y Forschungszentrum

Medizintechnik
Technische Universitdt Hamburg ’ Hamburg

Ringvorlesung , Tissue Engineering — Regenerative Medizin“
im
Studiengang Mediziningenieurwesen (Master)

Technische Universitat Hamburg

Dozenten: Univ. Prof. Dr. habil. Michael Morlock, PhD
Prof. Dr.-Ing. Ralf Portner

In Zusammenarbeit mit dem Forschungszentrum Medizin-
technik Hamburg (FMTHH)

bmh
ENGINEERING



Vorwort

Tissue Engineering und regenerative Medizin, ein noch sehr junges Gebiet mit rasch wachsender Be-
deutung, hat die Entwicklung bioartifizieller Konstrukte oder Gewebe (Haut, BlutgefaRe, Knochen- und
Knorpelersatz, Muskel, Nerven, Leberersatzsystem etc.) aus lebenden Zellen bzw. Zellmatrix und Bio-
materialien zum Ziel. Es beruht auf einer interdisziplindren Zusammenarbeit der Bereiche Zellbiologie,
Biomaterialentwicklung, Zellkulturtechnik und Bioverfahrenstechnik und eréffnet vielfaltige neue Ein-
satzgebiete in der Klinik oder der Diagnostik. Gewebedefekte kénnen z. B. mit gezlichteten autologen
Zellen repariert bzw. gefiillt werden, ohne langfristig auf kiinstliche Materialien angewiesen zu sein.
Das Tissue Engineering ermoglicht aber auch neue Ansétze fir die Entwicklung von in-vitro-Testsyste-
men in der Diagnostik und zum Testen oder Einstellen von Medikamenten.

Im Rahmen der jahrlich stattfindenden Ringvorlesung werden durch namhafte Rednerinnen und Red-
ner wesentliche Aspekte dieser spannenden Entwicklung diskutiert Vermehrung von Stammzellen

e Elektronische Implantate

e Cosmetic substance testing

e Abbaubare Magnesiumimplantate

e Vaskularisierungsstrategien flr Tissue Engineering in vitro/in vivo
o Kiefer-TE

e Image Guidance, Robotics and Navigation

e Krebsstammzellen

e Magnetic-Particle-lmaging

e Knochenqualitat

e Mikrosystemtechnik in der Medizin

Die Ringvorlesung wird von der TUHH in Zusammenarbeit mit dem ,Forschungszentrum fir Medizin-
technik Hamburg” (FMTHH) organisiert.

Die Textbeitrdage wurden reprdsentativ aus den studentischen Arbeiten fiir das Wintersemester
2016/17 ausgewahlt.
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Neue Strategien zur Vermehrung von Stammzellen fur
Zelltherapien
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Abstract

A promising and seminal technology for therapies of certain diseases as well as for cultivation of artificial organs is the
application of therapeutically useful mesenchymal stem cells (MSCs). Specific cultivation conditions (e.g. shear stress), cell
media (e.g. growth factors) and the matrix (e.g. microcarriers or perfused surfaces) significantly influence the morphology, cell
growth as well as the proliferation and differentiation potential of the cells. The successful expansion of stem cells into clinically
relevant numbers and quality is strictly dependent on the bioreactor system (static/dynamic & reusable/single-use bioreactors)
and its selected biotechnological parameters. Dynamic, single-us bioreactors equipped with sensors are currently the focus of
the research because of the increasing process flexibility and reliability. The supply as well as the harvesting of the stem cells by
possible unintentional cell clusters must always be ensured. However, an optimal strategy or technology is not foreseeable,
because variable conditions allow many new perspectives for new or further studies.

Zusammenfassung

Eine erfolgversprechende und zukunftstrachtige Methode zur Therapie bestimmter Krankheiten sowie zur Ziichtung kiinstlicher
Organe ist die Verwendung von mesenchymalen Stammzellen (MSZ). Derzeit wird verstiarkt an der Ubertragung von
traditioneller Zellkultur zur Expansionskultur im industriellen Malistab gearbeitet. Der Bedarf an Stammzellen ist immens
(Gewinnung), die Spenderanzahl dagegen uberschaubar (Expansion), die geltenden Regularien strikt (Qualitat) und die
Herausforderungen an die Industrie gewaltig (Bioreaktoren). Die Wahl spezifischer Kultivierungsbedingungen wie Serum,
Sauerstoffversorgung oder Wachstumsfaktoren beeinflussen die  Morphologie, sowie das Proliferations- und
Differenzierungspotential der Zellen. Zuséatzlich muss der groRe Einfluss des Scherstresses auf Zellwachstum und Differenzierung
beachtet werden, wobei geringe Beanspruchung als forderlich fur die Expansion gilt. Die zur Verfigung stehenden
Wachstumsoberflachen, wie Microcarrier oder perfundierende Oberflachen, bendétigen eine optimierte Oberflachenchemie und
Topographie fur die Unterstiitzung der Zelladhasion und Proliferation. Die Versorgung sowie das Ernten der Stammzellen muss
trotz moglicher Probleme wie ungewollter Zellagglomeraten gewéhrleistet werden. Die erfolgreiche Expansion von Stammzellen
zu klinisch relevanter Anzahl und Qualitdt ist zudem abhangig vom Bioreaktortyp (statisch/dynamisch &
einmal/wiederverwendbar) und seinen gewahlten biotechnischen Parametern. Dynamische, einmal verwendbare (single-use) mit
Sensorik ausgestattete Bioreaktoren sind auf Grund der hohen Prozessflexibilitdt und Sicherheit derzeit Schwerpunkt der
Forschung. Eine optimale Strategie bzw. Methode ist noch nicht abzusehen, da durch die variablen Bedingungen viele neue
Perspektiven fiir neue bzw. weiterfihrende Studien méglich sind.

Schlagworter: Mesenchymale Stammzellen, Stammzelltherapie, Zellkultur, Bioreaktoren

Zum einen muss das Kultivierungssystem skalierbar sein und
zum anderen kdnnen nur wenige tausend Stammzellen bei
Spenden entnommen werden. Bendtigt werden bei einer

I EINLEITUNG

In der Zelltherapie sind Stammzellen eine vielversprechende
Methode zur Behandlung bisher nicht zufriedenstellend
therapierbarer Krankheiten. Dies fiihrt zu einer grofRen Anzahl
klinischer Entwicklungen fiir neue Stammzelltherapien. [1]
Daruber hinaus kénnen Stammzellen fiir die Ziichtung von
kiinstlichen Organen verwendet werden [2].

Der Bedarf an Stammzellen ist groR und wird im Laufe der
Jahre rapide ansteigen. Dies wird in den Schatzungen fiir den
kommerziellen Verkauf in der globalen Industrie deutlich.
Dieser lag im Jahre 2011 bei 1 Millionen US-$ und wird bis
zum Jahre 2025 voraussichtlich auf 20 Millionen US-$ jahrlich
ansteigen. [1] Dies stellt Herausforderungen an die Industrie.

Stammzelltherapie mehr als hundert Millionen Stammzellen.
Deswegen miussen diese in einem MaR vermehrt werden,
welches (ber die Kapazitdten eines Labors hinausgeht. Durch
die Skalierbarkeit entstehen neue Herausforderungen wie
Scherstress, Mediumvolumen, Kosten und die Bereitstellung
an Oberfléche fir das adhérente Zellwachstum. Dariiber hinaus
dirfen kritische Aspekte wie die Art des verwendeten
Mediums, die begrenzte Passagenzahl und die Anforderungen
an ein steriles Endprodukt nicht vernachlassigt werden. [3] Ein
weiterer Aspekt ist die ethische Diskussion Uber die Art der
Gewinnung embryonaler Stammzellen. Daher ist es Aufgabe
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der Forschung, die Entwicklung im Hinblick auf die
Verwendung von adulten Stammzellen voranzutreiben. [1]

Der Fokus dieses Papers liegt bei den Strategien zur
Vermehrung von Stammzellen (Fokus MSZ) fiir Zelltherapien.
Dafir werden die Vor- und Nachteile verschiedener
Bioreaktoren gegenibergestellt, um den aktuellen Stand der
Technik zu zeigen und die noch zu bewaltigenden
Herausforderungen darzulegen.

Il WAS SIND STAMMZELLEN?

Im Gegensatz zu normalen Korperzellen wie zum Beispiel
Leber-, Herz- oder Gehirnzellen, die bereits ihre endgiltige
Funktion besitzen, sind Stammzellen in der Lage sich zu
differenzieren. Durch dieses hohe Entwicklungspotential
kdnnen sie sich zu spezifischen Korperzellen entwickeln.

Generell werden drei Arten von Stammzellen (siehe
Abbildung 1) unterschieden: die totipotente Stammzelle (die
befruchtete Eizelle), aus der sich der Mensch entwickelt, die
pluripotenten embryonalen Stammzellen, die sich in jedes
Gewebe differenzieren koénnen und die multipotenten
Stammzellen, welche sich nur zu vorbestimmten Gewebetypen
oder Organen entwickeln kdnnen. [4]
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Abbildung 1: Arten von Stammzellen [4]

Stammzellen teilen sich symmetrisch oder asymmetrisch.
Durch die symmetrische Teilung entstehen zwei zur
Mutterzelle identische Stammzellen. Bei der asymmetrischen
Teilung hingegen entsteht aus der Mutterzelle nur eine
Stammzelle sowie eine zweite Stammzelle mit verminderter
Funktion oder eine Gewebezelle. Dies ermdglicht die Reparatur
und den Aufbau von Organen. [4]

Il FORMEN DER STAMMZELLTHERAPIEN

Die Stammzelltherapie ist eine Behandlung, bei der
Stammzellen in den menschlichen Kérper eingesetzt werden,
um dort beschéddigtes Gewebe =zu ersetzen oder den
Regenerationsprozess der korpereigenen Zellen anzuregen.
Schon seit vielen Jahren werden solche Therapien insbesondere
bei Krebserkrankungen, zum Beispiel bei Leukémie,
eingesetzt. [5] Neuere Therapien ermdglichen die Behandlung
von Makuladegenerationen, Herzversagen oder
Ruckenmarksverletzungen [1].

