auftauen kryokonservierter Zellen

Um die toxischen Einfliisse der Gefrierschutzmittel des Einfriermediums auf die Zellen zu
verringern, wurden diese Substanzen beim Auftauen der Zellen mdglichst schnell entfernt

oder zu einer nicht zellschadigenden Konzentration verdinnt [100].

Dazu wurden die gefrorenen Zellen bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut, bis etwa 90 % der
Eiskristalle aufgelést waren. Die Suspension wurde zur Vermeidung von Zellagglomerati-
onen zunachst vorsichtig resuspendiert, anschlieend ein Volumen entsprechend der ge-
wulnschten Zellzahl entnommen und in neue ZellkulturgefalRe, deren Oberflache bereits
fur 30 min bei Standardbedingungen mit dem entsprechenden Nahrmedium aquilibriert

wurden, Uberflhrt.

3.1.6. Beschichtung von 96-Well-Platten

Um die Adhasion und Proliferation von ASCs auf Beschichtungen aus verschiedenen ext-
razelluldren Matrixproteinen zu evaluieren wurden jeweils 50 pl Fibronektin (10 pg/mL in
PBS) und Laminin (10 pg/mL in PBS) in Wells von 96-Well-Platten gegeben und fir 1 bzw.
2 h bei 37 °C inkubiert. Die Wells wurden anschlieRend gewaschen (2 x, PBS) und mit
entsprechendem Nahrmedium aquilibriert (37 °C). Zur Doppelbeschichtung mit L-DOPA
und Collagen IV wurden die Wells zunachst fur 1 bzw. 2 h mit 50 yL L-DOPA (2 mg/mL in
PBS) fir 1 bzw. 2 h bei 37 °C beschichtet, die Wells gewaschen (2 x, PBS) und mit 50 uL
Collagen IV (25 pug/mL in H20) flr 1 bzw. 2 h inkubiert. Das Collagen IV wurde verworfen,
die Wells gewaschen (2 x, PBS), mit Nahrmedium aquilibriert (37 °C) und die Zellen in den

Wells ausgesat.

3.2. Analytische Methoden
3.2.1. Hoechst-Zellkernfarbung

Der Fluoreszenzfarbstoff Hoechst33342 (bisBenzimide H 33342 trihydrochloride) wurde
genutzt, um die Zellkerne von lebenden und abgestorbenen Zellen zu farben. Dabei bindet

der Farbstoff selektiv in der kleinen Furche der AT-reichen Regionen doppelstrangiger
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DNA. Hoechst33342 weist dank einer zusatzlichen lipophilen Ethylgruppe eine deutlich

héhere Membrangangigkeit auf als andere Mitglieder der Hoechst-Farbstofffamilie [101].

Zur Zellkernfarbung adharent wachsender Zellen auf Hohlfasermembranen in Miniatur-
Hohlfaserbioreaktoren wurden diese zunachst mit PBS gewaschen, mit Glutardialdehyd
(2,5 % in PBS, 5 min, Raumtemperatur) fixiert, erneut gewaschen, mit Hoechst (10 pg/mL
in 0,5 % Humanes Serum Albumin (HSA) in PBS, 5 min, Raumtemperatur) gefarbt sowie
abschlieltend mit HSA/PBS (0,5 %, 1 min, Raumtemperatur, 2 x) gewaschen. Zur fluores-
zenzmikroskopischen Auswertung wurde das Bioreaktormodul aufgesagt, die Membranen
entnommen und in PBS gelagert. Mit einer Rasierklinge wurden Langs- und Querschnitte
der einzelnen Membranen angefertigt, um die Zelladharenz auf der Innen- bzw. Aulien-

seite unter dem Fluoreszenzmikroskop zu analysieren.

3.2.2. Rasterelektronenmikroskopie

Zur weiteren Evaluierung der Zelladhasion und Proliferation wurden die Zellen auf besie-
delten Hohlfasermembranen analog zur Zellkernfarbung fixiert. Daraufhin wurden die Zel-
len durch sequentielle Inkubation in unterschiedlich konzentriertem Ethanol (10 %, 30 %,
50 %, 70 %, 85 %, 95 % (in H20) und absolut, jeweils 15 min) dehydratisiert und mit He-
xamethyldisilazan (HMDS) als chemisches Trocknungsmittel (erst 50 % in EtOH, 1 h,
dann 100 %, 5 min) getrocknet [102]. AnschlieRend wurden die Zellen auf den Membranen
mit Hilfe eines Phenom Pro Tisch-Rasterelektronenmikroskops (REM, Thermo Fisher Sci-
entific GmbH, Dreieich) analysiert. Die Aufnahmen wurden in Kooperation mit Herrn Ste-
fan Belle im Labor von Prof. Dr. Ralf Hellmann, Angewandte Lasertechnik und Photonik,

Technische Hochschule Aschaffenburg, Deutschland, durchgefiihrt.

3.2.3. Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ermoglicht es, einzelne Zellen in einer Suspension nach ihrer
Struktur, Form und/oder Farbung zu analysieren, indem die Zellen einzeln in einem Flus-
sigkeitsstrom an einem Lichtstrahl vorbei entlang transportiert und detektiert werden. Mit
Hilfe dieses Verfahrens lasst sich beispielsweise die Zellzahl einer Zellsuspension und die
Viabilitat von Zellen bestimmen. Dabei wird die den Peptiden angehdrende organische
Verbindung 7-Aminoactinomycin (7-AAD), die spezifisch an der DNA von nicht-viablen
Zellen interkaliert [103, 104], genutzt. Weiterhin lassen sich durch fluoreszenzmarkierte

Antikdrper sowohl Oberflachenmarker als auch intrazellulare Proteine nachweisen [105].
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3.2.3.1. Zellzidhlung und Bestimmung der Zellviabilitat

Zur Bestimmung der Anzahl und der Viabilitat von Zellen einer Zellsuspension wurde diese
zunachst zentrifugiert (400 g, 5 min, Raumtemperatur), der Uberstand verworfen und die
Zellen resuspendiert (PBS, 500 pL). AnschlieRend wurden 50 pL dieser Zellsuspension
mit 20 uL 7-AAD (BD Via-Probe™ Cell Viability Solution) versetzt, kurz gevortext, flr
10 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert, CellWash hinzugegeben (500 L), er-
neut gevortext und fir 15 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Anschlielend
wurde die Zellsuspension am Durchflusszytometer (BD FACSVerse, BD Biosciences)
analysiert. Die Zellpopulation wurde zunachst anhand der GroRRe (forward scatter, FSC)
und Granularitat (side scatter, SSC) der Zellen bestimmt, die auf einer linearen Skala ana-
lysiert wurden. Die Bestimmung des viablen Anteils der Zellpopulation erfolgte tber die
exponentielle Darstellung der gemessenen Fluoreszenz (7-AAD PerCP-Cy5.5-A). Die
Messungen und Auswertungen erfolgten mittels FACSuite Software (Version 1.05, BD
Biosciences). Anhand der folgenden Formel 2 konnte die tatsachliche Zellzahl der ur-

springlichen Probe berechnet werden:

Formel 2: Berechnung der Zellzahl in der urspriinglichen Zellsuspension

Events VR

Zellzahl = m X V_P x Vz
Events = Anzahl der gemessenen lebenden Zellen
Ve = Tatsé&chlich vom Durchflusszytometer gemessenes Probenvolumen [nL]
VR = Gesamtvolumen im Probenréhrchen [uL]
Ve = Volumen der eingesetzten Zellsuspension [uL]
Vz = Volumen der urspriinglichen Zellsuspension [uL]
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3.2.3.2. Markeranalyse

Zur durchflusszytometrischen Analyse wurden je 5 * 10° Zellen pro Réhrchen mit FACS-
Puffer (PBS + 10 % FCS (fetales Kalberserum)) gewaschen (Zentrifugation: 400 g, 5 min,
Raumtemperatur, Uberstand verworfen), mit Fix/Perm-Puffer fixiert (30 min, Eis, dunkel),
abermals gewaschen und zur Verhinderung unspezifischer Bindungen der Antikérper mit
Normal-Goat-Serum (10 % in PBS, 30 min, Raumtemperatur, dunkel) geblockt. Nach er-
neutem Waschen wurde zunachst der Primarantikérper (30 min, Raumtemperatur, dun-
kel) sowie nach einem Waschschritt der konjugierte Sekundarantikérper hinzugegeben
(30 min, Raumtemperatur, dunkel). Nach einem letzten Waschschritt wurde das Zellpellet
in FACS-Puffer aufgenommen und am Durchflusszytometer analysiert. Dabei wurde die
Zellen nach ihrer GroRRe (FSC, linear) und ihrer Fluoreszenz (FITC-A, exponentiell) be-
stimmt. Bei Verwendung konjugierter Primarantikdrper wurde der Waschschritt jeweils mit
Perm/Wash- statt FACS-Puffer durchgefihrt.

Tabelle 11: Beschreibung der in der Durchflusszytometrie verwendeten Antikorper

Antikorper Lieferant Konjugation Spezies Verdiinnung
Anti-Aquaporin 1 ptglab - Maus 1:50
Anti-Na*-/K*-ATPase abcam - Maus 1:50
Anti-Villin abcam - Maus 1:200
Anti-Zytokeratin 18 abcam FITC Maus 1:500

Goat Anti-Mouse 1gG H&L abcam Alexa Fluor® 488 Ziege 1:500

3.2.3.3. Charakterisierung des Stammzelistatus

Mesenchymale Stammzellen exprimieren eine spezifische Kombination aus Oberflachen-
markern, die sich mit Hilfe fluoreszenzmarkierter CD-Antikorper (Cluster of differentiation)
nachweisen lassen. Sie sind u.a. positiv fir CD44, CD73, CD90 und CD105 und gleich-
zeitig negativ fir CD11b, CD19, CD34, CD45 und HLA-DR [74].

Um diese Kombination aus Oberflachenmarkern nachzuweisen, wurde das BD Stem-
flow™ hMSC Analysis Kit (BD Biosciences, Heidelberg) verwendet. Das Kit wurde nach
Herstellerangaben durchgefihrt, die Zellen am Durchflusszytometer entsprechend analy-

siert.
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3.2.4. AlamarBlue™-Assay

Der AlamarBlue™- (oder Resazurin-) Assay bietet eine simple und effektive Methode zur
In-vitro-Analyse der Proliferationsraten von Zellkulturen und zur Durchfihrung von Zytoto-
xizitatstests. Der Test beruht auf der Bioreduktion des oxidierten, blauen, nicht fluoreszie-
renden Farbstoffes Resazurin in seine rosa, fluoreszierende Form Resorufin [106, 107].
Die Fluoreszenz wurde am Fluoreszenz-Mikroplattenreader (Mikrotiterplattenfluorometer
FLx800TB, BioTek) ausgewertet.

?@
gj)\ NADH /H*  NAD*, H,0 N\
HO” : :o: : S0 HO~ : :o: : o

Resazurin Resorufin

Abbildung 8: Mechanismus der Bioreduktion von Resazurin zu Resorufin [108]

Zur Analyse der Bioreduktion des Resazurins wurden die Zellen in 96-Well Zellkulturplat-
ten ausgesat und inkubiert. Nach entsprechend des Assays definierten Zeitpunkten wur-
den je 2 mM Resazurin pro Well hinzugegeben. Nach 1-4 h Inkubationszeit wurden je
70 uL des Uberstands pro Well in eine Mikroplattenreader-Platte (iberfiihrt und die Fluo-

reszenz (Extinktion: 560 nm, Emission: 590 nm) quantifiziert.

3.2.5. y-Glutamyltransferase-Assay

Die y-Glutamyltransferase (y-GGT, GGT) ist ein membrangebundenes Protein, welches
den Transfer von y-Glutamyleinheiten zu Akzeptormolekulen (z.B. Proteine, Peptide) ka-
talysiert. Sie spielt eine Schlisselrolle im y-Glutamylzyklus und wird in der humanen Niere

am starksten im proximalen Tubulus exprimiert [109].

Die Analyse der GGT-Aktivitat erfolgte mit Hilfe des y-Glutamyltransferase (GGT) Activity
Colorimetric Assay Kit (Merck KGaA, Darmstadt) nach Herstellerangaben. Das Prinzip be-
ruht auf der Entfernung der y-Glutamylgruppe des Substrates L-y-Glutamyl-p-Nitroanilin
durch das Enzym, wodurch das Chromogen p-Nitroanilin (418 nm) proportional zur GGT-
Aktivitat entsteht. Zur Analyse der GGT-Aktivitat wurden ASCs und PTCs (je 1 * 10° Zel-
len) in 200 uL eiskaltem GGT-Assay-Puffer homogenisiert. Die optische Dichte wurde am

Mikrotiterplattenluminometer (EIx808IU, BioTek) ausgelesen.
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Die GGT-Aktivitat wurde basierend auf den gemessenen optischen Dichten anhand der

folgenden Formel 3 berechnet:

Formel 3: Berechnung der GGT-Aktivitdt anhand der optischen Dichte

... |nmol  milliunit] B x Proben-Verdinnungsfaktor
GGT Aktivitat e =

min mL Reaktionszeit x V

mL
B= Menge generiertes p-Nitroanilin zwischen Tinitial und Tfinal [NMoOI]
Reaktionszeit = Ttinal - Tinitial [Min]
V= Probenvolumen pro Well [mL]

Dabei stellt eine Unit GGT die Menge Enzym dar, die pro Minute bei 37 °C exakt 1 ymol

p-Nitroanilin generiert.

3.2.6. Fluoreszenzbasierte Funktionalitits-Assays

Durch Zugabe von membrangangigen, hydrophilen und nicht fluoreszierenden Farbstof-
fen, die intrazellular zu fluoreszierenden Produkten abgebaut werden, und der gleichzeiti-
gen Inhibierung der substratspezifischen Effluxtransporter, wurde in den adharenten Zell-
kulturen ein intrazellularer Fluoreszenzunterschied im Vergleich zu unbehandelten Kon-
trollzellen nachgewiesen. Diese Fluoreszenzakkumulation tritt nur bei funktionaler Expres-

sion der inhibierten Transporter auf [110].

5-Chloromethylfluorescein-diacetat (CMFDA) und Calcein-AM wurden verwendet, um die
Aktivitat der Transporter multidrug resistance protein 4 und P-glycoprotein zu evaluieren,
wobei MK571 und PSC833 als Inhibitoren der Effluxtransporter dienten. Um die GS-MF
Retention (fluoreszierendes Abbauprodukt von CMFDA) zu bestimmen, wurden die Zellen
mit CMFDA (0,5 uM in Krebs-Henseleit-Puffer) in Kombination mit 2,5 bzw. 5 yM MK571
inkubiert (30 min), gewaschen (Krebs-Henseleit-Puffer, eiskalt, 2 x), inkubiert (30 min) und
anschlieend die Fluoreszenz (Extinktion: 492 nm, Emission: 517 nm) gemessen.

Zur Bestimmung der Calcein-Retention wurden die Zellen mit Calcein-AM (1 uM in Krebs-
Henseleit-Puffer) in Kombination mit 1 bzw. 0,5 yM PSC833 inkubiert (1 h), gewaschen
(Krebs-Henseleit-Puffer, eiskalt, 2 x), mit Triton X-100 (1 %) lysiert, inkubiert (1 h) und die

Fluoreszenz (Extinktion: 485 nm, Emission: 530 nm) gemessen.
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3.2.7. Statistische Methoden

Die Messergebnisse werden als Mittelwerte + Standardabweichungen angegeben. Die
statistische Analyse wurde flr normal verteilte Daten mittels zweifacher ANOVA gefolgt
von einem paarweisem Post-hoc-Vergleich nach Tukey mit der Software Minitab® 17 (Ad-
ditive GmbH, Friedrichsdorf, Deutschland) durchgefuhrt. Bei nicht normal verteilten Daten
wurde der Friedman-Test fur nicht-parametrische statistische Tests genutzt. Ein p < 0,05

wurde als statistisch signifikant angesehen.

3.3. In-vitro-Differenzierungsprotokolle
3.3.1. Adipogene Differenzierung

Zur adipogenen Differenzierung von ASCs in-vitro wurden diese bis zur Konfluenz expan-
diert. Die konfluente Kultur wurde durch einen dreimaligen Zyklus aus Induktion und Auf-
rechterhaltung optimal zur Differenzierung stimuliert. Jeder Zyklus bestand aus einer drei-
tagigen Inkubation mit adipogenem Differenzierungsmedium, sowie einer eintdgigen Inku-
bation im Erhaltungsmedium (Zusammensetzung vgl. Tabelle 12). Nach Abschluss der
drei Zyklen wurden die Zellen sieben Tage im Erhaltungsmedium inkubiert. Die adipogene

Differenzierung wurde mittels Oil-Red-O-Farbung nachgewiesen.

Tabelle 12: Zusammensetzung der Medien zur adipogenen Differenzierung und zur Erhal-
tung des Differenzierungsstatus von ASCs

Differenzierungsmedium Erhaltungsmedium
Fetales Kélberserum 10 % 10 %
Insulin 10 pyg/mL 10 pug/mL
3-Isobutyl-1-methylxanthin 1mM -
Dexamethason 1 uM -
Indomethacin 0,1 mM -

3.3.2. Osteogene Differenzierung

Um ASCs in-vitro zu Osteoblasten zu differenzieren, wurden die ASCs bis zur Konfluenz
proliferiert und anschlieRend fur 21 d in einem osteogenen Differenzierungsmedium (Zu-
sammensetzung vgl. Tabelle 13) kultiviert. Die osteogene Differenzierung wurde durch

eine Alizarin-Red-S-Farbung nachgewiesen.
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Tabelle 13: Zusammensetzung des Mediums zur osteogenen Differenzierung von ASCs

Differenzierungsmedium
Fetales Kélberserum 10 %
R-Glycerophosphat 10 mM
Ascorbinsaure 0,1 mM
Dexamethason 0,1 uM

3.3.3. Chondrogene Differenzierung

Die Differenzierung von ASCs in Chondrozyten wird durch Zellkulturbedingungen ermég-

licht, die eine hohe Zelldichte erlauben, wie beispielsweise 3D-Spheroide [111].

Zur Spheroidbildung wurden 3 * 10° Zellen pro Well in einer unbehandelten 96-Well U-
Boden-Platte in Standardmedium ausgesat, woraus sich nach 24-48 h Inkubation spontan
Spheroide bildeten. Die Spheroide wurden fir 21 d in MSC-Chondrogenic-Differentiation-
Medium (PromoCell GmbH, Heidelberg) inkubiert, wobei alle drei Tage das Medium ge-
wechselt wurde. Die chondrogene Differenzierung wurde Uber eine Alcian-Blau-Farbung

nachgewiesen.

3.3.4. Differenzierung mesenchymaler Stammzellen zu proximalen Tubulus-

zellen

Um ASCs in-vitro zu proximalen Tubuluszellen zu differenzieren, wurden diese mit ver-
schiedenen I8slichen Differenzierungsfaktoren (vgl. Tabelle 14) fur bis zu 35 Tage inku-

biert, wobei alle vier Tage das Nahrmedium gewechselt wurde.

Tabelle 14: Konzentration der verwendeten Differenzierungsfaktoren im Differenzierungs-
medium

Differenzierungsfaktor Konzentration (niedrig) Konzentration (hoch)
ATRA 2,5 uM 5uM

Aktivin A 5 ng/mL 10 ng/mL

BMP-7 25 ng/mL 50 ng/mL
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3.4. Histologische Farbemethoden

3.4.1. Oil-Red-O-Farbung

Der fettldsliche Azofarbstoff Qil-Red-O aus der Gruppe der Sudan-Farbstoffe wird in der
Histologie zur Darstellung von Lipiden verwendet, wobei die Farbung auf einer hdheren
Affinitat des Farbstoffes zu Fett als zu seinem Losungsmittel beruht. Ausdifferenzierte Adi-
pozyten kénnen Uber die Farbung intrazellularer Lipid-Tropfen charakterisiert werden
[112].

Fir die Oil-Red-O-Farbung wurden die Zellen zunachst gewaschen (PBS), mit Parafor-
maldehyd (4 %, 1 h, Raumtemperatur) fixiert, mit Ho.O gewaschen und getrocknet (1 h,
Raumtemperatur). AnschlielRend wurden die Zellen mit Qil-Red-O (0,5 %, 5 min, Raum-
temperatur) gefarbt sowie erneut mit H.O gewaschen (3 x). Die Auswertung erfolgte unter

dem Lichtmikroskop.

3.4.2. Alizarin-Red-S-Farbung

Der Farbstoff Alizarin-Red-S wird zur histologischen Charakterisierung von Calcium ge-
nutzt und ermdéglicht den Nachweis von Kalkablagerungen in Geweben [113]. Dabei bildet
er durch Chelation an Calcium das rot erscheinende Alizarin-Red-S-Calcium. Die Alizarin-
Red-S-Farbung stellt eine gangige Methode dar, um calciumhaltige Osteozyten in diffe-
renzierten Osteoblasten nachzuweisen und ist somit ein Indikator fur eine erfolgreiche Dif-

ferenzierung von ASCs in Osteoblasten [114].

