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A promising strategy to increase the numbers of hematopoietic stem
cells (HSCs) for clinical applications, like stem cell transplantation, is
offered by advanced in vitro culture systems. We developed artificial
3D bone marrow-like scaffolds made of polydimethylsiloxane (PDMS)
mimicking the natural HSC niche in vitro. These 3D PDMS scaffolds in
combination with an optimized culture medium allow the amplification
of high numbers of undifferentiated HSCs by activating specific mole-

cular signaling pathways.

DOI: 10.1007/s12268-022-1798-2

© Die Autorinnen und Autoren 2022, korrigierte Publikation 2022

B Hamatopoetische Stammzellen (hemato-
poietic stem cells, HSCs) haben die Fahigkeit
zur Selbsterneuerung, die Kapazitat zur
unbegrenzten Vermehrung und konnen in
alle Typen von Blutzellen differenzieren und
das Blutsystem damit regenerieren [1, 2].
Innerhalb der HSC-Population unterscheidet
man zwischen sehr unreifen long-term HSCs
(LT-HSCs) und bereits determinierten short-
term HSCs (ST-HSCs) [3]. Im Gegensatz zu
den selten vorkommenden LT-HSCs haben
ST-HSCs nur ein kurzfristiges Potenzial zur
Repopularisierung des Blutsystems und dif-
ferenzieren schnell weiter in multipotente
Progenitorzellen (MPPs) und anschlieBend in
myeloide (MLP) oder lymphoide Progenitor-
zellen (common lymphoid progenitor, CLP)
[2]. Da Blutzellen eine begrenzte Lebens-
dauer haben, miissen sie stetig durch Diffe-
renzierung aus HSCs nachgebildet werden,
um das hamatopoetische System zu erhalten
[1, 2]. Wegen dieser Fahigkeiten werden
HSCs auch fiir Stammzelltransplantationen
(HSC transplantation, HSCT) eingesetzt, einer
Moglichkeit, anderweitig nicht behandelbare
Krebserkrankungen - wie beispielsweise
chronische oder akute Leukdmien — zu thera-
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pieren. HSCT wird zudem bei einem breiten
Spektrum nicht maligner angeborener oder
erworbener Krankheiten, wie schweren
Immundefekten (z. B. severe combined immu-
nodeficency und Wiskott-Aldrich-Syndrom),
schwer verlaufenden hdmatologischen
Erkrankungen (z. B. Beta-Thalassdmie major
und Sichelzellandmie) oder den erworbenen
Formen schwerer aplastischer Andmien
eingesetzt [4, 5]. Patienten profitieren dabei
von hohen Mengen an transplantierten
HSCs. Trotz stetiger Weiterentwicklung der
HSCT stehen aber oft nicht genligend Stamm-
zellen im Spendermaterial zur Verfiigung,
was den Erfolg der HSCTs deutlich verringert
[2, 4, 5].

In vitro-Kultivierung humaner HSCs

Eine Moglichkeit diese Hiirde zu tiberwin-
den, stellt die Nutzung eines In vitro-Kultivie-
rungssystems dar, welches die Proliferation
von HSCs unter Erhalt ihrer Pluripotenz
unterstiitzt. HSCs lassen sich aus gesunden
Spendern aus dem peripheren Blut nach
Mobilisierung durch Wachstumsfaktoren,
dem Knochenmark (KM) mittels Punktion
oder dem Nabelschnurblut gewinnen. Bis zu

