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Abb. 1 Stammzellen (gelb, grau) zeichnen sich durch zwei Grundeigenschaften aus, ihre
Proliferationsfdhigkeit und ihr Differenzierungspotenzial (blau, pink, verschiedene Zelltypen).
Die erforderlichen Genschalter, Signalwege und Wachstumsfaktoren sind zum Teil, aber bei
Weitem nicht vollstdndig bekannt (??).
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Abb. 2 Schemaschnitt durch menschliches Auge.

Zopfeq
Stébchen
[ |

Horizontal-
zelle

)
Biopolar-
zelle

' ! |
Ganglien- T Amakrin-
zelle Licht  zelle

Abb. 3 Zellschichten, Zelltypen und Zellverschaltung in der Retina.

Links: Alle Zellkorper sind in drei ,nukledren” Kornerschichten konzentriert (blau).

Mitte: Die verschiedenen Zelltypen werden mit spezifischen Markern nachgewiesen;

hier Muller’'sche Radialgliazellen (rot), bestimmte Amakrinzellen (grin),

deren Dendriten in der IPL synaptische Subbanden bilden.

Rechts: ein vereinfachtes Schaltbild der verschiedenen Zelltypen. Lichteinfall erfolgt von unten.
RPE, retinales Pigmentepithel; OS, duBere Segmente; ONL, outer nuclear layer

(GuBere Kornerschichf); OPL, outer plexiform layer (GuBere plexiforme Schicht);

INL, innere Kdrnerschicht; IPL, innere plexiforme Schicht; GCL, Ganglienzellschicht
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Tissue Engineering —
~Hope or Hype?”

Das Tissue Engineering — wofiir es noch keine wirklich
treffende deutsche Bezeichnung gibt — ist laut Definition
»ein multidisziplindres Fach, das Methoden und Prinzipien
der Biologie und des Ingenieurswesens vereinigt, um
Lebend-Gewebeersatz zu entwickeln und somit Funk-
tionen von erkranktem oder beschédigtem Humangewebe
wieder herzustellen“. TE beschiftigt sich mit der kiinst-
lichen Zucht von nahezu allen Geweben und sogar
ganzen Organen des menschlichen Korpers. Dies unter
Einsatz von geeigneten Stammzellen, die zwei Grund-
eigenschaften aufweisen miissen (Abb. 1): i) sich in der
Zellkultur moglichst unbegrenzt teilen lassen (Fahigkeit
zur Proliferation) und ii) sich anschliefend durch
gezielte Zugabe von Wachstumsfaktoren zur Produktion
der fiir das Gewebe notwendigen Zellarten anregen lassen
(Differenzierungspotenzial). Hier ein Uberblick iiber die
gingigsten Stammzellarten.

Einteilung der Stammzellen.

a) nach Entwicklungsstadium
(prinzipiell zu unterscheidende SC-Typen):
embryonale Stammzellen (eSCs; foti- oder pluripofent)
Keimzell-Vorldufer (GCPs, pluripotent)
fotale Stammzellen (fSCs; multipotent)
Nabelschnurblut (NSB; pluripotent)
adulte Stammgzellen (@SCs multipotent )
induzierte pluripotente Stammzellen (iPS cells)

b) nach Entwicklungspotenzial
(was kann aus ihnen entstehen?):
totipotent (alles, insb. ganzer lebender Organismus)
pluripotent
(Zellen aller 3 Keimbldtter, aber nicht ganzer Organismus)
multipotent (mehrere verschiedene Zelltypen, nur 1 Keimblatf)
unipotent (nur ein bestimmter Zelltyp)

Sie alle zeigen ausgeprigte Vor- und Nachteile wie
schlechte Vermehrungs- oder Differenzierungsfahigkeiten,
spatere Tumoranfilligkeit und nicht zuletzt ethische
Bedenken. Selbst fiir die als Konigsweg favorisierten iPSCs
kann nach jlingsten Erkenntnissen eine Tumorbildung im
implantierten Gewebe nicht ausgeschlossen werden [3].

