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Bedeutung der Forschung mit adulten mesenchymalen Stammzellen am Auge

1 Einleitung

Das Auge stellt ein hochkomplexes Organ dar, in dem verschiedenste Zelltypen
in ihrer Funktion aufeinander abgestimmt sind. So finden sich epitheliale Zellty-
pen neben bindegewebigen Zellen und auch Nervenzellen, wie zum Beispiel in
der Netzhaut. Viele dieser Zellen sind anscheinend nach Ausreifung des Auges
nicht mehr teilungsféhig, zumindest weisen sie im Augengewebe keine Regene-
ration oder Selbsterneuerung auf. Bei verschiedenen degenerativen Erkrankun-
gen oder auch durch Entziindungen oder Verletzungen kann es somit zu einer
dauerhaften Schadigung kommen, die nicht repariert werden kann und die in der
Folge auch zu einem Untergang benachbarter Zellen fiihrt. Bisher gibt es keine
Heilungsmoglichkeiten fiir derartige degenerative Erkrankungen des Auges. Al-
lerdings ersicht man aus neueren Untersuchungen, dass in verschiedenen Augen-
geweben vermutlich doch Zellen vorhanden sind, die Stammzellcharakter besit-
zen, so genannte Progenitorzellen oder Vorlduferzellen. Bisher ist nur wenig
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bekannt iiber diese Zellen, es gibt jedoch erste klinische Ansitze zum Einsatz
von Stammzellen.

2 Was ist eine Stammzelle und welche Méglichkeiten
ergeben sich daraus, dass Stammazellen charakterisiert
oder gar isoliert werden?

Eine Stammzelle ist unreif, dass heiflit sie besitzt keine hoch ausgebildeten Ei-
genschaften wie Zellen spezifischer Gewebe. Sie ist teilungsfdhig und damit
selbsterneuernd. Ein wesentliches Charakteristikum der Stammezelle ist, dass sie
gewebespezifisch ausdifferenzieren kann. Der Begriff ,,.Stammzelle* wird inzwi-
schen stellvertretend fiir eine Reihe von Zellen verwandt, welche die vorgenann-
ten Eigenschaften besitzen.

Zur Begriffsbestimmung seien hier noch einmal kurz die verschiedenen Stamm-
zelltypen erwéhnt: Totipotente Stammzellen, dass heifit Zellen, die in der Lage
sind, in alle Zelltypen eines Organismus zu differenzieren, konnen nur zu einem
sehr frithen Zeitpunkt nach der Verschmelzung von Ei- und Samenzelle gewon-
nen werden. Diese isolierten Zellen sind zudem in der Lage, jeweils einen neuen,
lebensfahigen Organismus zu bilden. Daher ist die Verwendung dieser Zellen in
der Forschung nach dem Embryonenschutzgesetz nicht gestattet.

Zu einem etwas spiteren Zeitpunkt, nach der Bildung des so genannten ,,embry-
onic body“, lassen sich die embryonalen Stammzellen gewinnen. Auch diese sind
noch in der Lage, sich in alle korperspezifischen Zelltypen zu differenzieren,
konnen aber keinen eigenstindigen Organismus mehr bilden. Da fiir die Isolie-
rung dieser Zellen ein lebensfahiger Embryo verbraucht wird, ist die Herstellung
derartiger Stammzellkulturen in Deutschland verboten. Die Verwendung bereits
im Ausland etablierter Kulturen ist zwar erlaubt, ethisch jedoch &uflerst umstritten.

Ethisch v6llig unbedenklich ist dagegen die Verwendung adulter Stammzellen.
Wie ihr Name sagt, lassen sich diese Zellen aus dem Korper von Erwachsenen
isolieren. So kénnen zum Beispiel aus dem Knochenmark sowohl hamatopoeti-
sche als auch mesenchymale Stammzellen gewonnen werden. Himatopoetische
Stammzellen kdnnen sich noch in alle Zelltypen differenzieren, die im Blut vor-
kommen. Fiir mesenchymale Stammzellen konnte gezeigt werden, dass eine Dif-
ferenzierung in Leber-, Knochen-, Knorpel-, Fett-, Nerven- und Muskelzellen
moglich ist. Weitere beziehungsweise spezifischere Differenzierungsmdoglich-
keiten werden zurzeit untersucht.

Als gewebespezifische Vorlduferzellen oder Progenitoren bezeichnet man Zel-
len, die sich noch teilen kdnnen, aber deren Differenzierungsvermogen auf einen
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bestimmten Zelltyp festgelegt ist. Diese Zellen kdnnen zur Regeneration spezifi-
scher Zellschiden eingesetzt werden.

