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Zusammenfassung

Eine der grofien Herausforderungen in
der Biomedizin ist die Herstellung von
therapeutisch nutzbaren Geweben und
Organteilen aus kultivierten Zellen. Der
derzeitige experimentelle Status zeigt,
daf es Fortschritte bei der Generierung
von artifiziellen Geweben gibt. Tatsache
ist aber auch, daf3 in Gewebekonstruk-
ten bedeutende funktionelle Eigenschaf-
ten hdufig nicht geniigend entwickelt
sind. Bindegewebezellen z.B. bilden kei-
ne wirklich mechanisch belastbare ex-
trazelluldre Matrix, kultivierte Leber-
parenchymzellen zeigen eine ungenii-
gende Entgiftungsleistung, pankreati-
sche Inselzellen verlieren mit der Zeit
die Fdhigkeit zur Insulinproduktion,
Epithelien der Niere haben zu wenig
Exkretionsfunktionen. Wissenschaftliche

Aufgabe ist deshalb, verldfiliche Metho-

den zur Herstellung von funktionellen
Gewebekonstrukten zu entwickeln. Be-
sonders wichtig ist dabei die Konstrukti-
on von Mikroreaktoren, in denen Gewe-
be in Verbindung mit einem Scaffold op-
timal reifen kinnen. Nicht weniger be-
deutend ist der kritische Blick auf die
Qualitit der Gewebe, die unter in vitro
Bedingungen hergestellt werden. Artifi-
zielle Gewebe werden nur dann nutzen,
wenn sie risikofrei angewendet werden
konnen.

Einleitung -

Die Generierung von kiinstlichen Gewe-
ben und Organteilen ist eine der grofien
kiinftigen Herausforderungen in der
Biomedizin. Dabei soll verloren gegan-
gene Regenerationsfahigkeit mit Hilfe
artifizieller Implantate oder Biomodule
wieder gewonnen werden. Vorzugswei-

se werden dazu Zellen des Patienten aus”

intakten Gewebebereichen isoliert oder
unterschiedliche Arten von Stammzellen
verwendet, um unter Kulturbedingun-
gen regenerationsfahiges Gewebe her-
zustellen. Dazu miissen die verwendeten
Zellen in einem ersten Schritt in genii-
gender Menge vermehrt werden, um
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dann in einem zweiten Schritt Gewebe-
konstrukte daraus herzustellen. Weil die
vier Grundgewebe ganz unterschiedlich

‘aufgebaut sind, miissen fiir Epithel-,
- Binde-, Muskel- und Nervengewebe

auch ganz verschiedene Kulturstrategien
angewendet werden. Jedes dieser
Grundgewebe mit seinen zahlreichen
Facetten hat seine speziellen Bediirfnis-
se, die bei der Generierung beriicksich-
tigt werden miissen.

Die Therapieformen und Strategievor-
stellungen beim Tissue engineering sind
vielfiltig (Abb. 1). Bei der Zelltherapie
z.B. werden isoliert vorliegende Zellen
verwendet, die in einem geeigneten
Umgebungsmilieu vermehrt und mit ei-
ner Pipette, Sprayer oder Spritze appli-
ziert werden. Ganz anders geht man bei
der Gewebeimplantation vor. Dazu wer-
den die jeweiligen Zellen auf einer ex-
trazelluldren Matrix (Scaffold) angesie-
delt. Je nach Kulturbedingungen ent-
wickeln sich daraus mehr oder weniger
gereifte Gewebe. Mit einer Pinzette
konnen die Gewebekonstrukte dann in
den jeweiligen Defekt eingelegt werden.
Komplexer gestaltet sich die Herstel-
lung von Organoiden. Dabei handelt es
sich um Kompositkonstrukte, die aus
mehreren Geweben aufgebaut sind. Bei
der Herstellung von einem Blutgefa
z.B. muB} zuerst eine Tunica media mit
glatten Muskelzellen angelegt werden,
die zum Lumen hin von einem Endothel

begrenzt wird und nach aufien von der
Adventitia bedeckt ist. Nicht weniger
schwierig ist die Generierung von
kiinstlichen Organstrukturen. Dazu wer-
den Parenchymzellen mit einem kiinstli-
chen Stroma in Modulen angesiedelt,
die dann als Implantate oder als Bio-
reaktoren mit hohem technischen Auf-
wand am Krankenbett das Uberleben
von Patienten stchern (1).

