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Multizellulire Gewebe-~ und Organkultursysteme

Die Erfindung betrifft Verfahren zur Herstellung multizellu-
larer Gewebe- und Organkultursysteme, diese Systeme selbst
und deren Verwendung filir verschiedene medizinische Zwecke,

insbesondere Implantationen.

Zur Wiederherstellung oder Ubernahme der Funktion eines ge-
schédigten'oder fehlenden Gewebes oder Organs ist die Trans-

plantation natiirlicher Gewebe oder Organe von einem anderen

-Spender oder, falls méglich, dem betroffenen Individuum

selbst eine seit langem bekannte und etablierte Praxis. Auf-
grund des stdndigen Mangels an geeigneten Spendergeweben und
—organen und anderer Nachteile natlirlicher Gewebe, z.B. Ab-
stoBungsreaktionen und das Risiko einer Krankheitsibertragung
vom Spender auf den Empfénger, richten sich viele Anstrengun-
gen auf die Herstellung kiinstlicher Gewebe und Organe als Al-

ternative.

Eine Ubliche Vorgehensweise ist dabei die Bereitstellung ei-
ner Trdger- oder Matrixstruktur aus korpervertrdglichem Mate-
rial, die mit differenzierten Zellen des Zielgewebes besie-
delt wird, und die Kultivierung der Zellen in vitro, bis eine
eine gewebeartige Zellstruktur entstanden ist. Die differen-
zierten Zellen werden entweder aus Kulturen von explantierten
Gewebeproben oder aus Stammzellen, die zur Differenzierung
angeregt wurden, erhalten. Die Verwendung von Stammzellen er-
laubt in vielen F&llen eine schnellere Herstellung groferer
Mengen der gewilinschten Zellen. Herkoémmlicherweise werden da-
bei jeweils reine Zellpopulationen eines bestimmten Typs her-

gestellt. Die meisten der im Stand der Technik bekannten in
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vitro-Organe oder in vitro-Gewebe sind insofern nachteilig,
als sie selbst nach Implantation und l&ngerer Verweilzeit im
Korper nicht die Gewebestruktur aufweisen bzw. ausbilden, die
dem morphologischen Aufbau des nativen Gewebes oder Organs
entspricht. Dies gilt in der Regel selbst dann, wenn die Tra-
germatrix mit mehreren unterschiedlichen Populationen von ge-

webetypischen Zellen besiedelt wurde.

“Ein anderer Ansatz zur Behandlung von degenerativen Erkran-

kungen bzw. Schidigungen von Geweben und Organen unter Ver-
wendung von Stammzellen besteht darin, die Stammzellen
und/oder davon abgeleitete differenzierte Zellen direkt in

das geschddigte Gewebe/Organ zu implantieren, um dort ver-

‘mehrt zu werden und zu einer Regeneration des geschaddigten

Gewebes/Organs zu fihren. Auch hier steht herkémmlicherweise
die Implantation bzw. Regeneration eines bestimmten Zelltyps
im Vordergrund. Das Problem ist jedoch, daB bei sehr vielen
DegeneratiOnserscheinungen bzw. Schadigungen verschiedener
Organe immer eine Vielzahl von Zellen beteiligt ist, so sind
z.B. in der Haut neben Fibroblasten oft auch Keratinozyten,
Epithelzelien und Blutgefédfe mit betroffen. Bei Nervenschadi-
gungen miussen oft auch Gliazellen mit ersetzt werden und Mus-
kelschadigungen bedeuten oft auch Zerstérungen der sie be-

gleitenden Nerven.

- Demgem&f besteht eine Aufgabe der Erfindung darin, verbesser-

"te multizelluldre Gewebe- und Organkultursysteme bereitzu-

stellen, insbesondere humane Systeme, die aus mehreren ver-
schiedenen Zelltypen aufgebaut sind und natirliche Gewebe-
bzw. Organstrukturen aufweisen oder das Potenzial zu deren
Entwicklung besitzen. Eine damit in Zusammenhang stehende
Aufgabe ist die Bereitstellung von Behandlungsverfahren unter

Verwendung dieser Gewebe- und Organkultursysteme zur Wieder-
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herstellung oder Ubernahme der Funktion geschiddigter oder

fehlender Organe innerhalb oder auBerhalb des geschdadigten

- Korpers.

Die vorliegende Erfindung beruht auf dem Befund, daR multipo-

tente oder pluripotente adulte Stammzellen, wie sie aus e-

.xokrinem Drisengewebe gewonnen werden kénnen (PCT

2004/003810), mit einfachen Mitteln zur Aggregierung und Dif-

~ferenzierung in dreidimensionale Zellaggregate, sogenannte

‘organoide Kérper oder Organoid Bodies, veranlasst werden k&én-

nen, welche bereits ohne Zugabe spezieller Differenzierungs-
faktoren ein Spektrum verschiedener Zelltypen enthalten. Die
organoiden Korper wachsen bei ausreichender Nahrstoffversor-
gung stédndig weiter und entwickeln gewebe- oder organartige
Strukturen, in diesem Stadium werden sie auch als Gewebekdr-
per bezeichnet. Aufgrund ihres multizelluldren Aufbaus und
der bereits vorhandenen Anlage zur Ausbildung gewebe- und or-
ganartiger‘Strukturen sind diese organoiden Korper das idea-
le Ausgangsmaterial zur Herstellung von multizellul&dren Gewe-
be -und Organkultursystemen, deren Struktur der von nativen
Geweben bzw. Organen weitgehend entspricht oder die im Korper

zur Bildung solcher nativer Strukturen fiihren.

Somit werden die obengenannten Aufgaben erfindungsgemdll ge-
16st durch die Verfahren zur Herstellung multizelluldrer Ge-
webe- und Organkultursysteme gemdB den Ansprichen 1-21, die
Gewebe- und Organkultursysteme gemdB Anspruch 22 sowie die
Verwendungen dieser Gewebe- und Organkultursysteme zur Wie-
derherstellung oder Ubernahme der Funktion geschadigter oder
fehlender Organe nach den Ansprilichen 23-27 und deren Verwen-

dung zur Produktion gewebe- oder organspezifischer Substanzen

.nach Ahspruch 28.
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Zur Bildung der erfindungsgemdll verwendeten organoiden Korper
oder Organoid Bodies werden multipotente oder pluripotente
adulte Stammzellen verwendet. Vorzugsweise werden diese plu-

ripotenten Stammzellen aus exokrinem Driisengewebe isoliert.

