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Regenerative Medizin

yy Die ganze Welt ist Biihne,
Und alle Frau’n und Mdnner blofie Spieler.
Sie treten auf und gehen wieder ab;

Der letzte Akt, mit dem

Die seltsam wechselnde Geschichte schliefit,

Ist zweite Kindheit, ginzliches Vergessen

Ohn’ Augen, ohne Zahn, Geschmack und alles. “
(Wie es euch gefillt, 2. Aufzug, 7. Szene)

Wie es William Shakespeare so eindrucksvoll beschrieb, geht
das Altern oft mit einem Verlust an Gewebe- und Organfunk-
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tionen einher. Mit steigender Lebenserwartung in vielen Lindern

nimmt das Durchschnittsalter der Gesellschaft zu — und damit
auch die Probleme durch altersbedingte Erkrankungen. Von der

regenerativen Medizin erwartet man, dass sie als ein mdchtiger

Akteur in diesem Drama auftritt, und die Stammzelltechnologie
ist vielleicht der Schliissel zur Entwicklung innovativer Behand-
lungen von akuten und chronischen degenerativen Zustinden. In
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diesem Aufsatz werden die gegenwiirtige Situation und einige
Ausblicke in die Zukunft der regenerativen Medizin und der

stammzellbasierten Wirkstoffentwicklung gegeben.

1. Einleitung

Das letzte Jahrhundert war von enormen Fortschritten in
der Gesundheitsfiirsorge und Medizin geprégt. Neben einigen
Ausnahmen (z.B. Antibiotika) konnen viele der eingefiihrten
Arzneimittel in zwei Klassen eingeteilt werden: solche mit
symptomlindernder Wirkung und solche, die gegen asym-
ptomatische Zustdnde wirken, die Risikofaktoren fiir andere
Erkrankungen darstellen (Bluthochdruck, Hyperlipidimie
usw.). Trotz aller Fortschritte gibt es aber noch immer viele
chronische degenerative Erkrankungen, fiir die keine ange-
messenen Behandlungsmdéglichkeiten verfiigbar sind. Zu den
typischen Erscheinungsbildern solcher Krankheiten gehdren
Gewebezerstorung und Organversagen. Daneben gibt es
noch viele andere Erkrankungen, die ebenfalls Gewebede-
generation und nachhaltige Organfehlfunktionen verursa-
chen und deren Hiaufigkeit mit dem Alter zunimmt; Beispiele
sind Myokardinfarkt, Schlaganfall, Diabetes und Arthritis.
Die regenerative Medizin ist eine neue medizinische Diszi-
plin, deren Ziel die Wiederherstellung der Organfunktion
nach Schidigung durch solche Erkrankungen ist.

2. Das therapeutische Konzept der regenerativen
Medizin — friiher und heute

Die Transplantation von Spendergeweben und -organen,
z.B. von Nieren, ist ein etabliertes und meist sehr wirksames
Verfahren zur Behandlung von Gewebeverletzungen und
schwerem dauerhaftem Organversagen. Eine andere viel
eingesetzte Therapie ist die Knochenmarkstransplantation,
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um himatopoetische Knochenmarksstammzellen (HSCs)™*!

bei Krankheiten des blutbildenden Systems und bei Krebs zu
ersetzen. Haupthindernis in der Transplantationsmedizin ist
der Mangel an transplantierbaren Organen, Geweben und
Zellen. Vor diesem Hintergrund hat sich das urspiingliche
Konzept der regenerativen Medizin entwickelt: transplan-
tierbares Material aus kultivierten humanen Stammzellen in
vitro zu ziichten. Diesen Bereich der regenerativen Medizin
bezeichnet man gewohnlich als ,,Zellersatztherapie“ oder
»Stammzelltherapie“. Von den zahlreichen klinischen Tests,
die hierfiir durchgefiihrt wurden, sind einige in Tabelle 1 zu-
sammengestellt. Die NIH-Datenbank fiir klinische Studien
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Tabelle 1: Zusammenstellung einiger klinischer Studien im Bereich der stammzellbasierten regenerativen Medizin."!

Therapiefeld/Indikation Unternehmen/Institution  Zellherkunft Zelltyp Entwicklungsphase
Hamatologie/Immunologie

Blutkrebs Gamida-Cell Ltd. Nabelschnurblut HCS Phase Il
GVHD Osiris Therapeutics Knochenmark MSC Phase Il
Morbus Crohn Osiris Therapeutics Knochenmark MSC Phase IlI
Herz-Kreislauf

AMI Amorcyte Inc. Knochenmark CD34 +-Zellen Phase |
AMI Osiris Therapeutics Knochenmark MSC Phase |
CHF/AMI Angioblast Systems Knochenmark MPC Phase |
chronische Myokard-Ischimie Cytori Therapeutics Fettgewebe MSC Phase |
chronische Myokard-Ischimie Arteriocyte Knochenmark CD133 +-Zellen Phase |
chronische Myokard-Ischamie/CHF ~ Mytogen Inc. Skelettmuskel Myoblasten Phase |
chronische Myokard-Ischimie Kobe IBRI mobilisiertes peripheres Blut  CD34 +-Zellen Phase Il
Herzinfarkt Universitit Rostock Knochenmark CD133 +-Zellen Phase /Il
Angina pectoris Baxter Healthcare Corp. mobilisiertes peripheres Blut  CD34 +-Zellen Phase Il
CHF BioHeart Inc. Skelettmuskel Myoblasten Phase I1/111
AMI Universitat Frankfurt Knochenmark gemischte Vorliuferzellen  Phase Il
PAOD/CLI Universitat Frankfurt Knochenmark gemischte Vorlauferzellen  Phase I/II
CLI Kobe IBRI mobilisiertes peripheres Blut  CD34 +-Zellen Phase /11
PAOD/CLI Aastrom Bioscience Inc.  Knochenmark MSC Phase IIb
Neurologie

Dollinger-Bielschowsky-Syndrom Stem Cells Inc. Fétus NSC Phase |
Orthopidie

Knochenregeneration Aastrom Bioscience Inc.  Knochenmark MSC Phase IlI
Knorpelregeneration Osiris Therapeutics Knochenmark MSC Phase Il

[a] Die Abkiirzungen sind tabellarisch am Ende des Aufsatzes erklart.

(www.clinicaltrial.gov) weist mehr als 700 aktive Tests von
Stammzellverfahren aus.

Daneben gibt es zwei weitere wichtige Strémungen in der
regenerativen Medizin: die Regenerationsinduktion und die
Selbstheilungspotenzierung. Lange Zeit vermutete man, dass
Organismen wie der Salamander den Schliissel fiir die In-
duktion einer Regeneration beim Menschen bereithalten
konnten. Diese Tiere konnen komplexe Strukturen, etwa ein
vollstdndiges Bein, regenerieren, indem sie an der Wunde
eine embryodhnliche Umgebung schaffen. So wurde vorge-
schlagen: ,,.Der allgemeine Ansatz der regenerativen Medizin
sollte sein, die zelluldren und molekularbiologischen Unter-
schiede zu identifizieren, durch die sich die Gewebeembryo-
genese von der Wundheilung (Narbenbildung) unterscheidet
und dann eine solche embryodhnliche (regenerative) Umge-

Kazuhiro Sakurada, geboren in Okayama
(Japan), studierte molekulare Genetik und
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lung regenerativer Therapien fiir unbehan-
delbare Krankheiten.
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bung im verletzten adulten Gewebe neu zu schaffen“.! In
den letzten zehn Jahren wurden allerdings keine nennens-
werten Fortschritte bei der induzierten Regeneration kom-
plexer Strukturen in Sdugern erzielt.

Das dritte Konzept, die Selbstheilungspotenzierung, ent-
stand aus der Untersuchung adulter Stammzellen (Gewebe-
stammzellen) von Sidugern. Die Lebensdauern individueller
Zellen im menschlichen Korper (die sich je nach Gewebe
unterscheiden) sind generell kiirzer als die Lebensdauer des
Gesamtorganismus. Daher miissen alte Zellen durch neue
Zellen in einem Prozess ersetzt werden, der als proliferative
Homdostase bezeichnet wird. Daneben kénnen Zellen durch
Verletzung oder Entziindung geschéidigt werden; in diesem
Falle tritt eine verletzungsinduzierte Zellgenese in Erschei-
nung. Adulte Stammzellen spielen in beiden Prozessen eine

Fiona McDonald studierte Pharmazie und
promovierte 1980 in Pharmakologie an der
University of Strathclyde, Glasgow. Nach
einem Postdoc-Aufenthalt in der Abteilung
fiir Angewandte Physiologie an der Universi-
tit zu Koln wechselte sie 1986 nach Berlin
zur Schering AG (heute Bayer Schering
Pharma AG). Gegenwiirtig leitet sie die Ab-
teilung Regenerative Pharmakologie am
Bayer Yakuhin Research Center in Kobe,
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entscheidende Rolle. Die Funktion der Stammzellen bei der
Entwicklung besteht darin, Gewebe und Organe nach stren-
gen zeitlichen und rdumlichen Mustern herzustellen. Ent-
scheidend ist allerdings, dass die adulten Stammzellen nur
eine bestimmte Zahl neuer Zellen erzeugen sollen, und dies
nur bei Bedarf. Im Einklang mit diesem Konzept wurde ge-
zeigt, dass sich die Funktion von Gewebestammzellen im
adulten System und im Embryo unterscheidet. Diese Beob-
achtung deutete auch darauf hin, dass Sduger nur eine be-
grenzte Fahigkeit haben, komplexe Strukturen vollstéandig zu
regenerieren — im Unterschied zu Salamandern und einigen
anderen Amphibien und Wirbellosen. Dennoch sollten me-
dizinische Interventionen, die die proliferative Homoostase
und die verletzungsbedingte Zellgenese aktivieren konnen,
prinzipiell die Behandlung menschlicher Krankheiten er-
moglichen.

3. Die Biologie der Stammzellen

Bezogen auf ihre Herkunft kann man menschliche
Stammzellsysteme in drei Gruppen einteilen: 1) Stammzel-
len aus fotalen Geweben und aus Embryos, 2) Stammzellen
aus Nabelschnur und Plazenta und 3) Stammzellen aus
adulten Keim- und somatischen Geweben. Alle drei
Stammzellsysteme kommen als Zellquellen fiir eine Zell-
ersatztherapie infrage. Dariiber hinaus sind Stammzellen in
adulten somatischen Geweben ein Interventionsort zur Po-
tenzierung von Selbstheilungsprozessen. In diesem Abschnitt
werden wir die Biologie solcher Stammzellsysteme zusam-
menfassen.

3.1. Stammzellen aus fotalen Geweben und Embryos

Menschliche pluripotente Stammzellen konnen aus
menschlichen Blastocysten fiinf Tage nach der In-vitro-Be-
fruchtung oder von primitiven Keimzellen aus Embryonen 5
bis 9 Wochen nach der Befruchtung gewonnen werden; im
ersten Fall handelt es sich um embryonale Stammzellen (ES-
Zellen), im zweiten Fall um embryonale Keimzellen (EG-
Zellen).”! ES-Zellen aus Miausen wurden schon 1981 entwi-
ckelt, wihrend iiber menschliche ES- und EG-Zellen erst
1998 publiziert wurde. Die Untersuchungen der letzten acht
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bis zehn Jahre, die vornehmlich der Entwicklung von Zellen
fur kiinftige klinische Anwendungen galten, haben sich auf
menschliche ES-Zellen konzentriert.