Zur Farbung der extrazellularen Calcium-Ablagerungen wurden die Zellen mit PBS gewa-
schen, mit Paraformaldehyd (4 %, 30 min, Raumtemperatur) fixiert, mit HO erneut gewa-
schen (3 x), mit der Alizarin-Red-S-Ldsung (5 min, Raumtemperatur, dunkel) gefarbt so-
wie abschlielend erneut mit H,O gewaschen. Die Auswertung erfolgte unter dem Licht-

mikroskop.

3.4.3. Alcian-Blau-Farbung

Die Differenzierung von ASCs zu Chondrozyten in 3D-Spheroidkulturen flhrt zu einer
Knorpelbildung inklusive charakteristischer extrazellularer Matrix. Das Proteoglykan Agg-
recan stellt eines der wichtigsten Molekule innerhalb der Knorpelmatrix dar und wurde als

Indikator fir die Knorpelbildung durch den Farbstoff Alcian-Blau nachgewiesen [115].

39



Julius-Maximilians-
UNIVERSITAT
RZBUR

I WURZBURG Methoden

Zur Detektion des Aggrecans wurden die Spheroide zunachst vorsichtig mit PBS gewa-

schen, mit Saccomanno Fixation Solution (3 h, Raumtemperatur) fixiert, gewaschen (H-O,
2 x) und mit der Alcian-Blau-Lésung (45 min, Raumtemperatur, dunkel) gefarbt. Anschlie-
Rend wurden die Spheroide mit Entfarbeldsung (EtOH in Essigsaure 3:2, 10 min, 2 x) ge-

waschen, in PBS aufgenommen und analysiert.

3.5. Arbeiten mit Miniatur-Hohlfaserbioreaktoren

Um wahrend der Arbeiten mit Miniatur-Hohlfaserbioreaktoren das Kontaminationsrisiko so
gering wie madglich zu halten, wurden samtliche verwendete Lésungen Uber eine sterile
Spritze aufgezogen. Jegliche Arbeitsschritte an den Modulen wurden darlber hinaus auf
einer Sterilwerkbank durchgeflihrt. Weiterhin war luftblasenfreies Arbeiten essentiell, még-

liche Luftblasen in den Modulen wurden durch vorsichtiges Klopfen entfernt.

3.5.1. Hydrophilisierung der Bioreaktoren

Aufgrund ihrer Hydrophobie mussten die Polypropylen-Membranen zunachst durch Spu-
len mit Ethanol hydrophilisiert werden, bevor sie mit Zellen besiedelt werden konnten.
Dazu wurden 3 mL Ethanol (70 %) im Intrakapillarraum zwischen Ein- und Ausgang hin
und her sowie Uber die jeweiligen Spritzen erzeugten Unterdruck Gber die Membran in den
Aulenraum und wieder zurlck gespult, und fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das
Ethanol wurde anschlieRend verworfen, mégliche verbliebene Ethanolreste durch zwei-
maliges Spulen mit H2O (5 mL, Inkubation jeweils 1 min, Raumtemperatur) entfernt, wobei
die Durchfihrung analog zur Hydrophilisierung erfolgte. Nach der Hydrophilisierung

konnte mit den Polypropylen- und Polyethersulfon-Membranen parallel gearbeitet werden.
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Extrakapillarraum
Eingang Ausgang

Intrakapillarraum
Eingang

Abbildung 9: Setup fiir die Arbeiten mit Miniatur-Hohlfaserbioreaktoren

Der Intrakapillarein- bzw. -ausgang ist mit 4-Wege-Hahnen und Spritzen, der Extrakapillarein- bzw.
-ausgang nur mit Spritzen zum Hinzugeben oder Entfernen der Flissigkeiten versehen.

3.5.2. Aufbau des Besiedlungssetups

Das Setup zur Zellbesiedlung von Hohlfasern in Miniatur-Hohlfaserbioreaktoren bestand
aus einer peristaltischen Pumpe (Ismatec® IPC, IDEX Health & Science GmbH, Wert-
heim), die prazise sehr niedrige Flussraten ermdglichte und einem Reservoir fir Medien
inklusive Sterilfilter, der den Gasaustausch der Medien mit der Umgebung sicher stellte.
Die Bioreaktoren wurden Gber Schlauche einem thermoplastischen Elastomer (PharMed®
BPT, IDEX Health & Science GmbH, Wertheim) mit einem Innendurchmesser von
1,52 mm mit dem Reservoir verbunden (Abbildung 10). Um ein leichteres Handling zu
ermoglichen (fur den Transport in den CO2-Inkubator), befand sich der Aufbau in einem
selbst angefertigten Plexiglasgestell.
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Abbildung 10: Setup zur Besiedlung von Miniatur-Hohlfaserbioreaktoren

Zu sehen ist die peristaltische Pumpe, die Reservoire mit den Sterilfiltern, sowie die integrierten
Miniatur-Hohlfaserbioreaktoren.

Sterilisierte Schlauchsets wurden mit den jeweiligen Modulausgéngen der Miniatur-Hohl-
faserbioreaktoren verbunden, um sowohl einen intra- als auch extrakapillaren Medium-
fluss zu gewahrleisten, die Reservoire mit 30 mL PBS befiillt, die gesamten Sets in den
Pumpkreislauf angeschlossen und flir 24-72 h bei einem Volumenstrom von 1,2 mL/min
bei 37 °C und 5 % CO; gesplilt, um madgliche Verunreinigungen aus der Produktion und

mogliche verbliebene Ethanolreste aus den Membranen zu entfernen.

3.5.3. Beschichtung und Aquilibrierung vor der Zellbesiedlung

Zur Beschichtung der Membranen mit Fibronektin wurden die Module zunachst vom je-
weiligen Schlauchset getrennt und der Innen- und Auflenraum geleert, um eine mogliche
Verdinnung der Fibronektinlésung zu verhindern. Das Fibronektin (3 mL, 10 ug/mL in
PBS) wurde zur Beschichtung der Membraninnenseite zunachst in den Intrakapillarraum
sowie anschliefdend Uber die Membran in den Auf3enraum gespuilt. Zur Beschichtung der
Membranauf3enseite wurde in umgekehrter Reihenfolge gespllt. Die Module wurden bei
37 °C, 5 % COz fir 1 h inkubiert, wobei die Module nach 30 min um 180° gewendet wur-
den, um eine optimale Verteilung des Fibronektins zu gewahrleisten. Nach der
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Beschichtung wurden die Module erneut an die Schlauchsets angeschlossen und die

Membranen bei einem Volumenstrom von 0,15 mL/min bei 37 °C und 5 % CO. fur 1 h mit

Nahrmedium aquilibriert.

3.5.4. Besiedlung der funktionalisierten Membranoberflachen

Zur Zellbesiedlung der Oberflachen der Hohlfasermembranen in den Miniatur-Hohlfaser-
bioreaktoren wurden je nach Zelltyp und Assay unterschiedliche Besiedlungsdichten ver-
wendet. Jeweils 3 mL der jeweiligen Zellsuspension wurde in den zu besiedelnden Raum
der Module gebracht. Dabei wurde die Suspension zunachst im Intrakapillarraum (fir die
Innenbesiedlung) oder im AufRenraum (Besiedlung der Auf3enoberflache) gespllt. An-
schlieRend wurden die Zellen durch Filtration der Zellsuspension tber die Membran durch
den so entstehenden Filtrationsdruck leicht an die Membranen gedrtckt, wodurch eine
Adhasion der Zellen an die Membran unterstutzt werden sollte. Die Module wurden bei
37 °C statisch inkubiert, wobei die Module je nach Zelltyp zwischenzeitlich um 180° ge-
wendet wurden, um eine einseitige Zellbesiedlung durch Sedimentierung der Zellen inner-
halb der Kapillaren bzw. Module zu verhindern. Dabei wurden die Zeitpunkte anhand der

beobachteten Adharenzdauer in der 2D-Zellkulturumgebung ausgewahilt:

- ASCs: Alle 4 min, bis Minute 24, dann alle 30 min bis Minute 180
-  HUVECS: Alle 5 min, bis Minute 30, dann alle 30 min bis Minute 90
- HRPTEpCs: Nach 4 h, dann Inkubation Gber Nacht

Zur Ko-Kultur von ASCs auf der Innen- und HUVECs auf der AulRenseite der Membranen

wurde zunachst die Innenseite (2 h) und anschliel3end die AulRenseite (1,5 h) besiedelt.

Anschlieend konnten die Module entweder auf ihre Besiedlungsdichte analysiert oder zur
weiteren Inkubation (d.h. Untersuchung der Proliferation der Zellen Gber einen langeren
Zeitraum) erneut an den Nahrmedienkreislauf (Volumenstrom 0,15 mL/min, 37 °C, 5 %

CO,) angeschlossen werden.
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4. Ergebnisse

4.1. Charakterisierung proximaler Tubuluszellen
4.1.1. Vergleich der Phianotypen von ASCs und PTCs

Um primare proximale Tubuluszellen durchflusszytometrisch auf ihre Expression der spe-
zifischen Marker AQP1, CK18, Na*-/K*-ATPase und Villin 1 zu analysieren, wurden human
renal proximal tubule epithelial cells (nRPTEpC) zunachst im REBM™ Renal Epithelial
Cell Basal Medium + REBM™ SingleQuots® und ASCs unter Standardbedingungen bis
zur Konfluenz proliferiert. Dabei wurden die Zellmorphologien unter taglicher mikroskopi-
scher Kontrolle miteinander verglichen. Zur Analyse der Markerexpression in hRPTEpCs
und ASCs wurden die Zellen in Suspension genommen, fixiert und nach der entsprechen-

den Antikorperfarbung (Konzentration vgl. Tabelle 11) durchflusszytometrisch analysiert.

Abbildung 11: Phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen von hRPTEpCs und ASCs

Die Aufnahmen zeigen proliferierende Zellkulturen von hRPTEpCs (A, Aussaatdichte: 4 * 103 Zel-
len pro cm?) und ASCs (B, Aussaatdichte: 5 * 102 Zellen pro cm?) jeweils an Tag 1, 3 und 5 nach
Aussaat der Zellen. Proliferierende hRPTEpCs zeigten die typische Zellmorphologie eines isopris-
matischen Epithels mit nahezu wurfelférmiger Gestalt der Zellen. Im Gegensatz dazu zeigten die
ASCs eine Morphologie mit diffusem, deutlich weitreichenderem Zytoplasma (VergréRerung: 100x).
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Die optische Kontrolle der Zellmorphologie am Phasenkontrastmikroskop zeigte deutliche
Unterschiede in Form und GréRe von hRPTEpCs und ASCs (Abbildung 11). Bereits an

Tag 1 nach Aussaat war die typische Spiegeleiform der ASCs mit raumgreifendem, zer-

kluftetem Zytoplasma zu sehen. Weiterhin bildeten die ASCs wahrend der Proliferation
vermehrt Zellauslaufer und behielten ihre Erscheinung bei. Im Gegensatz dazu zeigten
die hRPTEpCs bereits an Tag 1 die fir ein einschichtiges, isoprismatisches Epithel typi-
sche, beinahe wiirfelférmige Gestalt mit vereinzelten langen Zellauslaufern. Zusatzlich
zeigten sie an Tag 5 nach Aussaat bereits erste Kuppelbildungen, was auf ein ausgereiftes

Epithelium und unidirektionellen Wassertransport schlielen lasst [116].
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Name |Events | % Total | % Parent| | Name | Events | % Total | % Parent
AQP1:AQP1+ 8,047 8047 99.83 AQP1:AQP1+ 8,002 80.02 99.54
ATPase:Na-/K-ATPase+ 8,070 80.70 99.85 ATPase:Na-/K-ATPase+ 7218 7218 91.06
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Abbildung 12: Durchflusszytometrische Analyse von hRPTEpCs und ASCs

Dargestellt sind zum einen die unmarkierten Zellen, zum anderen Zellpopulationen, die mit Antikor-
pern gegen AQP1, Na*-/K*-ATPase, Vil1 und CK18 markiert sind, jeweils nach ihrer Grée (FSC-
A) und der Fluoreszenzintensitat (FITC-A). Die blau dargestellten Zellen oberhalb des Gatings sind
jeweils fur den entsprechenden Marker positiv, die unterhalb des Gatings liegenden Zellen sind fir
den entsprechenden Marker negativ. Die abgebildeten Statistiken zeigen die quantitative Auswer-
tung des fiir die verschiedenen Marker positiven Anteils der Gesamtpopulation (% Parent). (A) Dar-
stellung der analysierten hRPTEpCs. (B) Darstellung der analysierten ASCs.
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Die nach der Proliferation durchgefiihrten durchflusszytometrischen Markeranalysen von
hRPTEpCs und ASCs sind in Abbildung 12 dargestellt. Sowohl die unmarkierten
hRPTEpCs, als auch die unmarkierten ASCs bildeten eine homogene Zellpopulation. Die
hRPTEpCs waren fir die tubulusspezifischen Marker AQP1 (99,8 % der analysierten Zel-
len), Na*-/K*-ATPase (99,9 %) und CK18 (98,9 %) positiv. Hingegen konnten in nur
21,7 % der analysierten Zellen eine Villin 1-Expression nachgewiesen werden. Ebenso
war eine Expression von AQP1 (99,5 %) und der Na*-/K*-ATPase (91,1 %) in nahezu allen

ASCs zu beobachten, wohingegen Villin 1 nur in 18,8 % der Zellen exprimiert wurde. Die

Zytokeratin 18-Expression in ASCs unterschied sich mit 0,3 % positiven Zellen deutlich
von der in hRPTEpCs.

4.1.2. Aktivitat der y-Glutamyltransferase

Zur weiteren eindeutigen Charakterisierung der proximalen Tubuluszellen wurde die Akti-
vitat der y-Glutamyltransferase, einem membrangebundenen Protein analysiert, welches
in der humanen Niere am starksten im proximalen Tubulus exprimiert wird [109]. Die Mes-
sung der Enzymaktivitat in hRPTEpCs und ASCs erfolgte kolorimetrisch anhand des y-
Glutamyltransferase (GGT) Activity Colorimetric Assay Kit (Merck KGaA, Darmstadt).

Aktivitat der y-Glutamyltransferase - hRPTEpCs vs. ASCs

GGT-Aktivitat [mU/mL]

Positiv-Kontrolle hRPTEpCs ASCs
(Kit)

Abbildung 13: Aktivitat der GGT in ASCs und hRPTEpCs

Abgebildet ist die Aktivitat der GGT in ASCs und hRPTEpCs sowie der Positiv-Kontrolle des Kit-
Herstellers, um die Funktionalitdt des Assays zu bestatigen (n = 2). Im Vergleich zu ASCs wiesen
die hRPTEpCs eine um ca. 25-fach hohere Aktivitat auf.
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Abbildung 13 zeigt eine graphische Abbildung der aus den gemessenen optischen Dichten
berechneten Aktivitdt der GGT in hRPTEpCs und ASCs (vgl. Formel 3). Die Aktivitat der
GGT in hRPTEpCs lag bei 9,9 £ 2,5 mU/mL, in ASCs konnte mit 0,4 £ 0,0 mU/mL nahezu

keine GGT-Aktivitdt gemessen werden.

4.1.3. Funktionale Expression und Effluxaktivitait von MRP4 und P-gp

Um die Transportaktivitat des multidrug resistance protein 4 und des P-glycoprotein in
kultivierten hRPTEpCs zu analysieren, wurde die Aktivitat der jeweiligen Transporter durch
Zugabe spezifischer Inhibitoren inhibiert [110]. Die Aktivitat der ABC-Transporter MRP4
und P-gp wurde in An- und Abwesenheit der Inhibitoren MK571 bzw. PSC833 analysiert
und miteinander verglichen. Die Substrate CMFDA (fir MRP4) und Calcein-AM (fir P-gp)
generieren nach intrazellularer Hydrolyse durch Esterasen im Zytoplasma fluoreszierende
Eigenschaften, wobei CMFDA zu Carboxylfluorescein-Gluthathion (GS-MF) konjugiert
wird. Die fluoreszenten Endprodukte des intrazellularen Abbaus wurden jeweils zur Be-
stimmung der Transportaktivitat von MRP4 (GS-MF) und P-gp (Calcein) genutzt. Aus der

gemessenen Fluoreszenzretention konnte die Aktivitat der Transporter berechnet werden.
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Abbildung 14: Fluoreszenzretention und Effluxaktivitat

Die Abbildung zeigt die gemessene Fluoreszenzretention (oben) und die daraus errechnete Efflu-
xaktivitat der untersuchten Transporter MRP4 und P-gp (unten) fiir die jeweiligen Substrate CMFDA
und Calcein-AM bzw. deren fluoreszenten Abbauprodukte (GS-MF bzw. Calcein) in An- und Abwe-
senheit der Inhibitoren MK571 (5 bzw. 2,5 yM) und PSC833 (1 bzw. 0,5 uM) in hRPTEpCs und
ASCs (n = 5). Die Kontrollen (Fluoreszenzretention bzw. Effluxaktivitat in Abwesenheit der Inhibi-
toren) wurden normalisiert. Die Daten sind im Verhaltnis zur jeweiligen Kontrolle abgebildet. Die
aus der GS-MF Retention berechnete Effluxaktivitat des MRP4 lieR® sich in hRPTEpCs auf 38 %
der unbehandelten Kontrolle inhibieren. Die Effluxaktivitat des P-gp in hRPTEpCs zeigte nach In-

hibierung eine Reduktion auf 72 % der Aktivitat der unbehandelten Kontrolle.
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Da die Inhibierung der Effluxaktivitat in der Akkumulation der fluoreszenten Abbaupro-
dukte GS-MF und Calcein der zugegebenen Substrate CMFDA und Calcein-AM resultiert,

wird die Effluxaktivitat als Inversion der Fluoreszenzintensitat abgebildet. Die Effluxaktivi-

tat wurde durch Normalisierung der Intensitat der intrazellularen Fluoreszenzretention be-
rechnet. Dabei wurde das Verhaltnis der Intensitat in den zu untersuchenden Zellen (mit

Inhibitor) zur Intensitat in Kontrollzellen (ohne Inhibitor) dargestellt.

Wie in Abbildung 14 dargestellt, erhdhte sich die intrazellulare Akkumulation in hRPTEpCs
von GS-MF in Anwesenheit von 5 uM des Inhibitors MK571 etwa um das 2,6-fache
(267 £ 17 %; p < 0.05 zur unbehandelten Kontrolle) und in Anwesenheit von 2,5 yM um
das 1,7-fache (172 + 14 %; p < 0.05 zur unbehandelten Kontrolle) im Vergleich zu nicht
inhibierten hRPTEpPCs. In ASCs konnte kein signifikanter Unterschied (111 £ 6 % bzw.
98 + 14 %) in der Fluoreszenzretention gemessen werden. Die aus der Retention berech-
neten Effluxaktivitaten der MRP4 lagen in hRPTEpCs unter Inhibierung mit 5 yM MK571
bei 38 £ 2 % und mit 2,5 yM MK571 bei 58 + 4 % der nicht inhibierten Kontrolle. Die Efflu-
xaktivitat in ASCs zeigte keinen Unterschied zwischen mit MK571 behandelten (90 £ 5 %
fur die hohe, 102 + 12 % fur die niedrige Inhibitorkonzentration) und unbehandelten Kon-

trollen.

Die intrazellulare Akkumulation von Calcein, dem fluoreszenten Abbauprodukt von Cal-
cein-AM, in hARPTEpCs erhoéhte sich in Anwesenheit von 1 uM des P-gp-Inhibitors PSC833
etwa um das 1,4-fache (138 + 9 %; p < 0.05 zu nicht inhibierter Kontrolle), wohingegen fir
die niedrige Konzentration (0,5 uM) keine Erhéhung (102 + 6 %) verglichen mit der unbe-
handelten Kontrolle zu beobachten war. In ASCs war fur beide Konzentrationen keine sig-
nifikante Erhéhung im Vergleich zur Kontrolle zu sehen (91 + 3 % bzw. 107 + 2 %).

Die errechneten Effluxaktivitaten des P-gp fir Calcein lagen in hRPTEpCs nach der Inhi-
bierung durch die hohe PSC833 Konzentration mit 72 £ 6 % unter der der nicht inhibierten
Kontrollzellen. Bei Inhibierung durch die niedrige PSC833-Konzentration zeigte P-gp mit
98 + 5 % die gleiche Aktivitat wie in nicht inhibierten Kontrollzellen. In ASCs unterschied
sich die Aktivitat (110 £4 % fur 1 yM und 93 £ 2 % fir 0,5 uM) sowohl bei Inhibierung
durch die hohe, als auch durch die niedrige Konzentration nicht von der Aktivitat in den

Kontrollzellen.
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4.2. In-vitro-Differenzierung von ASCs zu PTCs in der 2D-Zellkultur

Um ASCs in-vitro in der standardisierten 2D-Zellkulturumgebung zu proximalen Tubulus-
zellen zu differenzieren, wurden diese unter Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen
I6slicher Differenzierungsfaktoren, All-Trans-Retinoinsaure, Aktivin A und BMP-7, kulti-

viert.