3 In welchen Geweben des Auges spielen Stammazellen
wahrscheinlich eine Rolle?

Das menschliche Auge wird in den vorderen und hinteren Augenabschnitt einge-
teilt. Der vordere Abschnitt des Auges umfasst die Hornhaut, Regenbogenhaut
und Linse. Alle diese Strukturen haben an der Lichtbrechung einen wesentlichen
Anteil. Der Lichtreiz wird dann in der Netzhaut des Auges, die den hinteren Au-
genabschnitt auskleidet, umgesetzt. Diese ist ummantelt vom retinalen Pigmen-
tepithel, der GefdB- und Lederhaut. Kommt es zu Stérungen innerhalb der ver-
schiedenen Gewebeschichten der Hornhaut, so kann diese eintriiben und es
kommt zur Erblindung des Patienten, obwohl die inneren Gewebe unveréndert
und gesund sind. Andererseits konnen degenerative Erkrankungen der Netzhaut
dazu fithren, dass die Umsetzung des Lichtreizes nicht mehr moglich ist. Seit
langer Zeit besteht daher der Wunsch, ausdifferenzierte, aber degenerierte Au-
genzellen durch in vitro angeziichtete Zellen zu ersetzen. Dies kann nach dem
momentanen Stand der Medizin nur mit Zellen geschehen, die von Spendern
entnommen werden. Schwierig wird diese Moglichkeit der Zellanziichtung und
-transplantation immer dann, wenn die zu ersetzende Zelle so stark ausdifferen-
ziert ist, dass sie keine Teilungsfahigkeit mehr besitzt. Dieses trifft unter ande-
rem fiir die Netzhautzellen, aber auch die innerste Schicht der Hornhaut, das
Endothel, zu. Die Transplantation von Stammzellen, die eine grofle Teilungsfa-
higkeit besitzen und sich entsprechend ausdifferenzieren konnen, wére daher ei-
ne nahe liegende Option.

Am Beispiel der Moglichkeiten der regenerativen Therapien an der Hornhaut
sollen im Folgenden Aussichten zur Option Zell- und Stammzelltransplantation
dargestellt werden.

4 Transplantation von Limbusstammzellen

Die klare, durchsichtige Hornhaut grenzt an ihren Randbereichen an die Leder-
haut des Auges, die in der Innenseite des Auges in die Netzhaut iibergeht. Der
Randbereich der Hornhaut wird Limbus genannt. In dieser Region finden sich
auf der Hornhautoberfliche nachweislich epitheliale Stammzellen, die inzwi-
schen isoliert werden konnten. Man erhofft sich, dass diese Stammzellen durch
Anziichtung in der Zellkultur in absehbarer Zeit als Zellschicht transplantierbar
sind, zum Beispiel bei Patienten mit oberflachlichen Stérungen der Hornhaut, die
entweder erblich oder durch Erkrankungen, nach Verbrennungen oder nach Ver-
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atzungen erworben sind. Bei Patienten mit derartigen Verletzungen kommt es
hiufig zu ausgeprigten Wundheilungsstorungen der Oberfliche mit nachfolgen-
der Narbenbildung und schweren bindegewebigen Verwachsungen der Oberfla-
che. Um diese sekundiren Verdnderungen zu verhindern, werden in der Klinik
die epithelialen Limbusstammzellen von Spenderhornhduten gewonnen, in dem
die Limbusregion lamelldr ausgeschnitten wird und beim Patienten in die ent-
sprechende Limbusregion transplantiert wird. Auf diesen Gewebestiicken kon-
nen dann die Stammzellen neue Epithelien regenerieren, welche die Patienten-
hornhaut iiberwachsen. Diese Therapie ist allerdings nur unter systemischer
Immunsuppression moglich, um Abstoungen zu vermeiden, die bei Fremdge-
webeiibertragung nicht auszuschlieen sind. Diese ,,Stammzelltransplantation®
hat inzwischen Eingang in die Versorgung von Patienten in der Augenheilkunde
gefunden.