Der grundsatzliche Ablauf einer solchen Therapie ist dabei
immer gleich: Zundchst missen Stammzellen aus dem
menschlichen Kérper entnommen, aufgereinigt, formuliert und

kultiviert, kontrolliert und abschlieBend eingesetzt werden.
Hauptsachlich wird bei Stammzelltherapien unterschieden, ob
die enthommenen Zellen korpereigen (autolog) oder
kérperfremd sind (allogen). [5]

A. Autolog

Bei der autologen Therapie sind Spender und Patient ein und
dieselbe Person. Dies hat den Vorteil, dass nach der Injektion
mit keiner Immunreaktion zu rechnen ist. Bei den verwendeten
Zellen handelt es sich meist um Vorlaufer der CD34*-
h&matopoetischen Stammzellen, dendritische Zellen, T-Zellen
oder naturliche Killerzellen. [3] Ebenso kénnen mesenchymale
Stammzellen (MSZ) verwendet werden, die hauptséchlich aus
dem Knochenmark, aber auch aus adipésem Gewebe, der
Plazenta oder peripherem Blut gewonnen werden (siehe
Abbildung 2). MSZ haben das Potential, sich in
adipogenetische, chondrogene oder osteogene Zellen zu
differenzieren. Ein weiteres Merkmal ist, das MSZ adherent
wachsen. [2]
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Abbildung 2: Quellen von MSZ, nach [2], mit freundlicher
Genehmigung

Bei einer Stammzelltherapie konnen sowohl gesunde als
auch krebsartige Zellen verwendet werden. Eine Therapieform,
die besonders bei Krebs angewandt wird, basiert auf der
Gewinnung von Zellen aus einer Patientenbiopsie und einer
anschlieBenden Zellvermehrung. Diese Zellen sollen zu einer
Anregung des Immunsystems fiihren, sodass der Krebs
bekampft wird. Haufiger angewendet und weiter erforscht ist
der Einsatz von gesunden Zellen. Diese sollen zu einer
Wiederherstellung der Systemfunktionalitat fuhren. [3]

Aus wirtschaftlicher Sicht ist eine autologe Therapie sehr
kostenintensiv, da fiir jeden Patienten eine individuelle
Kultivierung angelegt werden muss. Medizinisch ist zu
beachten, dass pro Patient hunderte Millionen Zellen benétigt
werden (unabhéngig von der Therapieform) und bei der Biopsie
nur ein paar tausend Zellen gewonnen werden kdnnen. Daher
liegt viel Zeit zwischen der Entnahme und der Transplantation
der kultivierten Zellen. Dieses Problem gibt es bei der
allogenen Zelltherapie nicht. [3]

B. Allogen

Bei der allogenen Zelltherapie sind Spender und Patient
nicht dieselbe Person. Dies hat den Vorteil, dass die kultivierten
Zellen eingefroren werden kénnen und somit fiir den Patienten
praktisch sofort zur Verfiigung stehen. Weiter kann eine
Spende fir mehrere Patienten eingesetzt werden. Um eine
Immunreaktion des Korpers auf die fremden Zellen zu
vermeiden, werden Gberwiegend MSZ’s verwendet. [3]



Bei der allogenen Zelltherapie entfallen die Kosten, die
durch die individuelle Kaultivierung bei der autologen
Kultivierung entstehen. Die Kosten, die durch die erhdhten
Kontrollen wahrend des Kultivierungsprozesses entstehen,
werden auf mehrere Patienten umgelegt. Dadurch sind die
Kosten insgesamt geringer. [3]

IV REGULARIEN

Die Regularien fiir die Stammzelltherapie sind sehr
komplex, da die Stammzellen selber das Produkt und nicht nur
Teil des Prozesses sind. Eine Herausforderung ist hierbei die
Sterilitat. Stammzellen sind als Endprodukt nicht sterilisierbar,
sodass der Prozess selbst hohen MaRstdben in Bezug auf
Sterilitdt genligen muss. Dabei beinhaltet die therapeutisch
attraktive Selbsterneuerung und Differenzierung Risiken wie
unkontrollierte  Zellproliferation,  Tumorbildung  und
unerwinschte Differenzierung. Diese stehen im Konflikt mit

den Zielen: Sicherheit, Qualitdt und Wirksamkeit. Die
Regularien mussen diesen  Anforderungen  geniigen.
Grundsatzlich  sind  stammzellbasierte  Therapien auf

individueller Produktbasis zu bewerten und unterliegen in der
Regel klinischen Beurteilungen flr die Marktzulassung. [1, 3]

V KULTIVIERUNG UND DEREN PROBLEME

A. Gewinnung

Die Gewinnung von adulten Stammzellen kann
beispielsweise aus dem Knochenmark oder der Nabelschnur
erfolgen [6]. Wie in Kapitel 11 (A. Autolog) beschrieben, ist die
Hauptquelle der MSZ-Gewinnung das Knochenmark (KM-
MSZ). Dabei ist zu beachten, dass die aus verschiedenen
Geweben gewonnenen MSZ signifikante Unterschiede in ihrer
Proliferation, Differenzierung und ihrem Phanotyp aufzeigen
kénnen [7]. Die Gewinnung von MSZ aus dem Knochenmark
weist einige Einschrankungen auf. Der Eingriff ist invasiv und
dementsprechend eine Belastung fir den Spender. Durch die
Biopsie werden nur geringe Anzahlen von MSZ aus dem
Knochenmark gewonnen, welche zudem ein geringes
Expansionspotential besitzen. [6] Demgegeniber steht die
Gewinnung aus der Nabelschnur (UC-MSZ). Diese Zellen
besitzen ein héheres Expansionspotential und dariiber hinaus
ist die Gewinnung der Zellen deutlich einfacher, wenn auch
durch die Anzahl der Geburten begrenzt. [8, 9]

Da allerdings fiir die KM-MSZ bereits festgelegte Protokolle
zur Isolierung, Konservierung und Kultivierung vorliegen, ist
dies weiterhin die Hauptquelle fiir klinische Anwendungen
[10, 11].

B. Isolation und Konservierung

Allgemein erweist sich die Isolation von spezifischen
Stammzellen als kritisch, da diese nur in kleinen Mengen
auftreten [9, 12]. Dennoch sind zur Isolation von MSZ
zahlreiche Methoden vorhanden, die entweder mit oder ohne
die Verwendung von Enzymen betrieben werden. [12, 13] Eine
enzymatische Isolation weist grofie Herausforderungen auf, da
diese Kkostspielig und zeitaufwendig sowie durch eine
heterogene Zellpopulation gekennzeichnet ist. Weiter kdnnen
Zellschadigungen durch die Entfernung der extrazelluldaren

Matrix auftreten. Darilber hinaus kann die Proliferation und
Differenzierung der Zellen durch die enzymatische Behandlung
beeintrachtigt werden. [2, 12, 14] Allerdings wird in [15] von
einer hoheren Ausbeute bei festem Gewebe berichtet. Eine
Isolation ohne enzymatische Behandlung hat hohe
Isolationsertrége, bietet homogene isolierte Zellen und ist
wirtschaftlich rentabel. Ebenfalls wird die Proliferationsphase
verlangert und der Expansionsfaktor erhoht. [12] Durch [16]
konnte eine erhdhte MSZ-Ausbeute und Lebensféhigkeit von
Explantatkulturen im Vergleich zur enzymatischen Isolierung
bestatigt werden.

Nach [17] kann es bei der Konservierung von Stammzellen
zu  morphologischen  Verdnderungen der  gefrorenen
Gewebefragmente kommen, wodurch die Lebensféhigkeit der
zuriickgewonnenen Stammzellen erniedrigt ist. Andere Studien
zeigten keinen Verlust der Multipotenz [18]. Ein festgelegtes
Protokoll fur das Einfrieren und Auftauen der Zellen ist
erforderlich. [17, 18]

C. Zellkulturmedium

Das Zellkulturmedium spielt eine wesentliche Rolle beim
Wachstum und der Vermehrung von Stammzellen. Adhé&sion,
Proliferation, Migration und Differenzierung der Stammzellen
werden zudem durch die Oberflicheneigenschaften der
umgebenden Matrix beeinflusst. [19]

Bei der Zusammensetzung des Zellkulturmediums ist das
verwendete Serum ein maligeblicher Faktor. Meist wird Fétales
Kalberserum (FCS) verwendet, welches nur eingeschrénkt
verfuigbar ist. Des Weiteren ist FCS ein tierisches Produkt, das
bei Kontakt zum Menschen zu einer viralen Kontamination
fuhren kann. Darlber hinaus ist die Zusammensetzung
undefiniert, sodass es zu Unterschieden zwischen den Chargen
kommt. [5] Dies steht im Konflikt zu der in den Regularien
geforderten Sterilitdt. Optimal wére humanes Serum. Die
Verfligbarkeit des humanen Serums ist begrenzt und flr
Kultivierung im groBen Malstab nicht einsetzbar. Unter
Verwendung von serumfreien Medium konnten bisher keine
vergleichbaren Resultate in Bezug auf die Ausbeute erzielt
werden. [2, 5] Die Erganzung zusatzlicher Bestandteile, die die
serumfreie Isolierung und serielle Expansion von MSZ
unterstiitzen, zeigt eine verbesserte Ausbeute [20]. Ein weiterer
kritischer Bestandteil des Mediums  sind die
Wachstumsfaktoren, bei denen ein korrektes Gleichgewicht
erreicht werden muss, um den spezifischen zellularen Phénotyp
zu erhalten [2, 5].

D. Kaultivierungsbedingungen

Bei der Kultivierung spielt das Alter des Spenders und die
Passagenzahl eine grundlegende Rolle, da diese die Fahigkeit
der Selbsterneuerung und das Differenzierungspotential
beeinflussen. Die MSZ verlieren bei zunehmender
Passagenzahl (ca. sechs) ihre Multipotenz. Weiter kommt es in
der Regel nach etwa 30 bis 40 Verdopplungen zu einem Verlust
der therapeutischen Eigenschaften. Meist reichen 10 bis 20
Verdopplungen, um die gewunschte Zellzahl zu erreichen.
[21, 22, 23] Ein weiterer Punkt, der eine grofRe Rolle bei der
Wahl des Kultivierungssystems spielt, ist der Einfluss von
Scherstress auf die Zellen. Obwohl es viele widerspriichliche
Studien gibt, herrscht Einigkeit darlber, dass sich die
Eigenschaften wie Morphologie, Proliferations- und



Differenzierungspotential und das Zellwachstum veréndern,
wenn der Scherstress sich erhéht. [24-27] Somit st
Scherspannung nutzbar, um Stammzellen gezielt zu
differenzieren [28, 29].

Allerdings sollte wéhrend der Expansion der Scherstress
minimiert werden, damit es zu keiner unkontrollierten
Differenzierung kommt. Da die Zellexpansion und Ernte bei
Zelltherapieprodukten essentiell ist, sollte die Scherbelastung
dahingehend minimiert werden. [5] Nach [30] flhren
hypoxische Bedingungen (Sauerstoffgehalt unter 5%), zur
Aktivierung von bestimmten Molekilen (HIF-1), die das
Wachstum, die Vermehrung, die Differenzierung und die
Genexpression von MSZ verdndern. Nach [31] kann ein
geringer Sauerstoffgehalt (1-5%) zur Verldngerung der
exponentiellen Phase flihren. Weniger Inhibitoren werden
gebildet und die Proliferation dadurch verstarkt. Die hier
angegebenen Sauerstoffwerte missen immer in Relation zum
Kulturmedium stehen. [30, 31]

Die meisten Studien bezlglich der Eigenschaften der MSZ
beziehen sich auf in-vitro-Systeme [32]. Erst wenige Studien
[33, 34] zeigen das Potential fur chondrogene Reparaturen (in-
vivo-Systeme) bei implantierten Zellen, die aus MSZ gewonnen
werden. Die hauptsachlichen Herausforderungen der in-vitro-
Systeme sind das endliche Wachstum und die nicht vollstdndig
gerichtete Differenzierung. Denn sowohl bei der Isolation und
Konservierung, als auch bei der Kultivierung und Expansion
sollte darauf geachtet werden, dass der Phénotyp, das
Proliferations- und das Differenzierungspotential
aufrechterhalten werden. MSZ in ihrer urspriinglichen Form
weisen einen stabilen, undifferenzierbaren Phanotyp auf.
Durch zahlreiches Aufreinigen und Passagieren kénnen sich
die Eigenschaften &ndern und dies kann zu einer
unkontrollierten Differenzierung wahrend der Kultivierung
fiihren. [35]

E. Expansion

Die Expansion von MSZ ist an bestimmte Bedingungen
gekniipft. Die Oberflachenchemie und Topographie muss
optimiert werden, damit die Zelladhasion und die Proliferation
unterstiitzt wird. [2, 5] Als Herausforderung der Expansion in
der Stammzelltherapie ergibt sich die hohe Anzahl der zu
erzeugenden Zellen, da mindestens hundert Millionen Zellen
pro Therapie bendtigt werden [3]. Daher missen skalierbare
Prozesse entwickelt werden, wobei die Multipotenz der Zellen
erhalten bleiben muss [5]. Gleichzeitig missen die
Anwendungen praktisch und kostenglinstig gehalten werden

(3]
VI BIOREAKTOREN FUR ZELLTHERAPEUTIKA

Ein Bioreaktor ist ein geschlossenes System, in dem
Produktionsorganismen  das  gewinschte  Endprodukt
exprimieren, wéhrend kontrollierte  Prozessbedingungen
aufrechterhalten werden [36]. Bei Bioreaktoren wird zunéchst
zwischen  statischen und dynamischen  Bioreaktoren
unterschieden. Der Standard bei der Kultivierung von Zellen im
Labor sind statische Systeme wie zum Beispiel Petrischalen
oder T-Zellkulturflaschen. Da die Zellen sowohl ausreichend
Wachstumsoberflache, als auch genug Medium benétigen und
flr eine Stammzelltherapie mehrere Millionen Zellen benétigt

werden, werden eine nicht handhabbare Menge an T-
Zellkulturflaschen benétigt, um diese Menge zu Kultivieren.
Bei  Produktionsprozessen  werden  derzeit  hdufig
Plattenstapelsysteme eingesetzt. Allerdings treten in diesen
haufig Inhomogenitaten auf, wodurch die Zellausbeute und die
Qualitat beeintrachtigt werden. Darlber hinaus besteht bei
solchen Systemen ein erhdhtes Kontaminationsrisiko. [3, 37]
Daher werden alternative Lésungen zur statischen Kultivierung
bendtigt. Hierbei bieten sich dynamische Bioreaktoren, die in
Abbildung 3 dargestellt sind, an. Die dynamischen
Bioreaktoren konnen in mechanische und hydraulische
Systeme unterteilt werden.