Das exokrine Drilisengewebe kann von einem erwachsenen Indivi-

duum oder juvenilen Individuum stammen. Der Begriff "adult”,

 wie in der vorliegenden Anmeldung verwendet, bezieht sich so-

mit auf das Entwicklungsstadium des Ausgangsgewebes und nicht

-auf dasjenige des Donors, aus dem das Gewebe stammt. “Adulte”

Stammzellen sind nicht-embryonale Stammzellen.

Vorzugsweise wird das exokrine Driisengewebe aus einer Spei-
cheldriise, Tranendrise, Talgdrise, SchweiBdrlse, aus Driisen

des Genitaltrakts, einschlieRlich Prostata, oder aus gastro-

" intestinalem Gewebe, einschlieBlich Pankreas, oder sekretori-

schem Gewebe der Leber isoliert. In einer stark bevorzugten
Ausfihrungsform handelt es sich dabei um acindres Gewebe.

Ganz besonders bevorzugt stammt das acindre Gewebe aus dem

- Pankreas, der Ohrspeicheldriise oder Unterkieferspeicheldrise.

Die aus solchen Quellen erhaltenen adulten Stammzellen sind
leicht zu isolieren und in einer stabilen Langzeitkultur ohne
Feederzellschicht oder spezielle Zusdtze im weitgehend undif-
ferenzierten Zustand zu halten. Der Begriff Feederzellen, wie
hier verwéndet, umfasst alle Zellen, die das Wachstum der ei-
gentlich zu kultivierenden Zellen dadurch férdern, dass sie
Wachstumsfaktoren freisetzen und/oder eine extrazelluldre
Matrix bereitstellen, bzw. die Differenzierung der Stammzell-

kultur verhindern.

Diese adulten Stammzellen kdnnen ohne Zusatz spezieller

Wachstums- oder Differenzierungsfaktoren auf einfache Weise
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zur Differenzierung angeregt werden, indem sie unter r&umli-
chen Bedingungen kultiviert werden, welche fir einen dreidi-
mensionalen Kontakt der Zellen sorgen. In einer bevorzugten

Ausfihrungsform sind diese Bedingungen die Kultivierung in

A;héngenden'Tropfen, wie sie fir embryonale Stammzellen bereits

beschrieben wurde (Wobus et al., Biomed. Biochim. Acta
47:965-973 (1988). Dieses Verfahren wird nachfolgend in den

Beispielen noch n&dher beschrieben. Es versteht sich jedoch,

~dass alternative Kultivierungsverfahren, die fir den ge-

“wilinschten dreidimensionalen Kontakt der Zellen sorgen und dem

Fachmann bekannt und verfiigbar sind, ebenso verwendet werden

kénnen. Beispiele flr solche alternativen Verfahren sind die

:Kultivierung in bewegter Suspensionskultur, die Kultivierung

in einem elektromagnetischen Feldkdfig oder Laser-Tweezer,
die Aussaat nicht resuspendierter Zellen der Primdrkultur,
oder die Kultivierung auf Oberflédchen, an denen die Zellen
nicht oder schlecht haften. Solche Oberfldchen koénnen z.B.
Glas, Polystyrol oder mit einer Anti-Adhdsionsschicht behan-
delte Oberfldchen, z.B. PTFE- oder Poly-HEMA-beschichtete O-

berfldchen, sein.

Unter diesen Bedingungen entwickeln sich spontan dreidimensi-
onale Zellverbédnde oder Zellaggregate, welche in Anlehnung an
bereits flir embryonale Stammzellen beschriebene “embryoid bo-
dies” als “organoid bodies” oder organoide Kdrper bezeichnet
wurden. Diese organoiden Korper oder Organoid Bodies kénnen
in Suspensionskulturen oder Adhasionskulturen utberfihrt und
weiter kultiviert werden. Bel ausreichender Ndhrstoff-
versorgung wachsen diese organoiden Korper weiter und konnen
Durchmesser von einigen Millimetern oder mehr erreichen. Die-
se groﬁen.Organoid Bodies zeigen eine gewebeartige Struktur
und werden in diesem Stadium zur Unterscheidung von den ein-

fachen Zellaggregaten auch als “Gewebekdrper” bezeichnet.
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Bringt man die Organoid Bodies wieder in Oberfléchenkultur,

entsteht aus auswachsenden einzelnen Zellen eine zelluldre

-Monoschicht, aus der Multilayerbereiche hervorgehen, aus de-

nen spontan sekunddre Organoid Bodies mit vergleichbaren Ei-
genschaften wie denjenigen der primdren Organoid Bodies ge-
bildet werden. Die erfindungsgemdfen Organoid Bodies kodnnen
z.B. bei der Temperatur des fliissigen Stickstoffs eingefroren
gelagert werden, ohne ihre Lebensfahigkeit, Vermehrungsfédhig-
keit, Wachstumsfahigkeit und Differenzierbarkeit =zu verlie-

ren.

Die organoiden Koérper enthalten verschiedene Zelltypen aller
drei Keimblatter. Differenzierte Zellen, die in den organoi-

den Korpern enthalten sein konnen, umfassen Knochenzellen

" (Osteoblasten und Osteoclasten), Chondrozyten, Adipozyten,

- Fibroblasten (z.B. Haut- und Sehnenfibroblasten), Muskelzel-

len, Endothelzellen, Epithelzellen, hematopoetische Zellen,
sensorische Zellen, endokrine und exokrine Drlsenzellen, Gli-
azellen, heuronale Zellen, Oligodendrozyten, Blutzellen,
Darmzellen, Herz-, Lungen-, Leber-, Nieren- oder Pankreaszel-

len, sind jedoch nicht darauf beschrankt.

Die verschiedenen differenzierten Zelltypen konnen durch his-
tologische, immunozytochemische und elektronenmikroskopische

Techniken identifiziert und charakterisiert werden.