Allgemeine Kriterien fiir pluripotente ES- und EG-Zellen
sind: 1) Sie stammen von Blastocysten oder primitiven
Keimzellen ab; 2) sie behalten wihrend der Vermehrung den
normalen Karyotyp bei, sind unsterblich und konnen in einer
sich selbst erneuernden Weise fortgepflanzt werden; 3) sie
sind zur spontanen Differenzierung in auferembryonale
Gewebe fihig und entwickeln sich zu allen drei embryonalen
Keimblittern in vitro und (in Teratomen) in vivo; 4) sie
konnen jeden Zelltyp des Korpers einschlieBlich Keimzellen
bilden, wenn der Klon in einen Blastocysten transplantiert
wird.”) Humane ES-Zellen und EG-Zellen erfiillen die ersten
drei Kriterien. Aus ethischen Griinden kann das vierte Kri-
terium mit menschlichen ES-Zellen nicht getestet werden.
Daher werden gegenwértig menschliche Zellen als embryo-
nale Stammzellen bezeichnet, wenn sie die anderen drei
Kriterien erfiillen. In einer jiingsten Studie hat die Interna-
tionale Stammzell-Initiative 59 menschliche ES-Zelllinien aus
17 Laboratorien weltweit charakterisiert.”! Trotz der Unter-
schiede im genetischen Ursprung und der technischen Ver-
fahren zur Etablierung und Haltung der Zelllinien wiesen sie
alle ein #hnliches Expressionsmuster verschiedener ES-
Zellmarker auf. Fiir die Anwendung menschlicher ES-Zellen
in der Klinik ist es zwingend, gemeinsame Standards und
Verfahren fiir die Qualitdtskontrolle festzulegen. In diesem
Zusammenhang ist die weitsichtige Identifizierung und De-
finition der Herkunft von ES-Zellen eine weitere wichtige
Aufgabe, um die Konsistenz des Ausgangsmaterials sicher-
zustellen.

ES-Zellen des Menschen und der Maus verwenden un-
terschiedliche Signalwege, um ihre Pluripotenz aufrechtzu-
erhalten.”! ES-Zellen der Maus benétigen den Leukimie-
hemmenden Faktor (LIF) und den Wachstumsfaktor BMP
(bone morphogenetic protein), wihrend menschliche ES-
Zellen z.B. Activin/Nodal und den Fibroblasten-Wachs-
tumsfaktor (FGF) benotigen. Vor kurzem wurden pluripo-
tente Stammzellen aus Miuseepiblasten isoliert, die einige
Unterschiede zu ES-Zellen der Maus, dafiir aber Ahnlich-
keiten mit menschlichen ES-Zellen zeigen.”! Pluripotente
Maiusestammzellen aus Epiblastenzellen konnten als wichti-
ges Werkzeug dienen, um die Unterschiede zwischen murinen
und humanen ES-Zellen aufzuspiiren und festzustellen, ob
diese vom Unterschied der Arten herriihren oder von Un-
terschieden in der z. B. zeitlichen Entwicklung der Zellen.

3.2. Stammzellen aus Nabelschnurblut und Plazenta

Nabelschnurblut, Nabelschnur, Plazenta, Fruchtblase und
Fruchtwasser werden nach der Geburt im Allgemeinen ver-
worfen, konnten aber eine wertvolle Quelle fiir Stamm- und
Vorléduferzellen sein. Das Nabelschnurblut ist schon lange als
Ausgangsmaterial fiir himatopoetische Stammzellen bekannt
und wird routinemiBig als Alternative zu Knochenmark
verwendet, um Zellen fiir Transplantationen zur Behandlung
von Erkrankungen des blutbildenden Systems zu gewinnen.[®!
Bei Verwendung von Nabelschnurblut treten ernste Trans-
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planat-Wirt-Erkrankungen (graft
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Tabelle 2: Gewebestammzellen/Vorliuferzellen im adulten menschlichen Organismus.

vs. host disease) seltener auf, al-

: ) ) ; Gewebe Stammzelle Nische
lerdings ist der Einsatz dieser Me- -
Blut hamatopoetische Stammzellen Knochenmark
thode dadurch begrenzt, dass nur o
K lati A Zahl Darm epitheliale Darmstammzellen Darmkrypten
cme relativ geringe Za VO Haut/Haar epidermale Stammzellen Haarzwiebel
Zellen aus der Nabelschnurvene Leber Ovalzellen Gallenkanilchen
isoliert werden kann. Pankreas Pankreas-Vorlduferzellen Pankreasgang
Fruchtwasser und Plazenta Skelettmuskel Satellitenzellen zwischen Sarkolemma und Basallamina
enthalten beide eine heterogene Gehirn neuronale Stammzellen subventrikulire Zone und Gyrus dentatus
Herz Herzvorlduferzellen nicht bestimmt

Population von Vorlauferzellen,

und die Plazenta spielt eine wich-

tige Rolle als blutbildendes Organ

wihrend der Embryogenese. Das Zellprofil des Fruchtwas-
sers dndert sich, wenn wihrend der Schwangerschaft Zellen
aus Plazenta und Embryo hineingelangen. Von mehreren
Arbeitsgruppen wurde herausgefunden, dass menschliche
Plazenta und Fruchtwasser fibroblastenéhnliche Zellen ent-
halten, die sich in viele Richtungen weiterdifferenzieren
konnen.™ Diese Zellen haben einige Eigenschaften mit
mesenchymalen Stammzellen (MSCs) aus dem Knochenmark
gemeinsam und konnen zur Differenzierung in mesenchy-
male Zellen, Neuronen und Hepatocyten angeregt werden.!

3.3. Stammzellen aus adultem Keimdriisengewebe

Es ist allgemein bekannt, dass Keimbahn-Stammzellen
(GSCs) in ausgereiften Hoden vorliegen und Spermatozoen
produzieren.’! Dagegen vermutete man bei weiblichen Siu-
gern, dass sie mit einer bestimmten Zahl von Oocyten gebo-
ren werden und dass ausgewachsene Weibchen keine GSCs
besitzen. Diese Hypothese wurde aber durch den Befund
infrage gestellt, dass neue Oocyten aus putativen GSCs aus
Knochenmark und Eierstécken gewonnen werden konnen.”!
Dass aus dem Knochenmark stammende Zellen hierzu bei-
tragen, wird wiederum von Eggan et al. angezweifelt,!'”! die
keine Hinweise auf reife Oocyten aus dem Knochenmark
fanden. Trotz der kontroversen Diskussionen wurde das
Konzept der Oogenese im adulten Ovar allerdings nicht
vollstindig widerlegt.!"

Von GSCs aus adulten Miusehoden wurde berichtet, dass
sie die Eigenschaften von ES-Zellen annehmen, wenn man sie
unter spezifischen Bedingungen kultiviert."” Wenn #hnliche
Stammzellen auch aus humanen GSCs geziichtet werden
konnen (wie dies bereits postuliert wurde!™), konnten sie
eine mogliche Quelle fiir humane ES-dhnliche Zellen sein.

3.4. Stammzellen aus adulten somatischen Geweben
3.4.1. Gewebestammzellen

Adulte Gewebestammzellen und Vorlauferzellen werden
fiir die proliferative Homoostase und die verletzungsindu-
zierte Zellentwicklung bendtigt, und sie befinden sich in allen
Geweben des menschlichen Korpers. Die Entwicklungsmog-
lichkeiten dieser Stammzellen sind im Allgemeinen auf die
Erzeugung solcher Zellen beschréankt, die in diesem Gewebe
vorkommen. Adulte Gewebestammzellen lassen sich in drei
Kategorien aufteilen.'¥! Zur ersten Gruppe gehoren Zellen
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mit hohem Durchsatz und hoher Regenerationsfihigkeit wie
HSCs, Darmepithel-Stammzellen und epidermale Stamm-
zellen. Die zweite Gruppe umfasst Zellen mit niedriger Tei-
lungsrate, aber hoher Regenerationsfahigkeit wie die ovalen
Leberzellen, Pankreas-Vorlduferzellen und Skelettmuskel-
Satellitenzellen. In der dritten Gruppe finden sich Zellen mit
niedriger Teilungsrate und niedrigem Regenerationspotential
wie neuronale Stammzellen (NSCs)!" und Herzvorliufer-
zellen.') Obwohl die physiologische Rolle adulter NSCs und
Herzvorlduferzellen noch umstritten ist, haben verschiedene
Untersuchungen proliferative Homoostase und verletzungs-
induzierte Zellbildung in Gehirn und Herz gezeigt. Die am
besten erforschten Zellen sind in Tabelle 2 zusammengestellt.

3.4.2. Mesenchymale Stammzellen

Neben den Gewebestammzellen sind auch die mesen-
chymalen Stammzellen iiberall im Korper zu finden.['”! Wenn
Knochenmarkszellen auf Kunststoff in Medium kultiviert
werden, das 10% Serum enthilt, konnen MSCs als fibro-
blastische, kunststoffadhirente Zellen identifiziert werden.!'8!
MSCs konnen nicht nur zu mesenchymalen Gewebezellen
differenzieren (z. B. Adipocyten, Knochen, Muskeln, Knorpel
und Bindegewebe), sondern auch zu nichtmesenchymalen
Zellen wie Neuronen."” MSCs wurden auch aus Gehirn,
Milz, Leber, Niere, Lunge, Herz, Muskel, Thymus, Pankreas,
Fettgewebe und Gefdflen isoliert und vermehrt, und es wurde
die Vermutung geduBert, die urspriinglichen Stammzellen,
aus denen sich die MSCs entwickelten, seien in einer peri-
vaskuliren Nische angesiedelt."”? Mesenchymale Stammzel-
len konnen sich an verletzten Stellen ansiedeln, sogar wenn
sie (wie in einigen Untersuchungen gezeigt) intravends inji-
ziert werden,” und dort die Geweberegeneration und Vas-
kularisierung fordern. Die Mechanismen sind zwar noch
unklar, aber zahlreiche Experimente belegen die vielfachen
Funktionen mesenchymaler Stammzellen in vivo, darunter
die Differenzierung in somatische Zellen, die parakrine Ak-
tivierung endogener Reparaturprozesse und die Fiahigkeit zur
Immunsuppression.

Trotz intensiver Forschung an MSCs sind noch immer
Fragen offen iiber ihre entwicklungsabhéngige Herkunft und
das Verhalten in vivo. Einer verbreiteten Auffassung nach
stammen MSCs aus dem Mesoderm. Eine aktuelle Untersu-
chung weist allerdings nach, dass die frithen MSCs aus dem
Neuroepithelium und aus Zellen der Neuralleiste stam-
men.”!! AuBerdem gibt es in dieser Untersuchung Hinweise,
dass die MSCs, die vom neuroepithelialen Entwicklungspfad
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abgezweigt sind, diese Funktion nur voriibergehend ausfiillen
und dann durch MSCs unbekannter Herkunft postnatal er-
setzt werden. Die Hypothese, dass MSCs aus unterschiedli-
chen Quellen stammen und den Organismus in mehreren
Wellen erreichen, stimmt mit dem Befund iiberein, dass sich
MSCs iiberall aus dem Korper isolieren lassen. Vielleicht
leiten sich einige adulte MSCs von adulten Neuralleisten-
Stammzellen ab, die in mesenchymalen Geweben persistie-
ren.” LieBe sich die Herkunft der adulten MSCs kliren,
konnte man daraus vielleicht auch Riickschliisse auf ihre
physiologische Funktion ziehen.

Mithilfe unterschiedlicher Zellkulturbedingungen fiir
MSCs lieB sich eine multipotente Stammzelle isolieren, die
sich in Zellen aller drei Keimblitter differenzieren kann.
Multipotente adulte Vorlduferzellen (MAPCs) waren die
erste Population dieser Stammzellen mit dieser Fihigkeit.”!
Sie wurden zuerst aus adultem Knochenmark gewonnen,
anschliefend auch aus Gehirn und Muskel. Eine andere
Klasse dieser multipotenten Stammzellen mit der Fahigkeit,
sich zu Zellen aller drei Keimblétter zu dif-
ferenzieren, ist die aus Knochenmark iso-
lierte MIAMI-Zelle (marrow-isolated adult
multilineage inducible), die den MAPCs

ruhend

Angewandte

3.5. Fehlfunktion adulter Stammzellsysteme als Ursache fiir
Gewebsdegeneration und Krebs

Monogeneisch mendelnde Krankheiten manifestieren
sich meist in der Kindheit, wiahrend sich komplexe Erkran-
kungen meist erst im mittleren Alter bemerkbar machen und
altersabhingig stirker werden. Diese komplexen Syndrome
zeigen Fehlfunktionen bei der Zellbildung wie Atrophie,
Dysplasie und Hyperplasie, die durch Stérungen der prolife-
rativen Homoostase und der verletzungsinduzierten Zellbil-
dung verursacht werden.? Krebs (Neoplasien) wird ebenfalls
durch Storungen der proliferativen Homoostase verursacht,
und die Haufigkeit vieler Krebsarten nimmt mit dem Alter
zu. Nach der Krebsstammzellhypothese entsteht Krebs durch
die Transformation adulter Gewebestammzellen (siche Ab-
schnitt 5.4). Gealterte Gewebestammzellen konnen nicht nur
tumorigen verédndert sein, sondern sie konnen auch eine
Unterdriickung der Selbsterneuerung zeigen, die dann zur
Gewebeatrophie fiihrt (siche Abbildung 1).