Dynamische System

Paralle] Platten

Gerthner Bicreaktor Bioteaktor

Wellendurchmischier

Hioreakine Hohlfaser Bioreakton

N ; J{q;m\du Bett Festhert Reaktor

Abbildung 3: Dynamische Bioreaktoren nach [2]

Trotz Versuchen, Robotik, Automatisierung und Kontrolle
bei den statischen Bioreaktoren zu installieren, sind die
dynamischen Bioreaktoren den statischen in Bezug auf 2D und
3D-Zellwachstum  (berlegen. [38,39] Die Mehrzahl
dynamischer Bioreaktoren ist allerdings fiir die Herstellung von
Antikorpern und Impfstoffen und nicht fur die Kultivierung von
Stammzellen ausgelegt, sodass neue Herausforderungen
entstehen. Um genug Oberflache fur das Wachstum der
Stammzellen zu schaffen, werden zum Beispiel sogenannte
Microcarrier benétigt. Ein wesentliches Problem der
Microcarrier ist, dass bei zu hoher Zelldichte auf dem
Microcarrier die Versorgung aller Zellen nicht gewahrleistet
werden kann. Weiter kann es zu Verklumpungen und
Zellhdufungen kommen. Darlber hinaus ist die Ernte der
Zellen wesentlich komplexer, da die Zellen vom Microcarrier
geldst werden massen. [2]

Neben statischen und dynamischen Bioreaktoren gibt es eine
weitere Klassifizierung von Bioreaktoren: Einmal- und
wiederverwendbare Bioreaktoren. Die Verwendung von
Einmalbioreaktoren (Single-use-Bioreaktoren) bringt zum
einen eine hohe Prozessflexibilitit und zum anderen eine
groRere Sicherheit mit sich, da Verunreinigungen durch
vorherige Prozesse ausgeschlossen werden konnen. Dies ist
insbesondere bei solchen Produkten wichtig, die anschlieRend
im Menschen eingesetzt werden. Deswegen ist es nicht
verwunderlich, dass der Einsatz solcher Bioreaktoren in der
Industrie  weiter wachst, zumal die regulatorischen
Anforderungen an solche Prozesse immer weiter steigen. [40]



A. Gerihrter Bioreaktor

Ein gerUhrter Bioreaktor besteht aus einem Rihrwerk und
einem Behélter, wobei die Durchmischung Uber einen
mechanisch angetriebenen Riihrer erfolgt [2]. Ublicherweise
werden die adhérenten Zellen auf Microcarriern kultiviert. Im
kleinen Malstab werden haufig sogenannte ,,Spinner
eingesetzt [41]. Die geringe Drehzahl (ca. 60 Umdrehungen pro
Minute) verringert den Scherstress und den negativen Einfluss
auf die Stammzellen. Die erreichbare Zelldichte liegt bei
diesem System zwischen 6:10° und 1-10° Zellen/mL, mit einem
Vermehrungsfaktor zwischen 30 und 50, sofern das Medium
mit Serum angereichert ist und eine zyklische Perfusion
erreicht wird. Demonstriert wurde dies fir hADSCs- und hKM-
MSZ-Wachstum auf Microcarriern. [2]

Eine MSZ-Expansion wurde erfolgreich in einem Mobius®
Cell Ready 3L Bioreaktor (Merck Millipore) und in einem
BIOSTAT® UniVesel 2L SU (Satorius Stedim Biotech)
durchgefiihrt. Die Schliisselelemente in beiden Bioreaktoren
sind ein starrer Kessel aus Polycarbonat, ein oder zwei
rotierende Ruhrer und eine Beliftungseinheit. [2] Die
Ergebnisse fiir den Mobius® Cell Ready 3L Bioreaktor zeigen,
dass durch eine angepasste Drehzahl eine homogene Kultur
ohne Sedimention der Microcarrier ermoglicht wird und dass
Zelldifferenzierung und Zellsch&digung, als Resultate hohen
Scherstresses, vermieden werden konnen. Dies ist durch
[42, 43] fir hKM-MSZ demonstriert und belegt. Mit dem
BIOSTAT® UniVesel 2L SU, charakterisiert in [44], lag die
erreichte Zelldichte bei 1,8:10° Zellen/mL hKM-MSZ [41, 45].

B. Wellendurchmischter Bioreaktor

Der wellendurchmischte Bioreaktor (,,wave“-Bioreaktor) ist
ein kissendhnliches Kultivierungsgefal3, das, auf einer Wippe
fixiert, eindimensionale oszillierende Bewegungen ausfilhrt.
Dieses fihrt zu einer kontinuierlichen Durchmischung des
Mediums und einer blasenfreien Sauerstoffzugabe. Die
Scherstressverteilung in diesem Bioreaktor ist relativ homogen.
Daher ist er prinzipiell gut geeignet fur die Produktion von
stressempfindlichen Zellen. Ein weiterer Vorteil ist die zu
vernachlassigende Schaumbildung. [2]

Einer der ersten Versuche, MSZ in einem
wellendurchmischten Bioreaktor zu kultivieren ist in [46]
beschrieben: Uber eine Kultivierung von 18 Tagen wurde ein
Vermehrungsfaktor von 6 erreicht. Bei einem weiteren Versuch
[47] konnte sogar ein Faktor von 16 (Kultivierungszeit von 7
Tagen) erreicht werden. Dabei handelte es sich um eine MSZ-
Expansion  von  der  Plazenta  bei reduzierter
Sauerstoffkonzentration (5%). [47]

C. Drehbett-Bioreaktor

Ein Drehbett-Bioreaktor besteht aus einem zylindrischen
Kessel, in dem Platten, auf denen die Zellen angewachsen sind,
rotieren. Die Durchmischung erfolgt durch die Perfusion des
Reaktors mit Medium und die Rotation der Platten. [2]

In [48] wurde bei einer Kultivierung von UC-MSZ in einem
wiederverwendbaren Bioreaktor (Z®RP 2000H, Zellwerk) ein
8-facher Anstieg der Zellzahlen binnen finf Tagen gezeigt.
Weiter wurde sichergestellt, dass spezifische
Oberflachenmerkmale der MSz sowie das
Differenzierungspotential erhalten bleiben. Ebenfalls konnte

keine friihzeitige Zellseneszenz beobachtet werden. Fir die
MSZ-Expansion sind ein komplett gefullter Bioreaktor und
eine geringe Rihrgeschwindigkeit optimal, um eine
scherstressreduzierte Kultivierung zu ermdglichen. Dieser
Bioreaktor hat vergleichbare Durchmischungseigenschaften
wie ein idealer kontinuierlich geriihrter Bioreaktor und bietet
eine ausreichende  Nahrstoffversorgung. Die  Studie
demonstriert, dass dieses System geeignet ist, um UC-MSZ
derart zu kultivieren, dass die Morphologie der Zellen, das
Differenzierungspotential, sowie die Mitoseaktivitét erhalten
bleiben. Es scheint, dass dieser Prozess groRes Potential hat, um
MSZ fir klinische Anwendungen zu kultivieren. [48]

D. Parallelplatten-Bioreaktor

Ein Parallelplatten-Bioreaktor basiert auf einem modularen
Design, welches aus mehreren Polystyrolplatten besteht. Die
Platten setzen sich jeweils aus zwei Kammern zusammen,
wobei diese durch eine gasdurchlassige Membran getrennt
sind. Die obere Kammer ist mit Luft geftllt, wéhrend in der
unteren die Zellen als einlagige Schicht (Monolayer) wachsen.
In der unteren Kammer wird eine kontinuierliche Versorgung
mit Kulturmedium gewéhrleistet. [2]

Die fur die Stammzellen entscheidende Scherbelastung ist
gering, sodass aus dem Knochenmark gewonnene Zellen
erfolgreich ohne ungewinschte Differenzierung expandiert
werden kénnen. Generell erlaubt ein Parallelplatten-Bioreaktor
eine Produktion von bis zu einer Milliarde Zellen pro Charge.
[49]

E. Hohlfaser Bioreaktor

Ein Hohlfaser-Bioreaktor setzt sich aus einem Bundel
paralleler Hohlfasern zusammen, die aus Zellulose, Polysulfon,
Polypropylen oder Polyethylen bestehen. Durch die
teildurchlassige Struktur der Hohlfasern gelangen die
bendtigten Nahrstoffe in den Wachstumsraum und stehen den
Zellen zur Verfiigung. Die Hohlfasern sind in eine Kartusche

eingebettet, die durch verschiedene Anschlisse eine
Umspilung der Hohlfasern ermdglicht. [2]
Hohlfasern bieten den Vorteil einer sehr geringen

Scherbelastung fir die Zellen. Das Verhdltnis zwischen
Oberflache und Volumen ist sehr hoch, welches die 3D-
Zellentwicklung fordert. Die Zellen wachsen auf der &uf3eren
Oberflache der Hohlfasern, durch die ein kontinuierlicher
Austausch von Sauerstoff, Medium und Abfallprodukten
erfolgt. Limitiert wird dieses System durch die Komplexitét der
Zellernte und durch die L&nge der Hohlfasern, welche durch
Néahr- und Sauerstoffgradienten begrenzt ist. [2]

Die Verwendung von Hohlfaser-Bioreaktoren fiir die
Produktion wvon Kklinisch relevanten Mengen an MSZ
(Zellausheute von 108 und 10°% wurde in zahlreichen Studien
untersucht. [50] Die erreichten Zellmengen waren ausreichend
fur autologe und ausgewahlte allogene Therapien. Eine
spezielle Untersuchung [51] vergleicht die MSZ Expansion
eines Hohlfaserreaktors mit einem Einweg-Fluid-System
(Kultivierung in Zellkulturflaschen). Das Resultat dieser Studie
ist, dass die Zellen im Bioreaktor schneller wachsen als in den
Zellkulturflaschen. Dartiber hinaus wurden mit der zweiten
Passage Zellzahlen erreicht, welche fiir ein bis zwei Patienten
ausreichen, und zudem die Kriterien an MSZ (Morphologie,
Differenzierungspotential etc.) erfullen. Fur die Studie standen



zwei solcher Bioreaktoren zur Verfiigung. Dieses filhrte dazu,
dass die Zellen zwischen den Passagen eingefroren werden
mussten, da die Kapazitat des Bioreaktors limitiert war und die
Bioreaktoren tiber Nacht fiir die neue Kultivierung vorbereitet
werden mussten. Das Einfrieren von Zellen verlangsamt die
Proliferation.