- Das Vorhandensein eines bestimmten Zelltyps kann z.B. anhand

der speziellen Morphologie dieses Zelltyps oder tuber den
Nachweis von =zelltypspezifischen Markersubstanzen festge-
stellt werden. Einige Beispiele fir zelltypspezifische Marker
werden im folgenden genannt, sind jedoch keineswegs als be-
schrénkend.anzusehen: PGP 9.5 und NF fir Nervenzellen, S 100

und GFAP flir Gliazellen, SMA flr Muskelzellen (bzw. Myo-
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fibroblasten), Kollagen Typ II fir Knorpelzellen, Amylase und

Trypsin fir exokrine Drilisenzellen, Insulin fir endokrine Dru-

“senzellen, Vigilin fur stark translatierende Zellen und Cyto-

keratin fir epidermale Zellen, Kollagen Typ 11 fir Chondrozy-

ten, Osteonektin fir Osteoblasten und Vorlauferzellen, Osteo-

~calcin fir reife Osteoblasten, CD45, CD34, CD13 fir hemato-

‘poetische Zellen, cTNI (,cardiac troponin I“), cTNT (,cardiac

troponin T") und ANF (,atrial natriuretic factor™) fiur Kardi-
omyozyten, Kollagenase 1 und TIMP-1 (,tissue inhibitor of me-

talloproteinase I“) fiir Fibroblasten, Skelett-Alpha-Aktin und

Tropomyosin flir gestreifte Muskelzellen, Lipoproteinlipase
”(LPL) fir Adipozyten, Alpha-Fetoprotein fir Leberzellen. Eine

sehr groBe Anzahl solcher Markersubstanzen ist im Stand der

Technik bekannt.

Diese Markersubstanzen koénnen z.B durch Bindung an einen spe-
zifischen Bindungspartner, der mit einer nachweisbaren Gruppe
konjugiert ist, nachgewiesen werden. Die nachweisbare Gruppe
kann z.B. ein Farbstoff, Fluoreszenzfarbstoff, eine radiakti-
ve Markierung, Enzymmarkierung, Lumineszenzmarkierung, Mag-
netresonanzmarkierung oder eine andere im Stand der Technik
bekannte Markierung sein. Falls die Markersubstanz ein Prote-
in ist, wird der Bindungspartner vorzugsweise ein markierter
oder markierbarer Antik&rper sein. Solche markierten Antikor-
per sind bereits fir eine Vielzahl von Markersubstanzen be-
kannt und konnen entweder im Handel bezogen oder unschwer
nach bekannten Verfahren hergestellt werden. Gegebenenfalls

kénnen auch markierte oder markierbare sekunddre Antikdrper

verwendet werden. Einige typische Proteinmarker fur z.B. Ner-

ven— und Gliazellen, Muskelzellen und sekretorische Zellen

~sowie immunhistochemische Nachweismethoden dafir werden im

Beispielsabschnitt beschrieben.
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Obwohl zur Differenzierung der Stammzellen grundsdtzlich
keine externen Differenzierungsfaktoren notwendig sind, kon-
nen solche Differenzierungsfaktoren vorteilhaft eingesetzt
werden, um gezielt groéRere Mengen eines bestimmten Zelltyps
herzustellen bzw. um organoide Korper mit einer bestimmten

Zelltypzusammensetzung zu erzeugen.

- Differenzierungsfaktoren und/oder Wachstumsfaktoren sind im

.Stand der Technik bekannt und umfassen z.B. DbFGF (“basic

fibroblast. growth factor”) zur verstdrkten Bildung von Herz-
zellen und Fibroblasten, VEGF (“vascular endothelial growth
factor”),.DMSO und Isoproterenol, Fibroblastenwachstumsfaktor
4 (FGF4), Hepatozyten-Wachstumsfaktor (HGF) zur verstarkten
Bildung von Herz- und Leberzellen, TGF-betal (“transforming
growth factor betal”) zur verstdrkten Bildung von Herzzellen,
EGF (“epidermal growth factor”) zur verstdrkten Bildung von
Haut- und Herzzellen, KGF (“keratinocyte growth factor”)
(machmal zusammen mit Cortison) =zur Bildung von Keratinozy-
ten, Retinsdure zur verstdrkten Bildung von Nerven-, Herz-
und Nierenzellen, beta-NGF (“beta nerve growth factor”) =zur
verstdrkten Bildung von Gehirn-, Leber-, Pankreas- und Nie-
renzellen, BMP-4 (“bone morphogenic protein 4”) und Activin-A
zur Bildung mesodermaler Zellen generell, sind jedoch keines-
wegs darauf beschrankt. In Anbetracht der reichhaltigen Lite-
ratur zu diesem Thema (siehe z.B: "Adult Stem Cells", Hrsg.
K. Turksen, Human Press, 2004) wird der Fachmann weitere ge-
eignete Faktoren, je nach Art der Zellen bzw. Zellkombinatio-
nen, unschwer identifizieren und gegebenenfalls einsetzen

kénnen.

Die jeweils geeigneten Differenzierungsfaktoren und/oder
Wachstumsfaktoren konnen sich in im wesentlichen reiner Form

geldst oder immobilisiert in dem Kulturmedium befinden. Bei
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der Verwendung von immobilisierten Differenzierungsfaktoren
befinden sich diese vorzugsweise auf einem beweglichen, rela-

tiv zu den Stammzellen oder organoiden K&rpern positionierba-

~ren Trédger. Vorteilhafterweise kann damit eine gezielte Dif-

ferenzierung einzelner Zellen oder Zellgruppen erreicht wer-
den. Der Trdger ist beispielsweise ein geeignetes syntheti-
sches Substrat oder eine biologische Zelle oder Zellmembran,
auf deren Oberfldche sich die Differenzierungsfaktoren befin-

den.

" Alternativ kénnen dem Kulturmedium auch Uberstdande vom Zell-

oder Gewebekulturen, welche die gewlinschten Differenzierungs-

faktoren und/oder Wachstumsfaktoren enthalten, zugegeben wer-

den, oder die organoiden Korper oder Stammzellen kénnen mit

geeigneten differenzierten Zellen oder Geweben, welche diese

Differenzierungsfaktoren und/oder Wachstumsfaktoren produzie-
ren, cokultiviert werden. Hierbei kann gegebenfalls auch eine
Kryokonservierung dieser cokultivierten Mischung von Vorteil

sein.

Eine noch weitere Moglichkeit ist die Aktivierung oder Stimu-
lierung von mindestens einem Gen, das in die Differenzierung
der Stammzéllen zu den gewlinschten differenzierten Zellen in-
volviert ist, so daB diese die notigen Differenzierungsfakto-

ren selbst in verstarktem Mafe bilden.

