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The generation of high-quality human pluripotent stem cells and their
derivatives requires growth surfaces imitating the natural micro-

environment. Stiff plastic surfaces

with protein coatings are not an

optimal stem cell niche and adjustable growth surfaces are needed to
meet the cell-specific requirements. Alginate hydrogels are versatile
biomaterials in stem cell processes since they can be integrated in all
fundament cell workflows not only as planar surface but also as
microcarrier cultures in suspension bioreactors.
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B Fir die Herstellung hochwertiger Stamm-
zellen und deren Derivate zeigt sich immer
mehr, dass eine Nachbildung der physiologi-
schen Stammzellnische von groBer Bedeu-
tung ist. Diese strukturelle und zellulare
Umgebung innerhalb eines Organismus, in
denen die Stammzellen natiirlicherweise vor-
liegen, kann zum einen durch die Zugabe von
small molecules imitiert werden, um die
Stammzelleigenschaften zu erhalten oder

eine gezielte Differenzierung in den
gewiinschten Zelltyp zu erreichen. Zum
anderen sollten die bereitgestellten Ober-
flichen den in vivo-Bedingungen nachemp-
funden sein. Die klassische Zellkultur auf
zweidimensionalen (2D-)Polystrol-Ober-
flichen entspricht allerdings nicht der natiir-
lichen Umgebung der Zellen [1]. Die Zellen
konnen auf den harten, nicht elastischen
Oberflachen nur limitiert Zell-Zell- und Zell-
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Matrix-Kontakte ausbilden, wodurch die Zell-
funktionalitat negativ beeinflusst wird. Dies
fiihrt z. B. bei Tumorzellen im Labor zu einer
langsameren Tumorprogression und einer
geringeren Resistenz gegentiber Medikamen-
ten als bei Tumorzellen in vivo [1]. Unser Ziel
ist es daher, den vorteilhaften Einfluss von
Biomaterialien auf die Zellexpansion, -diffe-
renzierung und Kryokonservierung am Bei-
spiel von humanen induzierten pluripoten-
ten Stammzellen (hiPS-Zellen) im Bioreaktor
aufzuzeigen (Abb. 1). Das von uns verwen-
dete Alginat-Hydrogel kann dabei ohne wei-
tere Prozessschritte direkt in den normalen
Arbeitsablauf integriert werden. Dazu wer-
den zundchst die Braunalgen geerntet, dar-
aus Alginate extrahiert und funktionalisierte
Alginat-Microcarrier als physiologische
Wachstumsoberflache hergestellt, wobei eine
Langzeitlagerung der Microcarrier, z.B.
durch Lyophilisierung, erreicht werden
kann. Die hiPS-Zellen werden in Biobanken
bis zur Anwendung gelagert und dann im
Suspensionsbioreaktor expandiert bzw. in
spezialisierte Zelltypen differenziert. Die
generierten Zellen (z.B. Kardiomyozyten
oder Neurone) konnen zusammen mit Algi-
nat-Hydrogelen kombiniert werden, um als
komplexe Modellsysteme aussagekraftigte
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A Abb. 1: Herstellung und Verwendung von Alginat-Microcarriern in Bioreaktoren fiir hiPS-Zellkulturprozesse. Lagerung der hiPS-Zellen in Biobanken,
Expansion und Differenzierung im Suspensionsbioreaktor (SBR) auf Microcarriern. Spatere Anwendung im Tissue-Engineering-Bereich oder in Medika-

mentenscreenings. Erstellt mit BioRender.com.
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Daten zu generieren, z. B. in Medikamenten-
screenings.

Biomaterialien fiir das Upscaling von
hiPS-Zellen in Bioreaktoren

Die Entdeckung der hiPS-Zellen [2] war fiir
die biomedizinische Wissenschaft revolutio-
nar, da sie aus somatischen Zellen von Spen-
dern mit unterschiedlichem genetischem
Hintergrund gewonnen und in Zellen aller
drei Keimblétter differenziert werden kon-
nen. Dadurch ist es moglich, genetische
Krankheiten in Form von Zellmodellen im
Labor nachzubilden und zu erforschen. Sie
konnen als Ausgangsmaterial fiir Toxizitats-
studien, Wirkstoffscreenings, Krankheits-
modellierung und der regenerativen Medi-
zin dienen. Ahnlich wie embryonale Stamm-
zellen konnen hiPS-Zellen problemlos im
Labor kultiviert werden, da sie sich selbst
erneuern und eine unbegrenzte Vermeh-
rungsfahigkeit besitzen. Insbesondere fiir
humane pluripotente Stammzellen ist die
Nachbildung der Stammzellnische eine wich-
tige — bisher noch nicht erreichte — Grund-
voraussetzung.