War bisher alles nur ,,Hype* oder gibt es auch , Hope“ im
stammzellbasierten TE, das in den letzten 10—15 Jahren
zu einem riesigen Forschungs- und Industrieunterfangen
herangewachsen ist. Die Forschungen etwa im Fall von
Diabetes sind durchaus viel versprechend. Embryonale
Stammzellen (eSCs) wurden in vitro zu B-Zellen differen-
ziert und konnten nach Implantation in eine diabetische
Maus tatsichlich deren Zuckerhaushalt verbessern. Weit
gediehen ist das TE auch im Bereich des Knorpel- und
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Knochenersatzes (die berithmte Ohrmaus diirfte mancher
Leser noch vor Augen haben) und hat u.a. Eingang in die
Zahnchirurgie gefunden. Bei hochgradigen Verbren-
nungen wird die klassische Spalthaut zwar noch lange
nicht zu ersetzen sein; aber inzwischen kann in vitro-
gezlichtete menschliche Haut schon als Fertigpriparat
gekauft oder auch von adulten Stammzellen aus Haarfol-
likeln des Patienten selbst geziichtet werden. Von zehn
Haaren des Patienten konnen immerhin 25 cm® Haut
produziert und eingesetzt werden [4].

Dreidimensionale Selbst-
organisation von Geweben
in der Kulturschale

Bei der herkémmlichen Art, Zellen in vitro zu ziichten,
sdt man Zellen in einer Plastikschale aus, versorgt sie mit
Nihrmedium und lésst sie sich am Boden haftend
ausbreiten. Leider zeigen diese Zellen oft wenige Ahnlich-
keiten mit dem Ausgangsgewebe, weil ihnen die natiir-
liche dreidimensionale Zellumgebung fehlt. Deshalb
titelte Nature schon vor Jahren ,,Goodbye, flat biology*,
jedoch ist die Verbreitung von 3D-Kulturen aufgrund des
hohen Arbeitsaufwands immer noch begrenzt. Organo-
typische Kulturen werden zur Zucht von vielerlei Geweben
eingesetzt, die auch therapeutisch zum Einsatz kommen
kénnten. Typischerweise geht man hierbei von reaggre-
gierten Zellkugeln (Zellsphéroiden) aus.

Mit diesem Ansatz versucht man, eine vollstindige
Rekonstruktion eines gewiinschten Gewebes, ausgehend
von wenigen (Stamm) Zellen unter kontrollierten
Bedingungen, zu erreichen. Das Maf§ an Selbstorganisati-
on, das hierbei oft zu beobachten ist, kann erstaunlich
sein. Hat man die richtigen Ausgangszellen, so ist die
weitere Durchfithrung technisch einfach: Die Zellen
werden in Schalen eingebracht und auf einem Rotations-
schiittler in stdndiger Bewegung gehalten. Die Zellen
reaggregieren schnell, beginnen sich zu vermehren und
konnen in geeignetem Nihrmedium zur gezielten
Differenzierung gebracht werden. Gleichzeitig beginnen
die entstehenden Zelltypen, sich in der Zellkugel raumlich
anzuordnen. Innerhalb von Tagen bis Wochen kann
hierbei die Bildung organtypischer Strukturen genaues-
tens, sozusagen Zell-fiir-Zelle, analysiert werden. Mit
diesem Ansatz wurde nicht nur die Bildung verschiedener
embryonaler Gewebe, sondern auch die Regulation von
Krebszellen analysiert. Ahnlich werden auch Neurosphi-
ren von eSCs aus der Blastozyste im so genannten
Hanging Drop geziichtet.
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Abb. 4 Produktion von Zellkugeln (Retina-Sphiroiden)

aus den Augen von fiinf Tage alten Hiihnerembryonen.