In einem fortgeschrittenen Stadium der Differenzierung weisen
die organbiden Korper gewebe- oder organdhnliche Strukturen
auf, die von zwei oder oder mehr verschiedenen Zelltypen ge-
bildet werden (vgl. Fig. 2-6). Solche Strukturen sind z.B.
neuromuskuldre Strukturen (Fig. 5) oder Glia-Nervenzell-
Strukturen (Fig. 6) oder Hautzellstrukturen. Durch Kultivie-

rung der organoiden Koérper in einem Medium mit speziellen
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Differenzierungsfaktoren und/oder Wachstumsfaktoren kann die

Ausbildung'gewﬁnschter Strukturen gefdrdert werden.

In einer'bevorzugten Ausfihrungsform sind die Differenzie-
rungsfaktéren und/oder Wachstumsfaktoren dabei auf einem be-
weglichen Trager immobilisiert wie oben beschrieben und es
werden speziell die Zellgruppen, welche diese Strukturen auf-

weisen, mit den bendtigten Faktoren versorgt.

'In einer anderen bevorzugten Ausfiihrungsform werden die gewe-

be -oder organdhnlichen Strukturen aus den organoiden Koérpern
entnommen und dann unter geeigneten Bedingungen zur Aufrecht-
erhaltung und/oder Entwicklung der Strukturen, einschlieBlich

der Versorgung mit den geeigneten Differenzierungs- und

~Wachstumsfaktoren auf eine der oben beschriebenen Arten, wei-

ter kultiviert bis eine gewiinschte Zellmenge und/oder ein ge-
winschtes Entwicklungsstadium erreicht ist. Die Entnahme kann
beispielsweise mit Hilfe langsamer Mikromanipulationstechni-
ken, wie sie z.B. in der DE 103 07 487.2. beschrieben sind,

erfolgen.

Grundsatzlich gibt es zur Herstellung der multizelluldren Ge-
webe- oder Organkultursysteme mehrere Vorgehensweisen. Beil
der einfachsten Verfahrensfihrung werden die aus der Stamm-
zellkultur erhaltenen organoiden Koérper einfach unter ausrei-
chender Nahrstoffversorgung und gegebenenfalls Versorgung mit
speziellenADifferenzierungs- und Wachstumsfaktoren, so lange
weiterkultiviert, bis die gewlinschte Menge und/oder das ge-
winschte Entwicklungsstadium erreicht ist. Alternativ kann es
vorteilhaft sein, vollstdndige organoide Korper eines Ent-
wicklungsstadiums oder Teile davon (z.B. mit gewlnschten
Strukturen) mit vollstandigen organoiden Korpern eines ande-

ren Entwicklungsstadiums oder Teilen davon (z.B. mit ge-
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winschten Strukturen) und/oder davon abgeleiteten differen-

zierten Einzelzellen und/oder undifferenzierten adulten

Stammzellen gemeinsam zu kultivieren. Damit konnte beispiels-

weise eine  schnellere Vermehrung gewlinschter Zellen und/oder
eine schnellere oder spzifischere Entwicklung gewlnschter
Strukturen erreicht werden. In diesem Falle haben die ver-

schiedenen organoiden Korper oder Teile davon und/oder die

‘differenzierten oder undifferenzierten Zellen vorzugsweise

die gleiche Herkunft.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform umfalt das erfindungsge-
mdfle Gewebe- oder Organkultursystem eine physiologisch ver-
trdgliche Matrix oder ein physiologisch vertrdgliches Trdger-
system fur.die Zellen. Besonders bevorzugt ist die Matrix o-
der das Trégersystem im Korper abbaubar. Im Stand der Technik
ist eine groBe Vielfalt solcher Matrices und Trdgermateria-
lien bekannt (siehe z.B. WO 2004/7029230, WO 03/029446) und

teilweise auch im Handel erhdltlich.

Einige nicht-beschrédnkende Beispiele geeigneter Materialien
sind korpervertradgliche Kunststoffe wie Nylon, Polycarbonat,
Polytetrafluorethylen etc. und insbesondere physiologisch ab-
baubare synthetische Polymere und Biopolymere, z.B. Alginat,
Kollagen, Chitin, Chitosan, Polymilchsdure, Polyglycolsdure,
Heparin, Hyaluronsdure, Polyrotaxan, Gelatine, Elastin, Fi-
brin, Laminin, Fibronectin etc., sowie Kombinationen davon.
In einer speziellen Ausfihrungsform handelt es sich dabei um
sterilisiertes azelluldres, d.h. von Zellen befreites, biolo—
gisches Material, z.B. DiUnndarmsubmucosa (SIS) oder eine na-

tirliche Kollagen- oder Chitin/Chitosan-Matrix.

Vorzugsweise wird die Matrix oder das Trédgersystem eine be-

stimmte Form aufweisen, die fir den beabsichtigten Verwen-
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dungszweck, z.B. als Implantat, besonders glinstig ist. Die
Form kann z.B. der Form des natirlichen Gewebes oder Organs
entsprechen und/oder fir die Erhaltung einer bestimmten drei-
dimensionalen Zellanordnung und/oder die Versorgung der auf
oder in der Matrix Dbefindlichen Zellen mit Nahrstoffen
und/oder fir die Integration des Implantats bzw. der Zellen
in den Kérper vorteilhaft sein. In Abhdngigkeit von Art und

Funktion des jeweiligen gesch&ddigten Gewebes bzw. Organs und

der Art der verwendeten Zellen sind eine grofRe Vielfalt ge-

eigneter Formen im Stand der Technik bekannt. Die Matrix oder
das Tr&dgerystem kann fest, halbfest oder flilissig sein. Einige
nicht-beschrdnkende Beispiele sind Matrices oder Tragersyste-
me in Form von Perlen, einschlieBlich Mikroperlen, eines
Schaums, Gels, Hydrokolloids, einer Membran, eines Fadens,
eines Netzes, eines Schwamms oder einer anderen pordsen
Struktur, eines textilen Gewebes, Vlieses oder eines natlrli-

chen Organs oder Gewebes.