Zelle und Scaffold
Funktionelle Gewebe, Organoide und
artifizielle Organe kénnen nur dann ent-
stehen, wenn die jeweiligen Zellen auf
einer geeigneten extrazelluldren Matrix
angesiedelt werden (Abb. 2). Ob dabei
natiirlich vorkommende Kollagene oder
synthetische Polymere verwendet wer-
den, hiangt vom Zelltyp und der jeweili-
gen Anwendung ab. Spannend wird der
*Moment, wenn die Zellen den priméiren
Kontakt mit einem Scaffold haben. Al-
lein die Zellen entscheiden, ob sie an-
haften, wandern, ob sie eine homogene .
Verteilung zeigen oder ob sie Gruppen
bilden und damit Teile des Scaffold
nicht besiedeln. Mit zunehmender Kul-
turdauer zeigt sich dann, inwieweit ge-
webetypische Eigenschaften entstehen
und ob atypische Proteine ausgebildet
werden. Hiufig kommt es zu Verinde-
rungen des Proteinexpressionsmusters
durch einen Genswitch. Ein typisches
Beispiel ist die Umschaltung der Syn-

Art der Therapie: . :
Zelltherapie Gewebeimplantation Organoide Artifizielle Organe
Beispiele:
Keratinozyten Knorpel Haut Pankreas
Chondrozyten Knochen Herzklappen Leber
Stammazellen Sehne BlutgefdBe Niere
Muskel Osophagus
Epithel Harnblase
Nervengewebe
Komplexitat:
Einzelzelle Grundgewebe Kompositgewebe | Parenchym/Stroma

Abb. 1: Unterschiedliche Arten des Tissue engineering.
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Abb. 2: Bedeutung eines Scaffolds fiir die Entstehung von Gewebekonstrukten.

these von typischem Kollagen Typ II in
atypisches Kollagen Typ I bei Knorpel-
konstrukten, wodurch wenig belastbare
extrazellulire Matrix entsteht. Garan-
tiert ist in keinem Fall, da} die Zellen in
einem Scaffold ein gleichartiges Diffe-
renzierungsprofil entwickeln. Potentiel-
le Gefahr ist, da} ein Teil der Zellen
sich nicht gewebetypisch entwickelt,
sondern aus dem implantierten Kon-
strukt auswandert und Tumore oder ek-
topische Gewebe bildet (2).

Komplexe Gewebeentwicklung

. Die Entwicklung von reifenden Gewe-
ben geschieht nicht automatisch; son-
dern muf}-experimentell gesteuert wer-
den (Abb. 3). Nicht ein -einzelner
Wachstumsfaktor, sondern eine Vielzahl

von Einfliissen steuern die Entwicklung

von Geweben. Dazu gehoren die Steue-
rung der Entwicklungsrichtung durch
ein Morphogen oder die Zellvermeh-
rung durch Wachstumsfaktoren, der po-
sitive Einflufl der extrazelludren Matrix
und die Interaktion der Zellen unterein-
ander. Definiert wird in dieser Phase
z.B. eine besonders enge Nachbar-
schaftsbeziehung der Zellen bei Epithe-
. lien oder die Separatlage von Chondro-
nen im hyalinen Knorpel. Werden die
Kulturbedingungen optimal gewihlt, so

entwickeln sich erste Ansitze von Ge- .

weben. Aus diesen unreifen Vorstufen

miissen sich im folgenden jedoch Kon-

strukte mit funktionellen Eigenschaften
entwickeln. Dazu werden die Kulturen
in optimalen Néhrmedien und einer ge-

Extrazelluidre Matnx Zell Zell Kontakte

Morphogene
) leferenZIerung
E!ektrolyte \
Wachstumsfaktoren f Stress

Nahrstoffe

Abb. 3: Steuerung der Gewebeentwick-
lung durch eine Vielzahl an Faktoren.
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webespezifischen Sauerstoffversorgung
gehalten. Grofie Bedéutung fiir die Ent-
wicklung hat die Stimulierung durch
natiirlich vorkommenden rheologischen
und hydrostatischen Stress. Erst im Zu-
sammenwirken all dieser Faktoren wird

sich wirklich funktionelles Gewebe ent-

wickeln (2).