Die Refina wird nach Entnahme enzymatisch in Zellen zerlegt (,dissoziiert”);

diese werden in einer Kulturschale auf einem Rotationsschiittler (s. Abb. 9) reaggregiert.
Innerhalb von 2 Tagen bilden sich gleichmdBige Zellkugeln.

Abb. 5 Histotypische Strukturen auf einem Schnitt durch ein Rosetten-Sphiroid

(wie in Abb. 4 produziert). Beachte zwei Rosetten (ros) mit Fotorezeptoren (ONL) und
mehrere IPL-artige Areale; dazwischen geordnete INL-Schichtungen mit Horizonfal- (HCs)
und Amakrinzellen (ACs). Farbungen: DAPI (blau) zeigt alle Zellkérper; Pax6 (rof) zeigt

Amakrinzellen. Abklrzungen ansonsten wie in Abb. 3.
Bild: Gesine Bachmann

Abb. 6 Eine nahezu vollstindige Rekonstitution einer Retina des Hiihnerembryos (links)
im Vergleich mit einer Normalretina (rechts).

Das Spharoid wurde aus vollsténdig dissoziierfen Refinae des Hilhnerembryos in Gegenwart
von RPE-Ubersttinden produziert. Farbungen: DAPI (blau) zeigt die Zellkdrperschichten

(GCL ist falschfarben in Grin kodiert); Stdbchen-Fotorezeptoren sind rot.
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Paul Layer im Forschungslabor an der TU Darmstadt isoliert
Hiihnerembryonen aus bebriiteten Eiern.

q&more 01.11




Die Rekonstruktion
einer Retina in vitro

Am Beispiel von retinalen Zellkugeln, die wir aus sich
entwickelnden Wirbeltieraugen ziichten (Abb. 2), sollen
diese Verfahren nun veranschaulicht werden [5, 6]. Die
Netzhaut (Retina) stellt das lichtempfindliche Gewebe in
unserem Auge dar (Abb. 3). Als Untersuchungsobjekt ist
sie fiir Neurobiologen von besonderem Interesse, weil sie
von aufSen gut erreichbar und ihre dreifache Zellschich-
tung vom Fisch bis zum Menschen vergleichbar ist. In
einer dufsersten Schicht findet man in Form von Stibchen
und Zapfen die Fotorezeptoren, die auf Hohe einer
dufleren synaptischen Schicht (OPL) mit Horizontal-,
Bipolar- und Amakrinzellen als Interneuronen in einer
mittleren Zellschicht (INL) verschaltet sind. Diese
ihrerseits sind in einer breiten, inneren synaptischen
Schicht (IPL) mit den am Glaskorper anliegenden
Ganglienzellen (GCL) verbunden, deren Axone die nun
schon hoch verarbeiteten elektrischen Signale iiber den
Sehnerv in das Sehzentrum im Gehirn weiterleiten. Die
Retina wird von radial durch das Gewebe reichenden
Miiller’schen Gliazellen stabilisiert; nach auflen wird sie
vom retinalen Pigmentepithel (RPE) umhiillt.

Mit dem Modellsystem Netzhaut konnte eine weit gehende
Geweberegeneration in vitro bestens studiert werden.
Bringt man dissoziierte Retinazellen aus dem frithen
Hithnerembryo in eine Rotationskultur, so bilden sie
innerhalb weniger Tage etwa 400 pm dicke Zellkugeln
aus, die in ihrem Inneren geschichtete Einheiten
aufweisen, die mit der Normalretina vergleichbar sind
(Abb. 4). Innere Rosetten enthalten zunichst noch
proliferierende Zellen, spater dann Fotorezeptoren

(Abb. 5). Die Zellkorper von Stdbchen und Zapfen
beginnen sogar, 4uflere Segmente zu bilden. Bis auf
Ganglienzellen werden alle anderen Zelltypen an
entsprechenden Orten angetroffen. Radiale Miillerzellen
reichen durch diese Schichtanordnungen hindurch und
sammeln sich in zirkuldren Matrices, die der inneren
plexiformen Schicht einer Normalretina entsprechen
(Abb. 7c). Die Differenzierung der verschiedenen Zelltypen
und ihre synaptische Verkniipfung untereinander konnen
mit spezifischen Markern histologisch, biochemisch oder
physiologisch verfolgt werden und hingt von den
jeweiligen Kulturbedingungen ab. So bilden sich Foto-
rezeptoren besser in Anwesenheit von Miillerzellen und/
oder bestimmten Wachstumsfaktoren [8-10].