Metastasierung . \

gleicht.® Die Aufklirung der Herkunft G . %
adulter MSCs wird zeigen, ob multipotente adults e 45 “S”ag“' S

. . . . . N somatische Viutator-Phéanotyps
Zellen mit dem Potential fiir drei Keimblét- Stamm-
ter im Organismus existieren oder ob der zellen aktiviert T———b .
multipotente Phénotyp in vitro wihrend des @f\ o/\ 4 Krebs-

.. . p y umaor-
Kultivierungsprozesses erworben wird. Proliferation Proliferation ' tadiumstammzelien
3.4.3. Zirkulierende Zellen aus dem Knochen- Differenzier U”QJ' RSEnaeg .

mark, die zu Verletzungsstellen rekrutiert Vorlaufer- 4 . ..
werden zellen ’ ~
Krebszellen
An der R S Differenzierungl Differenzferung . J
n der Reparatur von Gewebeschidden
. . alternde
sind n‘eben dep Ggwebestammzellen Y1fele stammzelien >~ |INRENNE
verschiedene zirkulierende Zellen beteiligt,
die dem Knochenmark entstammen. Die ds'g:ztr;:::i'tee .
Mobilisierung erfolgt direkt oder indirekt Zellen " ___, alternde
” somatische Zellen ~

durch Cytokine, die wéhrend einer verlet-
zungsinduzierten  Entziindung  gebildet
werden,™! oder durch Aktivierung sympa-
thischer Neuronen.”” Die groBte Population
der durch Cytokinausschiittung rekrutierten
Zellen besteht offenbar aus Monocyten/Makrophagen.”” Zur
Gewebereparatur trigt allerdings eine spezifische Population
von aus dem Blut stammenden CD34+/CD11b + -Zellen,
den Fibrocyten, bei,®! entweder direkt durch Differenzierung
zum erforderlichen Zelltyp®' oder durch Zellfusion.”

Unter normalen Bedingungen kommen nur sehr wenige
Knochenmarksstammzellen/Vorlduferzellen wie HSCs, en-
dotheliale Vorlduferzellen (siche Abschnitt 4.2) und MSCs im
peripheren Blut vor. Diese Zellen werden durch Verletzung
oder Entziindung mobilisiert, und obwohl ihre Gesamtzahl
viel niedriger liegt als die der Makrophagen, konnten sie eine
wichtige Rolle bei der Geweberegeneration spielen. HSCs
konnen z. B. die Neuvaskularisierung an der Verletzungsstelle
induzieren."
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Abbildung 1. Altersabhingige stammzellintrinsische Fehlfunktionen.

Proliferation und Differenzierung adulter Gewebe-
stammzellen werden sowohl durch parakrine Faktoren, die in
der Stammzellnische gebildet werden,™ als auch durch sys-
temische endokrine Faktoren reguliert. Die Gewebereparatur
kann durch ein Fehlen dieser Faktoren oder durch eine in-
hibitorisch wirkende Umgebung beeintrédchtigt werden. Die
stammezellintrinsische Fehlfunktion hemmt ebenfalls Repa-
raturprozesse, wie an himatopoetischen Stammzellen gezeigt
wurde.’ Die verschiedenen Varianten sind in Abbildung 2
zusammengefasst. Geht man davon aus, dass die adulten
Gewebestammzellen wahrscheinlich die Verursacher dieser
altersbedingten Probleme bei der Zellproliferation sind, kann
erwartet werden, dass ein Verstiandnis der Fehlfunktionen
adulter Stammzellen zur Verhinderung und Behandlung
vieler verbreiteter menschlicher Krankheiten beitragen wird.
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Abbildung 2. Faktoren, die zu Fehlfunktionen bei der Gewebereparatur
beitragen: a) normaler Reparaturvorgang; b) Fehlen von parakrinen/
endokrinen Reparatursignalen; c) Wirkung inhibitorischer Signale;

d) Versagen der Reparatur aufgrund stammzellintrinsischer Fehl-
funktion.

3.5.1. Anderungen der Stammzellfunktion, die mit intrinsischen
Stammzellverinderungen einhergehen

In zahlreichen Untersuchungen wurde zwar das alters-
abhédngige Nachlassen der HSC-Funktionen in Maéusen
nachgewiesen, iiber die zugrundeliegenden Ursachen ist aber
sehr wenig bekannt. Zwei der klinisch am héufigsten auftre-
tenden altersbedingten hidmatologischen Zustinde sind die
reduzierte Funktion des adaptiven Immunsystems und das
Zunehmen myeloproliferativer Erkrankungen.® Da sich
diese altersabhédngigen hédmatologischen Zustédnde bei
Maiusen durch HSC-Transplantation iibertragen lassen, ver-
mutete man eine autonome Verédnderung der HSCs als Ur-
sprung der Fehlfunktion.” Telomerverkiirzung, DNA-Mu-
tation und epigenetische Verdanderungen sind die wichtigsten
Ausloser altersbedingter stammezellintrinsischer Fehlfunktio-
nen.”® In der Maus beeintrichtigen Ausfille bei der DNA-
Reparatur (z.B. der Reparatur von Doppelstrangbriichen
oder der Nucleotidexzissionsreparatur) und der Telomer-Er-
haltung die Funktion der HSCs mit dem Alter.’”*® Choud-
hury et al.®” zeigten eindeutig, dass die Deletion von p21
gegen das altersbedingte Versagen der Telomere in Stamm-
zellen schiitzt, ohne die Bildung von Krebs zu beschleunigen.
Reaktive Sauerstoffspezies, die DNA-Schéddigungen induzie-
ren, filhren in Arm-defizienten Miusen ebenfalls zu einer
altersbedingten Einschrankung der HSC-Funktion iiber einen
p38-MAPK-abhiingigen Mechanismus.“**"

Die altersbedingte Fehlfunktion von HSCs in Atm-defi-
zienten Mdusen weist auch auf epigenetische Einfliisse auf
den Seneszenz-Stoffwechsel hin, denn die Uberexpression
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von Bmi-1, einem epigenetischen Kontrollelement, kann die
HSC-Fehlfunktion INK4a-abhingig ausgleichen.*! Der Ver-
lust von Bmi-1 reduziert andererseits die Selbsterneuerung in
NSCs* und HSCs™! in Miusen, und das Gen fiir das Werner-
Syndrom, das fiir ein DNA-Reparaturenzym codiert, wird in
Tumorzellen epigenetisch supprimiert.[*! Allgemein bekannt
ist auch, dass in Tumorzellen oft eine globale Hypomethy-
lierung und eine Promotor-Hypermethylierung beobachtet
werden.™ Suzuki et al.® fanden, dass in Patienten mit
Dickdarm- und Magenkrebs die epigenetischen Veridnde-
rungen mit dem Alter korrelierten, nicht jedoch die Akku-
mulation von DNA-Mutationen. Das deutet darauf hin, dass
die epigenetischen Verdnderungen der DNA-Mutation vor-
angehen konnten. Die DNA-Mutationen korrelierten wie-
derum mit epigenetischen Verénderungen, besonders mit
Hypomethylierungen. Auch dies ldsst vermuten, dass die
epigenetischen Verdnderungen der Entwicklung von DNA-
Mutationen und der Tumorentwicklung und -progression
vorangehen und diese moglicherweise vorbereiten.

3.5.2. Anderungen der Stammzellfunktion, die mit Verdnderun-
gen der Stammzellnische einhergehen

Die funktionelle Verédnderung der Stammzellnische ist ein
weiterer Ausloser fiir den altersbedingten Funktionsverlust
von Stammzellen. Ein Beispiel dafiir liefert die Spermato-
genese. Sie wird durch Spermien-Stammzellen aufrechter-
halten und weist altersabhingige Defizite auf, die bis zur
Unfruchtbarkeit fithren kénnen. Ryu et al. zeigten, dass sich
aus murinen Spermienstammezellen, die ihre Aktivitidt nor-
malerweise nach 12 bis 24 Monaten einstellen, {iber mehr als
3 Jahre Spermien entwickeln, wenn man sie alle 3 Monate in
die Hoden junger Miusebocke iibertrigt.[*’!

Allgemein wird angenommen, dass der altersbedingte
Funktionsverlust von HSCs in Méausen durch zellautonome
Veridnderungen vorangetrieben wird. In einer aktuellen Un-
tersuchung wurde daneben aber auch die Bedeutung der
HSC-Nische nachgewiesen.*¥! So wird die Bildung von B-
Lymphocyten beeintrachtigt und die Myeloidproliferation
gesteigert, wenn Knochenmarkszellen aus Wildtypspendern
in alte Méuse mit funktionslosen Telomeren transplantiert
werden. Der Mechanismus des Funktionsverlustes menschli-
cher HSCs ist noch nicht aufgeklirt, aber dieser Befund
deutet darauf hin, dass die Stammzellnische eine der Kom-
ponenten sein kann, die am HSC-Funktionsverlust auch im
Menschen beteiligt sind.

3.5.3. Anderungen der Stammzellfunktion, die mit dem Altern
endokriner Systeme einhergehen

Die Regeneration verletzter Skelettmuskeln oder Leber
ist in alten Méusen gehemmt. Wenn alte Miuse allerdings
physikalisch mit jungen Miusen des gleichen Stammes ver-
bunden werden (heterochronische Parabiose) und dadurch
ihr Kreislaufsystem gemeinsam nutzen, wird die regenerative
Kapazitit des Skelettmuskels und der Leber in den alten
Maiusen wiederhergestellt.[‘“’] Dies deutet darauf hin, dass der
altersbedingte Verlust der Stammzellfunktion von systemi-
schen Faktoren in der Umgebung der Stammzellen moduliert
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werden kann und dass solche Faktoren im Allgemeinen im
Blut junger Tiere vorhanden sind, im Alter aber verloren
gehen.

Die Funktion hormonsezernierender endokriner Organe
nimmt mit dem Alter ebenfalls ab und damit auch die Kon-
zentration mancher Hormone, die von den entsprechenden
Geweben gebildet werden.” Eines dieser Hormone ist das
Wachstumshormon (growth hormone, GH). Die GH-Sekre-
tion der Hypophyse ist wihrend der Pubertédt am stirksten
und nimmt dann mit zunehmendem Alter ab.F'! Dies wird
vermutlich durch die zunehmende Produktion von Somato-
statin durch den Hypothalamus und die dadurch reduzierte
Produktion des GHRH (growth hormone releasing hormone,
Somatoliberin) verursacht.®**!l Dadurch wird auch die GH-
abhingige Produktion des IGF-1 (insulin-like growth factor-
1) reduziert. IGF-1 spielt eine wichtige Rolle bei Stamm-
zellproliferation und -tiberleben, sodass die Verringerung der
GH-Produktion zur altersabhingigen Fehlfunktion von
Stammzellsystemen beitragen konnte.

4. Therapiefelder fiir die regenerative Medizin und
stammzellbasierte Therapeutika

Es gibt viele Therapiefelder, in denen die regenerative
Medizin und stammzellbasierte Therapeutika eine Rolle
spielen konnen. Im folgenden Abschnitt werden wir das Po-
tenzial solcher Ansitze fiir hdmatologische, kardiovaskulére,
neurologische und orthopadische Erkrankungen und Diabe-
tes (Typ I) zusammenfassen.