489

einem gewissen Differenzierungsgrad tragen
alle HSC-Subtypen das Antigen CD34 auf
ihrer Oberfldche [6]. Daher werden die Trans-
plantate nach der Isolation aus den Spendern
anhand dieses Oberflichenmarkers mit HSCs
und determinierten Progenitorzellen ange-
reichert. Diese Zellpopulation ist wichtig fiir
eine erfolgreiche und effiziente Repopulari-
sierung nach einer HSCT [4]. In vivo sind
HSCs adulter Individuen vor allem in der
Stammzellnische des menschlichen KMs zu
finden, welche erheblichen Einfluss auf die
Funktionsweise von HSC hat [2, 7]. AuBere
Einfliisse und intrinsische Faktoren, wie bei-
spielsweise molekulare Signalwege, Interak-
tionen der HSCs mit anderen dort ansdssigen
Zelltypen, aber auch geometrische und phy-
sikalische Gegebenheiten im KM, spielen
eine bedeutende Rolle bei der Aufrechterhal-
tung der Stammzelleigenschaften [2, 8, 9]. In
vitro teilen sich HSCs selten symmetrisch im
Sinne der Selbsterneuerung. Es findet meist
eine symmetrische Teilung in zwei Progeni-
torzellen des blutbildenden Systems oder
eine asymmetrische Teilung statt, wodurch
neben einer Stammzelle eine spezifische Pro-
genitorzelle generiert wird [2]. Eine vielver-
sprechende Moglichkeit, HSCs unter Beibe-
haltung ihrer Stammzelleigenschaften in
vitro zu vermehren, liegt in der Nutzung von
dreidimensionalen (3D-) Kultivierungssyste-
men, welche die Stammzellnische simulie-
ren, um so optimale Bedingungen fiir eine
symmetrische Teilung im Sinne der Selbster-
neuerung zu schaffen [2, 10, 11].

3D-PDMS-Strukturen ermdglichen eine
effektive HSC In vitro-Kultivierung

Um die Stammzellnische in vitro nachzu-
ahmen, haben wir kiinstliche 3D-Strukturen
basierend auf dem Querschnitt eines huma-
nen Rohrenknochens aus Polydimethylsilo-
xan (PDMS) entwickelt [10]. Dazu wurde die
Morphologie des KMs analysiert und mittels
multiskaliger Gestaltung von Mikro- und
Nanotexturen und Polymer-Strukturierungs-
methoden direkt auf die biokompatiblen
PDMS-Substrate iibertragen (Abb. 1 und
Abb. 2). Zusitzlich haben wir ein kommer-
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A Abb. 1: Anhand des Querschnitts eines humanen Réhrenknochens wurden kiinstliche 3D-Strukturen aus Polydimethylsiloxan (PDMS) zur In vitro-
Kultivierung humaner hdmatopoetischer Stammzellen (HSCs) entwickelt. 3D-PDMS-Strukturen ermdglichen eine effizientere /n vitro-Expansion von
long term (LT)- und short term (ST)-HSCs als 2D-Polystyrol(PS)-Substrate. Dies ist entscheidend fiir den Erfolg einer HSC-Transplantation (HSCT). Die

Abbildung wurde mit BioRender.com erstellt.

ziell erhéltliches HSC-Kultivierungsmedium
durch Zugabe verschiedener Zytokine,
Wachstumsfaktoren und des Histondeace-
tylase-Inhibitors Valproinsaure in Analogie
zu bereits publizierten Studien optimiert
[2, 10, 12]. In Kombination mit den 3D-PDMS-
Strukturen konnte somit eine geeignete Mog-
lichkeit geschaffen werden, um humane
HSCs wiahrend 14-tdgiger In vitro-Kultivie-
rung zu amplifizieren und gleichzeitig deren
Pluripotenz und Fahigkeit zur Selbsterneue-
rung zu erhalten [10, 11]. Polystyrol (PS) ist
momentan das state-of-the-art-Material fiir

<« Abb. 2: Humane HSCs siedeln wahrend der
In vitro-Kultivierung groBtenteils in Vertiefungen
der 3D-PDMS-Strukturen (roter Pfeil), aber auch
auBerhalb (griiner Pfeil). Dargestellt ist die fluo-
reszenzmikroskopische Analyse DRAQ5™-
geféarbter HSCs wahrend der /n vitro-Kultivie-
rung auf 3D-PDMS-Strukturen. A, Ubersicht.
B-D, VergréBerungen der vorigen Teilabbildung.
Die Aufnahmen wurden mit einem Zeiss Axio
Scan.Z1-Mikroskop gemacht.
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alle Bereiche der Zellkultivierung. Wir
konnten jedoch zeigen, dass die 3D-PDMS-
Kultivierungsstrukturen deutlich besser
geeignet sind, um HSCs in vitro effektiv zu
vermehren als zweidimensionale (2D-) (her-
kommliche) Zellkulturplatten. Auch 3D-PS-
Strukturen, die analog zu denen aus PDMS
anhand der KM-Morphologie hergestellt
wurden, erwiesen sich als nicht zielfiihrend
(Abb. 1,10, 11]).