Einfluss der Konzentration der Differenzierungsfaktoren auf den Differenzierungsstatus

Um die Abhangigkeit der Differenzierung von der jeweiligen Konzentration der Differen-
zierungsfaktoren zu analysieren, wurde die Differenzierung zunachst mit einem niedrig
(2,5 M ATRA, 5 ng/mL Aktivin A, 25 ng/mL BMP-7) und einem hoch konzentrierten (5 uM
ATRA, 10 ng/mL Aktivin A, 50 ng/mL BMP-7) Ansatz durchgeflhrt. Der Differenzierungs-
status wurde durchflusszytometrisch tber die CK18-Expression und die Aktivitat der y-
Glutamyltransferase zum jeweiligen Zeitpunkt kontrolliert. Die bei einer Aussaatdichte von
5 * 103 Zellen pro cm? nach jeweils 7, 21, 28 und 35 Tagen der Kultivierung mit bzw. ohne
Differenzierungsfaktoren durchgeflihrten Analysen sind in den Abbildung 15 und Abbil-
dung 16 dargestellt. Die quantitativen Auswertungen der Analysen sind in Tabelle 15 auf-
gefuhrt.
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Abbildung 15: Durchflusszytometrische Analyse von undifferenzierten bzw. differenzierten

ASCs

(A) Dot-Blots der im Standardmedium kultivierten Kontrollen (B) Dot-Blots der mit der niedrigen
Konzentration der Differenzierungsfaktoren kultivierten ASCs. Dargestellt sind jeweils unmarkierte
und mit Antikdrpern gegen CK18 markierte Zellpopulationen nach 7, 21, 28 und 35 Tagen in Kultur,
jeweils nach ihrer GréRe (FSC-A) und der Fluoreszenzintensitat (FITC-A). Uber die Dauer der Kul-
tivierung war eindeutig eine Zunahme der CK18 positiven Zellen zu sehen, wohingegen die unbe-
handelten Kontrollen keine Veranderung zeigten.
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Abbildung 16: Durchflusszytometrische Analysen von undifferenzierten bzw. differenzierten

ASCs

(A) Dot-Blots der Kontrollen. (B) Dot-Blots der mit der hohen Konzentration der Differenzierungs-
faktoren differenzierten ASCs. Es sind jeweils unmarkierte und CK18 markierte Zellpopulationen
nach 7, 21, 28 und 35 Tagen in Kultur dargestellt. Mit ldngerer Kulturdauer stieg der Anteil der
CK18-positiven Zellen der mit den Differenzierungsfaktoren kultivierten ASCs, wohingegen die un-
behandelte Kontrolle keine Veranderung in der Zellpopulation zeigte.
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Tabelle 15: Quantitative Auswertung der durchflusszytometrischen Analysen der undiffe-
renzierten bzw. differenzierten ASCs

Anteil CK18-positiver Zellen an der Gesamtzellpopulation
Konzentration der Differenzierungsfaktoren

Tag Kontrollen
niedrig hoch
7 1,3 % 6,7 % 7,5 %
21 0,7 % 10,7 % 11,6 %
28 0,3 % 251 % 20,6 %
35 0,2% 33,7 % 32,4 %

In den kultivierten Kontrollzellen konnte zu keinem Zeitpunkt eine nennenswerte CK18-
Expression nachgewiesen werden (maximal 1,3 % an Tag 7). Im Gegensatz dazu lief sich
fur beide getesteten Konzentrationen der Differenzierungsfaktoren eine Zunahme der
CK18-positiven Population tber die Dauer der Kultivierung beobachten (vgl. Abbildung 15
und Abbildung 16, sowie Tabelle 15). Die Zellpopulation anderte sich von einer noch fast
homogenen Verteilung an Tag 7 unterhalb des CK18-Gatings zu einer heterogenen Po-
pulation mit zunehmender Anzahl im Gate. So waren nach 7 Tagen 6,7 % bzw. 7,5 % der
Zellen positiv fur CK18, nach 21 Tagen bereits 10,7 % bzw. 11,6 %. Nach 35 Tagen Kultur
im Differenzierungsmedium prasentierten 33,7 % der mit der niedrigen Konzentration be-
handelten und 32,4 % der mit der hohen Konzentration behandelten Zellen einen flr
CK18-positiven Phanotypen. Es fand sich ferner kein Unterschied zwischen den beiden
verwendeten Konzentrationen, ASCs zu einem flir den tubulusspezifischen Marker CK18

positiven Zelltyp zu differenzieren.

Vergleich der Aktivitét der y-Glutamyltransferase in undifferenzierten bzw. differenzierten
Zellen

Zusatzlich zur durchflusszytometrischen CK18-Analyse wurde zum jeweiligen Zeitpunkt

die GGT-Aktivitat in den Zellen gemessen.
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Aktivitat der y-Glutamyltransferase - Kontrollen vs. differenzierte Zellen
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Abbildung 17: GGT-Aktivitat in Kontrollzellen und differenzierten ASCs

Abgebildet ist die aus den optischen Dichten berechnete GGT-Aktivitat in undifferenzierten Kon-
trolizellen und differenzierten ASCs fiir die beiden verwendeten Konzentrationen der Differenzie-
rungsfaktoren jeweils nach 7, 21 und 28 Tagen in Kultur. Zu keinem Zeitpunkt konnte GGT-Aktivitat
nachgewiesen werden.

Wie in Abbildung 17 zu sehen, zeigten sowohl die Kontrollzellen, als auch die mit den
beiden verwendeten Konzentrationen der Differenzierungsfaktoren differenzierten ASCs
zu keinem der Messzeitpunkte eine nachweisbare GGT-Aktivitat. Durch die Positiv-Kon-

trolle konnte die Funktionalitat des Assays bestatigt werden.

Aufgrund der Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse wurde in allen weiteren
Differenzierungsexperimenten ausschliellich die niedrige Konzentration der Differenzie-
rungsfaktoren angewendet sowie der Differenzierungsstatus tUber die CK18-Expression

nachgewiesen.

Differenzierung von ASCs zu PTCs aus Zellen unterschiedlicher Herkunft

Das Differenzierungsprotokoll wurde anschliellend analog mit ASCs aus zwei weiteren
unterschiedlichen Quellen mit der niedrigen Konzentration der Differenzierungsfaktoren
wiederholt. ASC1 beschreibt dabei kommerziell verfigbare Zellen, ASC2 und ASC3 je-
weils aus Fettgewebe zweier verschiedener Patienten isolierte und aufgereinigte Spen-
derzellen. Die Analysen erfolgten analog zum vorherigen Versuch. Es werden nur die

quantitativen Ergebnisse dargestellt.
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Differenzierung von ASCs zu PTCs: Vergleich CK18+ Zellen
Kontrolle vs. differenzierte Zellen

OKontrolle
m Differenziert

CK18-positive Zellen [%]

ASC1 ASC2 ASC3
kommerziell Spenderzellen, Patient 1 Spenderzellen, Patient 2

Abbildung 18: Quantitative Auswertung der durchflusszytometrischen Analysen der undif-
ferenzierten bzw. differenzierten ASCs

Die Abbildung zeigt die quantitative Auswertung der Durchflusszytometrie fir die ASCs unter-
schiedlicher Herkunft. Es ist jeweils der CK18-positive Anteil an der Gesamtzellpopulation der Kon-
trollen und der differenzierten Zellen nach 7, 21, 28 und 35 Tagen in Kultur dargestellt. Der Anteil
der CK18-positiven Zellen stieg fir jeden ASC-Zelltyp Uber die Kulturdauer an.

Die nicht mit Differenzierungsfaktoren behandelten Kontrollzellen der kommerziell erwor-
benen ASCs (maximal 1,4 % an Tag 21) zeigten ebenso wie die ASCs des zweiten Spen-
ders (maximal 1,3 % an Tag 7) zu keinem Zeitpunkt eine nennenswerte CK18-Expression
(vgl. Abbildung 18). Hingegen konnte in 9,6 % (Tag 21), 10,0 % (Tag 28) und 11,7 %
(Tag 35) der Kontrollzellen des zweiten Spenders CK18 nachgewiesen werden. Die diffe-
renzierten Zellen zeigten fur alle untersuchten ASCs eine Zunahme der CK18-Expression
mit zunehmender Kulturdauer: 22,5 % der ASC1, 53,7 % der ASC2 und 33,7 % der ASC3
waren nach 35 Tagen Kultur CK18-positiv.
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4.3. Entwicklung eines Mediums zur Ko-Kultur von ASCs und HUVECs

4.3.1. Wachstumsverhalten von HUVECs im Standard-ASC-Medium

Zur Entwicklung des Ko-Kulturmediums wurde zundchst das Wachstumsverhalten der
HUVECs in verschiedenen Nahrmedien miteinander verglichen. Dazu wurde dem Stan-
dard-ASC-Nahrmedium (DMEM + 10 % FCS + Pen/Strep) das fir die Kultur von Endothel-
zellen notwendige SupplementPack Endothelial Cell Growth Medium (Endkonzentration
im Medium: Endothelial Cell Growth Supplement 0,004 mL/mL, Epidermal Growth Factor
(recombinant human, EGF) 0,1 ng/mL, Basic Fibroblast Growth Factor (recombinant hu-
man, bFGF, FGF-2) 1 ng/mL, Heparin 90 ug/mL, Hydrocortisone 1 ug/mL) zugesetzt. Als
Kontrolle des Wachstumsverhaltens wurde das Standard-Endothelzellenmedium En-
dothelial Cell Growth Medium (ECGM) inklusive Supplement und Pen/Strep verwendet.
Die Proliferation wurde unter wiederholter optischer Kontrolle via AlamarBlue™ Assay

ausgewertet (Inkubation mit Resazurin jeweils 2 h).

Abbildung 19: Phasenkontrastmikroskopische Kontrolle proliferierender HUVECs

HUVECs (Aussaatdichte: 5 * 103 Zellen pro cm?) an den Tagen 1, 3, 5 und 7 der Kultur, die zum
einen im Standardmedium fiir Endothelzellen, ECGM + Supplement, (A), zum anderen im Stan-
dardmedium fiir ASCs, DMEM mit Endothelsupplement, (B), proliferiert wurden. An Tag 1 war in
beiden verwendeten Medien die, fiir einzelne Endothelzellen typische Morphologie mit einer leicht
hoéheren Zelldichte im Endothelmedium zu erkennen. Ab Tag 5 bildeten sie im ECGM + Supplement
das fir endotheliale Monolayer typische Kopfsteinpflaster mit einer hohen Zelldichte. Im Gegensatz
dazu war die Proliferationsgeschwindigkeit im DMEM + Supplement stark verlangsamt, die
HUVECs wiesen ein diffuseres Zytoplasma auf und erreichten nach Tag 7 trotz gestiegener Zellzahl
nicht die typische Morphologie eines Endothels (Vergréerung: 100x).
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Die in Abbildung 19 dargestellte optische Kontrolle der Proliferation der HUVECs in den

beiden Nahrmedien demonstrierte markante Unterschiede in der Wachstumsgeschwin-
digkeit, der Zellmorphologie und der Endzelldichte der HUVECs. An Tag 1 der Kultur konn-
ten nur geringe Unterschiede zwischen der Zelldichte der Kulturen in den verschiedenen
Medien beobachtet werden. Bereits an Tag 3 zeigten die HUVECs im Standard-Endothel-
medium eine deutlich hdhere Zellzahl. Ab Tag 5 prasentierten die HUVECs im ECGM die
fur Endothelzellen bei Erreichen eines konfluenten Zellrasens typische Morphologie eines
Kopfsteinpflasters. Im Gegensatz dazu erreichte die Zellkultur in DMEM + Supplement
nach 7 Tagen Kultur keinen konfluenten Monolayer. Aullerdem zeigten die HUVECs ein

diffuseres Zytoplasma.

Das AlamarBlue ™-Assay dient als simples und effektives Verfahren, um die metabolische
Aktivitat und die Proliferation lebender Zellen in-vitro nachzuweisen, wobei das Assay auf
der intrazellularen Bioreduktion des nicht fluoreszenten Resazurins in das fluoreszente
Resorufin beruht [106].

AlamarBlue® Assay - Fluoreszenzintensitit HUVECs - Verschiedene
Nahrmedien

+- DMEM + Supplement
—a—ECGM + Supplement

Fluoreszenzintensitit Resorufin [%]
E!
2

— *

d1 d2 d3 dd ds dé d7

Tage nach Aussaat

Abbildung 20: Fluoreszenzintensitit des AlamarBlue™-Assays der proliferierenden
HUVECSs in verschiedenen Nahrmedien

Die aus der intrazellularen Bioreduktion von Resazurin zu Resorufin resultierende Fluoreszenz
diente als Indikator flr die viable Zellzahl. Die Intensitaten sind jeweils relativ zur Fluoreszenz an
Tag 1 nach Aussaat im ASCs Standardnahrmedium abgebildet. Die Proliferationsrate der HUVECs
im ASC Medium (DMEM) + Supplement war im Vergleich zum Standard-Endothelmedium (ECGM
+ Supplement) deutlich verlangsamt. Nach 5 Tagen erreichten die HUVECs im ECGM + Supple-
ment eine konfluente Zellzahl, die ca. 7-fach iber der Zellzahl im DMEM + Supplement zum selben
Zeitpunkt lag.
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Die mikroskopisch beobachtete deutlich hdhere Proliferationsrate der HUVECs in ECGM

+ Supplement konnte durch die Messung der Fluoreszenzintensitat des Resorufins besta-
tigt werden (vgl. Abbildung 20). Trotz der optisch geringen Unterschiede prasentierten die
in ECGM + Supplement kultivierten HUVECs bereits an Tag 1 eine 2,2-fach héhere Fluo-
reszenzintensitat (220,0 + 9,0 %), die an Tag 4 auf das 8,6-fache (866,4 + 20,5 %) der
Intensitat im DMEM + Supplement anstieg. An Tag 7, 2 Tage nach dem Erreichen der
Konfluenz in ECGM + Supplement, konnte noch eine 5,9-fache Fluoreszenzintensitat der

Zellen gegenuber DMEM + Supplement gemessen werden (587,6 + 21,1 %).

4.3.2. Wachstumsverhalten von ASCs im Standard-Endothelmedium

Zur weiteren Entwicklung des Mediums flir die Ko-Kultur aus ASCs und HUVECs wurde
das Wachstumsverhalten von ASCs im Standard-Endothelmedium analysiert. Dazu wurde
die Proliferation der ASCs in den verschiedenen Kombinationen DMEM (10 % FCS) mit
und ohne Endothelsupplement und ECGM (10 % FCS) mit und ohne Endothelsupplement
miteinander verglichen.
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Abbildung 21: Phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen proliferierender ASCs

Es fanden sich proliferierende ASCs (Aussaatdichte: 5 * 103 Zellen pro cm?) in DMEM (A), DMEM
+ Endothelsupplement (B), ECGM (C) und ECGM + Endothelsupplement (D) an den Tagen 1, 3, 5
und 7. Die ASCs erschienen an Tag 1 in allen Medien in ihrer typischen Form. Mit langerer Kultur-
dauer war ein deutlich schnelleres Wachstum in den Kombinationen DMEM + Supplement und
ECGM +/- Supplement im Vergleich zum Standardmedium zu erkennen. Zusatzlich wiesen die
ASCs bei Zugabe des Endothelsupplements (B und D) und in ECGM (C) eine veranderte Morpho-
logie auf. Sie erschienen gedrungener, mit deutlich kleinerem Zytoplasma bei gleichzeitig deutlich
héherer Zellzahl (VergréRerung: 100x).

Unter dem Phasenkontrastmikroskop konnten wahrend der Proliferation deutliche Unter-
schiede in der Wachstumsgeschwindigkeit und der Zellmorphologie der ASCs beobachtet
werden (vgl. Abbildung 21). An Tag 1 nach Aussaat der Zellen zeigten die ASCs in allen
Medien ihre typische Form. In allen getesteten Kombinationen (DMEM + Supplement,
ECGM +/- Supplement) veranderte sich die Morphologie der ASCs wahrend der Prolifera-
tion. An Tag 7 prasentierten die ASCs im Vergleich zum Standardmedium ein deutlich
kleineres, wenig diffuses Zytoplasma. Auflerdem liel3 sich optisch eine eindeutig héhere

Zellzahl mit dem daraus resultierenden dichteren Zellrasen erkennen.
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AlamarBlue™ Assay - Fluoreszenzintensitiat ASCs
Verschiedene Nahrmedien
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Abbildung 22: Fluoreszenzintensitat des AlamarBlue ™-Assays der proliferierenden ASCs in
verschiedenen Nahrmedien

Gemessen wurde die Fluoreszenz des intrazellular aus Resazurin reduzierten Resorufins, welches
als Indikator fiir die viablen Zellen in den Kulturen diente. Die Intensitaten sind jeweils relativ zur
gemessenen Fluoreszenz an Tag 1 nach Aussaat im ASC Standardndhrmedium DMEM abgebil-
det. In den Medien DMEM + Supplement und ECGM +/- Supplement war im Vergleich zum Stan-
dard-ASC-Medium (DMEM) eine erhohte Proliferationsrate und eine nach 7 Tagen deutlich héhere
Gesamtzellzahl zu erkennen, wobei die héchste zu beobachtende Anzahl an ASCs in ECGM +
Supplement zu sehen war (4,3-fach héher als im Standard-ASC-Medium).

Die Messung der Fluoreszenzintensitat bestatigte die Beobachtungen aus der mikrosko-
pischen Beurteilung des Wachstumsverhalten der ASCs in den verschiedenen Nahrme-
dien (vgl. Abbildung 22). Dennoch wiesen die in ECGM Kkaultivierten Zellen trotz ahnlichen
optischen Erscheinungsbildes bereits an Tag 1 eine 1,8-fach (181,8 £ 14,0 % ohne Supp-
lement) bzw. 1,7-fach (171,3 £ 5,6 % mit Supplement) héhere Fluoreszenzintensitat auf,
die an Tag 3 der Kultur auf das 2- bzw. 2,7-fache (202,4 + 6,7 % bzw. 272,3 + 29,2 %) der
Intensitat der Kontrollzellen angestiegen war. Nach 5 Tagen in mit Supplement versetztem
DMEM stieg die Fluoreszenzintensitat sprunghaft auf das 2,9-fache (292,5 £ 4,7 %) der
Kontrollzellen an, um daraufhin, analog der in ECGM +/- Supplement proliferierten Zellen,
konstant anzusteigen (Tag 7: DMEM + Supplement 3,7-fache (366,5 + 8,3 %), ECGM 2,8-
fache (282,0 £ 19,4 %), ECGM + Supplement 4,3-fache (432,5 + 14,2 %) Fluoreszenzin-
tensitat der Zellen im Standard-ASC-Nahrmedium).
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Anstieg der Proliferation in ECGM bei verdnderter Zellmorphologie

Die ASCs zeigten in allen verwendeten Medienkombinationen (DMEM + Endothelsupple-
ment, ECGM +/- Endothelsupplement) demnach ein deutlich schnelleres Wachstum inklu-
sive hoherer Konfluenzzellzahl als im Standard-ASC-Medium (DMEM). Die Fluores-
zenzintensitat des durch die Zellen aus Resazurin reduzierten Resorufins lag nach Tag 7
in ECGM + Endothelsupplement um das 4,3-fache Uber der der Kontrollzellen. Die mikro-
skopisch beobachtete deutlich veranderte Morphologie der ASCs in ECGM + Supplement
wies auf eine mdgliche Differenzierung der Stammzellen durch die Bestandteile des Me-
diums oder des Supplements hin. Aufgrund der deutlich erhéhten Proliferationsrate und
der héheren Endzelldichte wurde in der weiteren Entwicklung des artifiziellen Tubulus die
Kombination aus ECGM + Endothelsupplement zur Kultur der ASCs verwendet. Da die
Aufrechterhaltung des Stammzellstatus der ASCs fir das zu entwickelnde Ko-Kulturme-
dium von essentieller Bedeutung ist, musste zunachst nachgewiesen werden, dass die in
ECGM + Supplement kultivierten ASCs weiterhin (ber ihre spezifischen Eigenschaften

verflgen, die sie eindeutig zu Stammzellen charakterisieren.

4.3.2.1. Charakterisierung von ASCs liber die Expression spezifischer

Oberflachenmarker

Eines der typischen Kriterien, die mesenchymale Stammzellen besitzen missen, ist die
Fahigkeit, auf Kunststoffoberflachen adharent kultiviert werden zu kénnen. Notwendig ist
aullerdem die Prasentation der Oberflachenmarker CD73, CD90 und CD105 bei gleich-
zeitigem Fehlen der Marker CD11b, CD34, CD45, CD19 und HLA-DR [74]. Diese Kombi-
nation der Oberflachenmarker wurde durchflusszytometrisch durch das BD Stemflow™
hMSC Analysis Kit analysiert.