Gewebetriger und Mikroreaktoren

In dem statischen Milieu einer Kultur-
schale kénnen in keinem Fall die not-
wendigen Bedingungen zur Generierung
von optimalen Gewebekonstrukten si-
muliert werden. Aus diesem Grund ar-
beiten wir mit innovativen Kulturme-
thoden, mit denen individuell die Kul-
turparameter den Bediirfnissen der Ge-
webekonstrukte angepafit werden kon-
nen (Abb. 4). Je nach Gewebe wird' zu-
erst ein optimaler Scaffold ausgewiihlt
(Abb. 4a). Um Mikroverletzungen zu
vermeiden, wird der mit Zellen besie-
delte Scaffold dann in einen Gewebetra-
ger eingelegt (Abb. 4b). Danach werden
die Gewebetrdger in Mikroreaktoren
lberfiihrt, die permanent mit immer fri-
schem Kulturmedium versorgt werden
(Abb. 4c). Im einfachsten Fall umspiilt
das Kulturmedium das Gewebekon-
strukt. Epithelien kénnen in Gradienten-
containern gehalten werden, die wie un-
ter natiirlichen Bedingungen luminal
und basal mit unterschiedlichen Medien
durchstromt werden. Rheologischer und
hydrostatischer Stress werden erzeugt,
indem eine Wand des Containers aus
elastischem Material konstruiert ist. Ein
rotierender Excenter filhrt zur elasti-

schen Deformierung dieser Wandung, '

wodurch im Innem des Containers
Stress mit unterschiedlicher Intensitit
aufgebaut werden kann. Eine Wirme-
platte mit Abdeckung liefert die richtige
Temperatur und eine Peristaltikpumpe

transportiert kontinuierlich das Kul-

turmedium mit 1 ml/h zum Container.
Eventuell entstehende Luftblasen wer-
den in einem Gasexpandermodul elimi-
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Abb. 4: Gewebegenerierung mit innovati-
ven Kulturmethoden. Geeigneter Scaffold
(a), geeigneter Gewebetrdger (b), unter-
schiedliche Konstruktionsprinzipien eines
Kulturcontainers (c).

niert, bevor das Medium den Kulturcon-
tainer erreicht. Gaspermeable Silikon-
schlduche ermoglichen den notwendi-
gen Gasaustausch bei der Durchleitung
des Kulturmediums. Nach Justierung

_des pH im Medium gegen atmosphéri-

sche Luft arbeitet das System auf einern
Labortisch {iber mehrere Wochen bis zur
gewiinschten Reifung der Gewebekon-
strukte.

Stammzellnische :

Im Fokus unserer wissenschaftlichen
Arbeiten stehen die Stammzellen der
Niere. Um ihre Entwicklungpotenz the-
rapeutisch evaluieren zu kénnen, benoti-
gen wir exakte Kenntnisse zum Envi-
ronment ihres Lebensraumes. Experi-
mentell erarbeiten wir eine Technik, um
unter in-vitro Bedingungen renale Tubu-
li zu generieren. Die Besonderheit der
Nierenentwicklung ist darin zu sehen,
daf} dieses komplexe Organ aus zwei
ganz unterschiedlichen Stammzellpopu-
lationen entsteht. Dazu gehoren einer-
seits die epithelialen Stammzellen der
Sammelrohrampulle und andererseits die
nephrogenen mesenchymalen Stamm-
zellen (3). Vor kurzem konnten wir zei-
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gen, daf} beide Stammzellpopulationen
eine unerwartet enge strukturelle Bezie-
hung zueinander haben. -

Histochemische Makierungsexperimente
mit dem Lektin Soybean Agglutinin
(SBA) zeigen, da3 Mikrofasern am ba-
salen Aspekt der Sammelrohrampulle
ihren Ursprung haben, durch die mes-
enchymale Stammzellpopulation ziehen
und an der Organkapsel enden (Abb. 5a)

. N G ——

wenige Zellen des Epithels Reaktion mit
einem Antikorper, der die Hauptzellen
(Principal Cells) erkennt. Wird dagegen
dem luminalen IMDM 12 mmol/l NaCl
zugegeben, so verindert sich das Diffe-
renzierungsprofil drastisch: Fast alle
Zellen werden jetzt von dem Antikorper
markiert. Wird am 15. Tag NaCl wieder
reduziert, so ist zu erkennen, daB einzel-
ne Eigenschaften erhalten bleiben, wih-

Abb. 5: Von der renalen Stammzelinische (a) mit innovativer Kulturtechnik (b) zum Tubulus (c).