4.1. Hdmatologische Erkrankungen

Zahlreiche hamatologische Erkrankungen wie Leukémie,
Hodgkin-Lymphom, multiples Myelom, myeloproliferative
Erkrankungen, myelodysplastische Syndrome, Phagocyten-
Fehlfunktionen, primire Immundefizienzerkrankungen und
Stoffwechselkrankheiten lassen sich durch HSC-Transplan-
tation behandeln. Knochenmark war in der Vergangenheit
die Hauptquelle von HSCs in Heranwachsenden und Er-
wachsenen. Die klinische Anwendung wird allerdings durch
den Mangel an passenden Spendern eingeschriankt. In der
letzten Zeit wurden mobilisiertes peripheres Blut (d.h. Blut
von Patienten, die z.B. mit granulocytenkoloniestimulieren-
dem Faktor G-CFS behandelt wurden, um Zellen aus dem
Knochenmark ins periphere Blut zu mobilisieren, sodass eine
zunehmende Zahl von Stammzellen aus dem Knochenmark
im Kreislauf zirkuliert) und Nabelschnurblut als neue Quel-
len fiir die HSC-Transplantation eingefiihrt.’” Obwohl mo-
bilisierte Stammzellen aus peripherem Blut vielfach in der
Klinik verwendet werden, wird der Einsatz durch die
schlechte Mobilisierung bei manchen Personen und das
Risiko eines Milzrisses beim Spender begrenzt. HSCs aus
Nabelschnurblut haben aufgrund der kleineren Zahl reifer
Lymphocyten den Vorteil des geringeren Risikos einer
Transplantat-Wirt-Erkrankung, aber die niedrige Zahl von
Stammzellen, die sich so gewinnen l&sst, schrinkt den Emp-
fangerkreis auf Kinder ein. Die genannten Einschrdnkungen
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konnen iiberwunden werden, wenn es gelingt, eine Techno-
logie zur HSC-Vermehrung zu entwickeln; hierauf wird in
Abschnitt 5.3.1 nidher eingegangen.

4.2. Herz-Kreislauf-Erkrankungen

Zu den Herz-Kreislauf-Erkrankungen zdhlen Schadigun-
gen der Herzkranzgefifle, zerebrovaskuldre Erkrankungen,
periphere Atherosklerose, rheumatische Herzerkrankungen,
angeborene Herzerkrankungen, Thrombose der tiefen Venen
und Lungenembolien. Stammzellbasierte Therapieverfahren
sollten einige dieser Zustdnde therapieren konnen, indem sie
die Neubildung von Herzmuskelzellen und die Gef4bildung
unterstiitzen. Allgemein nimmt man an, dass nach der Geburt
neue Endothelzellen wihrend der Angionese aus den vor-
handenen Endothelzellen entstehen. In mehreren Studien
konnte allerdings gezeigt werden, dass endotheliale Vorlidu-
ferzellen (EPCs) aus dem Knochenmark zur postnatalen
Vaskularisierung beitragen.” Es lie$ sich auch zeigen, dass
die Zellen aus der hiamatopoetischen Linie am Ort der Ver-
letzung abgefangen werden konnen und so Neovaskularisie-
rung durch die Produktion von Wachstumsfaktoren induzie-
ren konnen.P Dies stimmt mit der Beobachtung iiberein,
dass die Transfusion von mobilisiertem peripherem Blut in
Patienten mit kritischer Durchblutungsstorung von Extremi-
tdten als Sekundirerkrankungen von Diabetes die Durch-
blutung verbesserte.>"

In einigen Untersuchungen an Tiermodellen des Myo-
kardinfarkts wurde beobachtet, dass sich kultivierte MSCs
aus dem Knochenmark an der Stelle der Verletzung ansiedeln
und die Differenzierung von Kardiomyocyten und die Vas-
kularisierung vorantreiben,” sodass es fast zu einer Nor-
malisierung der Herzfunktion kommt. Die zugrundeliegen-
den Mechanismen sind allerdings unbekannt.

Die Beobachtung, dass Knochenmarksbestandteile wie
EPCs, HSCs und MSCs zu Reparaturvorgiingen am Herzen
nach einem Infarkt beitragen konnen, begriindete eine the-
rapeutische Strategie mit adulten Knochenmarkszellen nach
einem Myokardinfarkt. Das Ausmaf} der Effekte variierte
zwischen unterschiedlichen Versuchsreihen, insgesamt
konnte aber ein eindeutig positiver Effekt von Zelltrans-
plantationen mit Knochenmarkszellen in Tiermodellen des
Myokardinfarkts nachgewiesen werden.”*™ Auf der
Grundlage dieser Befunde wurden Patienten mononukleére
Zellen aus dem Knochenmark in die Herzkranzgefif3e ap-
pliziert. In zwei klinischen Studien erwies sich die Trans-
plantation mononukledrer Zellen aus dem Knochenmark als
sicher, und die Herzfunktion nach einem Myokardinfarkt
verbesserte sich.””%%! Nachfolgedaten von einer dieser Stu-
dien zeigten allerdings, dass nach 18 Monaten kein signifi-
kanter Unterschied zwischen der mit Zellen behandelten und
der Kontrollgruppe bestand.”™ Eine weitere Studie zeigte
einen positiven Effekt von Vorlduferzellen aus dem Kno-
chenmark auf den klinischen Befund ein Jahr nach der Be-
handlung.®!!

Zusitzlich zu den Zelltherapieansidtzen erdffnet die
Identifizierung von kardialen Vorlduferzellen im adulten
Herzen!" auch neue therapeutische Optionen zur pharma-
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kologischen Stimulation des endogenen Reparaturprozesses
bei Herzerkrankungen.

4.3. Neurologische Erkrankungen

Regenerative Therapien neurologischer Erkrankungen
beruhen auf dem Ansatz, Schiden am Nervensystem, die
durch Krankheit oder Verletzung entstanden sind, mithilfe
von ex vivo vermehrten Stammzellen oder endogenen adul-
ten neuronalen Stammzellen zu beheben.'> Schlaganfall,
die Parkinsonsche Krankheit, Riickenmarksverletzungen, die
Alzheimersche Krankheit, amyotrophe Lateralsklerose,
Chorea Huntington und multiple Sklerose sind einige mog-
liche Indikationen fiir eine regenerative neurologische The-
rapie. Verglichen mit hdmatologischen und kardiovaskulédren
Indikationen liegt die Hauptschwierigkeit bei neurologischen
Indikationen darin, dass neben der Neurogenese auch eine
Wiederherstellung des fehlerlosen neuronalen Netzwerkes
erforderlich ist. Eine mogliche Ausnahme ist die Parkinson-
sche Krankheit, bei der die Erzeugung dopaminproduzie-
render Zellen im Striatum ohne die Regeneration verlorener
Neuronen in der Substantia nigra vermutlich fiir eine erfolg-
reiche Behandlung ausreicht. Eine chirurgische Rekonstruk-
tion der neuronalen Netzwerke ist nicht moglich, und so
konzentrieren sich die meisten Aktivititen auf die Stimula-
tion des endogenen Reparatursystems. Eine detailliertere
Diskussion findet sich in Abschnitt 5.3.2. Einige Unterneh-
men entwickeln zellbasierte Testsysteme fiir neurologische
Indikationen; sie greifen dabei auf neuronale Stammzellen
aus fotalen Hirnzellen, auf adulte Knochenmarkszellen und
auf embryonale Stammzellen zuriick.

4.4. Diabetes mellitus, Typ 1

Diabetes Typ 1 (juveniler Diabetes) ist eine Autoim-
munerkrankung, die die Degeneration der (-Zellen des
Pankreas verursacht. Die wichtigste Behandlung besteht im
Insulinersatz, doch die erforderliche stabile Kontrolle des
Blutglucosespiegels ist eine grofle Herausforderung. Fehlt
eine angemessene metabolische Kontrolle, kann es zu Se-
kundédrerkrankungen wie Nephropathie, Neuropathie, Reti-
nopathie, Durchblutungsstorungen der Gliedmaf3en und an-
deren kardiovaskuldren Problemen kommen. Die Wieder-
herstellung der physiologisch regulierten Insulinsekretion
konnte diese Probleme iiberwinden. In den letzten Jahren
wurde zunehmend versucht, dieses Ziel durch die Trans-
plantation von Inselzellen zu erreichen./”) Wie bei anderen
Transplantationstherapien fehlt es aber auch hier an geeig-
netem Spendergewebe. Das wichtigste Ziel fiir die regene-
rative Medizin bei juvenilem Diabetes ist daher die In-vitro-
Erzeugung von insulinproduzierenden p-Inselzellen, die fiir
eine Transplantation geeignet sind.® Wenn man die Zellen
mit einer geeigneten Technik zur Einkapselung vor einem
Immunangriff abschirmen kann (und dabei die freie Passage
von Glucose und Insulin ermoglicht, sodass die Insulinpro-
duktion physiologisch reguliert wird),*! dann wéren autologe
Zellen nicht erforderlich und man konnte einen allogeneti-
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schen Ansatz verwenden, bei dem embryonale Stammzellen
als die Quelle von Zellen fiir die weitere Differenzierung
dienen. Die Strategie kann momentan noch nicht verfolgt
werden, weil die effiziente Differenzierung vollfunktionaler
Inselzellen aus ES-Zellen noch nicht méglich ist.

Die Existenz von Vorlduferzellen, aus denen sich bei Er-
wachsenen neue (-Zellen entwickeln kénnen, ist noch um-
stritten.” Solche Vorliuferzellen konnten allerdings neue
therapeutische Moglichkeiten fiir die pharmakologische Sti-
mulierung endogener Reparaturprozesse bei Diabetes eroff-
nen.

4.5. Orthopddische Erkrankungen

Degenerative Erkrankungen von Knochen und Gelenken
wie Briiche, Osteoporose und Arthritis stellen ein weiteres
Gebiet mit nennenswertem Potenzial fiir regenerative The-
rapieansitze dar. Osteocel, das von Osiris Therapeutics ent-
wickelt wurde, enthédlt MSCs aus Knochenmark und wird in
den USA seit seiner Einfithrung im Jahr 2005 eingesetzt, um
die Heilung von Knochenbriichen zu verbessern und den
Knochenverlust durch Tumorerkrankungen zu mildern.
Knochenmarks-MSCs konnen in knochenbildende Osteo-
blasten differenzieren!® und zur Knochenregeneration bei-
tragen,! wenn man sie an die Stelle der Verletzung trans-
plantiert und eine biokompatible Matrix aufbaut.

Eine weitere Indikation sind Entziindungen der Gelenke
wie Osteoarthritis. Hier ist das Behandlungsziel die Regene-
ration des Knorpels.[”®! MSCs werden als Stammzellquelle fiir
die Regeneration von Knorpelkissen und Knorpelbeschich-
tungen verwendet.

5. Pharmakologische Ansitze fiir die regenerative
Medizin und stammzellbasierte Therapeutika

In der Vergangenheit konnten synthetische niedermole-
kulare Substanzen und Naturstoffe fiir niitzliche pharmako-
logische Interventionen zur Modulierung zelluldrer Prozesse
in Stammzellen genutzt werden. Tatsidchlich haben mehrere
Studien gezeigt, dass viele zugelassene Medikamente das
Potenzial haben, Stammzellfunktionen zu modulieren,®! und
auch neue Verbindungen mit modulierendem Einfluss auf
Stammzellen wurden gefunden.*”? Diese Verbindungen
konnten das Potenzial haben, Stammzellen ex vivo zu ver-
mehren und zu differenzieren oder als Pharmaka Selbsthei-
lungsprozesse zu stimulieren. In diesem Abschnitt fassen wir
die Moglichkeiten chemischer Ansétze in der regenerativen
Medizin und zur stammzellbasierten Wirkstofffindung zu-
sammen. Einige der in diesem Abschnitt erwdhnten Sub-
stanzen sind in Tabelle 3 zusammengefasst.