62



Julius-Maximilians-
UNIVERSITAT
_ WURZBURG
Ergebnisse

+ 105+ 73+
£00 CDS0 500 CD105 500 CD73

450 450 450

400 400 400

350 350 350
-g 300 -g 300 -;- 300
3 250 2 250 3 250
© 200 © 200 © 200

150 150 150

100 100 100

50 50 50
0 o 0 o 0 -
0 107 10*  10*  10° 0 10° 10° 10*  10° 0 107 10° 10 10°
CDS90 FITC-A CD105 PerCP-Cy5.5-A CD73 APC-A
CD44+ Lin-

500 500

450 450

400 - \ 400

3so0 ASCs - Statistiken 350
+= 300 = 300
S 250 Name | Events | % Total | % Parent| S
[=] (=]
O L0 CD90+ CD105+ CD73+ Lin-ASCs 90420 904 904 | O Hoo

CD44+ASCs 89220 892 892

150 - . 150

100 100

50 50

0 - 0 .
<100 102 10°  10¢ 108 -10%0 102 10*°  10¢* 108
CD44 or Lin neg PE-A CD44 or Lin neg PE-A

Abbildung 23: Durchflusszytometrische Analyse von in ECGM + Endothelsupplement bis
zur Konfluenz kultivierten ASCs

Dargestellt sind die unmarkierten Zellen (schwarz) und die mit den Antikdrpern gegen die Oberfla-
chenmarker CD90, CD105, CD73 und CD44 bzw. fiir eine Mischung (Lin) aus den Antikérpern
gegen die Oberflachenmarker CD11b, CD34, CD45, CD19 und HLA-DR markierten Zellen (blau),
wobei die Haufigkeit der auftretenden Fluoreszenzintensitat abgebildet ist. Die gefarbten ASCs wa-
ren eindeutig positiv fur CD90, CD105, CD73 und CD44, sowie negativ fir CD11b, CD34, CD45,
CD19 und HLA-DR.

Nach der Proliferation in ECGM + Endothelsupplement wurden die ASCs durchflusszyto-
metrisch auf die Expression der Oberflachenmarker CD90, CD105, CD73, CD44 sowie
CD11b, CD34, CD45, CD19 und HLA-DR analysiert, um ihren Stammzellstatus zu identi-
fizieren (vgl. Abbildung 23). Dabei entsprachen 89,2 % der untersuchten Zellen dem Pha-
notyp, der sie eindeutig als mesenchymale Stammzellen charakterisierte (positiv fir CD90,
CD105, CD73 sowie CD44; negativ fir CD11b, CD34, CD45, CD19 und HLA-DR).
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4.3.2.2. Charakterisierung von ASCs durch ihr Differenzierungspoten-

tial in Adipozyten, Osteoblasten und Chondrozyten

Nach der International Society for Cellular Therapy ist das dritte Kriterium um mesen-
chymale Stammzellen als solche zu identifizieren, ihre Fahigkeit in Adipozyten, Osteoblas-
ten und Chondrozyten zu differenzieren [74]. Die Differenzierung der in ECGM + Supple-
ment kultivierten ASCs in Adipozyten und Osteoblasten erfolgte durch Kultivierung in spe-
ziellen Differenzierungsmedien (Tabelle 12, Tabelle 13), die Differenzierung in Chondro-
zyten in 3D-Spheroidkulturen wurde durch Kultivierung in MSC-Chondrogenic-Differentia-

tion-Medium induziert.

Adipogene Differenzierung

Die adipogene Differenzierung lasst sich Uber eine Oil-Red-O Farbung nachweisen, einem
Farbstoff, der in der Histologie zur Darstellung von Lipiden verwendet wird. Ausdifferen-

zierte Adipozyten bilden charakteristisch anfarbbare, intrazellulare Lipidtropfen [112].

Abbildung 24: Mikroskopische Aufnahmen der Oil-Red-O-Farbung von aus ASCs differen-
zierten Adipozyten
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Dargestellt sind ASCs in DMEM (A) und in ECGM + Endothelsupplement (B), wobei A - 1 und B - 1
die mit Oil-Red-O gefarbten differenzierten Zellen, (A - 2) und (B - 2) die gefarbten undifferenzierten
Kontrollzellen zeigen. Die charakteristische Rotfarbung des Oil-Red-O-Farbstoffes stand als Indi-
kator fiur die erfolgreiche Differenzierung in Adipozyten, sowohl fir ASCs im Standard- als auch im
Endothelmedium (Vergrofierung: 100x).

Die im Differenzierungsmedium kultivierten ASCs zeigten unabhangig vom Nahrmedium
deutliche morphologische Veranderungen, die intrazellularen Flissigkeitstropfen entspra-
chen (nicht dargestellt). Diese konnten durch die Oil-Red-O-Farbung als intrazellulare Li-
pidtropfen identifiziert werden (vgl. Abbildung 24), wodurch sich die Zellen eindeutig als
ausdifferenzierte Adipozyten charakterisieren lief3en. In den undifferenzierten Kontrollzel-
len konnten keine Lipidtropfen nachgewiesen werden. Die Kultur im Endothelmedium
zeigte im Vergleich zur Kultur im Standardmedium auRerdem eine deutlich héhere Zellzahl
mit der fur ASCs im Endothelmedium bereits beobachteten veranderten Zellmorphologie

sowie deutlich mehr Lipidtropfen.

Osteogene Differenzierung

Calciumhaltige Osteozyten kdnnen in ausdifferenzierten Osteoblasten Uber die Farbung
mit dem Farbstoff Alizarin-Red-S nachgewiesen werden [114], einem Farbstoff, der zur
histologischen Charakterisierung von Calcium genutzt wird [113]. Dabei werden extrazel-
luldare Calciumablagerungen spezifisch gefarbt, wodurch die Alizarin-Red-S-Farbung die
Méglichkeit bietet, das osteogene Differenzierungspotential von ASCs zweifelsfrei zu be-

statigen.
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Abbildung 25: Mikroskopische Aufnahmen der Alizarin-Red-S-Farbung von in Osteoblasten
differenzierten ASCs

Es sind ASCs im Standardmedium (A) und in ECGM + Supplement (B) abgebildet. (A-1) und
(B - 1) stellen jeweils die gefarbten differenzierten Zellen dar, (A - 2) und (B - 2) die gefarbten un-
differenzierten Kontrollzellen. Die charakteristische Rotfarbung der extrazellularen Calciumablage-
rungen wies die erfolgreiche Differenzierung der ASCs zu Osteoblasten sowohl im Standard- als
auch im Endothelmedium nach (Vergrofierung: 100x).

Die mikroskopische Analyse der Alizarin-Red-S-Farbung der osteogenen Differenzierung
ist in Abbildung 25 abgebildet. Dabei bildeten die mit dem osteogenen Differenzierungs-
medium kultivierten ASCs sowohl in DMEM als auch in ECGM + Supplement extrazellu-
lare Calciumablagerungen, welche durch die Alizarin-Red-S-Farbung im Vergleich zur un-
differenzierten Kontrolle eindeutig nachgewiesen werden konnten. Die undifferenzierten

Kontrollzellen zeigten auRerdem ihre mediumspezifische Morphologie.

Chondrogene Differenzierung

Das chondrogene Differenzierungspotential von ASCs lasst sich durch Differenzierung zu
Chondrozyten in einer 3D-Spheroidkultur nachweisen, wahrend welcher die Spheroide

Knorpel inklusive charakteristischer extrazellularer Matrix bilden. Eines der wichtigsten
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Molekdle innerhalb der Knorpelmatrix ist das Aggrecan [115], welches sich als Indikator

der Knorpelbildung durch die Farbung mit Alcian-Blau eindeutig identifizieren lasst.

Abbildung 26: Mikroskopische Aufnahmen von Querschnitten der Spheroide

Zu sehen sind Querschnitte durch die Spheroide, die mit Alcian-Blau geféarbt wurden. (A) zeigt
Querschnitte von Spheroiden aus ASCs, die im Standardmedium kultiviert wurden, (B) von Sphe-
roiden aus ASCs, die in ECGM + Supplement kultiviert wurden. (A - 1) und (B - 1) zeigen differen-
zierte Zellen, (A - 2) und (B - 2) jeweils undifferenzierte Spheroide. Die typische, tiefblaue Farbung
des Aggrecans in differenzierten Spheroiden durch Alcian-Blau war ein Indikator fir die erfolgreiche
Differenzierung der ASCs in Chondrozyten (VergréRerung: 100x).

Abbildung 26 zeigt mikroskopische Aufnahmen von Querschnitten der Spheroide aus
ASCs, die in DMEM bzw. ECGM + Supplement kultiviert und differenziert, sowie anschlie-
Rend mit Alcian-Blau gefarbt wurden. Sowohl die in DMEM als auch die in ECGM + Supp-
lement kultivierten Kontrollzellen prasentierten bei Farbung mit Alcian-Blau nicht die typi-
sche intensive Blau Farbung (A - 2, B - 2). Im Gegensatz dazu war die charakteristische,
tiefblaue Farbe des Aggrecan farbenden Alcian-Blaus in den differenzierten Spheroiden
zu beobachten, wodurch die Differenzierung der ASCs in Chondrozyten sowohl in DMEM
als auch in ECGM + Supplement eindeutig nachgewiesen wurde.
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4.4. Etablierung einer Zellkultur von ASCs und HUVECs in Miniatur-Hohlfaserbi-

oreaktoren

Die Erkenntnisse der Versuche in der standardisierten 2D-Zellkulturumgebung beztiglich
des Nahrmediums fir die Ko-Kultur und der funktionalen Charakterisierung proximaler Tu-
buluszellen dienten als Basis fur die darauffolgenden Versuche in Miniatur-Hohlfaserbio-
reaktoren. Das primare Ziel war dabei zunachst eine Ko-Kultur aus ASCs (Membranin-
nenseite) und HUVECs (Membranauf3enseite) reproduzierbar Uber eine lange Kulturdauer
zu etablieren. Nach qualitativer und quantitativer Auswertung der Zellviabilitat auf den
Membranoberflachen sollte das Differenzierungsprotokoll aus der 2D-Zellkulturumgebung
auf die ASCs in Miniatur-Hohlfaserbioreaktoren adaptiert werden sowie der Differenzie-

rungsstatus anhand der etablierten Protokolle analysiert werden.

4.4.1. Optimierte Beschichtung zur Unterstiitzung der Zellkultur auf der

Oberflache der Hohlfasermembranen

Um eine effektive Zelladhasion und Funktionalisierung der Zellen auf der Oberflache von
Hohlfasermembranen zu gewahrleisten, musste zunachst der Einfluss von Beschichtun-
gen aus verschiedenen extrazellularen Matrixproteinen auf die Performance der ASC Zell-
kultur untersucht werden. Vorversuche in der 2D-Zellkulturumgebung sollten dabei aus
den in der Literatur beschriebenen potentiellen Beschichtungen aus Laminin, Fibronektin
und einer Doppelbeschichtung aus L-DOPA und Collagen IV [94, 96, 97] die fur ASCs

optimale Methode ableiten.

Tabelle 16: Konzentrationen und Inkubationsdauer der jeweiligen Beschichtungen

Beschichtung Konzentration Inkubation [37 °C, 5 % CO-]
Fibronektin 10 pg/mL 1h,2h
Laminin 10 pg/mL 1h,2h
L-DOPA + Collagen IV 2 mg/mL + 25 pyg/mL 1h+1h,2h+2h
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Ergebnisse

Gemessen wurde die Fluoreszenz des Resorufins, welches als Indikator fir die viablen Zellen in
den ASC-Kulturen (Aussaatdichte: 5 * 108 Zellen pro cm?2) auf Beschichtungen aus Fibronektin
(10 pyg/mL), Laminin (10 pg/mL), L-DOPA (2 mg/mL) und Collagen IV (25 ug/mL) sowie in unbe-
handelten Kontrollen diente. Die Intensitaten sind jeweils relativ zur normalisierten Fluoreszenz an
Tag 1 nach Aussaat in der unbeschichteten Kontrolle. Die Zelldichte ist auf der Beschichtung aus
Fibronektin (1 h) an Tag 1, Tag 2 und Tag 7 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle erhéht
(p < 0,05) und wies entsprechend die hdchste Endzelldichte auf (n = 3).

. . .. L-DOPA unbe-

Fibronektin Laminin + Collagen IV schichtet
1h 2h 1h 2h 1h+1h 2h+2h

d1 133,5 107,8 120,1 106,3 112,4 103,8 100,0
6% +2,0% +3,7% 144 % +7,6% +1,9% 24 %

d2 193,4 1749 164,7 168,0 170,9 166,7 153,0
18,5 % +3,5% +4.3% +8,7% +8,4 % +0,4 % +6,2%

d3 306,2 281,0 2442 2455 273,0 246,5 265,0
+7,0% +14,3 % +9,3% +20,9 % +4.3% 14,6 % 251 %

d4 328,1 318,8 310,5 303,4 315,6 313,2 3111
+ 15,0 % +13,5% 9,7 % +7,0% + 15,3 % +44 % +10,7 %

d5 382,8 382,0 390,4 381.,4 391,3 387,4 391,2
+4,8 % +4,8 % +18,3 % +29,8 % +26,9 % +7,4% +21%

d6 4747 4574 446,6 4577 454 .4 4425 445,9
£251% 10,5 % £58% 28,4 % +13,7% £39% +94 %

d7 556,2 549,1 491,0 489,5 489,9 456,4 450,4
9.3 % £ 19,6 % +41,5% + 66,6 % +18,8 % +11,9% +13,1%
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Abbildung 27: Fluoreszenzintensitaten des AlamarBlue ™-Assays der proliferierenden ASCs
auf verschiedenen Beschichtungen

Es sind die in Tabelle 17 aufgeflihrten Fluoreszenzwerte des Resorufins als Indikator fur die viable
Zellzahl der adharenten ASC Kulturen in ECGM + Supplement, auf Beschichtungen aus Fibronektin
(10 pg/mL), Laminin (10 pg/mL), einer Doppelbeschichtung aus L-DOPA (2 mg/mL) und Collagen
IV (25 pg/mL) sowie unbeschichteten Kontrollen abgebildet. Die Wachstumsrate dhnelte sich auf
den verschiedenen Beschichtungen und lag in etwa auf dem gleichen Niveau der unbeschichteten
Kontrollen, mit einer signifikant (Tag 1, Tag 2 und Tag 7) erhéhten Zelldichte auf Fibronektin (1 h).
ASCs auf der Beschichtung mit Fibronektin (1 h) wiesen nach 7 Tagen Kultur demnach die héchste
Zelldichte auf (n = 3).

Die Performance der ASC-Kultur auf den verschieden beschichteten Zellkulturoberflachen
wurde Uber das AlamarBlue™ Assay Uber 7 Tage ausgewertet, da bisherige Experimente
das Erreichen der Konfluenz der ASC Kultur nach spatestens 7 Tagen zeigten (vgl. Abbil-
dung 21). Die ASCs prasentierten auf den Beschichtungen mit Laminin (10 ug/mL, 1 h und
2 h) sowie der Doppelbeschichtung aus L-DOPA (2 mg/mL) und Collagen IV (25 ug/mL,
1h+ 1hund2h + 2 h) dhnliche Wachstumsgeschwindigkeiten wie in unbeschichteten
Kontrollen (vgl. Tabelle 17 und Abbildung 27). Die ASCs auf Fibronektin (10 ug/mL, 1 h)
proliferierten zu Beginn der Kultur statistisch signifikant schneller (133,5 £ 6,0 % an Tag 1,
126,4 £ 12,1 % an Tag 2; p < 0.05 vs. unbeschichtet an Tag 1 und Tag 2) als in den Kon-
trollen. Die Zelldichte glich sich an Tag 5 der Kultur in allen Bedingungen an. An Tag 7 lag
die Zelldichte auf der Fibronektinbeschichtung (1 h und 2 h) erneut tber der der unbehan-
delten Kontrollen (123,5 + 2,1 % bzw. 121,9 + 4,4 %; p < 0.05 vs. unbeschichtet an Tag
7).
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4.4.2. Entwicklung der ASC-Zellkultur auf der Innenoberflache der Hohlfa-

sermembranen

Die Entwicklung der Ko-Kultur aus ASCs und HUVECs erforderte zunachst die Etablierung
der Monokulturen auf der jeweiligen Membranseite. Dazu wurden zunachst die Module
mit den Hohlfasermembranen aus Polyethersulfon/Polyvinylpyrrolidon bzw. aus Polypro-
pylen wie beschrieben fir die Besiedlung vorbereitet, mit ASCs in unterschiedlichen Aus-
saatdichten besiedelt und nach verschiedenen Kulturdauern auf die Qualitat der Zellkultur

analysiert.

Zu Beginn wurde die Fahigkeit der ASCs, auf den mit Fibronektin beschichteten Innen-
oberflachen der Polyethersulfon- bzw. Polypropylen-Membranen zu adharieren bzw. die
Vitalitat der Kultur (Zellviabilitat, Proliferationsfahigkeit) Uber einen Zeitraum von 7 Tagen
untersucht. Dazu wurde eine Zellzahl von 6 * 10* Zellen pro cm? entsprechend der Kon-
fluenz in der 2D-Zellkultur als Aussaatdichte gewahlt. Um die Membranen nach 3 h stati-
scher Adhasion und 7 Tagen im Pumpkreislauf (Volumenstrom 0,15 mL/min, 37 °C, 5 %
COy) auf ihre Besiedlung mit ASCs zu analysieren, wurden deren Zellkerne intrakapillar
mit Hoechst33342 fluoreszenzmarkiert, woraufhin Langsschnitte der Membranen fluores-
zenzmikroskopisch analysiert werden konnten. Um zusatzlich zum durch die Fluoreszenz-
markierung gewonnenen Eindruck der Qualitat der Zellbesiedlung eine quantitative Aus-
sage zum Besiedlungsstatus treffen zu kénnen, wurden die Zellen in zusatzlich besiedel-
ten Modulen durch Trypsinierung von den Membranen geldst. So konnte die Anzahl der
Zellen durch eine Lebend-/Tot-Diskriminierung mittels 7-AAD-Farbung durchflusszytomet-
risch bestimmt werden [103, 104].
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Abbildung 28: Durchflusszytometrische Lebend-/Tot-Diskriminierung der ASC-Zellsuspen-
sion

Die Abbildung zeigt die durchflusszytometrische Zellzdhlung via Lebend-/Tot-Diskriminierung einer
aus der Kryokonservierung aufgetauten Zellsuspension, aus welcher die Zellzahlen zur Besiedlung
der Hohlfasermembranen abgeleitet wurden. Links die Analyse der mit 7-AAD gefarbten Suspen-
sion nach Grofte und Granularitat, aus welcher die Population der ASCs bestimmt wurde. Rechts
ist die Bestimmung der viablen Zellen der ASC-Population aufgrund der entsprechenden Fluores-
zenz dargestellt. Aus der Anzahl der ASCs pro analysiertem Probenvolumen wurde die tatsachliche
Zellzahl berechnet. Die ASC-Population beinhaltete zu 99,6 % viable Zellen.

Die in Abbildung 28 dargestellten Dot-Blots zeigen beispielhaft die Analysen der Lebend-
/Tot-Diskriminierung einer aus der Kryokonservierung aufgetauten Zellsuspension. Aus
der berechneten Zellzahl (vgl. Formel 2) von 1,06 Mio Zellen bei 99,6 % viablen Zellen

konnte das fur die folgenden Besiedlungen notwendige Volumen abgeleitet werden.
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Abbildung 29: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von mit ASCs besiedelten Po-
lyethersulfon- und Polypropylen-Hohlfasermembranen

Hoechst33342 fluoreszenzmarkierte Zellkerne von ASCs auf der Innenoberfliche von Po-
lyethersulfon- (A) und Polypropylen-Membranen (B), die mit einer Besiedlungsdichte von 6 * 104
Zellen pro cm? ausgesat wurden. Dabei ist jeweils eine Aufnahme eines Langsschnittes nach 3 h
statischer Adhasion (1) und nach 7 Tagen Kultur im Pumpkreislauf (2) dargestellt. Der nach der
statischen Inkubation dichte Zellrasen war nach 7 Tagen Kultur auf den Polypropylen-Membranen
weiterhin zu erkennen. Im Gegensatz dazu hatte die Zelldichte auf der Innenoberflache der Po-
lyethersulfon-Membranen abgenommen (VergréRerung: 125x).

In Abbildung 29 sind reprasentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Langs-
schnitten durch mit ASCs besiedelte Polyethersulfon- und Polypropylen-Membranen dar-
gestellt. Die Membranen prasentierten nach 3 h statischer Inkubation eine, durch die Zell-
kernfarbung eindeutig identifizierbare, homogene Besiedlung mit ASCs. Die beispielhaften
Aufnahmen implizieren eine konfluente Besiedlung der kompletten Hohlfasern. Allerdings
existierten auch Stellen der Membranoberflache, auf denen die Zelldichte nicht der kon-
fluenten Besiedlung entsprach. Weiterhin zeigten einige Stellen der Membranen keine Be-
siedlung oder nur sehr schwach besiedelte Stellen. Der Grol3teil der Membranen prasen-
tierte eine hohe Besiedlungsdichte. Die Analysen aller besiedelten Membranen der Mo-
dule ergab insgesamt eine Konfluenz von ca. 80 %. Die Analyse nach 7 Tagen im Pump-

kreislauf offenbarte einen deutlichen Abfall der Zelldichte fur Polyethersulfon-Membranen.
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Im Gegensatz dazu konnte auf den Polypropylen-Membranen die gleiche Zelldichte wie
nach 3 h Adharenz nachgewiesen werden. Die nach 3 h beobachteten kaum besiedelten
Stellen waren nach 7 Tagen weiterhin prasent und die Konfluenz lag weiterhin bei ca.
80 %, weshalb der Fokus in den weiteren Versuchen zunachst auf die Polypropylen-Mo-
dule gelegt wurde. Die durchflusszytometrische Bestimmung der tatsachlichen Zellzahl
auf den Membranen ergab nach 7 Tagen Kultur eine Zellzahl von etwa 2,8 * 10° Zellen bei
einer Viabilitat von 85,9 % (vgl. Abbildung 30), entsprechend einer Zelldichte von etwa

4,6 * 10* Zellen pro cm? und somit einer umgerechneten Konfluenz von ca. 76 %.
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Abbildung 30: Durchflusszytometrische Lebend-/Tod-Diskriminierung von ASCs und
HUVECSs kultiviert auf Polypropylen-Membranen

Dot-Blots der durchflusszytometrischen Zellzéhlung von Zellkulturen nach 7 Tagen dynamischer
Kultur auf Polypropylen-Membranen. Die jeweiligen linken Dot-Blots bilden die gemessene, 7-AAD
gefarbte Zellsuspension ab, aus welchen die Zellpopulationen aufgrund ihrer Gro3e und Granula-
ritat bestimmt wurden. Die rechten Dot-Blots visualisieren den viablen Teil der Zellpopulation auf
Basis der gemessenen Fluoreszenz. (A) zeigt ASCs mit einer Aussaatdichte von 1 * 10* Zellen pro
cm?, (B) zeigt ASCs mit einer Aussaatdichte von 6 * 10* Zellen pro cm?, (C) zeigt HUVECs mit einer
Aussaatdichte von 1 *10* Zellen pro cm?, (D) zeigt HUVECs mit einer Aussaatdichte von
6 * 104 Zellen pro cm?2.