Molekulare Signalwege beeinflussen
den Stammzellerhalt in vitro

Analysen mittels Durchflusszytometrie
zeigten, dass eine Beschichtung der
3D-PDMS-Strukturen mit Siliziumoxid
(SiOn) zur Steigerung der Oberflichenhyd-
rophilie zwar die Ausbeuten an HSCs wei-
ter anheben konnte, jedoch wurde die Sub-
fraktion der unreifen LT-HSCs am besten
auf unbeschichteten 3D-PDMS vermehrt. In
diesem Zusammenhang konnten wir beob-
achten, dass HSCs wahrend der In vitro-
Kultivierung innerhalb der Vertiefungen
der 3D-PDMS-Strukturen wuchsen und sich
vermehrten (Abb. 2, [10]). Fluoreszenzmi-
kroskopische Analysen zeigten, dass nahe-
zu alle Zellen innerhalb der Vertiefungen
der 3D-PDMS-Strukturen den Oberfldchen-
marker CD34 exprimierten (Abb. 3). Die
SiOn-Beschichtung beglinstigte das Zell-
wachstum nicht nur innerhalb, sondern
auch auBerhalb sowie an den Wanden der
Kavitaten. Zellen, die auBerhalb wuchsen,
hatten jedoch deutlich weniger oder gar
kein CD34-Signal [10]. Die SiOn-beschich-
teten 3D-PDMS-Strukturen schienen also
das Wachstum der HSCs starker anzuregen
als die unbeschichteten Strukturen, forder-
ten aber gleichzeitig deren Differenzierung.
Damit tibereinstimmend wurden in colony
forming unit (CFU) Assays die meisten
unreifen Kolonien von HSCs gebildet, die
zuvor auf unbeschichteten 3D-PDMS-Struk-
turen kultiviert wurden [10, 11]. Proteom-
und Transkriptomanalysen der HSCs, die
14 Tage auf unbeschichteten 3D-PDMS-
Strukturen kultiviert wurden, zeigten Ver-
anderungen des PI3K/AKT/mTOR-Signal-
wegs, einhergehend mit einer Aktivierung
von sterol regulatory element-binding
protein(SREBP)-, hypoxia-inducible factor-
lo(HIF1o)- und forkhead box O(FOXO)-
vermittelten Signalwegen. Weitere Analy-
sen zeigten, dass HSCs, die auf 3D-PDMS
kultiviert wurden, dadurch bedingt eine
geringere mitochondriale Respiration,
dafiir aber einen gesteigerten Glucose- und
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Cholesterinstoffwechsel hatten [11]. Diese
Aktivierung kann eine Expansion von HSCs
begiinstigen und ihre Stammzelleigen-
schaften erhalten [13]. Die SiOn-Beschich-
tung der 3D-PDMS-Strukturen hingegen
fiihrte zu einer proinflammatorischen Akti-
vierung des PI3K/AKT/mTOR-Signalwegs,
einer deutlich schwacheren Aktivierung
von SREBP-, HIF1a- und FOXO-Signalwe-
gen und dadurch zu geringeren Ausbeuten
an LT-HSCs [11]. Zusammenfassend konnte
durch die Kombination biotechnologischer
sowie zell- und molekularbiologischer
Ansatze die In vitro-Kultivierung humaner
HSCs durch unsere 3D-PDMS-Strukturen
optimiert werden. Die Anwendung dieser in
vitro amplifizierten HSCs in vivo steht noch
aus, konnte aber in Zukunft helfen, ein gro-
Bes Problem der Transplantationsmedizin
zu losen.
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A Abb. 3: Der Stammzellcharakter humaner HSCs bleibt auf 3D-PDMS-Strukturen erhalten. Ein
GroBteil der Zellen bleibt wéhrend der /n vitro-Kultivierung CD34-positiv und nur wenige Zellen
sterben. Dargestellt ist die fluoreszenzmikroskopische Analyse von HSCs, die mit DRAQS5™ (alle
Zellen, rot), DAPI (tote Zellen, blau) und einem Anti-CD34-Antikdrper (Stammzellmarker, griin)
geféarbt wurden. Die Aufnahmen wurden mit einem Zeiss Axio Imager 2 ApoTome-Mikroskop
(strukturierte Beleuchtung) gemacht.
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