Dadurch wird bei einer durchgédngigen Verwendung von
frischen Zellen mit einem besseren Ertrag gerechnet. Eine
Maglichkeit der Hochskalierung, um das Einfrieren zu
vermeiden, scheint durch die Verwendung weiterer
Bioreaktoren realisierbar zu sein. Die verwendete Strategie
verursachte allerdings bis zu achtmal hohere Kosten als bei der
Kultivierung in Zellkulturflaschen. Zusammenfassend ist die
Kultivierung im Bioreaktor insgesamt zwar erfolgreicher als
mit Zellkulturflaschen, erzeugt aber zu hohe Kosten, um sich
zu rentieren. Neue Entwicklungen (zum Beispiel die
Reduzierung der Uber-Nacht-Vorbereitungen auf ca. 4
Stunden) in diesem Bereich kdnnten zu einem rentablen System
fihren. [50, 51]

F. Festbett-Bioreaktoren

Festbett-Bioreaktoren sind kompakte Systeme, die aus
einem AuBengefda? und einem Festbett bestehen. Die
Zellkultivierung erfolgt im Festbett auf einem Trégermaterial.
Makropordse Mikrotréger, pordse Keramikkugeln oder pordse
Glaskugeln dienen beispielsweise als Tragermaterial. Das
Kulturmedium durchstromt das Festbett, wodurch die Zellen
mit Nahrstoffen versorgt und unerwiinschte Metabolite entfernt
werden. [2]

Die Skalierbarkeit ist begrenzt, da die Nahr- und
Sauerstoffgradienten die Hohe des Bioreaktors bestimmen.
Ebenfalls kritisch zu sehen ist die erschwerte Zellernte [2].

VIl SCHLUSSFOLGERUNG

Speziell bei der Therapie von spezifischen Krankheiten ist
die Verwendung mesenchymaler Stammzellen (MSZ) in der
Zelltherapie eine gewinnbringende und aussichtsreiche
Strategie. Laufende Studien bzw. Ansatze befinden sich derzeit
in einem grundlegenden Umbruch von traditioneller Zellkultur
im LabormaRstab hin zur Expansionskultur im industriellen
MaRstab mit skalierbaren Bioreaktorprozessen. Mittlerweile
gibt es viele erfolgversprechende Studien sowie erste
Marktzulassungen, die zeigen, dass Stammzelltherapien
nachweislich langanhaltende positive Effekte auf die Patienten
haben. Auch wenn die Ursachen, Abldufe und Funktionen noch
nicht eindeutig und vollstandig verstanden wurden. Da immer
mehr finanzielle Méglichkeiten zur Verfiigung gestellt werden
und das enthaltende Potential noch lange nicht ausgeschdpft ist,
kann in diesem Bereich mit einem kontinuierlichen Fortschritt
gerechnet werden.

Die Voraussetzungen sind umfangreich und die Anspriiche
an den Prozess hoch. Der Grundbedarf an Stammzellen ist und
bleibt groR, sodass die Gewinnung, Isolierung und
Konservierung fir eine optimale Ausbeute an festgelegte und
validierte Protokolle geknlpft sein muss. AuBerdem ist die
Spenderanzahl zu gering, um den Bedarf annahernd zu decken.
Sehr strikt sind zusatzlich die geltenden Regularien in Bezug
auf die Zulassung. Hauptziel der Therapien ist die therapeutisch
attraktive Selbsterneuerung und Differenzierung.

unkontrollierten
unerwiinschten

Demgegenuber stehen die Risiken der
Zellproliferation,  Tumorbildung  und
Differenzierung.

Besonders herausfordernd ist die Expansion der MSZ, was
die Auswahl eines geeigneten Bioreaktorsystems erschwert.
Eine Vielzahl von Mdglichkeiten fir die in-vitro Kultivierung
steht bereits zur Verfugung, wohingegen fur die in-vivo
Kultivierung bisher nur wenige Studien bekannt sind, sodass an
dieser Stelle noch viel Zeit und Kapital investiert werden muss,
um klare Aussagen Uber das womdglich grofie Potential zu
tatigen. In den in-vitro Systemen spielen die spezifischen
Kultivierungsbedingungen sowie die Zusammensetzung des
Zellkulturmediums eine wesentliche Rolle bei Wachstum und
Entwicklung von den Stammzellen. Diese variablen Faktoren
missen exakt aufeinander angepasst werden, da sie die
Morphologie sowie das Proliferations- und
Differenzierungspotential der Zellen essentiell beeinflussen.
Eine geringe Beanspruchung der Stammzellen, zum Beispiel
durch Scherstress, ist notwendig fir eine erfolgreiche
Zellexpansion und deren Ausbeute. Fir die Unterstltzung der
Zelladhasion und Proliferation bendétigen die begrenzt zur
Verfugung stehenden Wachstumsoberflachen eine optimierte
und angepasste Oberflachenchemie und Topographie.
AufBerdem muss sichergestellt werden, dass die Versorgung der
Stammzellen, trotz mdglicher ungewollter Zellagglomerate,
kontinuierlich gewéhrleistet wird. Ein weiteres Hindernis ist
die Ernte der Stammzellen mit mdglichst hoher Zellviabilitét.
AuRerdem ist die erfolgreiche Expansion von MSZ zu klinisch
relevanter Anzahl und Qualitdt streng abhangig vom
ausgewdahlten  Bioreaktortyp und seinen  spezifischen
biotechnischen Parametern. Mit statischen Systemen ist dies
nur mit massiver Automatisierung und parallel laufenden
Prozessen realisierbar. Des Weiteren folgt die Skalierung der
Bioreaktorprozesse oftmals der ,Trial-and-Error* Methode.
Deswegen sind derzeit, durch steigende Prozessflexibilitét und
Sicherheit, dynamische einmalverwendbare mit Sensorik
ausgestattete Bioreaktoren Schwerpunkt der Entwicklung und
Forschung. Allerdings ist eine optimale und rentable Strategie
bzgl. der Vermehrung von Stammzellen fur Zelltherapien noch
nicht abzusehen, da durch die Vielzahl an variablen
Bedingungen sowie dem noch unentdeckten Potential viele
neue Perspektiven fur zukinftige Studien maéglich sind.
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sie in der Onkologie?
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Zusammenfassung. Der folgende wissenschaftliche Artikel umfasst die wichtigsten Standpunkte aus dem
Vortrag von Prof. Dr. med. Udo Schumacher zum Thema der Krebsstammzellenforschung. Diese befasst sich
mit dem Aufbau und der Charakterisierung der Tumorstammzellen sowie deren Identifizierung im Gewebe.
Des Weiteren werden ihre vielféaltigen Eigenschaften und Mechanismen im Zusammenspiel zwischen ihrer
Mikroumgebung und dem Immunsystem dargelegt und naher erldautert. Durch komplexe Prozesse beeinflus-
sen Tumorstammzellen das Immunsystem und begtinstigen so auch die Metastasierung. Unterschiedliche Me-
thoden ermdglichen die Identifizierung der Zellen im Gewebe. Trotz des medizinischen Fortschrittes ist ein
gezieltes Eingreifen und Behandeln der malignen Zellen fur die klinische Anwendung noch nicht ausgereift.
So zeigten Tierversuche extreme Schwankungen in Bezug auf Tumorausbreitung und -bekdmpfung. Daher
sollte die Forschung bezuglich der Detektion und Bekdmpfung der Tumorstammzellen intensiviert werden.

Schlagwérter: Stammzellkonzept, Myelome, Biomarker, Heterogenitat, Nischen, Immunsystem, Tumorme-

tastasierung, epithelial-mesenchymale Transition, mesenchymal-epitheliale Transition

EINLEITUNG

Trotz jahrelanger intensiver Forschung in der Onko-
logie sind bosartige Tumore noch immer wesentliche
Ursachen der weltweiten Sterblichkeit [1]. Thnen wird
somit auch in der Regenerativen Medizin eine hohe Be-
deutung zuteil. Um Behandlungen weiter entwickeln
und eine hohere Uberlebensrate von Krebspatienten er-
reichen zu kénnen, wird derzeit besonderes Augenmerk
auf das Modell der Tumorstammzellen (CSCs) und ihre
Bedeutung in der Onkologie gelegt [1,2]. Da diese als
tumorinitiierend gelten, spielen sie eine signifikante
Rolle in der Tumorforschung und Zellbiologie [1]. Die
Tumorentstehung wird hierbei basierend auf expandie-
renden Tumorzellen, die eine Stammzellcharakteristik
besitzen, begriindet [1]. Tumorstammzellen kénnen in
vivo eine Metastase mit der gleichen Heterogenitat wie
der des Primartumors bilden, denn sie sind gegeniber
derzeitigen Behandlungen, wie beispielsweise der
Chemoradiotherapie, relativ resistent [1,2]. Da es be-
sonders die Problematik der Metastasierung und des er-
neuten Auftretens eines Tumors zu beeinflussen gilt,
wird der Fokus momentaner Therapien vom GroRteil
der Tumorzellen auf CSCs spezifiziert [3,1]. Da diese
nur in geringer Anzahl im Tumorgewebe vorliegen, ge-
staltet sich ihre Isolation und Analyse als ein komplexes
Problem [1]. Um Therapiemdglichkeiten effizienter zu
gestalten, ist das Verstandnis der Karzinogenese sowie
der Charakterisierung und Identifikation der CSCs je-
doch von grof3er Bedeutung [1,3].

CHARAKTERISIERUNG VON TUMOR-
STAMMZELLEN

Um das Verstandnis im Bereich der Karzinogenese
und Eigenschaften der CSCs zu intensivieren, wird im
Folgenden auf das Konzept der Stammzellen eingegan-
gen. Da diese eine hohe Zellvariabilitét, eine angepasste
Plastizitat und eine hohe Heterogenitét besitzen, sind
sie durch Tumortherapien besonders schwer zu treffen
[3]. Es besteht eine Auswahl an Ansdtzen, um diese
Problematik zu umgehen. So erlaubt die Erkennung
spezifischer Marker von Zelloberflachen fiir Stammzel-
len, die Identifikation von CSCs in solidem menschli-
chem Tumorgewebe [1]. Eine weitere Mdglichkeit be-
steht in der Erkennung von tumor-assoziierten Fib-
roblasten (CAFs) in der Mikroumgebung von CSCs [3].
In den Mikroumgebungen des Tumors finden komplexe
immunologische Reaktionen statt, die diesem sowohl
inhibierend als auch fordernd gegenibertreten kénnen
[2]. Diese Immunreaktion ist von besonderer Wichtig-
keit, da die Wahrscheinlichkeit, dass der Prozess der re-
gulatorischen Metastasenbildung einsetzt, mit fort-
schreitender Tumorbildung immer hoher wird. Wéh-
rend dieser durchlduft die aus dem Verband des Tumor-
gewebes ausgebrochene Zelle eine epithelial-mesen-
chymale Transition (EMT), auf die in der Erlauterung
der Tumormetastasierung naher eingegangen wird [2].