Um die Integritat des Zellrasens aus ASCs auf der Innenoberflache der Polypropylen-
Membranen zu bestatigen, wurde der Besiedlungsstatus durch Rasterelektronenmikro-
skopie weiter analysiert.
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Abbildung 31: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von mit ASCs besiedelten In-
nenseiten der Polypropylen-Hohlfasermembranen

Die REM-Aufnahmen zeigen einen Langsschnitt einer auf der Innenoberflache mit ASCs (Aussaat-
dichte: 6 * 104 Zellen pro cm?2, Adharenzdauer: 3 h) besiedelten Polypropylen-Membran. (A) Uber-
blick tber die gesamte Membran (VergrofRerung: 290x), (B) vergréRerter Ausschnitt mit Blick auf
die Membranwand (VergréRerung: 480x), (C) Aufsicht auf den Zellrasen (Vergrofierung: 860x). Auf
den Aufnahmen ist eine dichte Zellschicht Gber nahezu die komplette Membraninnenoberflache zu
sehen.

Die in Abbildung 31 dargestellten REM-Aufnahmen der konfluent mit ASCs besiedelten
Polypropylen-Membranen bestéatigten den durch die Zellkernfarbung gewonnenen Ein-
druck der homogenen Besiedlung der Membranoberflache. Zum einen konnte der dichte,
gleichmaRige Zellrasen beobachtet, zum anderen die Porenstruktur der Membranwand

visualisiert werden.

Um zusatzlich zur Viabilitat die Proliferationsfahigkeit der ASCs auf der Innenoberflache
der Polypropylen-Membranen wahrend der Kultivierung tber einen Zeitraum von 7 Tagen
zu evaluieren, wurden die Besiedlungsexperimente mit einer geringeren Aussaatdichte
(1*10* Zellen pro cm?) wiederholt und Membranen nach 3 h, 2 bzw. 4 Tagen im Pump-

kreislauf auf ihre Besiedlungsdichte analysiert.
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Abbildung 32: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Proliferation von ASCs auf Po-
lypropylen-Membranen

(A-1)und (A - 2) zeigen jeweils fluoreszenzmarkierte Zellkerne von ASCs auf der Innenoberflache
von Polypropylen-Membranen nach 3 h statischer Adhasion bei einer Aussaatdichte von
1*10* Zellen pro cm?, (B) zeigt die Zellkerne nach 2 Tagen Kultur, (C) die Zellkerne nach 4 Tagen
Kultur im Pumpkreislauf. Die Aufnahmen bilden jeweils Langsschnitte durch die Hohlfasermemb-
ranen ab und demonstrieren einen eindeutigen Anstieg der Zellzahl mit zunehmender Kulturdauer
(VergréRerung: 125x).

Die fluoreszenzmikroskopischen Analysen nach 3 h Adhasion bzw. nach 2 und 4 Tagen
Kultur im Pumpkreislauf sind in Abbildung 32 dargestellt. Im Vergleich zur konfluenten
Besiedlung konnte die Zellkernfarbung die deutlich geringere Zelldichte auf den Memb-
ranoberflachen nach 3 h statischer Adhasion nachweisen (A -1, A -2). Die Zelldichte
nahm mit der Dauer der Kultur im Pumpkreislauf zu, wobei auch nach 4 Tagen kein kon-
fluenter Zellrasen erreicht wurde. Analog zur Auswertung der konfluent besiedelten Memb-
ranen existierten auch wenige Membranen, die kaum mit Zellen besiedelt waren. Die Be-
stimmung der tatsachlichen Zellzahl durch die durchflusszytometrische Lebend-/Tot-Dis-
kriminierung zeigte nach 4 Tagen Proliferation eine Gesamtzellzahl von etwa 1,1 * 10°
Zellen (Viabilitat: 88,1 %) (vgl. Abbildung 30), was einer Zelldichte von etwa 1,8 * 10* pro

cm? aktiver Innenmembranoberflache entsprach.
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4.4.3. Entwicklung der HUVEC-Zellkultur auf der AuBenoberflache der Hohl-

fasermembranen

Der nachste Schritt in Richtung der Ko-Kultur aus ASCs und HUVECs in Miniatur-Hohlfa-
serbioreaktoren beinhaltete die Etablierung der HUVEC-Zellkultur auf der AulRenoberfla-
che der Hohlfasermembranen. Analog zur Entwicklung der ASC-Kultur auf der Innenober-
flache wurde zunachst die Fahigkeit der HUVECs auf den mit Fibronektin beschichteten
Aulenoberflachen der Polyethersulfon- bzw. Polypropylen-Membranen zu adharieren und
die Vitalitat der Zellen auf der Membranoberflache Uber eine langere Kulturdauer analy-
siert. Dazu wurden die HUVECs in einer der 2D-Konfluenz entsprechenden Zellzahl
(6 * 10* Zellen pro cm?) ausgesat und die Qualitat der Besiedlung der Membranen nach
1,5 h statischer Adhasion bzw. 7 Tagen Kultur im Pumpkreislauf mittels Zellkernfarbung
ausgewertet sowie nach 7 Tagen die Zellzahl der adharenten und viablen HUVECs be-

stimmt.
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Abbildung 33: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der HUVEC-Kultur auf den AuBen-
oberflachen von Polyethersulfon- und Polypropylen-Hohlfasermembranen

Reprasentative Auswahl von fluoreszenzmarkierten Zellkernen von HUVECs auf der AulRenober-
flache von mit Fibronektin beschichteten Polyethersulfon- (A) und Polypropylen-Hohlfasermembra-
nen (B) bei einer Besiedlungsdichte von 6 * 10* Zellen pro cm?2 nach 1,5 h statischer Inkubation (1)
bzw. 7 Tagen Kultur im Pumpkreislauf (2). Die dichten Monolayer der HUVECs waren sowohl nach
1,5 h Adhasion, als auch nach 7 Tagen im Pumpkreislauf auf beiden Membrantypen stark ausge-
bildet. Die Abbildungen (A - 1), (A - 2), und (B - 1) zeigen jeweils einen Querschnitt durch die Hohl-
fasern. B - 2 reprasentiert die Aufsicht auf eine Hohlfaser und demonstriert eine markante Abtren-
nung des homogenen Zellrasens von der nahezu unbesiedelten Membran (VergréRerung: 125x).

Die Analysen der Fluoreszenzmarkierung der Zellkerne der HUVECs (vgl. Abbildung 33)
offenbarten nach 1,5 h statischer Adhasion eine sehr homogene Verteilung der eingesetz-
ten Zellen auf den Membranoberflachen sowohl fir Polyethersulfon-als auch flr Polypro-
pylen-Membranen. Die gleichmaRige Zellverteilung im Endothelzellen-Monolayer konnte
auch nach 7 Tagen Kultur im Pumpkreislauf weiterhin nachgewiesen werden. Beide
Membrantypen prasentierten zum Teil Iangs der Membran verlaufende, scharf vom gleich-
maRigem Zellrasen abgetrennte Abschnitte ohne nennenswerte Zellbesiedlung (vgl. Ab-
bildung 33, B-2). Die ansonsten besiedelten Stellen waren nahezu vollstandig mit einem
konfluenten Zellrasen bedeckt. Die durchflusszytometrische Zellzahlung der HUVECs auf

Polypropylen-Membranen offenbarte eine tatsachliche Zellzahl von 7,7 * 10° Zellen
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(Viabilitat: 95,4 %) (vgl. Abbildung 30) entsprechend einer Zelldichte von 4,5 * 10* Zellen

pro cm? und somit einer umgerechneten Konfluenz von etwa 68 %.

Die Qualitat des Zellrasens auf der AuRenoberflache der Polypropylen-Membranen wurde

zusatzlich zur Zellkernfarbung tber REM-Aufnahmen weiter spezifiziert.

Abbildung 34: REM-Aufnahmen einer mit HUVECs besiedelten Polypropylen-Hohlfaser-
membran

REM-Aufnahmen einer Polypropylen-Membran, die auf der Auenseite mit HUVECs besiedelt
wurde nach 1,5 h Adhéasionszeit. Die Aussaatdichte betrug 6 * 10* Zellen pro cm?. Der homogene,
dichte Zellrasen bei Aufsicht auf die Membran ist zu erkennen und offenbart kaum freie Membran-
oberflache, wobei der Zellrasen markant abgeschnitten ist (A, VergroRerung: 275x). Der Ubergang
istin B (VergrofRerung 1500x) vergroRert dargestellt. Dadurch Iasst sich die Adh&sion einer einzel-
nen Zelle an die Membranoberflache erkennen (C, Vergrofierung 3000x).

Die rasterelektronenmikroskopische Analyse der auf der AuRenseite mit HUVECs besie-
delten Polypropylen-Membranen (vgl. Abbildung 34) veranschaulichte die Homogenitat
und Dichte des HUVEC-Monolayers. Die abgebildete Membran prasentierte einen mar-
kant abgetrennten Zellrasen auf der einen Seite der Membran, wie schon bei der fluores-
zenzmikroskopischen Analyse zu beobachten war, und der damit verbundenen geringeren
Zelldichte auf der anderen Seite. Die Auswertungen bestatigten die erfolgreiche und
gleichmaRige Adhasion der HUVECs auf der Membranaulienseite der Polypropylen-

Membranen.
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Zusatzlich zur Vitalitat der HUVEC-Kultur Uber die Kultivierungsdauer von 7 Tagen wurde

ihre Proliferationsfahigkeit analysiert. Dazu wurden die Besiedlungsexperimente, analog
zur Entwicklung der ASC Zellkultur auf der Innenseite, mit einer Aussaatdichte von
1 * 10* Zellen pro cm? wiederholt. Nach 1,5 h, 2, 5 und 7 Tagen im Pumpkreislauf wurde
die Besiedlungsdichte der Membranen Uber fluoreszente Zellkernfarbung ausgewertet so-

wie nach 7 Tagen zusatzlich quantitativ via durchflusszytometrischer Zellzahlbestimmung.

Abbildung 35: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen wahrend der Proliferation von
HUVECSs auf Polypropylen-Membranen nach Zellkernfarbung

Die Aufnahmen zeigen jeweils fluoreszenzmarkierte Zellkerne von HUVECs auf der Auf3enoberfla-
che von Polypropylen-Membranen bei einer Aussaatdichte von 1 * 104 Zellen pro cm?. Nach 1,5 h
Adhasion ist eine Zelldichte zu erkennen, die etwa der Aussaatdichte entspricht (A). Uber die Dauer
der Kultur im Pumpkreislauf von 2 (B), 5 (C) und 7 (D) Tagen nahm die Zelldichte auf der Auf3en-
oberflache sichtbar zu. Es sind jeweils Aufsichten auf die Membranen dargestellt (VergroRerung:
125x).

Abbildung 35 beinhaltet eine reprasentative Auswahl von Aufnahmen der Zellkernfarbung
von HUVECs auf der Aulienoberflache von Polypropylen-Membranen, die fiir bis zu
7 Tage im Pumpkreislauf kultiviert wurden. Die Proliferationsfahigkeit der HUVECs auf der

Membranoberflache konnte durch die Zellkernfarbung qualitativ bestatigt werden. Die
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Zelldichte der besiedelten Stellen nahm tber die Dauer der Kultur unter dynamischen Be-

dingungen zu, wobei nach 7 Tagen kein konfluenter Zellrasen erreicht wurde (vgl. Abbil-
dung 35, D). Einige Abschnitte der Oberflache blieben unbesiedelt. Die durchflusszyto-
metrische Analyse der Zellzahl offenbarte eine Gesamtzellzahl von etwa 2,2 * 10° Zellen
(Viabilitat: 96,9 %) (vgl. Abbildung 30), entsprechend einer umgerechneten Zelldichte von

1,1 *10* Zellen pro cm?,

4.4.4. Besiedlung der Hohlfasermembranen mit einer Ko-Kultur aus ASCs
und HUVECs

Die Entwicklung und Etablierung der Ko-Kultur aus ASCs auf der Innen-, bei gleichzeitiger
Besiedlung mit HUVECs auf der AuRenmembranoberflache fir die Entwicklung des bio-
artifiziellen Tubulus ist von essentieller Bedeutung. Die bisher dargestellten Ergebnisse
bestatigen die Etablierung der Monokulturen. Die Besiedlungsmethoden wurden im
nachsten Teil der Arbeit zusammengefihrt, um eine qualitativ hochwertige Ko-Kultur zu
erreichen. Dazu wurde zunachst die Membraninnenseite mit ASCs besiedelt (2 h statische
Adhasion, Aussaatdichte: 6 * 10* Zellen pro cm?), anschlieBend die MembranaulRenseite
mit HUVECs (1,5 h, 6 * 10* Zellen pro cm?).

81



Julius-Maximilians-
UNIVERSITAT
WURZBURG '
Ergebnisse

Abbildung 36: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Ko-Kultur aus ASCs und
HUVECSs auf Polypropylen-Membranen

Die Abbildungen zeigen fluoreszenzmarkierte Zellkerne von ASCs (innen) und HUVECs (aulRen)
auf Polypropylen-Hohlfasermembranen (jeweils 6 * 10* Zellen pro cm?). In (A - 1) und (A - 2) ist ein
schrager Schnitt durch eine Membran dargestellt, jeweils mit unterschiedlicher Fokusebene ((1)
innen, (2) aufden). (C) und (D) zeigen Querschnitte durch eine Membran. Nach 3,5 h (2 h ASCs
gefolgt von 1,5 h HUVECSs) statischer Adhasion war sowohl auf der Innen- als auch der Aulen-
membranoberflache die erfolgreiche Besiedlung zu sehen. Die Zellverteilung war homogen, die
Membranen zeigten Uber grof3e Abschnitte der Oberflache ein dhnliches Besiedlungsbild (Vergro-
Rerung: 125x).

Der Besiedlungsstatus der Polypropylen-Hohlfasermembranen mit ASCs auf der Innen-
und HUVECs auf der AuRenseite wurde analog zu den bisherigen Besiedlungsexperimen-
ten via Fluoreszenzfarbung der Zellkerne ausgewertet. Reprasentative Aufnahmen der
gefarbten Hohlfasermembranen sind in Abbildung 36 abgebildet. Die Zellverteilung auf
den jeweiligen Seiten der Membran entsprach in etwa der der Monokulturen, sie war grof3-
tenteils homogen, die angenommene Zelldichte aber im Vergleich zur Zelldichte der Mo-
nokulturen etwas niedriger. Die AulRenseite war Uber ihre Gesamtheit ahnlich besiedelt,
mit den gleichen markanten Abtrennungen des Zellrasens wie in der Monokultur. Die In-
nenseite zeigte ebenfalls analog der Monokultur einige Stellen, die nicht oder nur verein-

zelt besiedelt waren, die gleichmaRig dicht besiedelten Abschnitte Uberwogen jedoch
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deutlich. Durch die optische Analyse von Querschnitten bzw. schragen Schnitten konnte

die eindeutige raumliche Trennung der beiden Zelltypen durch die Membranwand de-
monstriert werden. Die Zellverteilung war groRtenteils homogen. Die durch die Zellkern-
farbung sichtbare Zelldichte war im Verglich zu der Zelldichte der Monokulturen etwas

geringer.

4.5. Kultivierung primarer proximaler Tubuluszellen auf Hohlfasermembranen

Um die Funktionalitat der aus den mesenchymalen Stammzellen aus Fettgewebe diffe-
renzierten Zellen mit proximal tubularem Phanotyp mit der primarer proximaler Tubulus-
zellen vergleichen zu kénnen, sollte eine Zellkultur von hRPTEpCs auf der Membranin-
nenseite von Polypropylen-Hohlfasermembranen etabliert werden. Diese kdnnte, eben-
falls in Ko-Kultur mit Endothelzellen, als Positivkontrolle fiir das zu entwickelnde System
angewendet werden. Dazu wurden hRPTEpCs in der aus der 2D-Zellkultur Gbernomme-
nen Zellzahl von 4 * 10* Zellen pro cm? analog zu ASCs auf der Innenoberflache von mit
Fibronektin beschichteten Polypropylen-Membranen kultiviert. Die Besiedlung wurde auf-
grund der deutlich langeren Adhasionszeit der Zellen nach 24 h statischer Adhasion, so-

wie nach 2 und 4 Tagen Kultur im Pumpkreislauf analysiert.
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Abbildung 37: Zellkernfarbung von hRPTEpCs auf der Innenoberflaiche von Polypropylen-
Membranen

Reprasentative Aufnahmen fluoreszenzmarkierter Zellkerne von hRPTEpCs auf der Innenoberfla-
che von Polypropylen-Membranen mit einer Besiedlungsdichte von 4 * 10* Zellen pro cm? nach
24 h statischer Adhasion (A), 2 (B) und 4 Tagen (C) Kultur im Pumpkreislauf. Der nach der Adha-
sion erkennbare gleichmalig homogene Zellrasen ist nach 2 bzw. 4 Tagen Kultur weiterhin zu
erkennen (Vergréferung: 125x).

Die in Abbildung 37 gezeigten Aufnahmen der besiedelten Innenoberflache von Polypro-
pylen-Membranen demonstrieren die erfolgreiche Kultivierung von hRPTEpCs. Der nach
24 h Adhasion erkennbare Zellrasen konnte auch nach 2 bzw. 4 Tagen unter dynamischen
Kulturbedingungen nachgewiesen werden. Die Membranen prasentierten Uberwiegend
eine dichte, gleichmaRige Besiedlung. Analog zur Besiedlung mit ASCs existieren auch
hier Stellen mit geringer Zellbesiedlung. Die dicht besiedelten Stellen Uberwiegen an allen

Analysezeitpunkten deutlich.
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Abbildung 38: REM-Aufnahmen einer mit hRPTEpCs besiedelten Polypropylen-Hohlfaser

Die REM-Aufnahmen zeigen einen Langsschnitt einer auf der Innenseite mit hRPTEpCs (Aussaat-
dichte: 4 * 10* Zellen pro cm?, Adhasionsdauer: 24 h) besiedelten Polypropylen-Membran. (A)
Uberblick tiber die komplette Membran (VergréRerung: 380x), (B, VergroRerung: 1500x + C, Ver-
groRerung: 3000x) Abbildung einzelner Zellen. Die Aufnahmen zeigen eine nahezu dichte Zell-
schicht mit teilweise sichtbarer freier Membranoberflache.

Die REM-Aufnahmen (vgl. Abbildung 38) bestatigten die durch die Fluoreszenzmarkierung
der Zellkerne angenommene Zelldichte der hRPTEpCs. Das optische Erscheinungsbild
der Kultur auf der Hohlfaser ahnelte dem der Kultur unter 2D-Bedingungen (vgl. Abbildung
11). Die hRPTEpCs prasentierten viele dinne, Uber die benachbarten Zellen reichende
Zellauslaufer. Weiterhin zeigten die Zellen eine ahnliche Akkumulation wie in 2D, wodurch

partiell erhdhte Zelldichten entstanden.