In einer Ausfﬁhrungsform umfalt das Gewebe- oder Organkultur-
system férner ein Bioadhdsiv. Dieses Bioadhdsiv kann dazu
dienen, die Haftung der kultivierten Zellen auf der Matrix
oder dem Trdger zu verbessern und/oder die Verbindung eines
implantierten Gewebe- oder Organsystems mit dem Gewebe eines
Empféngers zu ermdglichen. In einer bevorzugten Ausfiihrungs-
form basiert das Bioadhdsiv auf Fibrin und ist z.B. ein Fi-
brin-Kleber. Solche Fibrin-Kleber und &quivalente Biadhdsive

sind auch im Handel erhaltlich.

Wie bereits oben erwdhnt, besteht ein wesentlicher Aspekt der
Erfindung in der Verwendung der erfindungsgemdfen multizellu-
laren Gewebe- und Organkultursysteme zur Wiederherstellung
oder Ubernahme der Funktion geschddigter oder fehlender Gewe-

be oder Organe eines tierischen, vorzugsweise humanen, Indi-
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viduums. Vorzugsweise stammen die pluripoten oder multipoten-
ten adulten Stammzellen, aus denen die zur Herstellung des
multizelluldren Gewebe- oder Organkultursystems verwendeten
organoiden Kodrper hervorgehen, von dem Individuum mit einem
geschddigten oder fehlenden Gewebe oder Organ selbst. Durch
Verwendung’ eines solchen ,autologen™ Materials koénnen die
eingangs géschilderten Probleme mit Abstofungsreaktionen und
Krankheitsiibertragungen von fremden Spendern vermieden wer-

den.

‘Das geschédigte Gewebe oder Organ, dessen Funktion wiederher-

gestellt oder Ubernommen werden soll, kann grundsdtzlich je-
des Organ oder Gewebe sein, dessen spezifische Zelltypen mit
dem vorliegenden Verfahren kultiviert werden konnen. Einige

bevorzugte, jedoch keineswegs beschrdnkende, Beispiele umfas-

sen Haut, Nervengewebe, Muskelgewebe, Bindegewebe, Knorpelge-

webe, neuromuskuladres Gewebe, Knochengewebe, Drisengewebe,

gastrointestinales Gewebe, Gefdsse, Herz, Leber, Niere, Lunge

"Blutzellen etc.

Die h&dufigste Form der Verwendung der erfindungsgemdBen mul-
tizelluldren Gewebe- und Organkultursysteme wird in der Ver-

wendung als Implantat bestehen.

Ebenfalls moglich sind jedoch auch andere Verwendungen, ins-
besondere medizinische Verwendungen. In einer speziellen Aus-
fihrungsform wird das multizelluldre Gewebe- oder Organkul-
tursystem extrakorporal in seiner Funktion als Gewebe- oder
Organersatz verwendet. Ein konkretes Beispiel hierfir wéare
die Verwendung eines kiinstlichen Nieren- oder Lebersystems
zur Blutwdsche. Andere geeignete Verwendungen, z.B. zur Pro-
duktion gewebe- bzw. organspezifischer Substanzen werden fir

den Fachmann unschwer ersichtlich sein.



10

15

20

25

30

WO 2005/113747 PCT/EP2005/004996

14

FIGURENBESCHREIBUNG

~Figur 1:

Fig.

2

zeigt schematisch die Kultivierung der Stammzellen
in Oberflidchenkultur und in hd&ngenden Tropfen sowie
die Bildung und weitere Kultivierung von organoiden

Korpern.

zeigt die Expression von Markern neuronaler Zellen,

"glialer Zellen und glatter Muskelzellen sowie von

Amylase und Insulin in den differenzierten Zellen

der organoiden Korper.

a,b: PGP 9.5-markierte Nervenzellen zeigen multipo-
lare Auslédufer, welche =zahlreiche Varikositdten
zeigen. c,d: das Neurofilament-System (helle Pfei-
le, im Originalfoto grin markiert) reicht durch das
Pericaryon in die cytoplasmatischen Ausldufer. In
énger Nachbarschaft liegen GFAP-immunreaktive Glia-
zellen (dunkle Pfeile, im Originalfoto rot mar-
kiert). e,f: o-SMA-markierte Zellen (dunkle Pfeile,
im Original rot) wund NF-markierte Nervenzellen

(helle Pfeile, im Original Grin) bilden ein primi-

‘tives neuro-muskulires Netzwerk (e), wobei Kontakte

lUber betrdchtlich lange Entfernungen etabliert wer-

den (f). g: Immunfdrbung von GFAP (dunkle Pfeile,

im Original rot) und NF (helle Pfeile, im Original

grin) in 3 Wochen alten OB mit Konzentrationen an
Nerven- und Gliazellen. h: Immunfarbung von o-SMA
(dunkle Pfeile, 1im Original rot) wund NF (helle
Pfeile, im Original grin) in 3 Wochen alten OBs in
einem fortgeschrittenen Stadium der Bildung eines
neuro-muskuldren Netzwerks. 1i,j: in Querschnitten
von 8 Wochen alten OBs wurden fir NF immunreaktive

Zellen in direkter Nachbarschaft von Zellen gefun-
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Fig.

Fig.

3

4

15

den, die immunreaktiv flir «o-SMA waren, ahnlich wie
in nativen Geweben. k: eine Untergruppe von Zellen
zeigt eine positive Farbung flir Amylase (helle
Pfeile, im Original grin). l: Eine weitere Zellun-
tergruppe enthdlt granulare Vesikel mit Immunreak-
tiVitét fir Insulin. Die Kerne sind mit DAPI kon-

trastgefdrbt (im Original blau).

zeigt die Expression von extrazelluldren Matrixkom-

ponenten und Cytokeratinen.