5.1. Vermehrung und Differenzierung embryonaler Stammzellen
Die effiziente Selbsterneuerung von ES-Zellen iiber einen
langen Zeitraum ist der erste Schliisselschritt fiir eine ES-

Zellen-basierte regenerative Medizin. Murine ES-Zellen
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Tabelle 3: Zusammenstellung einiger Wirkstoffe, die die Stammzellmobilisierung, -vermehrung oder -differenzierung beeinflussen oder bei denen
regenerative Wirkung in vivo nachgewiesen wurde.

Verbindung Wirkung; Mechanismus Lit.

Allopregnanolon o

Gesteigerte Proliferation von neuronalen Hippocampus-Vorliuferzellen in Ratten und ~ [135]
humanen neuronalen Stammzellen in vitro

S A
HO A

AMD3100 (Plerixafor)
HN

HN —}
N
z; /—/ Verstirkte HSC-Mobilisierung (AMD3100 + G-CSF im Vergleich zu [96]
NH HN G-CSF allein); CXCR4-Antagonist
N ‘?
< NH

NH

Antidepressiva, z.B. Fluoxetin (SSRI), Gesteigerte Zellproliferation im Hippocampus und Neurogenese [126]
Tranylcypromin (MAOI), Desipramin (tricy-

clisch), Venlafaxin (SNRI),

Rolipram (PDE4-Inhibitor)

BMP Vermehrung von ES-Zellen in der Maus (in Kombination mit LIF); [74,75]
Smad-Aktivierung und Hemmung von p38 und ERK

6-Bromindirubin-3"-oxim (BIO) Vermehrung von Mause- und humanen ES-Zellen; GSK3-Hemmung [77]
Gesteigerte Proliferation von Herzvorliuferzellen aus menschlichem Herz [154]

Cardiogenol C

0 N
\©\ )I\/j\ Differenzierung von ES-Zellen zu Herzzellen [86]
” N/ H/\/OH

decHOX-Peptid Gesteigerte Vermehrung von Nabelschurblut-stimmigen HSCs ex vivo; HOX-Mimeti-  [116]
kum

Dehydroepiandrosteron (DHEA)

Gesteigerte Neurogenese im Hippocampus [133]

16,16-Dimethyl-PGE,

HO,
_ Zunahme der HSC-Zahl und der HSC-Repopulation [118]

HO

Angew. Chem. 2008, 120, 5802 - 5823 © 2008 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de 5811


http://www.angewandte.de

Aufsiitze

5812

Tabelle 3: (Fortsetzung)
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Verbindung Wirkung; Mechanismus Lit.
Diethylaminobenzaldehyd
W
HSC-Vermehrung in vitro; Aldehyddehydrogenase-Inhibitor 7
o
Enalapril(
o Gesteigerte Mobilisierung der endothelialen Vorlauferzellen nach ischamischem Stress; [93]
NH O O ACE-Hemmer
Erythropoetin Zunahme zirkulierender himatopoetischer Vorlduferzellen und endothelialer Vorlau-  [88]
ferzellen in EPO-behandelten Patienten
17B-Ostradiol oH Zunahme zirkulierender endothelialer Vorliuferzellen [97]
Zunahme der Osteogenese [161]
G-CSF Mobilisierung von Knochenmarksstammzellen ins periphere Blut [52,98,99]
Verbesserte funktionale Regeneration nach experimentellem Myokardinfarkt [99]
Reduzierte InfarktgréRe und verbesserte funktionale Regeneration nach experimentel- [103,104]
lem Schlaganfall; [103]: in Kombination mit Stammzellfaktor
Gesteigerte Neurogenese aus neuronalen Stammzellen in vitro [104]
GM-CSF Mobilisierung von Knochenmarkszellen ins periphere Blut [87]
GROB HSC-Mobilisierung; CXCR2-Ligand [97]
HGF + IGF-1 Migration, Proliferation und Differenzierung von Herzvorlauferzellen und verbesserte  [157]
funktionale Regeneration nach experimentellem Myokardinfarkt
Hh-Ag 1.2
Q
cl
= Q
N O O Mt@
N S Gesteigerte Proliferation neuronaler Vorlduferzellen; Smoothened-Agonist [122]
NH
/
LIF Vermehrung von murinen ES-Zellen (in Verbindung mit BMP); STAT3-Aktivierung [73]
Lithium Gesteigerte Proliferation neuronaler Vorlauferzellen in Hochdichtekulturen; induzierte [128]
neuronale Differenzierung neuronaler Vorlduferzellen im Hippocampus; ERK/CREB-
Aktivierung
Verstirkte Knochenbildung; Aktivierung der Wnt-Signalgebung [166]
www.angewandte.de © 2008 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2008, 120, 5802 —5823
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Verbindung Wirkung; Mechanismus Lit.
Neurodazin
-, ¢
Erzeugung neuronaler Zellen aus Skelettmuskelzellen [79]
NH
Snat
o
Neuropathiazol |
@\«le\' Induktion neuronaler Differenzierung adulter neuronaler Vorlduferzellen des adulten  [124]
'S I o_- Hippocampus
0
Neuropeptid Y Gesteigerte Proliferation neuronaler Vorlduferzellen des Hippocampus; ERK1/2-Akti-  [136]
vierung
Olmesartan
OH
© R
HO N Ny Zunahme endothelialer Vorlduferzellen in Patienten mit Diabetes mellitus, Typ 2; [92]
= ‘ AT1-Rezeptorantagonist
Oxytocin Differenzierung adulter Sca-1*-Zellen aus adulten Miusen zu Kardiomyocyten [149]
PACAP Gesteigerte Proliferation neuronaler Stammzellen in vitro und in vivo; PKC-abhingige [137]
Wirkung
Parathormon Verstirkte Knochenbildung [164]
Pregnenolon o
Gesteigerte Neurogenese im Hippocampus [134]
HO
Retinsdure
0
| NN Ny Neuronale Differenzierung von Embryoidkérpern [79]
Reversin
HNT N
‘2=< Dedifferenzierung von myogenen generationsgebundenen Zellen zu multipotenten 78]
NN /N mesenchymalen Vorl3uferzellen
O OO
HN N O
/
Rosiglitazon o
| NH Zunahme endothelialer Vorlauferzellen und Férderung der Differenzierung hin zur en-  [90]
N N\/\O S\< dothelialen Entwicklungslinie
() b
=
SCl
Vermehrung von murinen ES-Zellen; Hemmung von RasGAP und ERK1/2 [76]

/

j@\ o F
I N7 N N)K©/k\F
N?Nj\m)\/NIN\’J\o H F
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Verbindung Wirkung; Mechanismus Lit.
Sildenafil Gesteigerte Neurogenese und verbesserte funktionale Regeneration nach experimen-  [131]
K tellem Schlaganfall; PDES5-Inhibitor
0 Gesteigerte Bildung von Neurosphiren aus Zellen der subventrikuldren Zone; gestei- [132]
Q { gerte neuronale Differenzierung von Neurosphiren; Aktivierung des PI3K/Akt-Weges
(\N/S\\O ] N und GSK3-Phosphorylierung/-Inhibierung
N N
/N\) \
0
Statine (z.B. Simvastatin)
Al Gesteigerte Differenzierung endothelialer Vorlduferzellen aus mononukledren Zellen  [89]

../

aus peripherem Blut; Stimulierung des P13K/Akt-Weges

?

TWS119

©\O
N7 \
H NH,

[-Catenin-Signalweges

Neuronale Differenzierung von ES-Zellen; GSK3p-Inhibierung und Aktivierung des [85]

Valproidséure Gesteigerte HSC-Proliferation und Selbsterneuerung; Histondeacetylase-Inhibitor; [115]
GSK3p-Inhibition und HoxB4-Hochregulierung
Induktion neuronaler Differenzierung neuronaler Vorlduferzellen des adulten Hippo-  [130]

o]
\/P)(OH

campus; Histondeacetylase-Inhibitor; NeuroD-Hochregulierung

werden typischerweise in Gegenwart von LIF"* und BMP!™
vermehrt. Die Kombination dieser beiden Faktoren lédsst ES-
Zellen auch ohne Serum und Feeder-Zellen proliferieren. LIF
aktiviert die STAT-Signale, die die Selbsterneuerung be-
schleunigen und die mesodermale und endodermale Diffe-
renzierung hemmen.” BMP hemmt die MAPK-Signale und
die neuroektodermale Differenzierung.”*™ Vor kurzem
wurde in einem chemischen Hochdurchsatzscreening das 3,4-
Dihydropyrimido[4,5-d]pyrimidin-Analogon SC1 identifi-
ziert, das murine ES-Zellen auch in Abwesenheit von LIF
vermehren kann."® Als Angriffspunkte fiir SC1 wurden
RasGAP und ERK1/2 nachgewiesen. BIO (6-Bromindiru-
bin-3"-oxim), ein synthetisches Derivat des Naturstoffs 6-
Bromindirubin (der einer der Bestandteile des aus Mollusken
stammenden echten Purpurs ist), ist ebenfalls in der Lage die
Selbsterneuerung menschlicher und muriner ES-Zellen ohne
Feeder-Zellen zu beschleunigen, indem es die Glycogensyn-
thasekinase 3 (GSK3) hemmt und die Wnt-Signale akti-
viert.[””

Im Vergleich zu murinen ES-Zellen leiten menschliche
ES-Zellen nach Ablosung und Dissoziation aus dem Verband
(Anoikis) schneller die Apoptose ein, was grole Probleme
bei der Manipulation dieser Zellen mit sich bringt, z.B. bei
einer Subklonierung, fiir die man nichtadhédrent wachsende

www.angewandte.de
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Zellen benotigt. Kiirzlich konnte nachgewiesen werden, dass
der selektive Rho-assoziierte Kinaseinhibitor (ROCK) Y-
27632 die durch Dissoziation der Zellen ausgeloste Apoptose
deutlich verringert.”® Der Wirkmechanismus von Y-27632 ist
noch unbekannt, doch zeigt ein anderer ROCK-Inhibitor
(Fasudil) einen #hnlichen Effekt, wihrend Inhibitoren ver-
schiedener, nicht verwandter Kinasen keine Wirkung
hatten.”

Gegenwirtig werden verschiedene Methoden fiir die
Differenzierung von ES-Zellen in spezifische Entwicklungs-
linien verfolgt. Differenzierung zu neuronalen Zellen kann
beispielsweise durch eine Behandlung der Embryoidkorper
(EBs; embryoid body; entspricht etwa dem Blastulastadium)
mit Retinsiure induziert werden!” durch eine mehrstufige
Induktions-/Selektionskultur®™  oder mit spezifischen
Wachstumsfaktoren in serum- und feederzellfreier
Kultur.®"# Eine stabile Differenzierung zu Herzmuskelzel-
len findet man bei spontan differenzierenden ES-Zellen,
wenn sie unter geeigneten Bedingungen kultiviert und durch
die voriibergehende Hemmung des BMP-Signals durch
Noggin stimuliert werden.®™ Im Vergleich dazu erweist sich
die Erzeugung insulinproduzierender Inselzellen komplexer.
Die Zellen miissen fiir die Induktion funktionaler inseldhn-
licher Zellhaufen mehrere Stadien durchlaufen: die endgiil-
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tige Endoderm-Induktion, die Bildung von Pankreasendo-
derm, die endokrine Induktion und Reifung inseldhnlicher
Zellhaufen. Vor kurzem beschrieben Jiang et al. eine Me-
thode fiir die Erzeugung inselédhnlicher Pankreas-Zellhaufen,
die insulinproduzierende Zellen aus menschlichen ES-Zellen
enthielten.[®

Auch wenn in den letzten zehn Jahren grof3e Fortschritte
bei der Differenzierung von ES-Zellen erzielt wurden,
werden bessere Verfahren benoétigt. Dazu untersuchten Ding
et al. eine grof3e Zahl synthetischer niedermolekularer Sub-
stanzen in zellbasierten Phinotyp-Screenings und fanden als
Stimulator der Neurogenese TWS119®) und vier Diamino-
pyrimidine, die die Myogenese von Herzzellen stimulieren,
nimlich Cardiogenol A-D,*! von denen Cardiogenol C am
wirksamsten ist.