3D-Suspensionsbioreaktoren (SBR) wer-
den zunehmend fiir die Expansion von hiPS-
Zellen verwendet, insbesondere, wenn grofe
Zellmengen bendétigt werden. Dabei werden
die Zellen auf beschichteten Microcarriern
(MC) kultiviert, wodurch die Wachstums-
oberfliche der Zellen um ein Vielfaches
vergroBert werden kann [3]. Diese MC kon-
nen aus synthetischen oder natiirlichen
Materialien wie Polystyrol, Dextran, Glas,
Cellulose oder Polysacchariden [4] herge-
stellt werden. Biopolymere natiirlichen
Ursprungs besitzen dabei den Vorteil der
Bioabbaubarkeit und der Biokompatibilitat
[5]. Das Polysaccharid Alginat wird aus mari-
nen Braunalgen gewonnen und bildet durch
die Interaktion mit bivalenten Kationen (z. B.
Ba?*) xenofreie Hydrogele, deren mechani-
sche Eigenschaften, Oberflichenchemie und
Porositat kontrolliert eingestellt werden kon-
nen. Somit eignen sich Alginat-MC hervor-
ragend, um hiPS-Zellen in SBR zu expandie-
ren und zu differenzieren. Wir verwenden
dabei ein spezielles, kontrolliert geerntetes
Alginat (www.alginatec.com), das ein hohes
Molekulargewicht besitzt und dadurch sehr
hochviskos ist.

Fiir eine Expansion im SBR ist es moglich,
die hiPS-Zellen in Form von Zellklumpen
oder als Einzelzellen auf die MC zu inokulie-
ren oder sie als Aggregate zu kultivieren
(Abb. 1). Durch die Verwendung von Einzel-
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A Abb. 2: Kultivierung von hiPS-Zellen im Bioreaktor [6]. A, hiPS-Zellen, die als Zellklumpen und
Einzelzellen auf funktionalisierten Alginat-Microcarriern (MC) und als Aggregate kultiviert wurden.
MaBstabsbalken = 500 um. B, grafische Darstellung des Zellwachstums pro Tag als Mittelwert
mit Standardabweichung (n = 3). C, durchflusszytometrische Analyse der Stammzell- (SSEA-4,
TRA-1-60, POU5F 1) und Differenzierungsmarker (SSEA-1) als Mittelwert mit Standardabweichung

(n=3).

zellen ist die Adhasion an die MC homogener
und die Zellausbeute kann im Vergleich zu
Zellklumpen erheblich gesteigert werden
(>3-fach) [6].

Kryokonservierung

Der Goldstandard in der Kryokonservierung
ist das langsame Einfrieren von Einzelzellen
oder kleinen Zellklumpen in Suspension. Bei
hiPS-Zellen oder deren Derivaten sind aller-
dings innovativere Kryokonservierungstech-
niken erforderlich, die in den Automatisie-
rungsablauf integrierbar sind und keine
weiteren Prozessschritte notwendig machen.
Daher haben wir ein neuartiges, auf ultra-
schnellem Einfrieren (Vitrifikation) basie-
rendes Verfahren fiir adhdrente hiPS-Zellen
entwickelt, die auf Alginat-MC in SBR expan-
diert wurden [7]. Entscheidend dabei ist, die
Adhésionszeit der hiPS-Zellen und die Elas-
tizitat der Alginat-MC zu optimieren, um
keine Kryoschddigungen wéahrend des Ein-
frier- und Auftauprozesses zu erzeugen.
Abweichungen von den optimalen Parame-
tern fithren beim Einfrieren zu Membranris-
sen und zu einem erheblichen Zellverlust
nach der adhédrenten Vitrifikation. Bei
Anwendung der optimalen Bedingungen war
die tropfenbasierte Vitrifikation dem kon-
ventionellen, langsamen Einfrieren tiberle-
gen [7]. Diese Methode ermoglicht es, die

hiPS-Zellen nach der Expansion im SBR
direkt auf den Alginat-MC einzufrieren und
zu lagern.