Primare proximale Tubuluszellen lieRen sich demnach erfolgreich auf der Innenoberflache
von Polypropylen-Membranen kultivieren. Die Kultur wurde bei einer hohen Besiedlungs-
dichte fur eine Kultur von mindestens 4 Tagen unter dynamischen Bedingungen im Pump-
kreislauf etabliert, wodurch die Module als Positivkontrolle fir Assays bezlglich des Diffe-

renzierungsstatus der aus ASCs differenzierten Zellen genutzt werden kdnnen.
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5. Diskussion

Die Hadmodialyse und verwandte extrakorporale Verfahren stellen die weltweit gebrauch-
lichste Form der Nierenersatztherapie bei chronisch dialysepflichtiger Niereninsuffizienz
dar. Heute werden weltweit etwa 3,5 Millionen Patienten mit chronischem Nierenversagen
regelmafdig mit derartigen extrakorporalen Verfahren behandelt [117]. Schatzungen zu-
folge werden es 2030 Uber 5 Millionen Patienten sein [118]. Obwohl mit der Hamodialyse
eine lebensverlangernde Therapie existiert, sind aufgrund der hohen Morbiditat und Mor-
talitat (2014 etwa 19 % der Patienten, die mit Hdmodialyse behandelt wurden [119]) kon-
tinuierliche Verbesserungen der Behandlung notwendig. Die derzeitig angewandten Nie-
renersatztherapien entfernen geléste Uramietoxine aus dem Blut des Patienten semise-
lektiv nach dem GroRenausschlussverfahren tber eine Dialysemembran durch diffusiven
oder konvektiven Stoffaustausch [44, 45]. Die bisher erzielten Fortschritte bei der Entwick-
lung einer kunstlichen Niere basieren unter anderem auf einer Erhéhung der Permeabilitat
der Dialysemembranen zur effektiveren Entfernung von groferen Toxinen [120]. Die Eli-
mination geldster Stoffe ist allerdings durch die molare Masse von Albumin limitiert. Al-
bumin ist fir den Transport verschiedener geldster Stoffe im Blut und den kolloidosmoti-
schen Druck im Blutplasma essentiell. Eine Retention im Blut wahrend der Hamodialyse
ist daher unbedingt zu gewahrleisten [31]. AuRerdem kdnnte ein chronisch intermittieren-
der Albuminverlust wahrend der typischerweise dreimal wochentlichen Dialyse zu Hypo-
albuminamie fihren [121], welche mit einer erhdhten Morbiditat und Mortalitat bei ESKD-
Patienten assoziiert ist [122]. In-vivo finden in der Niere nach der glomerularen Filtration
im nachgeschalteten tubuldren Apparat wichtige Sekretions- und Resorptionsvorgange
statt, die aus dem Primarfiltrat den Endharn prozessieren. Der entscheidende sekretori-
sche Transport proteingebundener Uramietoxine ist dabei im proximalen Tubulus lokali-
siert [123]. Gegenwartige klinische Verfahren der Blutreinigung bilden die komplexen rena-
len Funktionen nur unzureichend ab. So findet keine Reabsorption essentieller, primar
filtrierter Substanzen (wie im Tubulusapparat) statt, endokrine oder synthetisierende Funk-
tionen der Niere werden nicht ersetzt. In Folge dessen gehért z.B. die Substitution von
rekombinantem Erythropoetin haufig zur kostenintensiven medikamentésen Standardthe-

rapie eines Dialysepatienten.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Basis flr einen bio-artifiziellen Tubulus entwickelt wer-
den, welcher die gegenwartige Hamodialyse um die bisher nicht vorhandenen tubularen

Funktionen erweitern soll.

In den vergangenen Jahren haben verschiedene Arbeitsgruppen die Fortschritte in der

Entwicklung des bio-artifiziellen Tubulus bzw. einer bio-artificial kidney vorgestellt [42, 54].
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Humes et al. berichteten unter anderem von einer erfolgreichen Kultivierung primarer

hRPTEpCs auf der Innenoberflache von funktionalisierten Polysulfon-Membranen, die in
der Anwendung bei uramischen Hunden bereits positive Behandlungsergebnisse zeigten
[87]. Aulkerdem beschrieben Saito et al. eine Kultur von humanen proximalen Tubuluszel-
len, deren Ex-vivo-Lebensdauer durch Transfektion mit p16™%42-siRNA kinstlich verlan-
gert wurde, auf einer Ethylen-Vinylalkohol-Hohlfasermembran. Erste Anwendungen in der
Behandlung von Ziegen, die an akutem Nierenversagen litten, zeigten dabei vielverspre-
chende Ergebnisse [89]. Weiterhin wurde kirzlich die Kultivierung von ciPTECs auf der
Aulenseite funktionalisierter Polyethersulfon-Membranen beschrieben, in der die Zellen
auf der Membran bereits aktiven Transport flir organische Anionen aufwiesen. Die Kultur
wurde bisher allerdings nur unter statischen Bedingungen entwickelt [53]. Die aufgeflihr-
ten existierenden Modelle des artifiziellen Tubulus unterliegen allerdings entweder der
durch die Verwendung von Primarzellen auftretenden Limitierungen (eingeschrankte Ver-
fugbarkeit, Donorvariabilitat, Dedifferenzierung) [87], oder sind durch die Verwendung von
Zelllinien mit einem erhéhten Patientenrisiko verbunden [53, 89]. Durch die Verwendung
von autologen adipozytaren mesenchymalen Stammzellen werden die beschriebenen Ri-
siken und Beschrankungen in der Entwicklung eines artifiziellen Tubulus in der vorliegen-

den Arbeit umgangen [70].

Das zu entwickelnde bio-artifizielle Konstrukt sollte dabei aus einer Ko-Kultur von PTCs
und Endothelzellen bestehen, die auf einer als Basalmembran fungierenden, semiperme-
ablen und in einem fiir die Dialyseanwendung passenden Modul eingebauten Kapillar-
membran kultiviert werden. Die Entwicklung basierte dabei zunachst auf miniaturisierten-
Hohlfasermembranbioreaktoren. Fur die spatere Anwendung ware eine Skalierung auf kli-

nische Module erforderlich, was aber nicht Gegenstand dieser Arbeit war.

Im ersten Teil der Arbeit wurden zunachst Methoden und Protokolle fur standardisierte
Zellkulturbedingungen im Rahmen einer 2D-Zellkulturumgebung etabliert. Dabei lag ein
Fokus zunachst auf den Methoden zur eindeutigen Charakterisierung proximaler Tubulus-
zellen einschlie3lich ihrer Unterscheidung von mesenchymalen Stammzellen aus Fettge-
webe. Diese Unterscheidungsfahigkeit war von essentieller Bedeutung, um die ebenfalls
zu etablierende In-vitro-Differenzierung von ASCs zu PTCs nachweisen zu kénnen. Ver-
schiedene Studien beschrieben dabei die potentielle Méglichkeit, ASCs in eine epitheliale
Linie zu differenzieren [81, 85, 86]. Ausdifferenzierte PTCs konnten allerdings, wie bereits
fur primare proximale Tubuluszellen beschrieben, in Kultur die Fahigkeit zum sekretori-
schen Transport organischer Anionen verlieren [55]. Da eine Ko-Kultivierung mit endothe-

lialen Zellen nachweislich die Expression von Transportproteinen fir organische Anionen
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(OAT1, OAT3) in proximalen Tubuluszellen stimuliert [56, 57] kdnnte so die Sekretionsfa-

higkeit der differenzierten PTCs auf der Hohlfasermembran mutmafRlich gesteigert wer-

den. Deshalb musste in Vorversuchen fur die spatere Anwendung in der 3D-Zellkulturum-
gebung eines Hohlfaserbioreaktors auflerdem ein Medium entwickelt werden, welches die
Ko-Kultur von ASCs und HUVECs optimiert, sowie die Adharenz, Proliferation und Vitalitat

der beiden Zelltypen bestmdoglich garantiert.

5.1. Charakterisierung proximaler Tubuluszellen zur Unterscheidung von

mesenchymalen Stammzellen aus Fettgewebe

In dieser Arbeit sollte unter anderem ein Protokoll zur Differenzierung von ASCs zu funk-
tionalen Zellen mit proximal tubuldrem Phanotyp entwickelt werden. Dabei wurde der Dif-
ferenzierungsstatus tber die Dauer der Kultivierung kontinuierlich beurteilt. Die analysier-
ten charakteristischen Merkmale ermdglichten die eindeutige Unterscheidung der ausdif-

ferenzierten proximalen Tubuluszellen von undifferenzierten ASCs.

5.1.1. Phanotypische Analyse von ASCs und PTCs iiber die Zellmorphologie

und durchflusszytometrische Analyse tubulusspezifischer Marker

Eine potentielle Moglichkeit der Charakterisierung primarer proximaler Tubuluszellen ist
die Analyse der Expression spezifischer Markergene und der Aktivitat spezifischer En-
zyme [7]. In der vorliegenden Arbeit wurde der Phanotyp primarer proximaler Tubuluszel-
len durchflusszytometrisch anhand der Expression der tubulusspezifischen Marker AQP1,
Na*-/K*-ATPase, CK18 und Villin 1 [6, 8, 9] charakterisiert.

Aquaporine sind Wasserkanale flr den transmembranen renalen Wassertransport [124].
AQP1 wird konstitutiv im proximalen Tubulus und im absteigenden Ast der Henle-Schleife
exprimiert und spielt eine essentielle Rolle in der im proximalen Tubulus lokalisierten Was-

serresorption [125].

Die Na*-/K*-ATPase Ubernimmt durch die Etablierung und Aufrechterhaltung des
transepithelialen Na*-Gradienten vielfaltige Rollen in epithelialen Transportprozessen. Der
Na*-Gradient kontrolliert zum einen die Wasserbewegung und energetisiert zum anderen
sekundare transmembrane Transportprozesse [126]. In der Niere ist ihre polarisierte Ver-
teilung ausschlieRlich auf die basolaterale Membran tubulusepithelialer Zellen begrenzt.

Ihre Aktivitat ist essentiell fir die Reabsorption von lonen und anderen kleinen Molekilen

88



Julius-Maximilians-
UNIVERSITAT
. . WURZBURG
Diskussion

aus dem Ultrafiltrat und zur Aufkonzentrierung des Urins [127, 128]. lhre Expression in

primaren proximalen Tubuluszellen in Kultur konnte bereits gezeigt werden [8].

Zytokeratine sind die Intermediarfilament-bildenden Proteine von Epithelzellen. Sie wer-
den in Epithel- und Endothelzellen exprimiert, in denen sie die mechanische Stabilitat der
Zellen gewahrleisten [129]. Die Synthese von Zytokeratinen findet wahrend der Induktion
der epithelialen Differenzierung statt [130]. Sie stellen eine der ersten epithelialen Struk-
turproteine dar. CK18 ist eines der am haufigsten vorkommenden Mitglieder der Keratin-
familie. Die Expression ist in ausdifferenzierten Epithelzellen zu beobachten [8], unter an-

derem auch in Kulturen proximaler Tubuluszellen [131].

Vil1 stellt ein gewebespezifisches, Aktin-bindendes Protein dar, das in Blrstensaum-
membranen exprimiert wird, wo es das Wachstum der Mikrovilli induziert [132]. Seine Ex-
pression konnte in der epithelialen Burstensaummembran proximaler Tubuluszellen nach-

gewiesen werden [9, 133].

Zur Charakterisierung wurden primare hRPTEpCs und ASCs bis zur Konfluenz kultiviert
(Abbildung 11). ASCs prasentierten einen spiegeleiférmigen Phanotyp, mit grolkem zer-
kliftetem Zytoplasma und weiten Zellauslaufern, die typische Zellmorphologie fiir die 2D-
Zellkultur von ASCs [134]. Die hRPTEpCs zeigten eine beinahe wirfelférmige Morpholo-
gie, typisch fur einschichtiges isoprismatisches Epithel, wobei nach 5 Tagen Kultur bereits
eine erste Kuppelbildung zu beobachten war, ein Indikator flr ein ausgereiftes Epithelium

und unidirektionalen Wassertransport [116, 131].

Die durchflusszytometrischen Analysen (Abbildung 12) konnten die Expression der tubu-
lusspezifischen Marker in hRPTEpCs eindeutig nachweisen (fiir AQP1 waren 99,8 %, flr
Na*-/K*-ATPase 99,9 % und fur CK18 98,9 % der analysierten Zellen positiv). Einzig der
Anteil der Vil1-positiven Zellen war mit 21,7 % geringer. Interessanterweise war au3erdem
festzustellen, dass der Anteil der AQP1- (99,6 %), Na*-/K*-ATPase- (91,1 %) und Vil1-
positiven (18,8 %) ASCs vergleichbar mit dem der hRPTEpCs war. Vorherige Studien hat-
ten die Expression von AQP1 in undifferenzierten ASCs ebenfalls gezeigt: Avola et al.
gelang dies 2017 [135], wahrend Graziano und Mitarbeiter 2018 zusatzlich nachweisen
konnten, dass das Expressionslevel von AQP1 wahrend der chondrogenen Differenzie-
rung sogar anstieg [136]. Acosta et al. beobachteten, dass Alpha- und Beta-Untereinhei-
ten der Na*-/K*-ATPase in frisch isolierten ASCs aus der Ratte exprimiert werden [137],
wodurch die vorliegenden Ergebnisse ebenfalls unterstitzt werden. Der CK18-positive
Teil in der vorliegenden Arbeit kultivierten Populationen unterschied sich zwischen den
zwei Zelltypen hingegen deutlich (98,9 % in hRPTEpCs vs. nur 0,34 % in ASCs), was
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durch die exklusive Expression von CK18 in ausdifferenzierten Epithelzellen wenig tber-

rascht [8]. Aufgrund dieser Ergebnisse konnte die Expression von CK18 somit als Charak-
terisierungsmerkmal einer funktionalen Differenzierung von ASCs in proximale Tubulus-
zellen genutzt werden, die Expression von AQP1, Na*-/K*-ATPase und insbesondere dem
bei beiden Zelltypen in erheblich geringerem Mal3e exprimierten Vil1 aufgrund vergleich-

barer Expression in ASCs und hRPTEpCs hingegen nicht.

5.1.2. Charakterisierung von PTCs uiber die Aktivitidt der y-Glutamyltrans-

ferase

Zusatzlich zur durchflusszytometrischen Evaluierung der Expression bestimmter Proteine
sollte durch die Aktivitatsbestimmung der y-Glutamyltransferase eine weitere Mdglichkeit
geschaffen werden, PTCs eindeutig von ASCs zu unterscheiden. Die GGT ist ein an der
Plasmamembran verankertes, extrazellulares Enzym, welches unter anderem y-Glutamyl-
Gruppen von Glutathion hydrolysiert und auf Akzeptormolekiile transferiert [138]. Die GGT
ist in tierischem Gewebe weit verbreitet und weist die hochste hydrolytische Aktivitat in der
Blrstensaummembran der Niere auf [139], [140]. In der humanen Niere wird die GGT am
starksten im proximalen Tubulus exprimiert [109]. Die GGT offenbarte in hRPTEpCs eine
Aktivitat von 9,9 £ 2,5 mU/mL, in ASCs hingegen mit 0,4 £ 0,0 mU/mL keine nachweisbare
Aktivitat (Abbildung 13), wodurch die Bestimmung ihrer Aktivitat eine hervorragende Mog-
lichkeit darstellte, den Differenzierungsstatus und gleichzeitig die Funktionalitat der diffe-

renzierten PTCs zu bestimmen.

5.1.3. Bestimmung der Transportaktivitat von MRP4 und P-gp

Der energieabhangige Efflux Uber die tubulare Apikalmembran der Niere wird durch Mit-
glieder der ABC-Transporter-Familie vermittelt, spielt eine Schlisselrolle in der renalen
Clearance und tragt mafigeblich zur sekretorischen Funktionalitat des Gewebes bei [141,
142]. P-gp, MRP2 und 4 sowie BCRP sind dabei die vier fur den Efflux hauptverantwortli-
chen ABC-Transporter und eliminieren u.a. eine Vielzahl verschiedener Xenobiotika [143,
144], welche bei gestorter renaler Exkretion in den proximalen Tubuli akkumulieren und
zu Nephrotoxizitat fuhren kénnen [145]. Zur weiteren Evaluierung des Differenzierungs-
status ausdifferenzierter PTCs sollte die funktionale Expression von MRP4 und P-gp nach-

gewiesen werden.

Fluoreszenzbasierte Transport-Assays bieten exzellente Mdglichkeiten zur Analyse der

Aktivitat von Transportsystemen. Dabei nutzen sie Fluorophore, die wiederum spezifische
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Substrate flir bestimmte Transporter darstellen, wodurch Fluoreszenz basierend auf der

metabolischen Aktivitat der Zellen entsteht [146]. Die Assays beruhen auf der diffusiven
Membrangangigkeit von Stoffen, deren fluoreszente Abbauprodukte bei gleichzeitiger In-
hibierung der substratspezifischen Effluxtransporter zu einem messbaren Anstieg der int-
razelluldren Fluoreszenz aufgrund der Substratretention fiihren [64]. Bisherige Studien
zeigten, dass CMFDA nach seiner Hydrolyse und Glutathion-Konjugation zu GS-MF, ei-
nem spezifischen, fluoreszenten Substrat fur Mitglieder der MRP-Familie wird [110, 147].
Aulerdem wurde nachgewiesen, dass sich der von MRP4 vermittelte Efflux von GS-MF
in ciPTECs durch den Inhibitor MK571 blockieren lasst [110]. Dartber hinaus wurde Cal-
cein als Substrat fir P-gp in ciPTECs verifiziert und der spezifische P-gp vermittelte Cal-
cein-Efflux liet sich durch PSC833 erfolgreich inhibieren [110].

Nachweis der funktionalen Expression von MRP4 und P-gp in hRPTEpCs durch Inhibie-

rung der spezifischen Transportaktivitat

Die in Abbildung 14 dargestellten Ergebnisse bestatigen die aus der Funktionsanalyse in
CiPTECs getroffenen Annahmen fir hRPTEpCs, dass sich die Transportaktivitat von
MRP4 und P-gp durch die spezifischen Inhibitoren MK571 und PSC833 verringern lasst
und sich somit die funktionale Expression der Transporter nachweisen lasst [110]. Die
errechneten Effluxaktivitdten von MRP4 prasentierten in hRPTEpCs eine starke Abhan-
gigkeit von der Konzentration des Inhibitors (38 + 2 % fur 5 yM, 58 + 4 % fur 2,5 yM) und
somit - im Gegensatz zu ASCs, die keinen Fluoreszenzunterschied zwischen inhibierten
und nicht inhibierten Zellen zeigten - die funktionale Expression von MRP4. Die Kontroll-
zellen ohne Substrat demonstrierten aullerdem eine niedrige Fluoreszenz (8 £+ 0 % in
hRPTEpPCs, 15 + 1 % in ASCs, jeweils von der Fluoreszenz der nicht inhibierten Kontrolle
mit Substrat), was auf die Anwesenheit der fiur die Umsetzung von CMFDA zu GS-MF
notwendigen intrazellularen Esterasen in hRPTEpCs und ASCs schlie3en lasst. Die deut-
lich hdhere absolut gemessene Fluoreszenzretention in hRPTEpCs im Vergleich mit ASCs
(4,6-fach fur 5 pM, 3,4-fach fur 2,5 uM, 2,0-fach fur nicht inhibierte Kontrollen) wies zum
einen auf eine hohere Zellzahl der hRPTEpCs hin, was durch bisherige Beobachtungen
des Wachstumsverhaltens (vgl. Abbildung 11), die eine eindeutig hdhere Zellzahl im Ver-
gleich zu ASCs zeigten, bestatigt wurde und ist zum anderen durch eine flr isoprismati-
sches Epithel typische héhere metabolische Aktivitat der hRPTEpCs, welche sie aufgrund
ihrer hohen sekretorischen Leistung in-vivo besitzen mussen, zu erklaren. Diese Ergeb-
nisse erlauben die Schlussfolgerung, dass sich der von MRP4 vermittelte substratspezifi-

sche Efflux von GS-MF in hRPTEpCs effektiv blockieren lasst, was eine funktionale
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Expression von MRP4 impliziert. Im Gegensatz dazu zeigten ASCs keine Reaktion auf die

Behandlung mit Inhibitoren, woraus das Fehlen von MRP4 gefolgert werden kann.

Die Effluxaktivitat von P-gp zeigte sich ebenfalls konzentrationsabhangig, 0,5 pM PSC833
waren zu gering, um den P-gp vermittelten Efflux von Calcein in hRPTEpCs zu inhibieren,
wahrend die Inhibierung mit 1 yM PSC833 die Effluxaktivitat um 28 % verminderte. ASCs
zeigten keine P-gp-vermittelte Effluxaktivitat fur Calcein. Der Fluoreszenzunterschied zwi-
schen ASC-Kontrollen mit und ohne Substrat bestatigte erneut die Aktivitat intrazellularer
Esterasen. Die absolut gemessene Fluoreszenz lag fiur hRPTEpCs erneut deutlich Gber
der der ASCs (6,6-fach fur 1 uM, 2,1-fach fur 0,5 uM, 2,3-fach fir nicht inhibierte Kontrol-
len), wodurch die héhere Zellzahl und die starkere metabolische Aktivitdt von hRPTEpCs
nochmals bestatigt wurde. Aus den Ergebnissen lasst sich vermuten, dass sich P-gp in
hRPTEpPCs in seiner substratspezifischen Effluxaktivitat fir Calcein einschranken lasst,
was fur seine funktionale Expression spricht. Weiterhin lassen die Ergebnisse die An-

nahme zu, dass P-gp in ASCs nicht exprimiert wird.

Der funktionale Nachweis von MRP4 und P-gp bietet aufgrund der vorliegenden Ergeb-
nisse demnach eine effektive Moglichkeit, um den funktionalen Differenzierungsstatus von
PTCs zu analysieren und nachzuweisen und sie eindeutig von undifferenzierten ASCs zu

unterscheiden.