5.2. Mobilisierung von Knochenmarksstammzellen

Die Mobilisierung von Knochenmarkszellen ist eines der
Schliisselverfahren, um Stammzellen, Vorlduferzellen, Ma-
krophagen und Monocyten an die Stelle einer Verletzung zu
dirigieren, wo sie die Vaskularisierung induzieren und die
Regeneration unterstiitzen konnen. Die Injektion von G-CSF
ist eine der verbreitetsten Methoden, um HSCs fiir eine
Transplantation zu klinischen Zwecken zu mobilisieren.”
Daneben zeigen auch einige andere pharmakologische Sub-
stanzen wie der granulocyten-/makrophagenkoloniestimulie-
rende Faktor (GM-CSF),®” Erythropoietin,® Statine,®”
Rosiglitazone,™  Ostrogene,”!  Angiotensin-TI-Rezeptor-
Antagonisten®®” und ACE-Inhibitoren®™! eine Wirkung auf
Knochenmarkszellen. HMG-CoA-Reduktaseinhibitoren und
rekombinantes humanes Erythropoietin erhohen die Zahl
zirkulierender endothelialer Vorlduferzellen iiber die PI3-
Kinase/Akt-Signalwege.[®*®) Die Rolle von Angiotensin-II
bei der Mobilisierung endothelialer Vorlduferzellen wurde
durch die Beobachtung geklirt, dass der ACE-Inhibitor Ena-
lapril die Funktion endothelialer Vorlduferzellen iiber den
CD26/Dipeptidylpeptidase-TV-Signalweg moduliert.”!

Man ging lange Zeit davon aus, dass die G-CSF-induzierte
HSC-Mobilisierung durch Proteasen gesteuert wird (z.B. die
Matrix-Metalloproteinase 9 (MMP-9), die neutrophile Elas-
tase und Cathepsin G), die die Mikroumgebung des Kno-
chenmarks verindern, indem sie das vaskulare Zelladhisi-
onsmolekiil-1 und SDF-1 abbauen und dadurch die extra-
zellulidre Matrix umformen.’ Die Hypothese wurde jedoch
durch den Befund infrage gestellt, dass G-CSF die HSC-
Mobilisierung auch in Médusen induzierte, denen die neutro-
philen Serinproteasen fehlen und/oder nachdem sie mit
MMP-9-Inhibitoren behandelt worden waren.” Vor kurzem
berichteten Katayama et al., dass das sympathische Nerven-
system ebenfalls zur Mobilisierung von HSCs beitrégt, indem
es die Expression des SDF-1-Gens in den Osteoblasten der
Knochenmarksnische herunterreguliert.”

Die entscheidende Rolle der SDF-1/CXCR4-Achse bei
der Knochenmarkszellmobilisation wurde auch mithilfe des
spezifischen CXCR4-Antagonisten AMD3100 nachgewie-
sen.” AMD3100 (Plerixafor) befindet sich in der klinischen
Entwicklung als HSC-mobilisierender Wirkstoff fiir Patienten
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mit Non-Hodgkin-Lymphom oder multiplem Myelom.”
Auch andere Chemokine sind méglicherweise an der HSC-
Mobilisierung beteiligt; fiir den CXCR2-Liganden GROf
wurde nachgewiesen, dass er HSCs in Méusen und Affen
effektiv mobilisiert.””!

5.2.1. Die Anwendung stammzellmobilisierender Wirkstoffe zur
Gewebereparatur

G-CSF gilt als moglicher Wirkstoff fiir die Behandlung
von Herzversagen nach Myokardinfarkt, nachdem seine
giinstige Wirkung auf die Herzfunktion und die Kardiogenese
in Tiermodellen des Herzinfarkts gezeigt wurde.”®*’) G-CSF
wurde an Patienten mit akutem Herzinfarkt (AMI, acute
myocardial infarction) oder chronischer Myokard-Ischimie
getestet. Die G-CSF-Behandlung scheint sicher zu sein, und
klinische Tests an Patienten mit AMI verliefen ermutigend.
Allerdings zeigten drei placebokontrollierte Doppelblind-
studien keinen Effekt einer G-CSF-Behandlung.['%-1%

In einem Schlaganfallmodell in der Maus induzierte eine
Kombination von G-CSF und dem Stammzellfaktor SCF in
der Infarktregion Neurogenese von NSCs und MSCs und eine
Wiederherstellung der Gewebefunktion.!'”® In diesem Modell
erwies sich G-CSF + SCF in der subakuten Phase als wirksa-
mer als in der akuten Phase. Man vermutet, dass MSCs ins
periphere Blut mobilisiert werden und zur Verletzungsstelle
wandern konnen, wenngleich die Rolle von MSCs bei der
ZNS-Regeneration noch nicht klar ist. G-CSF hat neben den
Effekten auf das Knochenmark noch weitere Funktionen bei
der ZNS-Regeneration. Dazu gehoren eine direkte prolife-
rationsfordernde Wirkung auf die NSCs und ein protektiver
Effekt auf die Neuronen.'™ G-CSF kann auch die Produk-
tion inflammatorischer Cytokine wie TNF-a, IL-18 und IL-12
hemmen;['%! moglicherweise ist es dieser entziindungshem-
mende Effekt, der eine Rolle bei der ZNS-Regeneration
spielt. In einer kleinen klinischen Studie wurde G-CSF zehn
Patienten 5 Tage lang verabreicht, beginnend zwischen Tag 1
und 5 nach einem Schlaganfall. Dabei zeigte die mit G-CSF
behandelte Gruppe innerhalb von 12 Monaten im Vergleich
zur Kontrollgruppe eine bemerkenswerte Regeneration der
neurologischen Funktionen ohne groere Nebenwirkun-
gen."™ Da G-CSF allerdings voriibergehend die Gerin-
nungsneigung steigern kann,'”! miissen Sicherheit und
Wirksamkeit einer G-CSF-Behandlung an einem groBeren
Patientenkollektiv sorgfiltig untersucht werden.

5.3. Selbsterneuerung und Differenzierung von
Gewebestammzellen

Die Verbesserung der Selbsterneuerung und Differen-
zierung von Gewebestammzellen ist ein weiteres wichtiges
Ziel pharmakologischer Intervention. Gewebestammzellen
kommen in somatischen Geweben normalerweise in einem
Ruhezustand vor, konnen aber voriibergehend durch verlet-
zungsbedingte Signale aktiviert werden, um sich entweder
symmetrisch zu teilen und den Stammzellvorrat aufzufiillen
oder um sich asymmetrisch in eine Tochterstammzelle und
eine Tochtervorlduferzelle zu teilen; letztere schldagt den Weg
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der Differenzierung ein.'®! Dies ist der Hauptunterschied zu
embryonalen Stammzellen, die sich (nur) symmetrisch teilen.
Wiirde man die molekularen Mechanismen der asymmetri-
schen Zellteilung und der verletzungsinduzierten Zellbildung
verstehen, konnte man damit vielleicht einen Durchbruch bei
der Entwicklung von Regenerationstherapien erzielen. In
diesem Abschnitt diskutieren wir das Potenzial chemischer
Ansitze zur Ex-vivo-Vermehrung von HSCs und zur Modu-
lation verletzungsinduzierter Neurogenese, Kardiogenese,
Osteogenese und Genese von (-Inselzellen.

5.3.1. In-vitro-Vermehrung von HSCs

Kombinationen hédmatopoetischer Cytokine, darunter
SCEF, der Flt3-Ligand, Thrombopoietin und IL-6/16slicher IL-
6-Rezeptor koénnen HSCs in einem SCID-Repopulations-
Zellassay im Vergleich zur Kontrolle erheblich vermehren.""!
Allerdings verbesserten durch Cytokine vermehrte HSCs aus
Nabelschnurblut nicht die Wirksamkeit von Transplantatio-
nen in der klinischen Anwendung,''” sodass eine weitere
Verbesserung der HSC-Vermehrung erforderlich ist. Aus
aktuellen Untersuchungen geht hervor, dass die Signalwege
von Notch,"" HOXB4,'” Wnt!"*) und BMP!"* die HSC-
Selbsterneuerung regulieren. Gesucht werden Verbindungen,
die die Effekte dieser Signalwege nachahmen.

Valproidsdure stimuliert die Selbsterneuerung von HSCs
durch die Inhibierung von GSK3p und die gleichzeitige Ak-
tivierung der Wnt-Signalkaskade und des HOXB4-Gens.['"!
Ein Peptid, das das YPWN-Motiv aus dem HOX-Protein
enthilt (,,Lockvogel®), verstirkt die Ex-vivo-Vermehrung der
HSCs aus menschlichem Nabelschnurblut, indem es die
HOX-Funktion nachahmt.'"®! Auch die Hemmung der Al-
dehyddehydrogenase mit Diethylaminobenzaldehyd indu-
ziert die HSC-Expansion, indem die Produktion endogener
Retinoide inhibiert wird, was die Differenzierungssignale
abschwiicht."'”! Ein weiteres Ergebnis dieser Untersuchung
war, dass die Hemmung der Aldhyddehydrogenase auch die
Expression von HOXB4 in humanen HSCs hochreguliert, was
zur verstiarkten Vermehrung beitragen konnte.

Um neue Modulatoren der HSC-Vermehrung zu finden,
wurde eine Verbindungsbibliothek in einem Zebrafisch-
Assay durchsucht."® Mit Linolsdure nahm die Zahl der
HSCs zu, wihrend sie mit Celecoxib, einem Cyclooxygena-
sehemmer, in diesem System abnahm. Weil PGE, der wich-
tigste Effektor aus der Gruppe der Prostaglandine im Ze-
brafisch ist, wurde PGE, als moglicher HSC-Modulator ndher
untersucht. Mit dem stabilen PGE,-Derivat 16,16-Dimethyl-
PGE, lieB sich nachweisen, dass PGE, die Proliferation von
Miuse-HSCs induziert.'® Aus dieser Studie ldsst sich au-
Berdem ableiten, dass die Verabreichung von COX-Inhibi-
toren an Patienten, die eine HSC-Transplantation erhielten,
die Wiederherstellung der hdmatopoetischen Funktionen
beeintréachtigen kann.

5.3.2. Verletzungsinduzierte Neurogenese
Auch wenn nach einem Schlaganfall eine gewisse spon-
tane verletzungsinduzierte Neurogenese beobachtet werden

kann,"" ist die Zahl der neuen Neuronen aus NSCs geringer
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als die Zahl der abgestorbenen Neuronen. Ein Wirkstoff, der
Neurogenese induzieren kann, konnte einen grofien thera-
peutischen Fortschritt bei der Behandlung degenerativer
ZNS-Erkrankungen bedeuten. Es ist aber entscheidend, dass
ein Induktor der Neurogenese nur fiir die Regeneration ver-
lorenen Gewebes sorgt (Anzahl, Typ und Lokalisierung der
Neuronen), denn unspezifische, konstitutive Neurogenese
konnte schwere Nebenwirkungen wie Epilepsie und erhohten
Schiadelinnendruck verursachen. Um ,,umgebungsspezifi-
sche“ Neurogenese-Induktoren entwickeln zu konnen,
missen die Mechanismen der physiologischen Neurogenese
aufgeklédrt und die biologischen Schliisselaktivitéiten identifi-
ziert werden, die die Proliferation, Differenzierung, Migrati-
on und das Uberleben der Zellen auf dem Weg von NSCs zu
voll ausdifferenzierten Neuronen kontrollieren.