1 Schreibauftrag zum Vortrag von Prof. Dr. med. Udo Schumacher, UKE Hamburg, gehalten im Rahmen der Ringvorlesung “Tissue Enginee-

ring — Regenerative Medizin” im WiSe 16/17
Kontakt: poertner@tuhh.de



Konzept der Stammzellen und maligne
Myelome als Stammzellerkrankung

Funktionell werden Stammzellen durch ihre Fahigkeit
als Vorlauferzelle, sich selbst zu erneuern und zu diffe-
renzieren, charakterisiert [4]. Wahrend einer sehr diffe-
renzierten Regulation kdnnen sich hdmatopoetische
Stammzellen des Gewebes im Knochenmark zu Proge-
nitorzellen, Lymphozyten, Monozyten und weiteren
Blutzellen entwickeln [5]. lhre Selbsterneuerung wird
durch die Proliferation von Blutstammzellen ermdg-
licht, bei der sie eine symmetrische oder asymmetrische
Zellteilung durchflihren kénnen. Die symmetrische Tei-
lung beschreibt die Entstehung zweier identischer
Stammzellen, wéhrend bei der asymmetrischen Teilung
eine Stammzelle (parent) und eine weiter differenzierte
Zelle mit erhohter Proliferationsrate, jedoch verminder-
ter Fahigkeit zur Selbsterneuerung (daughter), entste-
hen. Die Proliferationsrate von Stammzellen ist gerin-
ger, da auf diesem Wege weniger absolute Synthesefeh-
ler entstehen kdnnen. Um die enthaltene DNS hinrei-
chend zu schitzen, ist sie mit einer Doppellipidmemb-
ran umgeben, die eine hohe Anzahl an ABC-Transpor-
tern mit aktiven Pumpfunktionen besitzt. Durch die
Bindung von ATP an die Transporter wird Energie frei-
gesetzt und die potentiell schadigende Substanz kann
aus dem Zellinneren Uber die Doppellipidschicht ge-
pumpt werden. Das Stammzellkonzept lasst sich auf
den GroRteil der CSCs ubertragen, da diese auf den glei-
chen Signalwegen beruhen, einen &hnlichen Metabolis-
mus besitzen und &hnliche Oberflachenmarker tragen
[1]. Sie befinden sich meist im Ruhestadium GO des
Zellzyklus und werden somit nicht von Zytostatika an-
gegriffen, die nur gegentiber Zellen im aktiven Zellzy-
klus wirken. Zudem sind CSCs durch die Transporter in
der Lage, Arzneiwirkstoffe aus der Zelle zu pumpen.
Weitere wesentliche Eigenschaften von CSCs sind auch
eine lange Lebensdauer und die Nischenabhangigkeit,
welche nachfolgend im Zusammenhang mit der Erl&u-
terung der ldentifizierung von CSCs nédher behandelt
wird [3,6-9]. Es wird vermutet, dass daraufhin ein Tu-
mor aus einer malignen Transformation einer Stamm-
oder Progenitorzelle wéchst [1].

Das Konzept zur Entstehung von Malignitat uber
CSCs kann besonders gut am Multiplen Myelom illus-
triert werden. Dies ist eine hamatologische Tumorer-
krankung der Plasmazellen, die einen wichtigen Teil
des Immunsyst¢ms definieren [5]. Plasmazellen bilden
sich aus B-Lymphozyten, wenn Antigene in den
menschlichen Korper eindringen und produzieren da-
raufhin Immunglobuline [5]. Die Initiation des Multip-
len Myeloms beginnt mit Subpopulationen von positiv-
onkogenen Zellen. Wie in [5] dargestellt, kdnnen sie zu
pramalignen Plasmazellen differenziert werden und
eine Neoplasie beginnen (MGUS). Hieraus konnen
Myelom-initiierende maligne Plasmazellen entstehen,
die die medulare Neoplasie an mehreren Positionen
fortfihrt, was klinisch als Multiples Myelom bekannt
ist.

Heterogenitat der Tumorstammzellen

Die eingehende Analyse und das Verstandnis der He-
terogenitat der Population um die CSCs sind fur die spé-
tere ldentifikation und Therapieentwicklung maBgeb-
lich. Sie I&sst sich durch drei verschiedene Modelle dar-
stellen, die zu der entsprechenden Situation beitragen
kénnen. Welches Konzept jedoch am besten zu der ent-
sprechenden Situation passt, kann nicht pauschal fest-
gelegt werden [3].

Das Hierarchische Modell beschreibt die Eigenschatft,
dass nur bestimmte Subpopulationen der CSCs die Fa-
higkeit besitzen, die Entwicklung des Tumors weiterzu-
fuhren. Aus Langzeit-CSCs entstehen Kurzzeit-CSCs
und anschlieBend Progenitorzellen, die differenzierte
Zelltypen des Tumorsystems darstellen. Aus Progeni-
torzellen kénnen terminal-differenzierte Zellen entwi-
ckelt werden. Wéhrend des Differenzierungsvorgangs
von Langzeit-CSC zu Progenitorzelle sinkt das Stamm-
zellpotential. Terminal-differenzierte Zellen besitzen
kein Stammzellpotential [3].

Das Koevolutionsmodell hingegen besagt, dass ver-
schiedene unabhangige CSC-Populationen koexistieren
und aus spezifischen Initiationen von Gewebestamm-
zellen (TSCs) entstehen. Die CSC-Populationen besit-
zen dabei alle ein &hnliches Stammzellpotential. Da
eine Verteilung einer Koevolution aufgrund der gerin-
gen Inititationsfrequenz und der niedrigen Zahl an
TSCs verhindert wird, wird dieses Modell auch aus
Wahrscheinlichkeitsgriinden weniger als alternative
Modelle angewandt [3].

Das Plastizitdtsmodell beschreibt eine spontane und
stochastische Transition infolge derer CSCs zwischen
verschiedenen Zellstadien, das Nicht-Stammzellsta-
dium eingeschlossen, wechseln kdnnen. Hierbei kdnnen
CSCs aus normalem Tumorgewebe entstehen. Sie sind
somit in der Mikroumgebung des Tumors dynamisch
reguliert. Dieses Modell scheint in der Tumorerhaltung
und Entwicklung eine grofe Rolle zu spielen [3].

Klinisch wirkt die Heterogenitat der CSCs Therapien
durch eine Medikamentenresistenz und privilegierte
Immunreaktionen der Stammzellen entgegen. Ein
Uberleben verschiedener CSC-Populationen der Medi-
kamentengabe und die darauffolgende Neubildung mit
erhdhter CSC-Rate des Tumorgewebes sind somit még-
lich (dargestellt in [3].

Identifizierung der Tumorstammzellen

Um neue onkologische Ziele und Therapien angepasst
auf den Typ der CSC entwickeln zu kdnnen, besteht
eine besondere Relevanz, diese zu charakterisieren. Da
der Prozess der malignen Transformation in CSCs in
verschiedenen Stadien einer sehr gering vorhandenen
Subpopulation ablauft, ist ihre Identifikation von erhéh-
ter Schwierigkeit [1]. So werden hauptsachlich finf
verschiedene Methoden fiir die komplexe Analyse von
Primartumoren (in vivo) und Tumorzelllinien (in vitro)
herangezogen. Eine Mdglichkeit der Analyse besteht in



der Neukodierung in ein pluripotentes (mit Stammzel-
leigenschaften versehenes) Stadium von in vitro Model-
len der Tumorzellen eines Patienten [1]. Somit kann die
Entwicklung und das Fortschreiten von Tumorerkran-
kungen aus pluripotenten Zellen entschliisselt werden
[1]. Eine weitere Anwendung besteht in der Erkennung
von Biomarkern, die die Oberflache der spezifischen
Tumorzellen je nach Typ aufzeigt. Biomarker kénnen
aus DNA, RNA, Mikro-RNA (miRNA) oder weiteren
Molekiilen bestehen [10]. Durch ein weites Spektrum
an Stammgzell- und EMT-Markern in menschlichem Tu-
morgewebe oder Flissigkeiten kdnnen gutartige und
maligne Tumore erkannt und zwischen ihnen unter-
schieden werden, die Reaktion auf Therapien unter-
sucht sowie weitere Anwendungen unterstutzt werden
[11]. Zusétzlich kann die Nebenpopulation der CSCs
durch die Analyse ihrer Mikroumgebung detektiert
werden [1]. Die durch die Mikroumgebung definierte
Nische der CSCs besteht primér aus tumorassoziierten
Fibroblasten (CAFs), Tumorassoziierten Makrophagen
(TAMs), Tumor-Endothelzellen und Wachstumsfakto-
ren, sowie Zytokinen [12]. Diese Umgebung beschreibt
ein Netzwerk, das hochstgradig darauf spezialisiert ist,
das Bestehen des Tumors und Stammzelleigenschaften
wahrend der Differentiation zu unterstiitzen. So steht
die Mikroumgebung des Tumors (TME) in standiger
Wechselwirkung mit dem Immunsystem, welches
supprimierend, aber auch férdernd genutzt werden kann
[3]. Neben den genannten Anwendungen bestehen zu-
sétzlich die Prinzipien, die den Widerstand gegen den
Zelltod oder die Reaktion auf weitere spezifische Kul-
turkonditionen beschreiben.

Zusammenspiel zwischen Immunsystem und
Mikroumgebung der Tumorstammzellen

Die grundlegende Aufgabe der Immunzellen ist es,
mutierte oder abnormale Zellen zu zerstéren. Eine
wichtige Eigenschaft der CSCs ist jedoch die Immunto-
leranz innerhalb des TME. Die Mikroumgebung kann
das Immunsystem je nach Bedarf onkogen unterstt-
zend oder anti-onkogen nutzen [13].

Dabei werden der Erhalt, das Wachstum, die Diffe-
rentiation und Chemotherapieresistenz durch mehrere
Mechanismen gefordert (dargestellt in [13]). Die TAMs
produzieren Proteine und Signalsubstanzen, die Signal-
wege der CSCs aktivieren und ihre Medikamentenresis-
tenz fordern. Zusétzlich erzeugen sie Wachstumsfakto-
ren, die die EMT in Lebertumoren beglnstigen.
Myeloidabgeleitete Suppressorzellen (MDSCs) sorgen
auBerdem fir eine erhdhte Tumorrate in den Eiersto-
cken, indem sie miRNA in Tumorzellen induzieren.
Eine weitere interagierende Struktur bilden die folliku-
laren Dendritischen Zellen (follikularen DC). Sie sind
fur die Kommunikation der Immunzellen und die Anti-
genprasentation entscheidend. Auf diesem Wege ist es
ihnen maglich, die Signalwege von Lymph-CSCs zu
nutzen, um die Tumorgenese zu fordern. Regulatori-
sche T-Zellen (Tregs) hingegen sind flr die Regulierung

der Funktion und Aktivierung von Immunzellen zustan-
dig. Sie beugen Autoimmunitét vor, da sie eine Tole-
ranz gegeniber Selbst-Antigenen induzieren und die
Immunzellaktivierung ddmpfen. Als Schltisselstruktur
der immunsuppressiven Mikroumgebung gilt STAT3.
Dieses flihrt zur Produktion von Zytokinen wie IL6, die
einen Anstieg immunsuppressiver Zellen wie MDSCs
und T regs Und eine Verringerung der Reifung von Dend-
ritischen Zellen zufolge haben [13].

CSCs besitzen auflerdem verschiedene Mdoglichkei-
ten, ihre Detektion zu umgehen. Sie greifen wahrend
der Antigenprasentation und des kostimulierenden Sig-
nals durch die Regulierung von MHC-1/I1 oder TAP1/2
ein, um die Aktivierung zytotoxischer T-Zellen zu ver-
ringern [14,13]. Zusétzlich ist es CSCs mdoglich, die Re-
gulation weiterer Proteine (PDL1 und CD80) zu beein-
flussen, so dass eine Anergie der T-Zellen entsteht. So
werden T-Zellen ohne kostimulatorisches Signal akti-
viert, woraufhin sie nicht erneut aktiviert werden kon-
nen [13].