5.2. Differenzierung von ASCs zu Zellen mit proximal tubularem Phanotyp

Die ideale Stammzelle fir therapeutische Zwecke oder Anwendungen in der regenerati-
ven Medizin sollte hinsichtlich ihrer Herkunft keinen ethischen Bedenken unterliegen und
ihre Gewinnung und Isolierung sollte mdglichst minimal invasiv vorgenommen werden
kénnen. Weiterhin muss sie in quantitativ ausreichender Zahl verfligbar sein, in Kultur
proliferieren kénnen und weit gefacherte Differenzierungsmoglichkeiten bieten - Eigen-

schaften die auf mesenchymale Stammzellen aus Fettgewebe zutreffen [148].

Wahrend der Organogenese entstehen im humanen Korper epitheliale Strukturen, wie
beispielsweise das Tubulusepithel, aus mesenchymalen Zellen [149]. Um in-vitro epitheli-
ale Zellen aus mesenchymalen Stammzellen zu differenzieren, wurden in der Vergangen-
heit verschiedene Strategien verfolgt: In bisherigen Studien, die Fortschritte in der In-vitro-
Differenzierung von ASCs in eine epitheliale Richtung beinhalteten, wurde die Differenzie-
rung durch Zugabe von All-Trans-Retinoinsaure induziert [81, 85]. Weitere Arbeitsgruppen
beschrieben die Differenzierung durch Kultivierung in konditioniertem Medium renaler Tu-

bulusepithelzellen [86]. Dartiber hinaus wurde die Differenzierung von bm-MSCs in Zellen
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mit renalem tubularen epithel-dhnlichem Phanotyp auch durch eine Ko-Kultur mit bescha-

digten Zellen des Tubulusepithel erreicht [80]. Die erfolgreiche Differenzierung von muri-
nen embryonalen Stammzellen in renale Epithelzellen konnte von Kim und Dressler 2005
durch Inkubation der Zellen mit einer Kombination aus ATRA, Aktivin A und BMP-7 nach-
gewiesen werden [150]. AuRBerdem konnten Narayanan et al. humane embryonale
Stammzellen durch Kultur auf einer extrazellularen Matrix aus Matrigel und Inkubation mit
ATRA, Aktivin A, BMP-2 und BMP-7 erfolgreich in funktionale renale proximal tubulusahn-

liche Zellen differenzieren [151].

Aufgrund der vorgesehenen spateren Anwendung des artifiziellen Tubulus im direkten Pa-
tientenkontakt sollten in der vorliegenden Arbeit aus Grinden der ,Good Manufacturing
Practice” l6sliche Substanzen als Differenzierungsfaktoren verwendet werden. Dadurch
wird sichergestellt, dass der artifizielle Tubulus dauerhaft unter definierten Bedingungen
entwickelt werden kann, ohne Medien oder Zusatze zu verwenden, deren exakte Zusam-
mensetzung unklar ist (wie beispielsweise konditioniertes Medium von beschadigten Tu-
buluszellen). Deshalb wurde die Differenzierung der ASCs durch Zugabe einer Kombina-
tion der I6slichen Differenzierungsfaktoren ATRA, Aktivin A und BMP-7 induziert. ATRA
ist ein aktiver Metabolit von Vitamin A, dessen Bedeutung in der Entwicklung der Niere
bereits 1948 nachgewiesen werden konnte [152]. ATRA spielt eine essentielle Rolle in der
embryonalen Entwicklung und reguliert Signaltransduktionswege Uber die Bindung an
spezifische Retinolsaurerezeptoren [153]. Aktivine sind multifunktionale Zytokine der
transforming growth factor-B3-(TGF-R)-Superfamilie, die das Zellwachstum und die Diffe-
renzierung in vielen biologischen Systemen regulieren [154]. Aktivin A wirkt entweder Uber
den TGF-3- oder den MAPK-Signalweg und reguliert die Differenzierung und das Wachs-
tum proximaler Tubuluszellen Uber einen autokrinen Wirkmechanismus [155]. Die BMP-
Familie moduliert die frih in der renalen Genese gebildete Ureterknospe, wobei BMP-7
vom Mesenchym und Epithelgewebe produziert wird. Der Einfluss auf die dabei stattfin-
dende Tubulogenese ist dosisabhangig, BMP-7 kann abhangig vom renalen Entwick-
lungszustand sowohl stimulierend, als auch hemmend wirken [156]. Es ist essentiell fir
die Entwicklung der Niere und wird im adulten Korper hauptsachlich in der Niere produziert
[157].

In einer ersten Untersuchung wurde der Einfluss der Konzentration der Differenzierungs-
faktoren auf den Differenzierungsstatus analysiert, in welcher die Expression des tubu-
lusspezifischen Markers CK18 als Nachweis fur eine erfolgreiche Differenzierung in Zellen
mit epithelialem Phanotyp herangezogen wurde. Die Differenzierung der ASCs mit dem

niedrig und dem hoch konzentrierten Ansatz prasentierten dabei vergleichbare
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Ergebnisse: nach 35 Tagen waren 33,7 % (niedrige Konzentration) bzw. 32,4 % (hohe

Konzentration) der analysierten Zellen CK18-positiv (vgl. Abbildung 15, Abbildung 16).
Zusatzlich wurde zum jeweiligen Zeitpunkt die GGT-Aktivitat bestimmt, um bereits erste
Hinweise auf eine mogliche Funktionalitat der differenzierten Zellen zu erhalten. Allerdings
konnte zu keinem Zeitpunkt eine Aktivitdt der GGT nachgewiesen werden, weder in den
im Standardmedium kultivierten Kontrollzellen, noch in differenzierten Zellen (vgl. Abbil-
dung 17). Die Sensitivitat des verwendeten Kits zur Messung der GGT-Aktivitat lag laut
Herstellerangaben bei 1 * 10° Zellen. Die Differenzierung in 6-Well-Platten fiihrte jedoch
bei maximal ca. 6 * 10° Zellen pro Well mit maximal 34 % differenzierten Zellen bezogen
auf die Auflésungsgrenze des Kits zu keiner ausreichenden Zellzahl, die eine nachweis-
bare GGT-Aktivitat hatte haben konnen (ca. 2 * 10° Zellen). Um die Differenzierung dem-
nach Uber die GGT-Aktivitat bestatigen zu kdnnen, mussten bei zuklnftigen Differenzie-
rungen grolere Flachen verwendet werden, um eine héhere Zahl an differenzierten Zellen
gewahrleisten zu kbnnen oder alternativ ein sensitiverer Assay zur Bestimmung der GGT-
Aktivitat verwendet werden. Die aktuell verfigbaren sowohl kolorimetrischen als auch flu-
oreszenzbasierten Kits zur Aktivitatsbestimmung verfligen ausnahmslos tber keine aus-
reichende Sensitivitadt. Die Validierung des Differenzierungsprotokolls mit ASCs unter-
schiedlicher Herkunft (vgl. Tabelle 4) konnte das Ergebnis fur alle ASCs, mit einer maxi-
malen Differenzierungsrate von etwa 54 % CK18-positiver Zellen nach 35 Tagen Differen-
zierung bestatigen (vgl. Tabelle 15). Zusatzlich demonstrierten die Ergebnisse eine hohe
Donorvariabilitat, ein Effekt der bereits in der Literatur beschrieben wurde [158]. So waren
54 % der ASCs des ersten Spenders nach 35 Tagen CK18-positiv, hingegen nur 22,54 %
der kommerziell erhaltlichen ASCs. Parallel dazu zeigten die undifferenzierten Kontrollzel-
len des ersten Spenders ebenfalls vereinzelte CK18-Expression (11,7 % an Tag 35). Fur
alle verwendeten ASCs konnte jedoch eine Zunahme des CK18-positiven Anteils der Ge-

samtpopulation beobachtet werden.

5.3. Optimales Nahrmedium fiir die Ko-Kultur aus ASCs und HUVECs

Um die Funktionalitdt und damit die Effektivitat des zu entwickelnden Systems potentiell
zu erhohen, sollte das bio-artifizielle Modell des humanen proximalen Tubulus eine Ko-
Kultur aus ASCs bzw. ausdifferenzierten PTCs auf den Innenseiten und HUVECs auf den
Auflenseiten eines Kapillarmembranbundels beinhalten. Die jeweiligen Monokulturen wa-
ren dabei im Sinne einer Basalmembran durch die Membranwand raumlich voneinander
getrennt. Die Poren in der Membranwand ermoglichten sowohl indirekten Zell-Zell-Kontakt

durch sezernierte Stoffe, als auch die Diffusion des Nahrmediums tber die Membran. Die
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Verwendung eines Nahrmediums, welches optimale Wachstumseigenschaften (Adha-

renz, Proliferation, Vitalitat) fur beide Zelltypen bietet, ohne jedoch die jeweiligen zellspe-
zifischen Eigenschaften negativ zu beeinflussen, wie beispielsweise durch die Ausldsung
einer ungewollten Differenzierung, war in dieser Konstellation essentiell. In der Literatur
werden fir die Kultur von ASCs verschiedene Basalmedien beschrieben. Haufig wurde
DMEM genutzt, welches in Kombination mit FCS das gebrauchlichste Medium darstellt
[76, 134, 159]. Weiterhin verwendeten einige Arbeitsgruppen DMEM/F12, ein Basalme-
dium mit geringem Calciumanteil [160, 161], oder alpha minimum essential medium (al-
pha-MEM), wobei die Effekte des Mediums auf die Expression der Oberflachenmarker
nicht analysiert wurden [162]. Das am haufigsten genutzte Medium fir die Kultur von
HUVECs ist M199 [163, 164]. Fur ein optimales Wachstum bendtigen HUVECs ein mit
20 - 30 % FCS supplementiertes Medium, allerdings sind bereits 10 % ausreichend, um
die Wachstumsdichte zu garantieren [165]. Der Zusatz von Wachstumsfaktoren, wie vas-
kularer endothelialer Wachstumsfaktor (VEGF), Heparin und dem endothelial cell growth
factor (ECGF), stimuliert das Wachstum von Endothelzellen, weshalb die FCS-Konzent-
ration gesenkt werden kann [163, 166]. Aufgrund der Erfahrungen in der HUVEC-Kultivie-
rung wurde in dieser Arbeit mit dem kommerziell erhaltlichen und auf die Kultur von En-
dothelzellen angepassten Medium ECGM gearbeitet, das ebenfalls bereits in der Vergan-
genheit bei verschiedenen, in der Literatur beschriebenen Ansatzen genutzt wurde [167-
170].

Zur Evaluierung des Mediums zur Ko-Kultur wurden dementsprechend zunachst die
Wachstumseigenschaften der Zellen im Standardmedium des jeweils anderen Zelltyps
analysiert. Dabei konnte fir HUVECSs bei einer Aussaatdichte von 5 * 103 Zellen pro cm?
im mit Endothelsupplement angereichertem DMEM kein vergleichbares Wachstum wie im
Standard-Endothelmedium nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 19, Abbildung 20).
Uberraschenderweise prasentierten ASCs (Aussaatdichte 5* 10° Zellen pro cm?) bei
gleichzeitig veranderter Zellmorphologie mit deutlich kleinerem, wenig diffusem Zyto-
plasma (vgl. Abbildung 21) in DMEM + Endothelsupplement und ECGM % Endothelsupp-
lement eine deutlich starkere Proliferation im Vergleich zur Kultivierung im Standard-ASC-
Medium (DMEM) (4,3-fach héhere Fluoreszenz, vgl. Abbildung 22). Die Anderung des
Basalmediums von DMEM in ECGM flihrte bereits zu einer verbesserten Proliferation, wie
auch die Zugabe von Endothelsupplement zu DMEM. Der grof3te die Proliferation verbes-
sernde Effekt wurde in der Kultur von ASCs in ECGM + Endothelsupplement sichtbar.
Suga et al. beschrieben in einer Studie ebenfalls einen die Proliferation von ASCs férdern-
den Effekt von Endothelmedium [171]. Allerdings konnten weitere Arbeitsgruppen, die die

Ko-Kultur von MSCs und Endothelzellen untersuchten, keinen wachstumsfordernden
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Einfluss von Endothelmedium im Vergleich zu DMEM oder alpha-MEM beobachten [168,

172]. Verschiedene bekannte Wachstumsfaktoren im Endothelmedium kénnten im Zu-

sammenhang mit dem beobachteten proliferationsfordernden Effekt von Bedeutung sein.
FGF-2, ein Wachstumsfaktor, konnten derartige Eigenschaften in mehreren Studien nach-
gewiesen werden [171, 173, 174]. Der Einfluss von EGF, einem weiteren Bestandteil des
Endothelsupplements, auf die Proliferation von ASCs ist in der Literatur hingegen wider-
sprichlich beschrieben. So wurde gezeigt, dass EGF die Proliferation von humanen pra-
Adipozyten stimuliert [175]. Weiterhin wurde von Baer et al. 2009 eine signifikant verbes-
serte ASC-Proliferation unter EGF-Zugabe publiziert [176]. Im Gegensatz dazu zeigte eine
Studie von Suga et al., dass die alleinige Zugabe von EGF keinen wachstumsférdernden
Effekt auf ASCs hat [171], eine Beobachtung die durch eigene, in dieser Arbeit nicht dar-

gestellte Experimente bestatigt werden konnte.

Die veranderte Zellmorphologie der ASCs legte daruber hinaus die Vermutung nahe, dass
entweder durch Wachstumsfaktoren im Endothelsupplement, oder durch Verwendung des
ECGM eine Differenzierung der Zellen induziert wurde. In ECGM + Endothelsupplement
kultivierte ASCs prasentierten in weiteren, gemal der International Society for Cellular
Therapy geforderten [74], Charakterisierungsschritten Eigenschaften, die sie weiterhin als
mesenchymale Stammzellen identifizierten. Es konnte durchflusszytometrisch die Expres-
sion von CD90, CD105, CD73 und CD44 bei gleichzeitigem Fehlen von CD11b, CD34,
CD45, CD19 und HLA-DR nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 23), was zunachst da-
rauf hinwies, dass die kultivierten Zellen trotz veranderter Morphologie weiterhin ASCs
darstellten. Es konnte aufRerdem das geforderte Differenzierungspotential in Adipozyten,
Osteoblasten und Chondrozyten gezeigt werden. Diese wurde Uber Oil-Red-O-Farbung
intrazellularer Lipidtropfen (vgl. Abbildung 24), Uber Alizarin-Red-S-Farbung extrazellula-
rer Calciumablagerungen (vgl. Abbildung 25) bzw. Gber Alcian-Blau-Farbung von Aggre-
can (vgl. Abbildung 26) nachgewiesen. Diese Analysen bestatigten schlieRlich die weiter-
hin vorhandenen Stammzellcharakteristika der in ECGM + Supplement kultivierten ASCs.
Aufgrund der optimalen Proliferation von HUVECs und der deutlich erhéhten Proliferati-
onsrate inklusive hdherer Endzelldichte schien das Endothelmedium somit das optimale
Nahrmedium flr die geplante Ko-Kultur aus HUVECs und ASCs in Miniatur-Hohlfaserbio-
reaktoren zu sein. Daher wurde das Endothelmedium (ECGM + Endothelsupplement,
10 % FCS, Pen/Strep) in den weiteren Entwicklungsschritten in Richtung des bio-artifizi-

ellen Tubulus als Nahrmedium fir beide Zelltypen verwendet.
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5.4. Zellkultur in Hohlfaserbioreaktoren

5.4.1. Optimale Adharenz und Proliferation von ASCs durch Fibronektin

Aufgrund ihres spezifischen Designs flr die Plasmaseparation und damit den direkten
Blut-Membran-Kontakt besitzen die in dieser Arbeit verwendeten Membranen (3M™
MicroPES® TF10 und 3M™ Plasmaphan® P1 LX) hadmokompatible und dadurch die
Adhasion von Zellen eigentlich behindernde Eigenschaften. Zusatzlich wiesen bisherige
Untersuchungen darauf hin, dass z.B. hPTCs ohne Vorbehandlung der
Membranoberflachen nicht auf Membranen aus Hydratzellulose,
Polysulfon/Polyvinylpyrrolidon oder Polyethersulfon/Polyvinyl-pyrrolidon adharieren und
proliferieren [94]. Die Membranoberflache musste daher vor Zellkontakt mit extrazellularen

Matrixproteinen funktionalisiert werden.

Die Adhasion von Zellen an extrazellulare Matrix wird durch spezifische
Adhasionsmolekile der Zelloberflache vermittelt, den Integrinen. Diese regulieren dabei
die Bindung an spezifische ECM-Strukturen, unter anderem Laminin und Fibronektin
[177]. Die Analyse der Zellviabilitdt durch AlamarBlue™ offenbarte fir ASC-Kulturen im
Vergleich mit unbeschichteten Kontrollen auf Beschichtungen aus Laminin, Fibronektin
und einer Doppelbeschichtung aus L-DOPA und Collagen IV vergleichbare
Wachstumseigenschaften, wobei die beste Performance auf Fibronektin gefunden wurde
(vgl. Abbildung 27). Die Beschichtungsdauer hatte keinen sichtbaren Einfluss auf die
Proliferationsraten, allerdings wurden nur 1 h und 2 h Beschichtungsdauer untersucht. Der
Grund fur die beste Performance der ASCs auf der Fibronektin-Beschichtung kdnnte die
erhdhte Expression von Fibronektin-Rezeptoren sein, wahrend Laminin- oder Collagen V-
Rezeptoren in hMSCs deutlich geringer ausgepragt sind [178, 179]. Weiterhin konnte in
auf Fibronektin wachsenden hMSCs Integrin as nachgewiesen werden [97], einer der
wichtigsten Fibronektin-Rezeptoren [180]. In der standardisierten 2D-Zellkulturumgebung
eigneten sich letztlich zwar alle getesteten Beschichtungen als Basis fur die ASC-
Zellkultur, aufgrund der héheren Endzelldichte wurde in den weiteren Experimenten die
Beschichtung der Membranoberflachen mit 10 uyg/mL Fibronektin (1 h, 37 °C, 5 % COz)
fur die Zellkultur angewendet. Ein moglicher Einfluss der Beschichtungen auf das
Stammzellenpotential der ASCs wurde nicht untersucht, die Literatur beschreibt allerdings
einen inhibierenden Einfluss von Fibronektin auf die adipogene Differenzierung [181]
sowie eine essentielle Rolle in der osteogenen Differenzierung von ASCs [182]. Da die
ASC-Kultur zur spateren Differenzierung genutzt werden sollte, kdnnte die Beschichtung

auch einen die Differenzierung verbessernden Effekt bewirken.
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5.4.2. Entwicklung der 3D-Ko-Kultur von ASCs und HUVECs

Derzeit existieren verschiedene Modelle der Zellkultur von mesenchymalen Stammzellen
oder Endothelzellen auf Hohlfasermembranen. 2016 wurde von Haack-Sgrensen zum
ersten Mal beschrieben, dass das ,Quantum Cell® Expansion System®, welches
kommerziell zur Expansion von bm-MSCs genutzt wird [183], sich ebenfalls zur
Vervielfaltigung von ASCs eignet [184]. Da allerdings nur die ASC-Expansion analysiert
wurde, beinhaltet die Studie nur quantitative, nicht aber qualitative Untersuchungen zur
Membranbesiedlung [184]. Weiterhin beschrieben verschiedene Arbeitsgruppen die Kultur
von HUVECs auf Hohlfasermembranen, wie beispielsweise Ciechanowska et al., die 2016
eine HUVEC-Kultur auf der Innenoberflache von mit Fibronektin beschichteten HFMs aus
Polysulfon als In-vitro-Modell eines BlutgefalRes prasentierten [185]. Aulierdem wurde von
Janke et al. 2013 fir die Entwicklung einer kinstlichen Arterie eine Ko-Kultur aus HUVECs
und glatten Muskelzellen auf HFM aus Polypropylen publiziert, in der die Endothelzellen
auf der inneren Membranoberflache kultiviert wurden [167]. Weiterhin finden sich einige
Studien zur Ko-Kultur von hMSCs und Endothelzellen [168, 169, 172, 186], allerdings
ohne einen Hohlfaserbioreaktor als Matrix zu verwenden. Der in dieser Arbeit entwickelte
Ansatz beschreibt hingegen die Ko-Kultur von ASCs auf der inneren und HUVECs auf der
auleren Membranoberflache von HFMs aus Polypropylen bzw. Polyethersulfon, mit dem

spateren Ziel der funktionalen Differenzierung in einen artifiziellen renalen Tubulus.

Etablierung der jeweiligen  Monokulturen von ASCs und HUVECs auf

Hohlfasermembranen

Aus den Vorversuchen wurde ersichtlich, dass die Verwendung von ECGM + Endothel-
supplement in Kombination mit einer Beschichtung der Hohlfasermembranen mit Fib-
ronektin die optimale Basis flr die Zellkultur von ASCs und HUVECs in Miniatur-Hohlfa-
serbioreaktoren bieten kénnte. Im ersten Schritt zur Etablierung der Ko-Kultur aus ASCs
und HUVECs wurden zunachst Monokulturen, beginnend mit der ASC-Kultur auf der In-

nenoberflache der Hohlfasermembranen, entwickelt.

