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Abstract

Adipose tissue is an abundant source of multipotent stem cells, known as adipose
stromal/stem cells (ASCs). The excellent proliferation capacity, multilineage
differentiation potential, low immunogenicity and ability for immunomodulation
make ASCs promising candidates for diverse clinical applications in regenerative
medicine and immunomodulation therapies. Nevertheless, expansion of ASCs is
often necessary to obtain a clinically sufficient cell number for effective cell
treatments. Standard cell-culture techniques use animal-derived reagents that are not
recommended in clinical use because of safety concerns with respect to allergic
reactions, rejection and zoonoses. Therefore, xeno- and serum-free (XF/SF)
reagents are highly desirable for enhanced safety and quality of transplanted ASCs.

In this thesis, animal-component-free isolation and cell-expansion protocols were
developed for ASCs. Basic stem cell characteristics such as immunophenotype,
proliferation, and differentiation potential were assessed in XF/SF conditions and
compared with those in allogeneic human serum (HS) or the traditionally used fetal
bovine serum (FBS) cultures. Additionally, macromolecular crowding (MMC) was
used to support cells in re-creating their own microenvironments in vitro. The effects
of MMC on ASC characteristics were analyzed under three culture conditions, i.e.,
in FBS, HS and XF/SF. The immunogenicity and immunosupptession of ASCs as
well as the secretion of signaling proteins were also determined through mixed
lymphocyte reactions after cell isolation and expansion in FBS- and HS-
supplemented medium and in XF/SF conditions. Finally, the effects of bioactive
glass (BAG) S53P4 or - tricalcium phosphate (3-TCP) and bone morphogenetic
protein (BMP) -2 and -7 on the osteogenic differentiation of ASCs were investigated
in HS-supplemented medium.

The results showed that ASCs cultured in XF/SF conditions had significantly
higher proliferation rates compared with those in HS and FBS cultures. The
characteristic immunophenotype and multilineage differentiation potential of ASCs
were maintained in all conditions. Although MMC did not support ASC proliferation
under any of the studied conditions, adipogenic and osteogenic differentiation was
efficient under MMC in FBS and HS media. However, the MMC method was not
suitable for the XF/SF cultures studied because the ASCs did not remain viable in



long-term exposure to MMC. Furthermore, our immunology studies showed that
ASCs were weakly immunogenic when expanded under the three conditions. The
significantly strongest suppression was observed with cells expanded in FBS
conditions, whereas higher ASC numbers were required to display suppression in
HS or XF/SF conditions. The results of the biomaterial studies showed that BMP
supplementation decreased the cell number and osteogenic differentiation of ASCs
with both the BAG and B-TCP materials. The most efficient osteogenic
differentiation of ASCs was observed with BAG cultured without osteogenic
supplements.

Our findings demonstrated that the novel XF and XF/SF conditions maintained
the basic stem cell features of ASCs, and thus, these animal-free workflows may have
potential in clinical cell therapies. Careful characterization of ASCs with respect to
in vitro culture conditions, immunological properties and cell behavior with clinically
approved biomaterials is highly important for positive development of cell-based
therapies. Thus, these novel findings of ASC characteristics will provide valuable
tools for regulatory authorities. Nevertheless, additional preclinical safety and

efficacy studies are required prior to clinical translation.



Tiivistelma

Rasvakudos on monikykyisten kantasolujen ehtymiton lihde. Rasvakudoksen
kantasoluilla on erinomainen kyky jakautua ja erilaistua usean eri solutyypin
suuntaan. Ne eivit myOskiin aiheuta voimakasta immunologista vastetta, vaan niilld
on kyky sdidelld elimiston immunologisia reaktioita. Edelld mainitut ominaisuudet
tekevit rasvakudoksen kantasoluista lupaavan vaihtoehdon erilaisiin kliinisiin
sovelluksiin uudistavan ldaketieteen alalla sekd immuunipuolustuksen saitelyd
vaativiin hoitoihin. Kantasoluhoitoihin tarvittavat solumairit ovat kuitenkin usein
suuria, joten solujen madraia tulee lisitd laboratorio-olosuhteissa tehokkaan
hoitovasteen  aikaansaamiseksi. Perinteiset ~ laboratoriossa  kdytettivit
soluviljelytekniikat hyviksikdyttavat eldinperdisid ainesosia, joita ei suositella
kliiniseen kdytt66n mahdollisten turvallisuusriskien, kuten allergisten reaktioiden tai
hyljinnan takia. Téstd syysta tdysin seerumittomat ja eldinperiisistd aineista vapaat
reagenssit ovat toivottuja ja niilli voidaan parantaa rasvakudoksen kantasolujen
turvallisuutta ja laatua kliinisid soluhoitoja ajatellen.