'a,b: Globuladre (a) und fibrilldre (b) Speicher von

Proteoglycanen ergaben eine Farbung mit Alcianblau.

c-e: Die globuldren (c) und fibrill&dren (d) Berei-

che sind immunreaktiv fiir das Knorpelmatrixprotein
Kollagen II. Zwei individuelle Zellen (e) zeigen
eine cytoplasmatische Markierung von Kollagen II.
f: Zellen, die flir Cytokeratine immunreaktiv sind,
sind in Clustern angeordnet. g: konfokale Lasers-
canningmikroskopie eines OB. Die Kollagen - II-
Immunreaktivitat (dunkle Pfeile, im Original rot
markiert) nimmt zur Mitte des OB hin zu. Vigilin-
immunreaktive Zellen (helle Pfeile, im Original

grin markiert) sind hauptsdchlich am &dufReren Rand

‘'des OB lokalisiert, was deren hohe Translationsak-

tivitdt anzeigt. Die Kerne sind mit DAPI kontrast-

gefarbt.

zeigt die Transmissionselektronenmikroskopie diffe-
renzierter OB.

a-c: glatte Muskelzellen mit Myofilamenten. Das My-
ofilamentsystem erstreckt sich ilber das Cytoplasma
in disseminierten Bilindeln (a) und zeigt typische
dichte Korper (Pfeile) (b). Die Myoblasten zeigen
sternférmige Zellausldufer, die ein verbindendes

Netzwerk bilden (c). d: Zellauslidufer mit einer An-
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”sammlung von zahlreichen Vesikeln kleiner GroRe,
die hochstwahrscheinlich Nervenfaservarikositaten
entsprechen. e: Kollagen- und Retikulumfasern.
f-h: Sekretorische Zellen zeigen elektrodichte Ve-
sikel. f). Haufig kontaktieren sekretorische Zellen
ginander, um acinusartige Strukturen zu bilden (g).
Ein Untergruppe von sekretorischen Zellen enth&dlt
_Vesikel (Pfeil) die Ultrastruktur-Merkmalen von en-
‘dokrinen Granula entsprechen (h), z.B. Beta-Granula
von insulinproduzierenden Zellen. 1: Beginn der
‘Ausbildung einer Epitheloberfldche (Pfeil) in acht
Wochen alten OBs. j: typische Zellkontakte zwischen

Keratinozyten und Desmosomen (Pfeile)

1Figur 5: ”zeigt Nerven-Muskel-Komplexe aus der Gewebekultur;
helle Pfeile (im Original griin) bedeuten Nervenzel-
len, dunkle Pfeile (im Original rot) bedeuten Mus-
kelzellen. oben: Einzelzellen; unten Ldngsschnitte

dreidimensionaler Zellkomplexe

Figur 6: zeigt Nerven-Glia-Komplexe aus der Gewebekultur;
helle Pfeile (im Original grin) bedeuten Nervenzel-
‘len, dunkle Pfeile (im Original rot) bedeuten Glia-
zellen. oben: Einzelzellen; unten Langsschnitte

dreidimensionaler Zellkomplexe

Entsprechend dem in Figur 1 dargestellten Schema wird zur Ge-
winnung der Stammzellen exokrines Driisengewebe, z.B. acindres
Gewebe - bevorzugt einer Speicheldriise oder der Bauchspei-
cheldriise (Pankreas) - mechanisch und enzymatisch zerkleinert
in Kultur genommen (Schritt 10 in Figur 1). Entgegen den An-

gaben von Bachem et al., Gastroenterol. 115:421-432 (1998),

~und Grosfils et al., Res. Comm. Chem. Pathol. Pharmacol.

79:99-115 (1993), werden keine Gewebeblocke kultiviert, aus

denen Zellen auswachsen sollen, sondern unter der Bedingung,
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dass die Zellverbidnde der Acini weitestgehend intakt bleiben,

das Gewebé stidrker zerkleinert.

Uber mehrere Wochen werden diese Zellen und Zellverbande in
KulturgefdBen kultiviert. Alle 2 bis 3 Tage wird das Medium
gewechselt, wobeil alle differenzierten Zellen entfernt wer-
den. Bei den in Kultur persistierenden Zellen handelt es sich
um uhdiffetenzierte Zellen mit uneingeschrédnkter Teilungsfa-

higkeit.

Ahnliche Zellen sind unter gleichen Bedingungen aus dem Pank-
reas isoliert und beschrieben und als eine Art Myo-
fibroblasten bzw. pankreatische Sternzellen bezeichnet worden
(Bachem et-al., 1998). Im Gegensatz zu den Zellen der vorlie-
genden Erfindung konnte eine uneingeschrankte Teilungsfahig-
keit jedoch nicht beobachtet werden. Weiterhin konnten diese
Zellen auch nicht unbegrenzt passagiert werden, ohne an Vita-

litat zu verlieren.

In einem zweiten Schritt (12) werden ungefdhr 400 bis 800
Zellen in je 20 pl Medium in h&dngenden Tropfen kultiviert.
Dazu werden die Tropfen auf Deckel von bakteriologischen Pet-
rischalen gegeben, umgedreht und lber die mit Medium gefillte

Petrischale gelegt, so dass die Tropfen nach unten hangen.

Durch diesé Art der Kultivierung bilden sich innerhalb von
48h die als organoide Korper bezeichneten Zellaggregate (14),
die flir ungefdhr 6 Tage in eine Suspensionskultur umgesetzt
werden (16). Die Teilansicht (18) aus Figur 1 zeigt eine mik-

roskopische Aufnahme eines solchen organoiden Korpers.

Die in Suspensionskultur wachsenden Organoid Bodies bilden

neue Organoid Bodies, die auch bei Einzelzellen die Bildung
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von neuen Organoid Bodies induzieren. Die Zellen sind sowohl

als Organoid Bodies als auch als Einzelzellen einfrierbar und

‘behalten dabei ihre Vitalitdt und ihr Differenzierungspoten-

zial.

Die Figuren 2-4 zeigen mikroskopische und elektronenmikrosko-
pische Aufnahmen von differenzierten Zellen, die aus solchen

Organoid Bodies oder organoiden Koérpern erhalten wurden.