Rosettensphiroide entsprechen jedoch bei Weitem noch
nicht einer normalen Retina, denn die Anordnung der
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Abb. 7 Nachweis einzelner Zelltypen im Retina-Sphiroid.
a Mller'sche Radialgliazellen (rot) durchziehen die gesamte
Schichtung in einem stratifizierten Sphdroid aus dem
Hihnerembryo (vgl. Abb. 6).

b Stdbchen (griin) und Zapfen liegen korrekt in der GuBersten
Zellschicht und beginnen zu differenzieren.

¢ IPL-artiger Bereich in einem Rosetten-Spharoid (vgl. Abb. 5),

wo Amakrinzell-Dendriten synaptische Subbanden ausbilden
(vgl. Abb. 3). Farbungen: grin, Cholinacetyliransferase; rof,
Calrefinin; blau, DAPI fir Zellkérper.
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Foto: F. Frohns
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Abb. 8 Auch weit gehende Rekonstruktion von Sduger-Retinae ist in vitro moglich.
Struktur einer 10 Tage alten (P10) Retina der Wistenrennmaus (b) im Vergleich zu einer
nahezu vollstndigen Rekonstruktion in einem refinalen Sphdroid (a), der in Gegenwart von
RPE-Uberstand und Wnit-3a aus dispergierfen Einzelzellen einer P1-Retina fiir 10 Tage
gezlchtet wurde. Farbungen: blau, DAPI fur Zellkerne; rof, Calretinin fur Amakrin- und
Ganglienzellen; grin, CERN-901 fur Stédbchen-Fotorezeptoren.

Abb. 9 Retina-Sphiroide werden einzeln in Mikrokavitdten
eines Zell-Chips (cf-chip) (€) in einem bewegungsfreien Bioreaktor (a) geziichtet; ihre innere

Struktur ist den unfer Rotation (b) geziichteten Sphdroiden (d) vergleichbar. Diese Anordnung
ist fur Reihenuntersuchungen besonders geeignet, z.B. fur pharmakologische, toxikologische

oder Umweltanalysen und kann u.a. helfen, Tierversuche zu ersetzen (siehe [7, 10]).
Quelle: Rieke et al., 2008

26

Schichten ist invertiert. Die Fotorezeptoren liegen
rosettenartig nach innen gerichtet, an die sich die
anderen Schichten nach ,,aufSen* anschliefsen. Lassen
sich denn nun Wege finden, eine normale Zellschichtung
in den Zellkugeln zu erreichen? Ein wenig gleicht das
ganze TE immer noch mittelalterlicher Alchemie, wo man
durch , trial-and-error* die richtigen Zutaten zum
Kulturmedium finden muss. So war es auch hier. Aus
frithen Studien an niederen Wirbeltieraugen war bekannt,
dass das retinale Pigmentepithel eine Retinaregeneration
begiinstigen kann. Diesem Gedanken folgend, konnten
wir in Gegenwart von RPE die Struktur von Rosetten-
sphiroiden vollstindig umstiilpen, sodass sich normal
geschichtete Sphiroide gebildet haben (Abb. 6, 7).

Auch Miiller’sche Gliazellen konnten solche Strato-
Sphiroide induzieren. Eine japanische Gruppe hat dann
die Beteiligung der Wnt-Signalkaskade an diesem Prozess
nachgewiesen. Im Weiteren konnten wir all diese Studien
auf verschiedene Nager und damit auf Retinae von
Sdugern ausdehnen (Abb. 8).