Ein weiterer Aspekt des Zusammenspiels zwischen
Immunsystem und CSCs beruht auf der Eigenschaft,
dass CSCs die Vermehrung protumoriger Phanotypen
fordert und antitumorische Zellen eliminiert. Um dies
zu erreichen, erzeugen sie stimulierende und inhibie-
rende Faktoren. Somit werden die Makrophagenrekru-
tierung, die Polarisation zum M2-Phénotyp und die
Hemmung der Phagozytenaktivitdt von Makrophagen
gefordert [13].

Es ist dariber hinaus zu beachten, dass CSCs beson-
ders anféllig fur die Lyse durch aktive zytotoxisch wir-
kende Natirliche Killerzellen (NK) sind. Da NKs den
Differentiationsprozess eines Tumors beeinflussen, re-
gulieren manche CSCs (bei Brustkrebs und bestimmten
Hirntumoren) entsprechende Aktivierungssignale her-
unter, um der Eliminierung zu entgehen [13].

Konzept der Tumormetastasierung

Ist der Tumor bereits fortgeschritten, steigt die Wahr-
scheinlichkeit, dass dieser von CSCs ausgeldste Meta-
stasen bildet. CSCs besitzen eine erhdhte Resistenz ge-
geniber den limitierenden Ablaufen der metastasischen
Kaskade, die Extravasation (Austritt von Blut oder
Lymphflussigkeit aus Gefal in umliegendes Gewebe),
Anoikis (Zelltod) und Uberleben in nicht natiirlichem
Gewebe beinhalten [3]. Die Resistenz lasst sich in der
Eigenschaft der CSCs begriinden, Mesenchymale Zel-
ladhésionsmolekiile (Mesenchymale CAMs) und
Epitheliale CAMs herauf- und herabzuregulieren. Die
Schritte der Kaskade werden dabei genau eingehalten,
wobei sich eine geringe Menge der CSCs schlussend-
lich im Fremdgewebe integriert [2].

Hierbei besteht eine Malignitét, die eine EMT durch-
lauft, um in den Blutstrom zu gelangen. Wahrend der
EMT wird, wie auf der linken Seite der Abbildung 4 zu
erkennen, grundsatzlich eine Epithelzelle in eine Zelle
transformiert, die mesenchymale Eigenschaften und
Funktionen besitzt. CSCs nutzen diesen Vorgang, um



die Anzahl der Proteine, die von mesenchymalen Zellen
prasentiert werden, zu erhéhen und eine Leukozyte
nachzuahmen. Dabei wechseln CSCs in eine Spindel-
form, senken die Anzahl epithelialer CAMs und verrin-
gern Proteine, die von Epithelzellen présentiert werden
um die Endothelbarriere zu tiberwinden [2].

Haben die vom festen Tumorgewebe geldsten Zellen
den Blutstrom erreicht, werden diese durch den Blut-
kreislauf gepumpt. Da der Blutfluss dabei die geldsten
CSCs mit mesenchymalen Eigenschaften daran hindert,
sich wieder am Endothel festzusetzen, kénnen sich nur
wenige in fremdes Gewebe integrieren. Dann missen
Tumorzellen lber Zelladh&sionsmolekile an das En-
dothel anheften, die den Scherkraften widerstehen. Hat
die Zelle nach Anheftung am Endothel und Transmig-
ration das Zielgewebe erreicht, so initiiert sie eine
mesenchymale-epitheliale Transition, wahrend dieser
die Vorgénge der EMT riickwarts ablaufen (dargestellt
in [15]). Somit entsteht eine Zelle mit epithelialen Ei-
genschaften, die durch Proliferation einen neuen Tumor
bilden kann [2].

DISKUSSION UND FAZIT

CSCs bilden eine Struktur auf der die heutige For-
schung aufbaut, um nicht-chirurgische Behandlungen
gegen Tumore zu entwickeln. Basierend auf ihren Ei-
genschaften stellen sie ein effektives Ziel zur Elimina-
tion der heterogenen CSC-Population, der Tumorrege-
neration und der Blockierung der Metastasenbildung
dar. Da bisherige Anwendungen, wie beispielsweise die
Chemotherapie, nicht gegen CSCs wirken, ist eine
Kombination mit neuen Ansétzen, die ihre Komplexitat
erfassen, von Vorteil [1].

Dartiiber hinaus bilden die aus mesenchymalen TMEs
und CAFs bestehenden Mikroumgebungen der CSCs
eine weitere Mdglichkeit, in die Tumorentwicklung ein-
zugreifen. Zu beachten ist bei einer auf CAFs ausge-
richteten Therapie, dass Medikamente speziell auf be-
stimmte Populationen mit klar nachgewiesener tumor-
unterstiitzenden Aktivitat angepasst werden [1,3]. Die
Manipulation der Nischen kann durch eine Suppression
mesenchymaler Arten von Wachstumsfaktoren flr Fib-
roblasten, Antikorper gegen Proteine, Inhibitoren der
Differentiation von Bindegewebszellen zu aktivierten
CAFs, sowie Inhibitoren der Differentiation von hepa-
tischen Zellen zu Myofibroblasten ausgefiihrt werden
[1,2,3].

Die sich aus den Mikroumgebungen herausbildende
Immuntoleranz ergibt eine zusétzliche Option auf das
Uberleben, die Migration und die Steigerung der
Stammzelleigenschaften einzuwirken [1,13]. So kann
die Anergie der T-Zellen durch eine inhibierende The-
rapie verhindert und ihre normale Aktivitat gegen das
Tumorgewebe ermdglicht werden [13].

Da die Tumormetastasierung neben dem Wiederauf-
treten eines Tumors als Hauptproblematik fur Patienten
mit fortgeschrittenem Tumor besteht, offenbart sich
auch in dieser Thematik Potential fur Therapieansatze.

Um diese wirkungsvoll zu gestalten, muss der bisher
vernachl&ssigte regulatorische Prozess der Metastasen-
bildung berticksichtigt werden. In diesen Vorgang kann
bereits durch eine erhéhte Anzahl verbindender regeln-
der Epithelproteine wahrend der EMT in Mausen ein-
gegriffen werden [2].

Zusammenfassend lasst sich die leitende Fragestel-
lung ,,Krebsstammzellen: gibt es sie und welche Bedeu-
tung haben sie in der Onkologie?" in Hinblick auf die
Existenz der Krebsstammzellen zu einer hohen Wahr-
scheinlichkeit positiv beantworten. Sie besitzen mit ih-
rem Stammzellpotential die Eigenschaft, einen Tumor
zu initiieren, das Immunsystem zu beeinflussen und
Metastasen zu entwickeln. Da die zugrunde liegenden
Prozesse sehr komplex sind, bedarf es eines hohen ana-
lytischen Aufwandes, sie hinreichend genau zu erfas-
sen. So bestehen schon fir die Darstellung der Hetero-
genitat von CSCs im Wesentlichen drei verschiedene
Modelle, die nach Wahrscheinlichkeit bewertet und ab-
gewogen werden missen [3]. Nachfolgende Prozesse
basieren auf diesen Modellen.

Um die Frage nach der Bedeutung der Krebsstamm-
zellen in der Onkologie zu beantworten, missen bishe-
rige Therapiemethoden und neue Ansétze betrachtet
werden. So kénnte die Therapie der Krebsstammzellen
eine neue Chance auf die Heilung der Tumorerkran-
kung geben, da nach der Entwicklung neuer Methoden
in die Prozesse der Tumorentstehung, des Tumorwachs-
tums und der Metastasierung eingegriffen werden
kénnte [1]. Somit steigt die Bedeutung der Krebs-
stammzellen in der Onkologie immer weiter. Um die
Forschung in diesem Gebiet auszuweiten, ist das grund-
legende Verstandnis der zugrundeliegenden Konzepte
eine Voraussetzung. Aufbauend auf bereits gewonne-
nen Fragmenten des Verstandnisses kénnen jetzt The-
rapieansatze erweitert und neu entwickelt werden.

AUSBLICK

Um die gewonnene Chance der Entwicklung neuer
CSC-Therapien aufzugreifen, gilt es auch in Zukunft
die Analyse der Tumorgenesis und Stammzelleigen-
schaften zu intensivieren. In der Folge kdnnen Behand-
lungsverfahren in Hinblick auf die Heilung der Tumo-
rerkrankung stetig verbessert und neu erarbeitet wer-
den. So kénnten CSCs Hinweise zu der Identifizierung
von aktiven Signalwegen einer Stammzelle wéhrend
der Tumorentwicklung geben [1]. Als ein weiterer The-
rapieansatz wird die Detektion von zum Angriff beson-
ders héufig présentierten Markern der CSCs angesehen.
Das Inhibieren von Nestin kdnnte diesbeziglich ein
neues therapeutisches Ziel darstellen, da dieses eine re-
duzierte Aggressivitat des Tumors bewirkt [2]. Zusétz-
lich bestehen Forschungsansatze, die sich auf weitere
Prinzipien des Tumorwachstums, wie beispielsweise
den Gewebedruck um den Tumor oder die Gabe anti-
adhdsiver Medikamente im Zeitraum der Operation, be-
ziehen.
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Zusammenfassung. Zur Wundheilung ist die Versorgung durch ein intaktes Gefasystem von grof3er Bedeu-
tung. Haufig sind nach schweren Gewebeverletzungen auch darunterliegende Blut- und Lymphgefalie gescha-
digt. Dadurch wird der Heilungsprozess erschwert oder sogar ganz verhindert. Diese Hausarbeit beschaftigt
sich mit Méglichkeiten zur reparativen und regenerativen Vaskularisierung. Neben bereits etablierten Metho-
den wie Angioplastie oder Transplantation von eigenem oder fremdem Gewebe, sollen im Folgenden neue
Strategien und Forschungsansatze vorgestellt werden. In der Forschung werden hierzu oft sogenannte Scaf-
folds eingesetzt. Diese resorbierbaren extrazellularen Grundgeriiste werden mit Zellen besiedelt, die die Neo-
vaskularisierung und somit die vollstdndige Heilung des Gewebes fordern. Eine andere Art, um Vaskularisie-
rung bzw. Neovaskularisierung zu fordern, liegt in der Behandlung von Stammzellen unter Sauerstoffarmut,
der Hypoxie. In einer weiteren alternativen Methode, genannt "EmaCure®, werden patienteneigene Blutzellen
anstelle von Stammzellen behandelt. EmaCure erzielt dabei in ersten Versuchen bereits sehr gute Ergebnisse

und erscheint deshalb sehr vielversprechend fiir das Forschungsgebiet.