Dabei konnte z.B. die Bildung eines neuro-muskuldren Netz-

werks beobachtet werden:

‘Aus OBs erhaltene Zellen exprimierten stark o-SMA (“smooth-

muscle-actin”) (Fig. 2e-f). Die Anwesenheit verbreiteter Bin-
del wvon Myofilamenten, welche sich Uber das Cytoplasma er-
streckten, wurde durch Elektronenmikroskopie best&tigt (Fig.
4a-c). Ferner wurden Zellen identifiziert, welche fir den

pan-Neuronenmarker PGP 9.5 und fir Neurofilamente (NF) immun-

reaktiv waren. Das Neurofilamentsystem reichte vom Pericaryon

in die radialen cytoplasmatischen Ausldufer (Fig. 2c,d). PGP

9.5-immunreaktive Zellen zeigten zahlreiche Varikositaten

-entlang ihrer verzweigten Ausldufer (Fig. 2a,b, 4d) und ent-

sprachen damit typischen morphologischen Merkmalen autonomer
Nervenfasern. Zellen, die flir GFAP (”glial fibrillary acidic
protein”) immunreaktiv waren, befanden sich inAenger Nachbar-
schaft zu Zellen, die neuronale Marker exprimierten (Fig.
2c,d). Haufig erstreckten sich die filamentdsen Proteine
nicht durch das gesamte Cytoplasma, sondern waren auf Gebiete
neben den Nervenzellen beschrdnkt. Ferner waren glatte Mus-
kelzellen und Nervenzellen nicht willkirlich verstreut, son-
den bildeten zusammenhdngende Netzwerke mit unschwer unter-
scheidbaren Verbindungen (Fig. 2e,f). Nervenfaserausldufer
erstreckten sich uber betrdchtlich groBe Entfernungen, um be-

nachbarte glatte Muskelzellen als ihre mutmaBlichen Ziele zu
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kontaktieren. Somit zeigten die beiden Zelltypen aufgrund ih-
rer topogréphischen Anordnung Merkmale eines primitiven neu-
romuskuldren Netzwerks. Bei 3 Wochen alten OBs wurde eine be-
ginnende Bildung von gewebedhnlichen Strukturen festgestellt
(Fig. 2g—j). Hier wurde ein Cluster von faserfdrmigen Nerven-
zellen in Kontakt mit Gliazellen gefunden (Fig. 2g) oder wei-
ter entwickelt zu einem dreidimensionalen neuro-muskulédren
Netzwerk (Fig. 2h), was in Querschnitten von 8 Wochen alten

OBs bestatigt wurde (Fig. 2i,3).

Nachweis der Expression exokriner und endokriner pankreati-

scher Proteine:

Immunhistochemische Anfarbungen zeigten, dass zelluldre Un-
tergruppen>positiv fir Amylase waren (Fig. 2k). Das Immunre-
aktionssignal war auf klar unterscheidbare Vesikel inerhalb
des apikalen Cytoplasmas beschrankt. Dariiber hinaus waren die
meisten Zeilcluster, die flir Amylase immunreaktiv waren, in
Kreisen angeordnet, wobei die sekretorischen Vesikel eine Po-
sition zur Mitte hin aufwiesen, welches eine morphologische
Anordnung ahnlich der von exokrinen Pankreas-Acini ist. Ande-
re zelluldre Untergruppen zeigten Immunreaktivitat fir Insu-
lin (Fig. 21). Ahnlich wie bei den Amylase-positiven Zell-
clustern, war das sekretorische Produkt in vesikuldren Struk-
turen gespeichert, die an einem Zellpol konzentriert waren.
Die Anwesenheit sekretorischer Zellen wurde durch Elektronen-
mikroskopie bestdtigt, welche dicht verteilte elektrodichte
Partikel =zeigte, wie sie charakteristisch fiir exkretorische

oder inkretorische Funktionen sind (Fig. 4f-h).

Ebenfalls beobachtet wurde eine Differenzierung in chondroge-
ne Zellen und Epithelzellen:
Nach einer Wachstumsperiode von zwei Monaten zeigten OBs

chondrogene Eigenschaften. Eine Alcianblaufdrbung offenbarte
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Bereiche . mit hohen Konzentrationen an Proteoglycanen
(Chondroitinsulfat), die entweder als globuldre (Fig. 3a) o-
der fibrilldre (Fig. 3b) Ablagerungen vorkamen. Immunhisto-
chemische Anférbungen mit Antikdrpern, die gegen das Knorpel-

matrixprotein Kollagen II gerichtet waren, belegten zusdtz-

. lich die chondrogene Aktivitdt innerhalb dieser globulédren

(Fig. 3c) und fibrilldren (Fig. 3d) Bereiche. Die Immunreak-
tivitdt war am hdchsten in der Mitte der zellul&ren Aggrega-
te, die am:wahrécheinlichsten Bereichen von sich entwickeln-
der extrazelluldrer Knorpelmatrix entsprach. Diese Beobach-
tung wurde durch konfokale Mikroskopie bestatigt (Fig. 3g):
wahrend dié Menge der Kollagen-Speicher zur Mitte der zellu-
ldren Aggregate hin zunahm, waren die Randbereiche durch ak-
tiv_trans;atierende Zellen charakterisiert, wie durch deren
hohe Vigilin—Expression demonstriert, die gewShnlich bei Zel-
len mit aktiver Translationsmaschinerie, z.B. Kollagen-
synthetisierenden Chondrozyten oder in Fibroblasten w&hrend
der Chondroinduktion, gefunden wird. Typische einzelne Kolla-
gen II-translatierende Chondrozyten wurden auch in auswach-
senden Zellen von OBs beobachtet, die eine Kollagen II-
haltige Matrix produzierten, welche die Einzelzellen umgab
(Fig. 3e). Eine Ultrastruktur-Untersuchung dieser Bereiche

konnte klar ein Netzwerk von Retikulumfasern und Kollagenfa-

- sern zeigen, wobei die letzteren durch ihre charakteristi-

sches Bandenmuster identifiziert wurden (Fig. 4e). Einige
Zellen exprimierten neben mesenchymalen Markern auch mehrere
Cytokeratine, was deren Potenzial zur Differenzierung in Epi-
thelzelleh anzeigt. Jedoch wurden Zellen, die fir Cytokerati-
ne immunreaktiv waren, weniger hiufig gefunden als Zellen,
die Marker von glatten Muskelzellen und Neuronen exprimier-
ten. Typischerweise waren sie in Clustern angeordnet, die in-
nerhalb der OBs disseminiert waren (Fig. 3f). Durch elektro-

nenmikroskopische Untersuchungen wurden typische Zellkontakte



10

15

20

25

30

WO 2005/113747 PCT/EP2005/004996
21

zwischen Keratinozyten gefunden (Fig. 43j) und bei 8 Wochen
alten OBs wurden Epithelzellen auf der Oberflache gefunden,

welche aus dem Zellkulturmedium in die Luft wuchs.