Obwohl in diesem Beitrag die Zucht von ganzen Geweben,
also das Thema TE, im Vordergrund steht, muss der
grundlegende Erkenntnisgewinn, der mit Zellsph4roiden
erzielt werden kann, betont werden. Sphiroide kénnen
leicht genetisch transfiziert werden, sind also fiir , gain-“
oder ,,loss-of-function-Experimente* zugdnglich und
konnen histologisch wie auch molekular ausgewertet
werden. [hre Weiterentwicklung fiir High-throughput-
Verfahren [10] diirfte zu vermehrtem Einsatz als Analyse-
systeme in der Toxikologie, Pharmakologie und im
Umwelt-Monitoring fithren (Abb. 9).

Welche Stammzellen -
embryonal oder adult?

Die genannten Studien wurden mit Retinae des Hithner-
embryos bzw. postnatalen Maus durchgefiihrt, also im
Prinzip mit fotalen Stammzellen und haben belegt, dass
diese Zellen ein hohes Maf zur Selbstorganisation von
funktionellem Retinagewebe besitzen. Ein therapeutischer
Einsatz ist natiirlich damit noch nicht moglich. Noch
viele biologische und technische Herausforderungen sind
Zu meistern, wie etwa Fragen der Implantierbarkeit der
kugeligen Gewebe oder die Entwicklung biokompatibler
Materialien als abbaubare Hilfsgeriiste (scaffolds) [4].
Viele Teams, insbesondere in Japan, den USA und
England, suchen nach geeigneten Zellquellen und
therapeutischen Verfahren. Die Gruppe um David Gamm
(Madison, Wisconsin) konnte aus menschlichen eSCs
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hoch geordnete Retina-Sphiroide ziichten, die den
unsrigen aus perinatalen Mdusen gleichen. Auch legen
Studien mit eSCs verschiedener Sdugetiere und vom
Menschen nahe, dass man sie zu Fotorezeptoren oder gar
im Auge zu retinaartigen Strukturen entwickeln kann,
wobei allerdings auch hier wieder Tumore mit entstehen
kénnen. Falls daher doch adulte SCs die Zellen der Wahl
wiirden, kAmen hierfiir Zellen des Ziliarkérpers oder der
Iris, aber auch RPE- oder isolierte Miiller’sche Gliazellen
infrage. Sie alle sind mehr oder weniger gut aus dem Auge
isolierbar und kdnnen in vitro vermehrt und in Retinazel-
len transdifferenziert werden. Ob man sie dann in eine
geschidigte Retina direkt implantiert oder aber zun4chst
aus ihnen mittels TE Retinagewebe ziichtet, so wie es hier
beschrieben wurde, miissen nun Ophthalmologen weiter
ermitteln.

Aus-, Durch- und Lichtblick

Zweifellos erleben wir hinsichtlich der Entwicklung
zellbasierter Therapien in der experimentellen Augenheil-
kunde derzeit aufregende Zeiten. Obwohl die menschliche
Retina normalerweise nach einer Schddigung keinerlei
Anzeichen zur Regeneration zeigt, haben Versuche an
niederen Wirbeltieren angedeutet, dass es im adulten Auge
wohl dennoch Zellen gibt, in denen eine solche Fahigkeit
schlummert. Die hier beschriebenen Ansétze mit embryo-
nalen, fotalen und adulten Stammzellen zeigen Wege auf,
die tatsichlich zu einer Rekonstitution von humanem
Retinagewebe in der Gewebezucht fithren konnten.
Obwohl der Weg dorthin mit eSCs und auch iPSCs schon
als weit fortgeschritten erscheint, muss — wegen der nicht
auszuschliefenden Tumorgefahr — die weitere Forschung
sich doch eher den méoglichen Zellquellen aus dem
adulten Auge zuwenden (aus Platzgriinden musste diese
Darstellung sehr verkiirzt bleiben; s. ausfiihrlicher in [6],
pdf beim Autor erhiltlich).

= layer@bio.tu-darmstadt.de
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