HINTERGRUND

Herz und GefaRsystem transportieren Blut in einem
geschlossenen Kreislauf zu sadmtlichen Korperzellen.
Das GefaRsystem untergliedert sich in Arterien, Kapil-
laren und Lymphgefale. Das menschliche GefaRsystem
ist dabei hierarchisch aufgebaut: Beginnend mit der
Aorta (Durchmesser von ca. 2,5 bis 3,5 cm) Uber Arte-
rien und Arteriolen bis hin zu Kapillaren (Durchmesser
zwischen 2 und 10um); gleiches gilt fiir LymphgefaBe.
Blut besteht zu 55% aus dem fliissigen Blutplasma
(90% Wasser, 10% geldste Stoffe) und zu 45% aus den
Blutzellen (Erythrozyten, Leukozyten, Thrombozyten)
[1]. Humane Erythrozyten haben einen Durchmesser
von ca. 7, Sum. Folglich sind Kapillaren meist kleiner
als Erythrozyten, die verformbar sind, um dennoch
durch die Kapillaren transportiert werden zu kdnnen.
Wegen der hohen mechanischen Beanspruchung wer-
den sie ca. alle 100 Tage neu gebildet. Aufgabe der
Erythrozyten ist der Transport von Atemgasen. Sie be-
stehen fast ausschlief3lich aus Hamoglobin. Dieses bin-
det Sauerstoff reversibel und verleiht Blut die typische
Farbung: Blut erscheint heller und rétlich, je mehr Sau-
erstoff geladen wurde, sowie dunkler und bldulich,
wenn geringere Mengen zirkulieren [1]. Bei weniger als
5g/100ml entwickelt sich eine Zyanose mit den typi-
schen Anzeichen blaulicher Lippen, Haut und Ohrlapp-
chen [2]. Lui et al. stellten fest, dass Diffusion nur (iber
eine bestimmte Distanz mdglich ist und der Abstand
zwischen Kapillaren 200um nicht iiberschreiten darf,

um Zelltod zu verhindern [3]. Allerdings sind Kapilla-
ren als feinste Haargeféale sehr empfindlich und kénnen
zum Beispiel durch Verbrennungen (ca. ab dritten Gra-
des) zerstort werden, es verbleibt vernarbtes Gewebe.
Zur Heilung beschédigter KapillargeféRe, zum Beispiel
infolge einer durch Herzinfarkt oder Cerebralparese be-
dingter Zyanose, ist die Versorgung mit Energie und
Blutfluss besonders wichtig. Die im Folgenden vorge-
stellten Vaskularisierungsstrategien stellen diesbeziig-
lich Behandlungsmdglichkeiten dar.

VASKULARISIERUNGSSTRATEGIEN

Vaskularisierungsstrategien kdnnen reparativ oder re-
generativ erfolgen. Reparative Strategien lassen sich
dabei in drei Teilbereiche untergliedern: 1. vorhandene
Gefale erweitern, 2. intakte Geféal3e transplantieren und
3. ganze Gewebe transplantieren.

1. Vorhandene GefaRe kdnnen zunachst, zum Beispiel
durch Perkutane Transluminale Coronare Angioplastie
(PTCA) bzw. Ballonangioplastie/-dilatation der Koro-
nararterien, erweitert werden. Dabei wird unter
Rontgenkontrolle ein Katheter eingefuhrt, tber den ein
Kontrastmittel gespritzt und die Position des Ballons
kontrolliert wird. Zur Aufdehnung der Engstelle wird
der Ballon (meist mehrfach) aufgeblasen, was veren-
gende Kalkablagerungen in die GefdBwand presst. In
ca. 90% kann dadurch wieder eine weitgehend normale
Durchblutung erreicht werden. Da sich das Gefal aber
erneut verengen kann, wird die PTCA oftmals mit der

1 Schreibauftrag zum Vortrag von Prof. Dr. med. Arndt F. Schilling, Universitatsmedizin Gottingen, gehalten im Rahmen der Ringvorlesung
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Implantation eines Stents kombiniert, der mit dem Bal-
lon in das GefalR eingefiihrt und durch das Aufblasen an
die GefaRinnenwand dilatiert wird (siehe [4]). Die An-
zahl implantierbarer Stents ist allerdings begrenzt, da
sonst die Beweglichkeit des GeféRes zu stark einge-
schrankt wird [4,5].

2. Daneben kdonnen intakte GeféaRe als nattrliche oder
kunstliche Umgehung einer Engstelle mit kdrpereige-
nen oder synthetischen GefaRimplantaten (Bypass) ope-
rativ implantiert werden. Hierfiir eignen sich vorwie-
gend Venen, die weitlumiger und dinnwandiger sind
und sich besser zur Entnahme eignen als Arterien.
Durch die Entnahme von Venen kann es allerdings zu
Abflussstérungen und Wundbildung an der Entnahme-
stelle kommen [6-8].

3. AulRerdem konnen ganze Gewebe, zum Beispiel
Niere oder Leber, transplantiert werden. Damit das kor-
perfremde transplantierte Gewebe angenommen wird,
muss das korpereigene Immunsystem mit sehr teuren
und schwer vertraglichen Immunsupressiva unterdriickt
werden. Ein Hauptproblem besteht allerdings in der be-
grenzten Anzahl an Organspenden.

REGENERATIVE STRATEGIEN

Regenerative Strategien lassen sich ebenfalls in drei
Teilbereiche untergliedern: 1. neues Gewebe enginee-
ren, 2. neue GefélRe wachsen lassen oder 3. ganze neue
Gewebe wachsen lassen, wobei die erste Strategie —
neues Gewebe engineeren — die Schnittstelle zwischen
reparativen und regenerative Strategien darstellt.

1. Im Bereich des Engineerings neuen Gewebes ist
kunstliche Haut, die die Wunde bedeckt, einwachst und
alle Funktionen des urspriinglichen Gewebes (ber-
nimmt, besonders interessant. Es gibt bereits soge-
nannte “skin equivalents”, die anatomische, metaboli-
sche und funktionelle Aspekte humaner Haut nachah-
men konnen. Sie kdnnen zur Abdeckung von offenen
Wunden oder als in vitro-System flir Medikamenten-
tests eingesetzt werden, fir die bisher Tierversuche no-
tig waren. Limitiert werden solche kiinstlichen Gewebe
durch fehlende Vaskularisierung, die wichtig fir den
Stoffwechsel ist, das Zusammenwachsen (Anastomose)
der Wunde beginstigt sowie zur Bekampfung verschie-
dener Krankheiten (z. B. Tumorerkrankungen) notwen-
dig ist.

a. Ineinem Forschungsprojekt am Uniklinikum Wirz-
burg wurde von Groeber et. al. ein neues Verfahren zum
Engineering von kinstlichem Gewebe entwickelt, das
ein voll funktionsfahiges Gefalsystem besitzt [9]. Das
erzeugte kunstliche Gewebe wird durch vaskularisierte
Scaffolds (BioVaSc) geziichtet. Scaffold bezeichnet da-
bei ein mikrostrukturiertes, dreidimensionales Gerust,
das Zellen als extrazelluldre Matrix giinstige Bedingun-
gen zur Anlagerung bietet. Ein solches Gertist kann aus
einem Segment eines Schweine-Jejunum (Teil des
Dinndarms) gewonnen werden, das ausschliefflich

durch ein Arterien-/Venen-Paar versorgt wird. Es be-
steht nach Dezellullarisierung mit Sodium-Desoxycho-
late hauptsachlich aus Kollagen Typ | und I11 und weif3t
noch Strukturen seines natirlichen GefaRsystems auf.
Es ist ungefahr 2-4 cm dick und wurde vor weiterer Nut-
zung durch Gammastrahlung sterilisiert. Wird dieses
Geriist mit menschlichen Endothelzellen durchwach-
sen, kann ein Gewebe mit funktionsfahigem Gefalsys-
tem geziichtet werden. Human dermal microvascular e-
nothel cells (hDMEC), Human dermal fibroblasts
(hDF) und Human epidermal keratinocytes (hEK) wer-
den dabei zunéchst aus Vorhauten von beschnittenen
Ein- bis Dreijéhrigen isoliert. Die Zellen werden ver-
schiedenartig behandelt und kultiviert. Das aufgeschnit-
tene Scaffold wird in einem Polycarbonat-Rahmen fi-
xiert und durch Arterie und Vene wird eine hDMEC-
Losung gespllt. Die Oberflache des Scaffolds wird an-
schliefend mit einer hDF-Ldsung behandelt. Dann wird
der Polycarbonat-Rahmen mit dem Scaffold in einem
Bioreaktor platziert. Darin lasst sich das Ger(st mit ei-
nem physiologischen Medium durchstromen. Dieser
Reaktor ermdglicht die Behandlung des Gerlstes kom-
plett im Medium. AuBerdem wird auch eine Ebene zwi-
schen Luft und Flissigkeit definiert, die nétig ist, um
die Bildung einer kiinstlichen Haut zu forcieren. Die
beiden Gefdlle des mit den Zellen behandelten Scaf-
folds werden an einen Kreislauf angeschlossen, in dem
ein bestimmtes Medium fliest. Der Druck dieses Kreis-
laufs wird dem menschlichen Blutkreislauf entspre-
chend nachempfunden und pulsiert zwischen 80 und
120 mmHg. Zwei weitere Kreisldufe versorgen Ober-
und Unterseite des Scaffolds. Nach sechs Tagen wird
das Medium durch hEK und FBS (fétales Kélberserum)
ersetzt. Eine Woche spater wird die Behandlung mit
Zellen komplett ausgesetzt; stattdessen wird der Gefali-
kreislauf sowie der die Unterseite versorgende Kreis-
lauf mit KGM (keratinozyten Growth Medium) betrie-
ben. Auf die Oberseite wird nun sterile Luft appliziert.
Die gesamte Oberflache von 8 cm? ist anschlieBend mit
einer vaskularisierten, anatomisch korrekten Epidermis
liberzogen, die alle natiirlichen Schichten beinhaltet und
durch differenzierte hEK gebildet wer- den kann. Es
kdnnen leichte anatomische Unterschiede zu natiirlicher
Haut festgestellt werden, die jedoch nicht die Funktion
beeintrachtigen. Zukinftig kann mit diesem Verfahren
ein erheblicher Fortschritt in der Behandlung von Pati-
enten mit chronischen Wunden oder Brandwunden er-
zielt werden: So konnte eine Zellprobe des Patienten
entnommen werden, aus der dann die bendtigten Zell-
typen (hDMEC, hDF und hEK) isoliert und mit der vor-
stehend dargestellten Methodik zum Engineering von
neuem Gewebe genutzt werden. Das neu erstellte Ge-
webe wirde dann keine Antigenitét besitzen, worin ein
erheblicher Vorteil im Vergleich zu Fremdimplantaten
bestlinde.

b. Alternativ kdnnen anstelle von Teilen eines Schwei-
nediinndarms auch andere, nicht-tierische Materialien
als Gerust fir engineertes Gewebe genutzt werden. Eine