5 Zelltransplantation zur Regeneration des
kornealen Endothels

Die nach innen gerichtete Schicht der Hornhaut, das so genannte Endothel, ist
besonders wichtig, denn diese Zellschicht sorgt {iber ihre Pumpfunktion fiir die
standige Transparenz und regelméBige Gewebedicke der Hornhaut. Nur so kann
die Brechkraft des Auges erhalten bleiben. Die Endothelzelle der Hornhaut ist
nicht teilungsfahig und damit ist das Hornhautendothel nach Verletzung nur be-
dingt regenerationsfahig. Bisher kdnnen Patienten mit endothelialen Degenerati-
onen nur behandelt werden, in dem sie die gesamte Hornhaut durch eine Spen-
derhornhaut ersetzt bekommen. Wiinschenswert wire es, nur die degenerierte
Zellschicht auszutauschen. Diese Versuche scheiterten bisher daran, dass das
Hornhautendothel, vor allem das des Menschen, in der Zellkultur nicht anziicht-
bar war. Der Arbeitsgruppe um Engelmann ist es jedoch vor einigen Jahren ge-
lungen, diese Zellen zu isolieren, in die Langzeitkultur zu ibernehmen und zu
charakterisieren, welche Wachstumsfaktoren einen Einfluss auf die Zellen aus-
iiben. Inzwischen konnte auch eine Methode zur Transplantation dieser Endo-
thelzellen auf Spenderhornhiute, welche kein Endothel mehr besitzen und des-
halb nicht fiir eine Hornhauttransplantation in Frage kommen, entwickelt
werden. Diese Zellen bilden nach Transplantation einen einschichtigen Zellrasen
aus und iibernehmen auch die typischen Funktionen der verloren gegangenen
Zellen, ndmlich die oben erwéihnte Pumpfunktion, die zur Aufrechterhaltung der
Transparenz der Hornhaut wichtig ist. Damit ist ein wesentlicher Schritt zur Zell-
transplantation im Bereich der inneren Schichten der Hornhaut vollzogen. Denk-
bar ist es nun, dass Spenderhornhédute von minderer Qualitit, wie es bisher 40%
aller Spenderhornhdute in den Hornhautbanken innerhalb Deutschlands sind,
durch die Transplantation derartiger Zellen ,,aufgefrischt”, also verbessert, wer-
den. Damit stiinde mehr Spendergewebe fiir Patienten zur Verfligung und es
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miissten keine Hornhéute zum Beispiel aus den USA importiert werden, wie es
in Deutschland an einigen Orten Praxis ist. Die Transplantation von Zellen direkt
ins Patientenauge bleibt noch eine Zukunftsoption, da der Zugang zur Transplan-
tationsstelle natiirlich schwierig ist und hier zunéchst geeignete chirurgische Me-
thoden entwickelt werden miissen.

6 Woher stammt nun die Stammzellhypothese fiir das
Hornhautendothel?

Wihrend der Transplantationsversuche konnte die Arbeitsgruppe um Engelmann
feststellen, dass sich die Endothelzellen je nach ihrer Lokalisation auf der Horn-
haut unterschiedlich entwickeln. Wiahrend sich Zellen des Hornhautzentrums
nicht teilen, fanden sich teilungsféhige Zellen in den Randbereichen, dem Lim-
bus. Moglicherweise handelt es sich deshalb hier um Vorlauferzellen, wie sie be-
reits fiir das korneale Epithel (siche oben) beschrieben wurden. Die Charakteri-
sierung dieser endothelialen Progenitoren steht noch aus und ist Gegenstand der
Forschung der Arbeitsgruppe Engelmann und Mitarbeiter.

7 Zelltransplantation im Bereich der Netzhaut

Genauso wie an der Hornhaut gibt es das Bestreben, innerhalb der Netzhaut de-
generierte Zellschichten durch Zelltransplantation zu ersetzen. Nun ist es relativ
schwierig, die einzelnen Zellschichten der hochdifferenzierten Netzhaut zu erset-
zen. Eine der Schichten, ndmlich das retinale Pigmentepithel, liegt zwischen der
neurosensorischen Netzhaut, die aus verschiedenen neuralen Zellen besteht, und
der sogenannten Aderhaut (GefaBhaut) des Auges. Diese Zellen sorgen durch ih-
ren hohen Gehalt an Pigmenten fiir Lichtabsorption, um schiadigende Lichtein-
fliisse auf die hinteren Augenstrukturen zu vermeiden. Des Weiteren sorgen sie
fiir den Nahrstofftransport zwischen den beiden Gewebsschichten.

Ahnlich wie das korneale Endothel besitzt auch das retinale Pigmentepithel eine
Pumpfunktion. Weltweit haben bereits einige Arbeitsgruppen in Tierversuchen,
aber auch schon beim Menschen, diese Zellen in den subretinalen Raum, also
unter die Netzhaut, transplantiert. Dieses fiihrte im Tiermodell dazu, dass erfolg-
reich degenerative Verdnderungen im Bereich der Netzhaut aufgehalten werden
konnten. Beim Menschen waren die Bemiithungen bisher zwar methodisch von
Erfolg, jedoch war keinerlei Sehverbesserung bei den Patienten zu verzeichnen.
Dies kann daran liegen, dass der geeignete Operationszeitpunkt derzeit bei den
degenerativen Netzhauterkrankungen noch nicht bekannt ist. Eine weitere Mog-
lichkeit ist die ungeniigende Untersuchung der Funktion dieser Zellen vor der
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Transplantation. So ist bekannt, dass typische Eigenschaften dieser Zellen unmit-
telbar nach der Isolierung aus dem Gewebe in der Zellkultur verloren gehen.
Dieser Verlust von Differenzierung ist fiir viele hoch spezialisierte Zellen ty-
pisch, wird aber besonders ausgepréigt beim retinalen Pigmentepithel gefunden
und mag mit der im Vergleich zum kornealen Endothel deutlich héheren Tei-
lungsaktivitét dieser Zelle begriindet liegen.