Gegenwirtig steht die Entwicklung von Substanzen, die
die Proliferation oder Differenzierung von NSCs und Vor-
lauferzellen fordern, im Blickpunkt des Interesses. Wachs-
tumsfaktoren und neurotrophe Faktoren konnen Proliferati-
on und Differenzierung von NSCs induzieren. Die systemi-
sche Applikation von Wachstums- und neurotrophen Fakto-
ren war jedoch nicht erfolgreich, beispielsweise weil sie die
Blut-Hirn-Schranke nur schlecht iiberwinden; auBerdem
konnen sie erhebliche Nebenwirkungen wie Schmerz (BDNF
und NGF)!"® oder Animie (FGF-2)"?! auslosen. Ein alter-
nativer Ansatz ist die Suche nach niedermolekularen Sub-
stanzen, die die Wachstumsfaktoren und neurotrophen Fak-
toren substituieren konnen. Beispiele dafiir sind Smoothe-
ned-Agonisten, die das Hh-Signal verstirken, und der
Verstarker des Wnt-Signals, 2-Amino-4-[3,4-(methylendi-
oxy)benzylamino]-6-(3-methoxyphenyl)pyrimidin.!?! Da Hh
und Wnt allerdings eine Reihe von Funktionen innerhalb und
auBlerhalb des ZNS haben, ist noch unsicher, ob diese Ver-
bindungen die erforderliche Spezifitit an der verletzten Stelle
zeigen. Um diese Fragen zu kldren, wurde ein Hoch-
durchsatzscreening mit kultivierten adulten NSCs auf NSC-
spezifische Neurogenese-Induktoren durchgefiihrt. Dabei
wurden aus 50000 Verbindungen 4-Aminothiazolderivate
identifiziert, die die neuronale Differenzierung auslosen
konnen.'” AuBerdem wurden mit einer umfassenden Profi-
lierung der Zielgene neue Angriffspunkte fiir Wirkstoffe ge-
funden, die die Neurogenese beeinflussen.'

Abgesehen von diesen Versuchen, neue Verbindungen
und Targets zu finden, wurde auch von neuroregenerativen
Effekten einiger bekannter Wirkstoffe berichtet. So haben
Antidepressiva mit unterschiedlichen molekularen Angriffs-
stellen die Fihigkeit, Neurogenese im Hippocampus zu in-
duzieren."® Die zugrundeliegenden molekularen Mechanis-
men der Neurogenese konnten noch nicht aufgeklart werden,
es wurde aber berichtet, dass Antidepressiva die Produktion
von BDNF erhéhen.'” Das stimmungsaufhellende Lithium
induziert ebenfalls Proliferation und Differenzierung von
NSCs im Hippocampus in vitro und in vivo,"*! und Lithium
steigert auch die Produktion von BDNE."®! Der stimmungs-
aufhellende und antiepileptische Wirkstoff Valproidsdure
fordert die Neurogenese durch Hemmung der Histondeace-
tylase.™ Sildenafil, ein PDE-V-Inhibitor, steigerte die
cGMP-Konzentration im Gehirn und forderte die Neuroge-
nese in einem Schlaganfallmodell;"*!! die hohere cGMP-
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Konzentration wurde einer Forderung der neuronalen Re-
generation iiber die Aktivierung der Akt/PI3-Kinase in NSCs
zugeschrieben.['*?!

Auch Hormone und Neurotransmitter konnen Neuroge-
nese induzieren. Auller von IGF-1, Ostrogen, Prolactin und
den Schilddriisenhormonen ist die Induktion der Proliferati-
on/Differenzierung von NSCs auch von anderen Hormonen
wie Dehydroepiandrosteron,*¥ Pregnenolonsulfat! und
Allopregnanolon™®! bekannt, dariiber hinaus auch von Neu-
ropeptid Y,1*! PACAP!*" und Neurotransmittern wie Dop-
amin, Serotonin, Norepinephrin und Acetylcholin.!*14!

Die meisten Untersuchungen iiber verletzungsinduzierte
Neurogenese haben sich mit Schlaganfall befasst. Wieviele
der dabei erworbenen Kenntnisse sich auf andere Indikatio-
nen wie chronisch neurodegenerative Erkrankungen tiber-
tragen lassen, ist noch offen. Es gibt einige Hinweise auf eine
gesteigerte Neurogenese bei Parkinson-Patienten, doch muss
dies noch bestitigt werden.*? Verletzungsinduzierte Neuro-
genese wurde im Gehirn von Alzheimer-Patienten nicht
nachgewiesen. Wenn jedoch transgene Tiere, die eine Amy-
loidablagerung aufweisen, Umgebungsbedingungen ausge-
setzt werden, die die Neurogenese im Hippocampus steigern,
wird die Amyloidablagerung reduziert.'*” Man kann also
annehmen, dass eine Umgebung, die die Neurogenese for-
dert, die Entstehung und Ablagerung von Amyloid unter-
driickt. Die Aufkldrung der zugrundeliegenden molekularen
Mechanismen konnte neue Angriffspunkte fiir die Behand-
lung der Alzheimerschen Krankheit liefern.

5.3.3. Verletzungsinduzierte Kardiogenese

Wie von den Neuronen des ZNS nahm man auch vom
postnatalen Herzen an, dass es ein postmitotisches Organ sei,
dessen einzige Reaktion auf den Verlust von Kardiomyocyten
die Hypertrophie der verbleibenden Myocyten ist.'*!l In einer
Studie von 1998 wurde jedoch die Proliferation von Myocyten
in gesunden menschlichen Herzen und eine verstéirkte Proli-
feration nach AMI nachgewiesen.'**! Offenbar ist das Herz
also zur proliferativen Homoostase fahig, sodass die Myocy-
ten-Proliferation zumindest teilweise das infarktbedingte
Absterben von Myocyten ausgleichen kann. Einer der wich-
tigsten Durchbriiche auf diesem Gebiet in den letzten Jahren
war die Isolierung moglicher Herzvorlduferzellen aus post-
natalen Herzen.['**15) Wegen der sehr niedrigen Teilungsrate
unter normalen Bedingungen werden die Untersuchungen
iiber verletzungsinduzierte Kardiogenese und die Rolle der
Herzvorlduferzellen kontrovers diskutiert.

Bei akutem Infarkt steigt der Durchsatz der Kardio-
myocyten an, und der Nettoeffekt ist positiv (pro Tag werden
mehr neue Zellen gebildet als absterben).® Bei chroni-
schem Myokardinfarkt wird dieser Nettoeffekt jedoch nega-
tiv. Trotz des Netto-Anstiegs der Myocytenbildung in der
akuten Phase des Infarkts reicht die spontane Kardiogenese
daher oft nicht aus, um eine vollstindige Wiederherstellung
der Funktion zu erreichen.

Die meisten Herzvorlduferzellen exprimieren funktionale
Rezeptoren fiir den Hepatocytenwachstumsfaktor HGF und
fir IGF-1. Ausgehend von der Hypothese, dass Herzvorlédu-
ferzellen in der Infarktregion absterben, wurden die Effekte
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von HGF und IGF im Hinblick auf eine gesteigerte Rekru-
tierung von Herzvorlduferzellen aus unverletzten Gewebe-
regionen (durch HGF) und eine Stimulation der Proliferation
und Differenzierung der Herzvorlauferzellen (durch IGF-1)
untersucht.*” Die Verabreichung von HGF und IGF-1 in
einem Infarktmodell in der Maus stimulierte die Myocyten-
regeneration und die Neubildung von GefiBen.™” Die Pro-
liferation der Herzvorlduferzellen kann beispielsweise auch
durch GSK3p-Inhibitoren aktiviert werden,>¥ die Differen-
zierung zu Cardiomyocyten durch FGF-20'¥! oder Oxyto-
cin.'! Eingehende Untersuchungen der verletzungsindu-
zierten Kardiogenese sollten neue Angriffspunkte fiir eine
Therapie mit dem Ziel der Herzregeneration finden.

5.3.4. Osteogenese

Zwei Typen von Zellen sind an der Formung von Knochen
beteiligt: die Knochen auflésenden Osteoklasten und die
Knochen bildenden Osteoblasten."™ Die Balance zwischen
diesen beiden Aktivitdten sorgt fiir die Erhaltung der Kno-
chensubstanz wihrend des Lebenszyklus. Bei Osteoporose-
patienten fiithrt ein Ungleichgewicht in diesem System zum
Verlust von Knochensubstanz. In den Osteoblasten werden
Ostrogenrezeptoren exprimiert, und Ostrogen hat eine posi-
tive Wirkung auf die Knochenbildung."**1*! Weil der Einsatz
von Ostrogenen mit einem erhéhten Risiko fiir Gebérmutter-
und Brustkrebs einhergeht, werden selektive Ostrogen-
rezeptor-Modulatoren (SERMs) wie Raloxifen fiir Praventi-
on und Behandlung von Osteoporose eingesetzt. Tm Ide-
alfall hitte ein SERM fiir die Osteoporosebehandlung ant-
agonistische Effekte auf Brust und Gebarmutter und ago-
nistische Effekte auf den Knochen.'™ Humanes Parathor-
mon ist ein weiterer Wirkstoff, der sich bei der Behandlung
postmenopausaler Osteoporose bewihrt hat.['

Es ist allgemein anerkannt, dass die Proteine der Hed-
gehog-Familie und die Gruppe der morphogenen Knochen-
proteine die Knochenbildung wihrend der Embryogenese
regulieren. Vor kurzem wurde gezeigt, dass der Wnt-Signal-
weg zur Knochenbildung beim Erwachsenen beitriigt.[')
Eine einer pharmakologischen Intervention sehr gut zu-
gingliche Zielstruktur in diesem Signalweg ist GSK3(;
GSK3p-Inhibitoren induzieren die Differenzierung von
Osteoblasten und die Knochenbildung.!"*®!

5.3.5. Erzeugung von f-Inselzellen

Die Suche nach Regenerationsmoglichkeiten fiir Pan-
kreasinselzellen wird ebenfalls intensiv betrieben. Drei
Hauptwege zur Erzeugung neuer -Zellen im adulten Pan-
kreas wurden vorgeschlagen: 1) Neogenese aus duktalen
Vorlduferzellen, 2) Proliferation existierender f-Zellen,
3) Transdifferenzierung pankreatischer exokriner Vorldufer-
zellen.® Die Studien werden allerdings kontrovers diskutiert
— letztlich wegen dem unter normalen Umsténden sehr be-
grenzten Durchsatz dieser Zellen. Das glucagondhnliche
Peptid 1 (GLP-1) und das verwandte Peptid Exendin-4 ver-
hindern Diabetes, indem sie die $-Zellmasse durch Hemmung
der Apoptose vergroBern.'”! Daher konnte neben der Zell-
ersatztherapie mit 3-Inselzellen aus ES eine medikamentdse

www.angewandte.de

Chemie

5817


http://www.angewandte.de

Aufsiitze

5818

Behandlung ein weiterer wichtiger Ansatz zur regenerativen
Behandlung von Diabetes sein.