Maglichkeit, die Liu et al. im Jahr 2015 [3] beschrieben
haben, besteht aus der Nutzung von biokompatiblen
Hydro-Gelen. Mit diesen ist es ebenfalls méglich, auch
in groeren Gerustmodellen eine ausreichende Vasku-
laritat zu erreichen. Sie stellten fest, dass der Abstand
zwischen den Gefallen 200 pm nicht tiberschreiten darf.
Das ist der maximale Abstand, der noch eine ausrei-
chende Versorgung der Zellen mit Sauerstoff und ande-
ren Nahrstoffen zuldsst. Diese Hydro-Gele kénnen na-
tirlichen oder synthetischen Ursprungs sein: Natdrliche
Gele bestehen aus Proteinen, Polysachariden und Hyb-
ridpolymeren. Die drei wichtigsten Proteine sind Colla-
gen, Gelatin und Fibrin. Allerdings weisen Gele dieser
Klasse typische Nachteile wie erh6hte Immunogenitat
und geringe mechanische Belastbarkeit auf. Syntheti-
sche Gele sind einfacher herzustellen und besitzen bes-
sere mechanische und chemische Eigenschaften. Die
Hauptbestandteile synthetischer Gele sind synthetische
Polymere wie Polydimethylsiloxane (PDMS), Po-
lyethylenglycol (PEG), Poly(lactid-co-glycolid)
(PLGA) oder Polyglycerol Sebacate (PGS). Auler die-
sen beiden Klassen natirlicher oder synthetischer
Hydro-Gele gibt es auRerdem Hybrid-Gele, die aus na-
tirlichen Gelen in Kombination mit synthetischen Po-
lymeren bestehen. Der Einsatz von Hydro-Gelen ist
aufgrund ihrer mechanischen Eigenschaften allerdings
begrenzt: Das E-Modul in menschlichem Gewebe weist
eine groRe Spannweite auf und bisher ist es lediglich
moglich, ein Gerlst aus Gelen mit &hnlichem E-Modul
wie der menschlicher Haut zu konstruieren. Ein Gerist
aus Hydro-Gelen kann zum Beispiel durch einfaches
Formen erreicht werden. Dabei wird das Hydro-Gel in
eine Kammer eingebracht, in der vorab zur Nachbil-
dung des GeféaRsystems Nadeln oder Fasern integriert
wurden. Das Hydro-Gel hértet daraufhin aus und kann
mit Zellen, wie zuvor beschrieben, behandelt werden.
Weitere Methoden zur Fertigung sind Lithographie o-
der Photopatterning: Bei ersterer Technik wird eine
Form aus Silikon hergestellt, die als Negativform fiir
ein aufgetragenes Hydro-Gel dient. Beim Photopattern-
ing wird ein Scaffold durch Photopolymerisation ge-
schaffen. Ein Photosensitives Hydro-Gel wird mit UV-
Licht bestrahlt und hartet so unter einer Photolitho-
graphymaske aus. Das 3D Bioprinting (oder organi-
sches Drucken) ist ebenfalls eine vielversprechende
Methode und kann mit industriellem 3D Druck vergli-
chen werden: Ein gelatinreiches Hydro-Gel wird dabei
schichtweise auf einen Layer aufgetragen. Das Hydro-
Gel hértet schnell aus und ermdglicht dadurch das Er-
stellen von mehrschichtigen, von GefélRen durchzoge-
nen Strukturen. Bei den beschriebenen Methoden,
kinstlich Gewebe aus Gelen und eigenen Zellen zu er-
stellen, sind jedoch noch einige Probleme ungeklart.
Das entstehende Material ist nicht vergleichbar mit
menschlichem Gewebe und die Verwendung von UV-
Licht und Zusétzen zum Cross-Linking von Collagen
schédigen die Zellen.

2. In der Forschung wird sich derzeit deshalb auch
wieder vermehrt auf korpereigene Heilungsmechanis-
men fokussiert. Wenn diese ausreichend verstanden
sind, kann in den Prozess unterstiitzend eingegriffen
werden. Die Neubildung von Blutgefalen (Angiogene-
sis) ist jedoch zu komplex, um sie mit einzelnen isolier-
ten Wachstumsfaktoren zu ersetzen und vergleichbare
Ergebnisse zu liefern. Aktuell wird daher versucht, die
Angiogenesis auf Basis ihres Hauptstimulus, der Sauer-
stoffarmut, zu unterstiitzen. Eine geringe Sauerstoff-
konzentration (unter 6%) im Gewebe bewirkt die Aus-
schittung des Transkriptionsfaktors HIF1-a, der eine
Kaskade anderer an der Angiogenesis beteiligter
Wachstumsfaktoren auslgst und dadurch die Migration
von Keratinozyten und somit die aktive Wundheilung
durch Vaskularisierung im Gewebe fordert. In chro-
nisch unter Hypoxie leidendem Gewebe kann dieser
Transkriptionsfaktor jedoch nicht mehr ausreichend be-
reitgestellt werden. Hieraus leiten sich einige Ansétze
zur Versorgung ab, wie zum Beispiel die Vorbehand-
lung von mesenchymalen Stammzellen. Ausgel6st
durch diese Hypoxie konnten in Versuchen die HIF1-a-
Faktoren stabilisiert werden.

in vitro. Da eine kinstlich erzeugte Hypoxie sich in
der Realitat als unpraktikabel herausgestellt hat, vergli-
chen Wahl et. al. im Jahr 2016 [10] die Wirkung mit der
von deferoxamine mesylate (DFO). DFO kann den
sonst hypoxieinduzierten Transkriptionsfaktor HIF1-a
auch unter Normalbedingungen stabilisieren und wurde
bereits in der Wundheilung erfolgreich eingesetzt.
DFO- vorbehandelte mesenchymale Stammzellen aus
dem Fettgewebe (AAMSC) fordern den Vascular En-
dothelial Growth Factor (VEGF) in vitro und zeigen
eine erhohte Neuvaskularisation in Wundheilungsmo-
dellen. Dabei konnte gezeigt werden, dass eine Dosie-
rung von 120uM eine dhnlich hohe Konzentration von
HIF1-o im untersuchten Gewebe in vitro erzeugte, wie
die Behandlung mit 1% Sauerstoff. Bei der in vitro Un-
tersuchung der Auswirkungen auf den human VEGF
zeigten sich ahnliche Ergebnisse. In diesem Fall trat bei
einer Konzentration von 120uM DFO ein wesentlicher
Unterschied des Wachstumsfaktors erst nach sieben Ta-
gen auf, wahrend sich bei geringeren Konzentrationen
keine nennenswerten Verbesserungen zur Hypoxiebe-
handlung (1% Sauerstoff) zeigten.

in vivo. In in vivo-Versuchen wurde, wie in [10] ge-
zeigt, Méusen kinstliches Hautgewebe auf eine Wunde
appliziert. Vergleichbar zu den in vitro-Versuchen,
zeigte sich ein hdherer VEGF-Wert beiden Wunden die
mit vorbehandelten (120 uM DFO) behandelt wurden
im Vergleich zu den Vergleichsgruppen mit 1% Sauer-
stoff, 21% Sauerstoff oder leerem Scaffold. Im Kontrast
dazu stehen die Werte der SDF-la-Analyse. Dieser
Wundheilungsfaktor ist zur Aktivierung der MSCs und
deren Wachstumsanregung nétig und zeigte keine we-
sentlichen Unterschiede. Auffallig waren zudem die



Entziindungswerte der induzierten Wunden bei Be-
handlung mit DFO-behandeltem Gewebe. Es zeigte
sich eine geringere Anzahl an Entziindungszellen und
Granulozyten und eine verbesserte homogene Vaskula-
ritdt im Wundgewebe. Als optimale Zelldichte der Ad-
MSCs zur Aussaat wurde eine 6.4x10° Zellen je cm? fir
ein schnelles und stabiles Zellwachstum bestimmt. Die
beschriebenen Methoden sind vielversprechend, mis-
sen jedoch noch die klinische Testphase durchlaufen.
AuBerdem wird fir dieses Verfahren ein Hypoxie-Inku-
bator bendtigt, welcher in vielen Krankenhausern nicht
vorhanden ist.

Der Ansatz der zuvor beschriebenen Studie von Wahl
et. al. [10] wurde nun von Prof. Dr. Schilling im Projekt
EmaCure [11] in Zusammenarbeit mit einer interdiszip-
lindreren Forschungsgruppe weiterverfolgt und fur kli-
nische Anwendungen vereinfacht. Der entscheidende
Unterschied ist dabei, dass anstelle von Stammzellen
Blutzellen verwendet werden. Die ldee ist weiterhin,
den Heilungsprozess von chronischen und schwer hei-
lenden Wunden (z. B. Ulcera bei Diabetes und Verbren-
nungen) zu beschleunigen. Dabei wird patienteneigenes
Blut entnommen, Proteine isoliert und in vitro unter Hy-
poxie gesetzt. Dies stimuliert Angiogenese-Faktoren
und somit das erhthte Wachstum von Blutgefaien. Die
kultivierte Mixtur kann dann in vivo auf die Wunde des
Patienten aufgetragen werden. Durch "EmaCure* wer-
den somit mehr GefaRe in durchblutungsgestértem Ge-
webe (Ischdmie) gebildet. Dies wurde bereits bei funf
Patienten erfolgreich getestet. Um diese Verfahren im
Krankenhaus direkt umzusetzen wurde zuerst ein Bio-
reaktor fir die EXtraCorporale Simulation (EXCOW)
entwickelt. Aktuell wird das Konzept auf ein Spritzen-
system fir eine einfache Anwendung in der Praxis op-
timiert.

3. Der dritte regenerative Ansatz zur Vaskularisierung
ist, ganzes Gewebe wachsen zu lassen. Dieser Ansatz
ist allerdings mit grofen Hirden und Schwierigkeiten
bei einer spéteren Realisierung verbunden, sodass aktu-
ell kein groRes Forschungsinteresse besteht.

a. Zunachst ist dabei der komplexe gesetzliche Regu-
lierungsrahmen mit den hieraus erwachsenen Folgen
hervorzuheben: Bis zum Jahr 2007 fielen derartige
Techniken unter den Regelungsrahmen des Medizin-
produktegesetzes (MPG); seit 2007 unterliegen sie zum
stérkeren Schutz des Patienten allerdings den strenge-
ren gesetzlichen Bestimmungen fiir Arzneimittel fir
neuartige Therapien (Advanced Therapy Medicinal
Products, ATMP). Damit einher geht eine extreme Kos-
tensteigerung: Wahrend die Investitions-, Markteinfih-
rungs- und Lizenzkosten fur ein Medizinprodukt bei ca.
1 Mio. Euro liegen, betragen diese bei einem Arznei-
mittel rund 1 Mrd. Euro; eine flr die vorwiegend mit-
telstandischen Medizinproduktehersteller nicht, fur
Pharmakonzerne aber eher zu tragende Investition.

b. Ein weiteres Risiko besteht darin, dass etwaig vor-
bestehende Patente in diesem Bereich (iberwiegend nur
sehr aufwéandig und kostenintensiv zu ermitteln sind

und daneben der Schutzumfang mdglicher eigener Pa-
tente, die ebenfalls nur mit sehr hohem Aufwand Uber-
haupt zur Anmeldung gebracht werden kdnnen, sehr
eng auf den konkreten Schutzumfang des Patentes und
auf eine maximale Patentlaufzeit von 20 Jahren be-
schrankt sind.

c. Darliber hinaus ist die Gemenge- und Interessens-
lage (Multistakeholder-System) der Beteiligten un-
durchsichtig: Wahrend die finanziellen Rentabilitats-
mdglichkeiten bei Wundzentren in Deutschland Uber-
wiegend vom Umfang an eingesetztem Verbandsmate-
rial abhangig ist, kann Uber Direktvertrdge zwischen
Herstellern und Krankenkassen eine Nische zur Etab-
lierung dieses dritten Ansatzes entstehen.

AUSBLICK

Grundsétzlich sind die dargestellten regenerativen
Vaskularisierungsstrategien erfolgsversprechend. Wah-
rend sich die reparativen Ansétze bereits im klinischen
Einsatz befinden, besteht allerdings bei den regenerati-
ven Ldsungen noch ein hoher Forschungsbedarf. Auf-
grund der hohen Investitions-, Markteinfiihrungs- und
Lizenz- sowie Patentsicherungs- und - verfahrenskosten
sowie den strengen gesetzlichen Anforderungen ist bei
keinem der beschriebenen regenerativen Verfahren mit
einer schnellen Markteinfiihrung zu rechnen. In einer
komplexen Gemenge- und Interessenslage konnen al-
lenfalls Nischen zur Etablierung regenerativen Lésun-
gen besetzt werden. Dennoch bleibt zu hoffen, dass in-
novative Vaskularisierungsstrategien wie EmaCure ih-
ren Einzug sowie lhre Berechtigung in den klinischen
Behandlungsalltag erhalten.
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