Aus den bisherigen Ergebnissen der Zelltransplantation lédsst sich ableiten, dass
die Therapie mit ausdifferenzierten Zellen bisher zwar chirurgisch durchfiihrbar
ist, aber hinsichtlich der Zelle selbst noch ungeloste Probleme birgt. Vor allem
der Verlust der Differenzierung ist problematisch. Wiinschenswert wére es da-
her, dass sich undifferenzierte oder unreife Zellen am Transplantationsort diffe-
renzieren kdnnen, zum Beispiel Stammzellen. Dass es eine Netzhautstammzelle
gibt, wurde bisher nur in einem Mausmodell nachgewiesen. Auch hier konnte in
der Ndhe des Limbus im Bereich der Netzhaut eine Vorlauferzelle gefunden
werden. Fiir den Menschen sind diese Zellen allerdings noch nicht charakteri-
siert. Der Vorteil wire auch hier, dass diese Zellen vermutlich iiber eine hohere
Proliferationsaktivitit verfiigen und wahrscheinlich ein hohes Differenzierungs-
potenzial aufweisen. Die Forschung hierzu steht jedoch erst an ihrem Beginn.

8 Bedeutung der Forschung mit adulten mesenchymalen
Stammzellen am Auge

Die bisherige klinische Forschung hat gezeigt, dass gewebestindige Stammzel-
len tatsdchlich bereits Einzug in die klinische Versorgung gefunden haben, ndm-
lich beim kornealen Epithel. Hervorgehoben werden sollte jedoch, dass diese
Zellschicht am Auge auch am leichtesten zuginglich ist, wiahrend alle anderen
Strukturen sehr schwierig erreichbar sind oder sich die Zellen dieser Gewebe-
schichten in einem postmitotischen, also nicht-teilungsaktiven, Zustand befinden
und keinerlei Regenerationstendenz aufweisen. Dadurch ist der Umgang mit die-
sen Zellen erschwert. Die Charakterisierung von gewebsstindigen Stammzellen
ist zudem sehr schwierig, da es sich um einen prozentual sehr geringen Anteil
von Zellen handelt, die isoliert werden miissten.

Eine sehr wertvolle alternative Therapieoption bictet moglicherweise die Ver-
wendung von adulten mesenchymalen Knochenmarkstammzellen. Diese Zellen
sind direkt vom Patienten verfiigbar und anziichtbar. Das Differenzierungspoten-
zial dieser Zellen ist, wie oben bereits beschrieben, sehr vielfiltig. Es gilt nun,
zundchst ein Weg zu finden, diese Zellen in Richtung Augenzellen differenzieren
zu lassen. Es ist jedoch noch ungewiss, ob dieses in vitro mdglich ist oder ob
auch eine Behandlung des Patienten mit den undifferenzierten Zellen zu einer
Ausdifferenzierung der Zellen am Auge fiihrt. Die Arbeitsgruppe um Engelmann
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konnte zusammen mit der Arbeitsgruppe um Zander (Einrichtung fiir Knochen-
marktransplantation am Universitéitsklinikum Hamburg-Eppendorf) allerdings
zeigen, dass die adulte Knochenmarkstammezelle unter speziellen Kulturbedin-
gungen Verdnderungen in ihrem Erscheinungsbild zeigt, die sowohl dem retina-
len Pigmentepithel als auch Nervenzellen zugesprochen werden kdnnen. Weitere
Charakterisierungen liegen bislang noch nicht vor. Eine australische Arbeits-
gruppe konnte vor kurzem zeigen, dass diese Knochenmarkstammzellen bei di-
rekter Injektion in die Netzhaut zu einer Umwandlung in netzhautspezifische
Zellen in der Lage sind. Es gab einen Hinweis darauf, dass diese Zellen zu Pho-
torezeptoren differenzieren konnen. Hier ist allerdings bisher weder eine morpho-
logische Bewertung noch eine ausreichende grundlegende Beurteilung erfolgt.

Die Vorteile der Behandlung mit Knochenmarkstammzellen sind allerdings so
bedeutend, dass die Forschung mit diesen Zellen stark unterstiitzt werden sollte.
Als ein wesentlicher Vorteil ist hier zu nennen, dass die Zellen vom Patienten
selbst gewonnen werden kdnnen, dass heifit AbstoBungen miissen nicht befiirch-
tet werden. Wie jedoch die Differenzierung in spezifische Zelltypen reproduzier-
bar gesteuert werden kann, ist bislang noch nicht vorhersagbar.
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