5.4. Tumorstammzellen

Trotz der langen Geschichte der Krebsforschung wurde
der Ursprung von Tumoren des Menschen noch nicht iden-
tifiziert. Lange glaubte man, dass Tumoren von somatischen
Zellen abstammen, in denen DNA-Mutationen mit sechs
Charakteristika akkumulieren: 1) Autarkie bei Wachstums-
signalen, 2) Unempfindlichkeit gegen wachstumshemmende
Signale, 3) Vermeidung der Apoptose, 4) invasives Wachstum
und Metastasierung, 5) unbegrenztes Teilungspotential und
6) nachhaltige Angiogenese.'® In jiingerer Zeit wurde
mehrfach das Auftreten einer geringen Zahl tumorinitiie-
render Zellen in vielen, aber nicht in allen Tumoren nach-
gewiesen (bezeichnet als Tumorstammzellen). Davon ausge-
hend wurde eine neue Hypothese aufgestellt, nach der Tu-
moren durch eine Funktionsstorung von Gewebestammzellen
entstehen konnen. So sind viele Gene, die als Onkogene
identifiziert wurden (z. B. Wnt, Sonic Hedgehog Shh, Notch,
Bmi-1) mit der Stammzellfunktion verkniipft.'® 1" AuBer-
dem sind Gewebestammzellen anfillig dafiir, DNA-Muta-
tionen und epigenetische Verdnderungen anzusammeln, da
sie wihrend eines ganzen Lebens in somatischen Geweben
existieren. Die Rolle der Krebsstammzellen in der Patho-
physiologie menschlicher Tumoren ist noch weitgehend
unklar. Wo sie existieren, wére ihre Eliminierung aber die
Voraussetzung fiir eine Heilung. Gegenwirtig zielen die
meisten pharmakologischen Ansitze zur Ausschaltung von
Tumorstammzellen auf Signalwege wie Wnt, Shh und Notch,
die auch an normalem Tumorzellwachstum beteiligt sind.
Cyclopamin, ein Steroid-Alkaloid, hemmt die Shh-Signal-
kette spezifisch und hemmt auch das Tumorwachstum im
Gehirn.'""! Gleevec (ST1571/Imatinib-Mesylat) ist ein Tyro-
sinkinaseinhibitor, der die p-Catenin-Aktivitdt bei Dick-
darmkrebs im Menschen hemmt.['? y-Secretase-Inhibitoren
unterbrechen das Notch-Signal, und verschiedene Inhibitoren
wie N-[N-(3,5-Difluorphenacetyl)-L-alanyl]-S-phenylglycin-
tert-butylester (DAPT), Dibenzazepin, IL-X (cbz-IL-CHO)
und andere konnen das Tumorwachstum unterdriicken und
Apoptose  einleiten.'”™ Ein anderer Notch-Inhibitor,
MKO0752, befindet sich in der klinischen Phase I gegen akute
lymphoblastische T-Zell-Leukdmie und fortgeschrittenen
Brustkrebs.'”! Ergebnisse aus Langzeitstudien mit Verbin-
dungen, die gegen Tumorstammzellen und gegen ,,normale*
Tumorzellen gerichtet sind, sollten zu einem besseren Ver-
standnis der Rolle der Tumorstammzellen fiir Krankheits-
verlauf und Therapieergebnis beitragen.

5.5. Umprogrammierung von Gewebestammzellen

Wie in Abschnitt 3.5.1 diskutiert, werden Mutationen der
DNA und epigenetische Verdnderungen als Hauptgriinde fiir
stammzellintrinsische Fehlfunktionen angesehen. Die Telo-
merverkiirzung begrenzt die Teilungsfihigkeit humaner
Stammzellen durch die Aktivierung der DNA-Schadensant-
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wort. Wie schon erwéhnt, ist die Hemmung von p21 (Cdknla,
Clipl und Wafl) ein potenzieller Ansatz, um altersbedingte
Stammezellfehlfunktionen, die durch die Telomerverkiirzung
ausgelost werden, zu unterdriicken, ohne die Tumorbildung
zu beschleunigen, und um die proliferative Homoostase und
die verletzungsinduzierte Zellbildung in Patienten mit Telo-
merfunktionsstérung zu verbessern.*”!

In aktuellen Untersuchungen konnte sicher nachgewiesen
werden, dass epigenetische Verdnderungen sowohl bei Er-
krankungen als auch in der normalen Entwicklung beim
Menschen eine Rolle spielen.[*#173 Ein allgemeines Prinzip
von epigenetisch bedingten Erkrankungen sind Defekte in
der phénotypischen Plastizitidt, also in der Féhigkeit der
Stammzellen, ihre Funktion als Reaktion auf interne oder
externe Umgebungssignale zu verdndern. Ziel der therapeu-
tischen Forschung auf diesem Gebiet ist es, die Mechanismen
der altersabhingigen epigenetischen Modifikation von Ge-
webestammzellen zu identifizieren und pharmakologische
Therapiemoglichkeiten zu schaffen, um den ungeeigneten
epigenetischen Status gealterter Gewebestammzellen zu re-
programmieren. Dazu miissen wir Biomarker fiir normale
Stammzellen, gealterte Stammzellen und pridonkogene
Stammzellen identifizieren. INK4a/ARF, ein Tumorsuppres-
sorgen, konnte ein Biomarker sein, um zwischen normalen
Stammzellen, alternden Stammzellen und Tumorstammzellen
zu unterscheiden.'™ Die Anhiufung von p16™%* in altern-
den Stammzellen wurde bereits nachgewiesen. Andererseits
wird die Spaltung von p16™** als Zeichen fiir Krebs ange-
sehen. So lésst sich die Expression von p16™%* vielleicht als
Ersatz-Biomarker in der Diagnostik und Wirkstoffforschung
verwenden.

In neueren Experimenten wurde gezeigt, dass der Trans-
fer der Gene Oct4, Sox2, c-Myc und Klf4 in somatische Zellen
adulter Méuse diese in ESC-dhnliche pluripotente Stamm-
zellen verwandelt."””! Dieses iiberraschende Ergebnis lisst es
moglich erscheinen, aus alternden oder prd-onkogenen Ge-
webestammzellen normale Gewebestammzellen zu gewin-
nen, obwohl man dazu moglicherweise andere Faktoren be-
notigt als die, mit denen man somatische Zellen umpro-
grammieren kann. Ziel der Wirkstoffsuche ist in diesem Fall,
niedermolekulare chemische Verbindungen oder biologische
Priparate zu finden, mit denen eine Umprogrammierung
differenzierter Gewebezellen und/oder gealterter Gewebe-
stammzellen induziert werden kann. Dazu durchmusterten
Chen et al. eine Bibliothek kleiner heterocyclischer Verbin-
dungen, darunter 2,6-disubstituierte Purine, auf ihre Fahig-
keit, die Dedifferenzierung der generationsgebundenen
Myoblasten-Zelllinie C2C12 zu induzieren und fanden 2-(4-
Morpholinoanilino)-6-cyclohexylaminopurin (Reversin), das
C2C12-Zellen in multipotente Vorlduferzellen umwandeln
kann; die Zellen konnen sich anschlieSend in Adipocyten und
Osteoblasten differenzieren."”” Williams et al.l'”” konnten
auch zeigen, dass sich C2C12-Zellen oder mononukledre und
Satellitenzellen aus menschlichen Skelettmuskeln durch eine
Behandlung mit Neurodazin zur Entwicklung eines neuro-
nalen Phinotyps anstofen lassen. Neurodazin wurde bei
einem Neurogenese-Screening von etwa 300 Imidazolderiva-
ten identifiziert. Die Ergebnisse belegen, dass Ansitze zur
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Umprogrammierung von Zellen mit niedermolekularen
Substanzen erfolgreich sein konnen.

6. Translationale Medizin mit humanen pluripoten-
ten Stammzellen

Unterschiede in den pharmakologischen Effekten zwi-
schen Tieren und Menschen konnen ein Hindernis bei der
Auswahl geeigneter Wirkstoffkandidaten fiir die weitere
Entwicklung sein. Techniken, die die Ubertragung von Er-
kenntnissen aus Tierexperimenten in die klinische Anwen-
dung ermoglichen, sind dringend erforderlich fiir die Ver-
besserung der Produktivitdt der Wirkstoffentwicklung. Zu
diesen gehoren In-vitro- und In-vivo-Testsysteme, die die
Effekte im Menschen nachahmen.

Neben humanen ES-Zellen ist es vielleicht auch mdglich,
ES-Zell-dhnliche Stammzellen aus den Keimdriisen zu iso-
lieren™ oder sie aus adulten somatischen Zellen durch den
Transfer von somatischen Zellkernen zu erzeugen.!'™! Solche
pluripotenten Stammzellen konnen in gewissem Umfang in
vitro gezielt zu adulten somatischen Zellen und somatischen
Stammzellen differenziert werden. Zellen und Gewebe, die
aus pluripotenten Stammzellen differenziert wurden, sollten
den In-vivo-Status besser widerspiegeln als konventionelle
Zelllinien. Aulerdem konnen adulte somatische Stammzellen
komplexe humane Gewebe bilden, wenn sie in immundefi-
ziente Méuse transplantiert werden. Humane Stammzellen
konnten also fiir In-vitro- und In-vivo-Testsysteme eingesetzt
werden, die den tatsdchlichen biologischen Zustand im
Menschen nachahmen.

Humane pluripotente Stammzellen aus einem Umpro-
grammierungsansatz sind zwar noch nicht verfiigbar. Die
Technologie wire aber ein sehr effektives Werkzeug fiir die
translationale Medizin und fiir die Erzeugung menschlicher
Zellen und Gewebe mit spezifischen genetischen Eigen-
schaften. Mithilfe pluripotenter Stammzellen lieBen sich Ef-
fekte und Nebenwirkungen von Wirkstoffkandidaten vor-
hersagen, die durch genetische Polymorphie hervorgerufen
werden.

Die Verwendung menschlicher pluripotenter Stammzel-
len fiir unterschiedlichste Fragestellungen der Wirkstoffent-
wicklung macht die Entwicklung von Technologien nétig, die
eine prézise Regulierung ihres Wachstums und ihrer Diffe-
renzierung ermoglichen.

7. Schlussfolgerungen

Kenntnisse iiber Stammzellen und Methoden zu ihrer
Verwendung ermoglichen géinzlich neue Richtungen in der
Wirkstoffentwicklung und der Therapie. Urspriinglich war die
regenerative Medizin darauf gerichtet, mithilfe der Stamm-
zelltechnologien einen Beitrag zur Zelltherapie zu leisten.
Der Fortschritt in der Entwicklungsbiologie und der Biologie
adulter Stammzellen erdffnet nun aber neue Perspektiven zur
Behandlung degenerativer Erkrankungen. Wir glauben, dass
Technologien auf der Basis von adulten und embryonalen
Stammzellen das Potenzial fiir innovative Therapien haben,
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die die Lebensqualitét in einer alternden Gesellschaft ent-
scheidend verbessern werden.*!

Abkiirzungen

ACE Angiotensin umwandelndes Enzym

AMI akuter Myokardinfarkt

AT1 Angiotensin II Typ 1 (-Rezeptor)

BDNF hirnstimmiger neurotropher Faktor

BMP morphogenetisches Knochenprotein

cGMP cyclisches Guanosinmonophosphat

CHF kongestive Herzinsuffizienz

CLI Ischdmiesyndrom

ZNS Zentralnervensystem

COX Cyclooxygenase

CREB Bindeprotein des cAMP-Response-Ele-
ments

DNA Desoxyribonucleinsédure

EB Embryoidkorper

EG embryonale Keimzelle

EPC endotheliale Vorlduferzelle

EPO Erythropoietin

ERK extrazelluldre signalregulierte Kinase

ES embryonale Stammzelle

FGF Fibroblasten-Wachstumsfaktor

G-CSF granulocytenkoloniestimulierender Faktor

GH ‘Wachstumshormon

GLP glucagondhnliches Peptid

GM-CSF granulocyten-/makrophagenkoloniestimu-
lierender Faktor

GSC Keimbahnstammzelle

GSK Glycogensynthasekinase

GVHD GewebeabstoBung (graft versus host dise-
ase)

HGF Hepatocytenwachstumsfaktor

Hh Hedgehog

HMG-CoA 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA

HSC hidmatopoetische Stammzelle

IBRI Institute for Biomedical Research and In-
novation

IGF insulindhnlicher Wachstumsfaktor

IL Interleukin

LIF Leukédmie hemmender Faktor

MAPK mitogenaktivierte Proteinkinase

MAPC multipotente adulte Vorlduferzelle

MMP Matrix-Metalloproteinase

MPC mesenchymale Vorlduferzelle

MSC mesenchymale Stammzelle

NGF Nervenwachstumsfaktor

NIH National Institutes of Health

NSC neuronale Stammzelle

PACAP hypophysires adenylatcyclaseaktivierendes
Polypeptid

PAO peripherer arterieller Verschluss

PDE Phosphodiesterase

PGE Prostaglandin E

PI3 Phosphatidylinositoltriphosphat

PKC Proteinkinase C
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ROCK Rho-assoziierte Kinase

SCF Stammzellfaktor

SCID schwerer kombinierter Immundefekt

SDF Stromazell-Faktor

SERM selektiver Ostrogenrezeptormodulator

STAT Signaliibermittler und Transkriptionsakti-
vator

TNF Tumornekrosefaktor
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