(4). Immunhistochemische Markierungs-
experimente beweisen, daf die Mikrofa-
sern nicht identisch mit bisher bekannten
Strukturelementen oder Proteinen der
extrazelluliren Matrix sind. Deutlich
wird, daB die epithelialen und mesen-
chymalen Stammzellen der Niere in ei-
ner dreidimensionalen und damit spezi-
ell strukturierten Nische vorkommen.

Von der Stammzelle zum Epithel

Das Ziel unserer Arbeit ist die Generie-
rung von Tubulusstrukturen aus renalen
Stammzellen, die wir aus der Niere von
neugeborenen Kaninchen -gewinnen. Im
Vergleich zu anderen Spezies hat dies
den Vorteil, daB fiir Gewebekulturen so-
wie fiir zellbiologische und biochemi-
sche Experimente Zellmaterial in genii-
gender Menge gewonnen werden kann.
Dazu wird die Organkapsel mit anhaf-
tendem embryonalen Gewebe mikro-
chirurgisch isoliert (5). Das Héutchen-
praparat wird dann auf einen Gewebe-
triger mit einem Durchmesser von 6
mm aufgespannt. Auf der Oberflidche
des Priparates entwickelt sich ein fla-
ches Sammelrohrepithel. Véllig neu war
die Erfahrung, wie sensitiv embryonale
Sammelrohrepithelien auf Umgebungs-
veridnderungen reagieren. Werden die
Epithelien fiir 14 Tage auf beiden Seiten
mit serumfreiem IMDM jin einem Gra-
dientencontainer gehalten, so zeigen nur
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rend andere im Laufe von Tagen verlo-
ren gehen. Die Resultate zeigen, daf3 das
Elektrolytmilieu einerseits einzelne Dif-
ferenzierungseigenschaften zu induzie-
ren vermag und andererseits spezielle
Eigenschaften aufrecht erhalt.

Renale Tubuli

Das Parenchym der Niere besteht nicht
aus einem flachen Epithelien, sondern
aus dreidimensionalen Tubulusstruktu-
ren. Deshalb miissen die renalen
Stammzellen experimentell zur Bildung
von Tubulusstrukturen veranlafit wer-
den. Dies versuchen wir durch Anpas-
sung des extrazelluliren Milieus. Dabei
soll das Mikromilieu zwischen dem rei-
fendem Gewebe und dem vorbei stro-
menden Medium entscheidend verbes-
sert werden. Normalerweise umgibt ein
Gewebekonstrukt in einer Kulturschale

“oder in einem Perfusioncontainer viel

Medium, d.h. es ist ein grofles Totraum-

volumen vorhanden. Durch Reduktion

der Kammergeometrie laBt sich das Tot-
raumvolumen verkleinern, aber nicht
minimalisieren. Aus diesem Grund wer-
den von uns z.B. Polyestervliese als
kiinstliches Interstitium in das Totraum-
volumen eines Kulturcontainers einge-
legt (Abb. 5b). Damit konnen die
FluBeigenschaften des Mediums ent-
scheidend verbessert werden. Durch die
Auswahl von unterschiedlichen Vliesen

lassen sich zudem inhibitorische und

wachstumsfordernde Effekte auf das be-
nachbart wachsende Gewebe ausiiben.
Kulturexperimente mit renalen Stamm-
zellpopulationen zeigen erstmals, dal
sich mit dieser Methode Tubulusstruktu-
ren generieren lassen (Abb. 5c). Das
Differenzierungsprofil der Tubuli kann
mit Antikérpern oder Lektinen analysiert
werden. Funktionelle Zellen konnen mit
PNA, SBA, Cox-2 und TROMA-1 nach-
gewiesen werden. Markierung mit PCD
Ampl dagegen zeigt, dafl neben adulten
auch noch embryonale Eigenschaften in
den Konstrukten enthalten sind (6).

Wir stehen erst am Anfang unserer Un-
tersuchungen. Zukiinftig wollen wir er-
arbeiten, wie die Entwicklung von halb
gereiften Strukturen zu funktionellen
Tubuli experimentell eindeutig gesteuert
werden kann. Einen groflen Forschungs-
bedarf gibt es hier nicht nur fiir die rena-
len Stammzellen, sondern auch fiir alle
anderen Arten von Stammzellen.
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