Differenzierung von hiPS-Zellen in
NGN2-induzierte Neurone auf Alginat-
Microcarrier

Im Vergleich zu herkommlichen wachstums-
faktorbasierten Differenzierungsansétzen
(z.B. dual SMAD inhibition) ermdoglicht die
Uberexpression des Transkriptionsfaktors
NGN2 eine beschleunigte neuronale Diffe-
renzierung. Diese Art der Differenzierung
fiihrt zu einer homogeneren und reproduzier-
baren Population [8] von neuronalen Zellen
nach nur zwei Tagen Differenzierung, wofir
normalerweise eine Dauer von mehreren
Wochen notwendig ist. Unter 3D-Bedingun-
gen im SBR wurde eine Zunahme der Zell-
konfluenz auf den MC wihrend einer fiinf-
tdgigen Kultur beobachtet, die vergleichbar
zur Entwicklung der Zellzahl in der 2D-Kul-
tur war [6]. Allerdings wurde nach fiinf
Tagen eine deutlich geringere Zellausbeute
als in 2D erzielt wurde, da sich die Zell-Zell-
Kontakte in den 3D-Ansétzen wahrscheinlich
starker ausgebildet haben als es in planaren
2D-Kulturen moglich ist. Insgesamt war die
Differenzierungseffizienz in 3D-Ansédtzen
nicht von 2D-Kulturen zu unterscheiden, was
das Potenzial unserer 3D-Protokolle fiir eine
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hochskalierbare Produktion von Neuronen
bestatigt [6].

Lyophilisierung der Alginat-
Microcarrier zur langfristigen
Lagerung

Alginat-MC konnen nach ihrer Herstellung
und Modifikation [3] in isotoner Kochsalzlo-
sung bei 4 °C fiir mehrere Wochen gelagert
werden. Fiir eine Langzeitlagerung ist diese
Art der Lagerung nicht geeignet. Angekop-
pelte biologische Makromolekiile konnen
durch degradierende Prozesse in Losung ihre
Funktionalitét verlieren. Des Weiteren sedi-
mentieren die MC, wodurch sie aggregieren
und verkleben. Wir entwickeln daher Proto-
kolle, um Alginat-MC mittels Lyophilisierung
(Gefriertrocknung) iiber die Prozessschritte
Einfrieren, Sublimation im Vakuum und
Nachtrocknung fiir eine Langzeitlagerung zu
entwidssern. Bei den Alginat-MC besteht
dabei die Herausforderung (1) die Form und
mechanischen Eigenschaften des Alginat-
Hydrogels und (2) die biochemischen Eigen-
schaften der kovalent gekoppelten Protein-
schicht zu erhalten. Mit einem entwickelten
Lyophilisationsprotokoll ist es gelungen,
morphologisch intakte und funktionale Algi-
nat-MC zu trocknen, die nach erfolgter
Rekonstituierung weiterhin eine vergleich-
bare Form und Oberflachenbeschaffenheit
sowie Adhédsion und Proliferation von
hiPS-Zellen zeigten.

Ausblick

Wir konnten in unseren Arbeiten bisher zei-
gen, dass die Kultivierung und Differenzie-
rung von humanen Stammzellen unter
3D-Bedingungen auf Biomaterialien vorteil-
haft fiir deren Zellverhalten und -funktiona-
litat sein kann. Dabei konnte das Alginat-
Hydrogel vollstindig in den Arbeitsablauf
zur Expansion, Differenzierung und Kryo-
konservierung von hiPS-Zellen integriert
werden. Durch eine Modifikation der
Beschichtung kdnnen die Alginat-MC an die
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individuellen Zellbediirfnisse angepasst wer-
den. Zukiinftig konnten durch die Alginat-
MC auch noch weitere Funktionalitdten zur
Optimierung des Arbeitsablaufs, wie z. B. die
kontrollierte Freisetzung von Wachstumsfak-
toren oder das enzymfreie Ablésen von Zel-
len durch schaltbare Oberflichen, hinzuge-
fligt werden.
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