Es konnte gezeigt werden, dass beide Zelltypen (Aussaatdichten jeweils 6 * 10* Zellen pro
cm?) auf mit Fibronektin beschichteten Polyethersulfon- und Polypropylen-Membranen ad-
harierten (vgl. Abbildung 29, Abbildung 33). Die Aussaatdichte fur HUVECs entsprach da-
bei der in einer Studie zur Entwicklung eines Blutgefalles fur /n-vitro-Untersuchungen be-
schriebenen optimalen Zelldichte zur HUVEC-Besiedlung auf einer Membraninnenober-

flache [185]. Sowohl ASCs als auch HUVECs prasentierten einen dichten Monolayer nach
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statischer Adhasion, der durch Zellkernfarbung und REM-Aufnahmen bestatigt wurde (vgl.

Abbildung 31, Abbildung 34) und dessen Qualitat iber 7 Tage dynamischer Kultur auf den
Polypropylen-Membranen aufrechterhalten werden konnte. Die Qualitat des ASC-Zellra-
sens auf Polyethersulfon-Membranen war hingegen nach dieser Zeit deutlich verschlech-
tert. Der Abfall der Qualitat durch die dynamischen Bedingungen wies darauf hin, dass der
durch den Volumenfluss des Wachstumsmediums erhdhte mechanische Stress einen ne-
gativen Einfluss auf die Viabilitat der adharenten Zellen hatte. Der im Vergleich zur Polyp-
ropylen-Membran niedrigere Innendurchmesser der Polyethersulfon-Membranen (300 uM
gegen 330 pM) resultiert einerseits in einer erhdéhten Krimmung der Membran, verursacht
aber andererseits bei gleichem Volumenfluss eine héhere Fliekgeschwindigkeit und damit
héheren mechanischen Stress. Diese Unterschiede konnten neben den chemischen
Membraneigenschaften jeweils flir sich oder auch in Kombination das Zellwachstum mog-
licherweise inhibiert oder zur Apoptose gefiihrt haben. Eine Studie zum Vergleich der Ha-
mokompatibilitat der verwendeten Membranen ist derzeit allerdings ebenso wenig be-
kannt, wie Untersuchungen zum Einfluss der chemischen Zusammensetzung auf eine po-
tentielle Zelladhasion, potentielles Zellwachstum oder schliel3lich eine mogliche Apoptose.
Als fur die klinische Anwendung zugelassene Medizinprodukte haben beide verwendeten
Membrantypen jedoch die in Europa und anderswo giltigen diesbeziiglichen Anforderun-
gen an die Hamokompatibilitdtseigenschaften im Rahmen des Zulassungsprozesses er-

fullen mussen (siehe dazu [187]).

In der 2D-Zellkultur erreichten ASCs in ECGM + Endothelsupplement eine konfluente Zell-
zahl von etwa 6 * 10* Zellen pro cm?. Zur Berechnung des Besiedlungszustandes der
Hohlfasermembranen wurde angenommen, dass auf Hohlfasermembranen kultivierte
ASCs die gleiche konfluente Zelldichte hatten erreichen kdnnen. Dementsprechend ent-
sprach die durch die durchflusszytometrische Zellzahlung nach 7 Tagen dynamischer Kul-
tur auf den Polypropylen-Membranen niedrigere bestimmte Zellzahl (2,8 * 10° Zellen) ei-
ner Konfluenz von etwa 76 %. Die konfluente Aussaatdichte (6 * 10* Zellen pro cm? Memb-
raninnenoberflache) resultierte demnach nicht in einem, die gesamte Membranoberflache
bedeckenden Zellrasen. Es existierten einige wenige Stellen ohne bzw. mit geringerer
Zelldichte. Bereits kleine Unterschiede des Durchmessers der einzelnen Fasern des Bio-
reaktors kdnnten zu einem ungleichmafliigen Fluss der Zellsuspension wahrend der Be-
siedlung gefuhrt haben, so dass zumindest teilweise unterschiedliche Zelldichten nach der
Adhasion resultierten. Anderungen der Besiedlungsstrategie - getestet wurden verschie-
dene transmembrandse Filtrationsrichtungen des Nahrmediums und eine Besiedlung nur
durch Sedimentation - hatten keinen Einfluss auf die Zellverteilung entlang der einzelnen

Fasern. Die Verteilung der weniger dicht besiedelten Stellen schien rein zufallig
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aufzutreten. Der im Vergleich zur 2D-Aussaat hohe mechanische Stress wahrend der Be-

siedlung kdnnte zusatzlich einen schadigenden Einfluss auf die Viabilitat und die Adhasi-
onsfahigkeit der Zellen gehabt haben. Weiterhin ist nicht davon auszugehen, dass samtli-
che eingesetzte Zellen auch tatsachlich auf den Membranen adharieren konnten, denn
selbst unter standardisierten 2D-Zellkulturbedingungen wurde keine 100-prozentige Ad-
hasionsrate erreicht. So berichteten beispielsweise Salzig et al. darliber, dass ungeachtet
der Beschichtung der Oberflachen bei Aussaat von 3 * 103 ASCs pro cm? lediglich etwas
Uber 90 % der Zellen nach 2 h adhériert hatten [97].

Diese Limitierungen hatten allerdings einen geringeren Einfluss auf die Qualitat der
HUVEC-Verteilung auf der Aulienseite der Polyethersulfon- und Polypropylen-Membra-
nen haben mussen, da das héhere Extrakapillarvolumen der Module (ca. 500 uL im Ver-
gleich zu ca. 70 pL Intrakapillarvolumen) zu einer deutlichen Verringerung des mechani-
schen Stresses wahrend der Besiedlung fihrte. Dementsprechend prasentierten die
HUVECSs einen homogenen Zellrasen liber nahezu die komplette Membranoberflache bei-
der Membrantypen. Dieser Unterschied zur Intrakapillarbesiedlung wird von den durch
Ciechanowska et al. beschriebenen Beobachtungen gestitzt, wonach HUVECs nach Be-
siedlung der Membraninnenseite von Fibronektin-beschichteten Polysulfon-Membranen
tatsachlich nicht homogen verteilt waren und nach Aussaat von 6 * 10* Zellen pro cm?
zusatzlich zur heterogenen Zellverteilung bereits direkt nach der Besiedlung durch manu-
elle Zellzahlung nur noch 77 % der Zellen auf der Membran nachgewiesen werden konn-
ten [185]. Im Rahmen der vorliegenden Experimente waren dariber hinaus jedoch langs-
verlaufende, scharf vom Zellrasen abgetrennte, unbesiedelte Bereiche im Besiedlungs-
muster der MembranaufRenseite auffallig (vgl. Abbildung 33 B - 2, Abbildung 34), die auf
direkt kontaktierende Uberlagerungen benachbarter Einzelfasern aufgrund ihrer Ondula-
tion oder nicht perfekt parallelen Einbettung im Modulgehduse zurlckzufiihren waren.
Durch diesen direkten physischen Kontakt der Hohlfasern konnten die betroffenen Ab-
schnitte der Membranoberflache von der Zellsuspension primar nicht erreicht werden. Die
durchflusszytometrische Zellzédhlung offenbarte eine dadurch unvollstandige Konfluenz
von etwa 68 % nach 7 Tagen dynamischer Kultur auf Polypropylen-Membranen. Der Net-
toverlust der Besiedlungsoberflache durch die Uberlagerungen wurde in der Berechnung
nicht abgebildet, die eigentliche Zelldichte in den bewachsenen Arealen war demnach
deutlich hoéher. Aufgrund der besseren Eignung der Polypropylen-Membranen fur die
ASC-Zellkultur wurden alle weiteren Untersuchungen mit dieser Membrantype durchge-
fuhrt.
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Das spatere ,Upscaling“ der Methode von Miniatur-Hohlfaserbioreaktoren zu klinisch an-

wendbaren GroRmodulen mit einer aktiven Innenoberflache von tber 1 m? wird extrem
hohe Zellzahlen erfordern. Deshalb ist eine Proliferation der Zellen im Modul essentiell.
Die, durch die durchflusszytometrische Zellzahlung bestimmte Proliferationsrate der ASCs
nach Aussaat in einer Zellkonzentration von 1 * 10* Zellen pro cm? im Bioreaktor war im
Vergleich zur 2D-Kultur jedoch verlangsamt (vgl. Abbildung 21, Abbildung 22). Dennoch
demonstrierte die Fluoreszenzfarbung nach 4 Tagen dynamischer Kultur Stellen mit na-
hezu konfluenter Zelldichte (vgl. Abbildung 32), andere Bereiche der Membran blieben
hingegen dinner oder sogar unbesiedelt. Die tatsachliche Proliferationsrate war moglich-
erweise auch im Intrakapillarraum héher als die errechnete, da die durch die flussbeding-
ten Scherkrafte in den Membranhohlfasern verringerte Adhasion bereits in einer niedrige-
ren Zelldichte resultierte. Weiterhin kdnnte eine teilweise inhomogene Zellverteilung im
Intrakapillarraum eine ungleichmaRige Besiedlung der Membranen zur Folge gehabt ha-
ben, wodurch lokale Abschnitte mit niedrigerer Zelldichte unter der fir die Proliferation
notwendige Mindestzelldichte entstanden sein konnten. Haack-Sgrensen beschrieben
dazu passend, dass ASCs in 2D-Kultur bei zu niedriger Aussaatdichte nicht proliferierten
und zu keinem Zeitpunkt einen homogenen Zellrasen erreichten [184]. Den Angaben in
der Literatur zufolge werden fir die 2D-Zellkultur Ublicherweise Aussaatdichten ab
2 * 103 Zellen pro cm? verwendet [134]. Die optimale Aussaatdichte fir kommerziell erhalt-
liche ASCs wird hingegen bei 4 * 10° Zellen pro cm? angegeben [188]. Diese Annahmen -
unbesiedelte oder zu gering besiedelte Stellen verbleiben unbesiedelt - werden durch die
Beobachtung nicht besiedelter Stellen der Membranen nach 7 Tagen dynamischer Kultur

bei konfluenter Aussaatdichte unterstitzt.

Die Proliferation der HUVECs wurde durch Zellkernfarbung nachgewiesen. Es konnte ein-
deutig gezeigt werden, dass die lokale Zelldichte besiedelter Membranen (Aussaatdichte
1 * 10* Zellen pro cm?) mit der Kultivierungsdauer zunahm (vgl. Abbildung 35) - abgesehen
von einigen unbesiedelten Stellen der Membranen. In bisherigen Untersuchungen zur
Proliferation von HUVECs auf Hohlfasermembranoberflachen konnte unter dynamischen
Bedingungen kein Zellwachstum nachgewiesen werden, die Zellzahl an Tag 0 nach Aus-
saat anderte sich in einer Kultur von bis zu 96 h nicht [185]. Verglichen mit der Wachs-
tumsrate in der 2D-Kultur, hier erreichen HUVECs bei einer Aussaatdichte von 5 * 103
Zellen pro cm? die Konfluenz nach etwa 5 Tagen (vgl. Abbildung 19), war die Verdopp-
lungsdauer der HUVECs im Hohlfasermodul erhéht. Dazu passend zeigten Proliferations-
studien zu HUVECs auf der Membraninnenseite, dass sich die Zellen nach 72 h dynami-
scher Kultur héchstens einmal, im selben Zeitraum in 2D-Kultur aber bis zu finfmal geteilt

hatten [185]. Die bei einer Aussaatdichte von 1 * 10* Zellen pro cm? nach 7 Tagen
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dynamischer Proliferation auf der Polypropylen-Membran gezahlte Zellzahl von 1,1 * 10*

Zellen pro cm? wies zunachst nur auf eine stark verlangsamte Proliferationsrate hin. Aller-
dings fuhrten die unbesiedelten Teile der Membranen und die angewandte Methode der
Zellzahlung - analog zur ASC-Kultur - zu einem, die eigentliche Proliferation unterschat-
zenden, deutlich geringeren Wert als die potentiell mdgliche Zellzahl bei vollstandig kon-

fluentem Wachstum aller Bereiche der Membran.

Durch die vorliegenden, im vorherigen Abschnitt diskutierten Ergebnisse der Untersuchun-
gen der 3D-Zellkultur auf Fibronektin beschichteten Polyethersulfon- und Polypropylen-
Hohlfasermembranen konnte die Adhasionsfahigkeit von ASCs eindeutig und reproduzier-
bar nachgewiesen werden. Fluoreszente Zellkernfarbung, REM-Aufnahmen und die
durchflusszytometrische Bestimmung der adharierten Zellen bestatigten dabei die erfolg-
reiche Membranbesiedlung. Dartiber hinaus konnte die Proliferationsfahigkeit und Viabili-
tat von ASCs auf Polypropylen-Membranen unter dynamischen Kulturbedingungen fiir
mindestens 7 Tage demonstriert werden. Zusatzlich konnte die HUVEC-Kultur auf der Au-
Renmembranoberflache von sowohl Polyethersulfon- als auch Polypropylen-Membranen
Uber einen Zeitraum von mindestens 7 Tagen gezeigt sowie die Proliferationsfahigkeit von

HUVECSs auf Polypropylen-Membranen bestatigt werden.

Ko-Kultur von ASCs und HUVECs im 3D-Bioreaktor

In bisherigen Studien konnte durch die Ko-Kultivierung von primaren proximalen Tubulus-
zellen und Endothelzellen die Expression der Transportproteine fur organische Anionen
(OAT1, OAT3) in proximalen Tubuluszellen gesteigert werden [56, 57]. Da der Uberwie-
gende Teil der proteingebundenen Uramietoxine organische Anionen sind [55], kbnnen
ko-kultivierte Endothelzellen demnach die Sekretionsfahigkeit des Epithels aus PTCs im
Intrakapillarraum der Miniatur-Hohlfaserbioreaktoren mutmaflich steigern. In dieser Arbeit
konnte erfolgreich gezeigt werden, dass die Zusammenflhrung der zunachst etablierten
Monokulturen der jeweiligen Zellen zu einer Ko-Kultur (vgl. Abbildung 36) méglich ist. Die
analysierten Hohlfasermembranen prasentierten bei gleichzeitiger Besiedlung der Innen-
und AulRenoberflache eine Besiedlungsqualitat, die mit der der jeweiligen Monokulturen
vergleichbar war. Obwohl die Ko-Kultur bis zu diesem Zeitpunkt nur nach statischer Inku-
bation analysiert wurde, erlauben die vorliegenden Vorversuche zur Proliferation und Via-
bilitat der Monokulturen die Annahme, dass sich die Zellen in der Ko-Kultur auch bei raum-
licher Trennung durch die Kapillarmembranwand &hnlich verhalten, insbesondere bei Ver-

wendung identischer Kulturbedingungen wie in den Monokulturen.
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5.5. Bewertung der vorliegenden Arbeiten zum artifiziellen Tubulus

In der vorliegenden Arbeit sollte die Machbarkeit eines sogenannten artifiziellen Tubulus
evaluiert werden. Ein artifizieller Tubulus stellt ein vereinfachtes Modell des humanen pro-
ximalen Tubulus dar, der die klinische Hamodialyse idealerweise um bisher nicht vorhan-
dene renal tubulare Funktionen, wie die addquate Entfernung proteingebundener Uramie-
toxine aus dem Blut dialysepflichtiger Patienten, erganzt. Die funktionale Differenzierung
der proximalen Tubuluszellen aus mesenchymalen Stammzellen aus Fettgewebe sollte
dabei eine neue Quelle der notwendigen Zellen bieten. Die Isolation adipozytarer Stamm-
zellen ist simpel und minimalinvasiv, sie sind in einer hohen Zellzahl verfigbar, ethische
Bedenken wie beispielsweise bei der Verwendung embryonaler Stammzellen entfallen,
und durch eine spatere autologe Behandlung der Patienten mit kdrpereigenen Zellen sinkt
das Patientenrisiko drastisch. Die Basis flr die Entwicklung des artifiziellen Tubulus bein-
haltete zum einen die erfolgreiche Differenzierung von ASCs in Zellen mit proximal tubula-
rem Phanotyp. Diese wurde in der vorliegenden Arbeit durch Zugabe von |6slichen Diffe-
renzierungsfaktoren - ATRA, Aktivin A und BMP-7 - induziert sowie Uber die Expression
von CK18 nachgewiesen. Zusatzlich war die Etablierung einer 3D-Ko-Kultur aus ASCs
und HUVECs in Miniatur-Hohlfaserbioreaktoren fur die weitere Entwicklung essentiell. Das
dabei verwendete Medium, welches optimale Wachstumsbedingungen fur beide Zelltypen
garantierte, fuhrte Uberraschenderweise zu einem extremen Anstieg der Proliferation von
ASCs bei gleichzeitiger Aufrechterhaltung des Stammzellstatus. Daraus folgend konnte in
dieser Arbeit erfolgreich gezeigt werden, dass sowohl Monokulturen Uber eine Dauer von
mindestens 7 Tagen auf den funktionalisierten Membranoberflachen von Polyethersulfon-
bzw. Polypropylen-Hohlfasermembranen in Bioreaktoren méglich sind, als auch dass die
simultane Besiedlung beider Membranseiten in qualitativ hochwertigen Zellrasen resul-

tiert.

Weitere Untersuchungen und Entwicklungsschritte missen die Ergebnisse jedoch ergan-
zen. So sind beispielsweise die Analysen der Besiedlungserfolge auf Hohlfasermembra-
nen Uber die durchflusszytometrische Zellzahlung, REM-Aufnahmen oder Zellkernfarbung
Endpunktanalysen, welche die Zerstérung der Bioreaktoren erfordern. Deshalb kénnte ein
zukunftiges Ziel sein, eine zerstérungsfreie Moglichkeit zu entwickeln, um den Besied-
lungsstatus der Membranen in Echtzeit zu evaluieren, wodurch das Erreichen eines kon-
fluenten Zustandes punktgenau ermittelt werden kénnte. Die Expression bestimmter Glu-
koseaufnahmetransporter in ASCs (Mitglieder der GLUT-Familie) [189-191] kénnte dabei
genutzt werden, um durch eine Messung der Glukoseaufnahmekinetik der auf den Hohl-

fasermembranen im Bioreaktor kultivierten ASCs eine Bestimmung der Zellzahl zu
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ermdglichen. Weiterhin kénnte die durch die Ausbildung eines konfluenten Epithelgewe-

bes entstehende Funktion einer transepithelialen Barriere dazu dienen, um durch freie
Membranstellen diffundierendes FITC-Inulin zu analysieren, was von Jansen et al. 2015
bereits flr einen Monolayer aus ciPTECs auf Hohlfasermembranen aus Polyethersulfon
gezeigt werden konnte [68]. Nach der Adaption des Differenzierungsprotokolls in die Um-
gebung des Hohlfaserbioreaktors muss in weiteren Schritten die Funktionalitat der diffe-
renzierten Zellen gewahrleistet werden. Dazu ist es zum einen notwendig, die differenzier-
ten Zellen auf die Expression weiterer Marker (AQP1, Na*-/K*-ATPase) zu analysieren.
Zum anderen muss die Transportaktivitat der flir den Transport der proteingebundenen
Uramietoxine verantwortlichen Transporter, wie beispielsweise OAT1 oder OAT3, evalu-
iert werden, deren Expression in primaren PTCs bei Ko-Kultur mit Endothelzellen nach-
weislich gesteigert wird [56, 57]. Dabei kann die Sekretionsleistung jeweils mit der Funkti-
onalitat primarer PTCs auf Hohlfasermembranen verglichen werden, deren Kulturmaoglich-
keit auf Polypropylen-Membranen in dieser Arbeit Gber Zellkernfarbung und REM-Aufnah-
men ebenfalls bereits demonstriert wurde (Abbildung 37, Abbildung 38), bisher allerdings
nur als Monokultur und nicht als Ko-Kultur mit Endothelzellen. Diese Form der Charakte-
risierung kdnnte unmittelbar nach der Besiedlung erfolgen, um mdglichen funktionalitats-
einschrankenden Effekten wie der Dedifferenzierung der primaren PTCs Uber eine langere

Kulturdauer zu entgehen.

Die in dieser Arbeit prasentierten Ergebnisse stellen grundlegende Vorarbeiten zum bio-
artifiziellen renalen Tubulus dar. Sie legen nahe, dass das Konzept des bio-artifiziellen
Tubulus auf Basis von Polypropylen-Hohlfasermembranen und einer Ko-Kultur von ASCs
und HUVECs funktional sein kdnnte. Die gezeigte Differenzierungsmdglichkeit in Kombi-
nation mit der etablierten Ko-Kultur von ASCs und HUVECSs auf Polypropylen-Membranen
bieten dabei eine vielversprechende Basis fur die zuklinftige Entwicklung des bio-artifizi-

ellen Tubulus.
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CD cluster of differentiation
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DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s Medium
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ECM Extrazellulare Matrix
EGF epidermal growth factor
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EUTox European Uremic Toxin working group
FACS fluorescence activated cell sorting
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GFR Glomerulare Filtrationsrate
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GLT glucose transporter
GOTD Global Observatory on Donation and Transplantation
HEK293 human embryonic kidney
HK-2 human kidney
HD Hamodialyse
HDF Hamodiafiltration
HLA-dr human leukocyte antigen
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hMSC human mesenchymal stem cells
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hRPTEpC
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International Society for Cellular Therapy
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multidrug and toxin extrusion 1 and 2 transporter
Molekulargewicht
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molecular mass cut-off

Kidney Disease Outcomes Quality Initiative guidelines of the
National Kidney Foundation

organic anion transporter 1
organic anion transporter 3
organic anion transporter polypeptide
organic cation transporter 2
phosphate buffered saline
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zum Beispiel
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