Tissd viitoskirjatyossa kehitettiin seerumittomat ja eldinperiisistd aineista vapaat
soluviljelymenetelmit rasvakudoksen kantasolujen laboratoriossa tapahtuvaan
eristykseen ja kasvatukseen. Solujen perusominaisuudet, kuten immunofenotyyppi,
jakautumiskyky ja erilaistuspotentiaali arvioitiin seerumittomissa ja eldinperaisistd
aineista vapaissa kasvatusolosuhteissa ja niitd verrattiin ihmisen seerumia seki
naudan seerumia sisiltdviin olosuhteisiin. Lisdksi tutkittiin viljelymediumin
makromolekulaarisen tiyton eli Ficollin lisdyksen vaikutusta soluihin ja kykyi tukea
solujen luonnollista mikrotason elinympariston tuottoa laboratorio-olosuhteissa.
Ficollin lisdyksen vaikutusta rasvakudoksen kantasolujen ominaisuuksiin tutkittiin
kolmessa yllimainitussa kasvatusolosuhteessa. Lisdksi rasvakudoksen kantasolujen
immunogeenisyys, kyky estdd immuunivasteen muodostusta sekid signaaliproteiini-
eritys mddritettiin kayttden lymfosyyttien yhteisviljelmid kolmessa yllimainitussa
laboratorio-olosuhteessa.  Lopuksi tutkittiin =~ bioaktiivisen lasin =~ sekd  B-
trikalsiumfosfaatin sekd luun morfogeneettisten proteiinien (BMP) vaikutusta
rasvakudoksen kantasolujen luuerilaistuskykyyn ihmisen seerumia sisiltivissid
kasvatusliuoksessa.



Tulokset osoittivat, ettd seerumittomissa ja eldinperdisitd aineista vapaissa
viljelyolosuhteissa rasvakudoksen kantasolut jakautuivat merkittdvisti nopeammin
verrattuna viljelyliuoksiin, jotka sisilsivit ihmisen tai naudan seerumia. Soluille
ominainen immunofenotyyppi sekd solujen monikykyinen erilaistumispotentiaali
sailyivit kaikissa kolmessa viljelyolosuhteessa. Ficollin lisidminen kasvatusliuokseen
ei tukenut solujen jakautumista, mutta solujen erilaistuskyky rasva- ja luusolujen
suuntaan oli tehokasta seerumia siséltivissd viljelyolosuhteissa Ficollin lisdyksen
jalkeen. Menetelmi ei kuitenkaan soveltunut seerumittomiin olosuhteisiin, silld
rasvakudoksen kantasolujen elinkyky heikentyi merkittdvisti Ficollin vaikutuksesta.
Rasvakudoksen kantasolut eivit aiheuttaneet voimakasta immunologista vastetta
missain tutkitussa olosuhteessa. Solujen kyky estdd immuunivasteen muodostumista
oli voimakkain naudan seerumia sisiltivdssd olosuhteessa, mutta suuremmilla
kantasolumairilld estdvé vaikutus voitiin nihdd myos muissa tutkituissa olosuhteissa.
Luun morfogeneettiset proteiinit vihensivit rasvakudoksen kantasolujen madirii ja
luuerilaistuskykya molempien biomateriaalien kanssa. Rasvakudoksen kantasolujen
luuerilaistuskyky oli tehokkainta, kun niitd viljeltiin bioaktiivisella lasilla ilman
osteogeenisia suplementteja.

Timi viitéstutkimus osoitti, ettd uudet seerumittomat ja eldinperiisistd aineista
vapaat viljelyolosuhteet pitavit ylld rasvakudoksen kantasolujen perusominaisuuksia
ja kyseisilli olosuhteissa voi olla edellytyksid my6s kliiniseen  kayttoon.
Rasvakudoksen kantasolujen huolellinen karakterisointi erilaisissa viljelyolosuhteissa,
immunologisten omaisuuksien arviointi sekd solujen kayttidytymisen tutkiminen
kliinisessd kédytossd olevien biomateriaalien kanssa ovat ensiarvoisen tirkeitd
soluterapioiden  positiivisen ~ kehityksen — kannalta. Uudet tutkimustulokset
rasvakudoksen  kantasolujen  ominaisuuksista  tarjoavat  tyokaluja = my0s
kantasoluhoitojen regulaatioon. Lisdi solujen turvallisuutta ja tehokkuutta arvioivia
prekliinisia tutkimuksia kuitenkin tarvitaan ennen siirtymaa kliinisiin soluhoitoihin.
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