Insgesamt konnten bisher z.B. folgende Marker flr spezifische
Zellen positiv getestet werden: PGP 9.5 und NF fir Nervenzel-
len, S 100 und GFAP fir Gliazellen, SMA fiUr Muskelzellen
(bzw. Myofibroblasten), Kollagen Typ II flr Knorpelzellen,

Amylase und Trypsin fir exokrine Drilisenzellen, Insulin fir

endokrine Drisenzellen, Vigilin fiur stark translatierende

Zellen und Cytokeratin fir epidermale Zellen. Neben den
lichtmikroskopischen Untersuchungen konnten auch elektronen-
mikroskopisch verschiedene Zelltypen morphologisch charakte-
risiert werden, sowie Zell-Zell-Kontakte als Zeichen fir zel-

lulédre Interaktionen gefunden wexrden.

Es wurden bisher u.a. glatte Muskelzellen, Neuronen, Gliazel-
len, Epithelzellen, Fettzellen, Herzzellen, Nierenzellen,
Fibroblasten (z.B. Haut- und Sehnenfibroblasten), Chondrozy-
ten, endokrine und exokrine Driisenzellen und damit Zelltypen
aller drei Keimbl&tter morphologisch/histologisch wund/oder

immunochemisch in diesen organoiden Ko&rpern nachgewiesen.

In den folgenden, nicht-beschradnkenden Beispielen soll die

“vorliegende Erfindung n&her erl&dutert werden.

Die allgemeinen Arbeitsanweisungen, wie sie fir Verfahren zur

Kultivierung von Sdugerzellen, insbesondere humanen Zellen,
gebrduchlich sind, sind zu beachten. Eine sterile Umgebung,
in der das Verfahren durchgefiihrt werden soll, ist - auch
wenn hierzu keine weitere Beschreibung erfolgt - in Jjedem
Fall einzuhalten. Folgende Puffer und Medien wurden verwen-

det:
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HEPES-Stamml&sung (pH 7,6) 2.3 83 g HEPES auf 100 ml A. bidest.

HEPES-Eagle-Medium (pH 7,4) 90 ml Modified Eagle Medium (MEM)
‘ 10 ml HEPES-Stamml6sung
Isolationsmedium (pH 7,4) 32 ml HEPES-Eagle-Medium
8 ml 5% BSA in A. bidest.
300 pul 0,1 M CaC12
100 pl Trasylol (200.000 KIE)

l Digestionsmedium (pH 7,4) 20 ml Isolationsmedium

4 ml Kollagenase (Kollagenase NB 8 von Serva)

. Ihkubationsmedium Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
- Néhrmedium Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)

DMEM + 4500 mg/l Glucose
+ L-Glutamin
- Pyruvat
+20 % FKS (inaktiviert) + 1 ml/100 ml Pen/Strep
(10000 E/10000 pg/ml)
oder
DMEM + 10 % Eigenplasma + 1 ml/100 ml
Pen/Strep,
vor Gebrauch auf 37°C erwérmen
Differenzierungsmedium 380 ml DMEM
| 95 ml 30 min bei 54 °C inaktiviertes FKS
5 ml Glutamin (GIBCO BRL)
5 ml (3,5 pl B-Mercaptoethanol auf 5 ml PBS)
5 ml Non-essential amino acids (GIBCO BRL)
5 ml Penicillin/Streptomycin (GIBCO BRL)
(10000 E/10000 pg/ml)

Statt fotalem Kalbserum (FKS) im Ndahrmedium und Differenzie-
rungsmedium kann gegebenenfalls auch Serum oder Plasma einer
anderen geeigneten Spezies, z.B. Humanplasma oder, weniger

bevorzugt, Humanserum, verwendet werden. Vorzugsweise wird
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Eigenplasma oder, weniger bevorzugt, Eigenserum des tieri-
schen oder menschlichen Gewebedonors verwendet. Dies ist ins-
besondere aann von Bedeutung, wenn der Gewebedonor mit dem
spdteren Empfanger der Stammzellen oder davon abgeleiteten
differenzierten Zellen identisch ist. Eine solche autologe
Behandlﬁng»ist zur Verhinderung einer eventuellen AbstoRungs-

reaktion bevorzugt.

Das N&ahrmedium kann als Basismedium statt des verwendeten

- DMEM-Mediums auch ein anderes fir die Kultivierung von euka-

ryotischen  Zellen, insbesondere Sdugerzellen, bekanntes ge-

‘eignetes Basismedium enthalten, in dem die differenzierten

Zellen absterben und sich die gewlinschten Stammzellen vermeh-

‘jren. Auch Isolationsmedium, Inkubationsmedium und Differen-

zierungsmedium koénnen ein anderes ibliches und geeignetes Ba-

sismedium}enthalten.

Die folgenden Beispiele 1 bis 3 beschreiben Arbeitsprotokolle
zur Isolierung und Kultivierung adulter pluripotenter Stamm-
zellen aus acindrem Gewebe des Pankreas bzw. aus acindrem und

tubulbsem Gewebe der Speicheldriise.

BEISPIEL 1

Zur Isoliefung und Kultivierung von humanen adulten Stammzel-
len wurde humanes Gewebe von erwachsenen Patienten unmittel-
bar nach einem chirurgischen Eingriff erhalten und sofort
aufgearbeitet. Aus dem chirurgisch entfernten Gewebe, z.B.
Pankreasgewebe, wurde gesundes Gewebe abgetrennt und in Di-
gestionsmédium, enthaltend HEPES-Eagle-Medium (pH 7,4), 0,1
mM HEPES-Puffer (pH, 7,6), 70% (Vol./Vol.) modifiziertes Ea-
gle—Medium, 0,5 % (Vol./Vol.) Trasylol (Bayer AG, Leverkusen,

‘Deutschland), 1 % (Gew./Vol.) Rinderserumalbumin), 2,4 mM

CaCl; und Kollagenase (0,63 P/mg, Serva, Heidelberg, Deutsch-
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land), aufgenommen (bei 20 °C, geringerer Stoffwechsel). Das
Pankreasgewebe wurde mit einer Schere sehr fein zerkleinert,
oben schwimmendes Fettgewebe abgesaugt und die Gewebesuspen-
sion mit Carbogen (Messer, Krefeld, Deutschland) begast, ohne
dass die Dise in das Medium mit den Zellen gelangt (Verringe-
rung von  mechanischem Stref) und damit auf pH 7,4 einge-
stellt. Danach wurde die Suspension in einem 25-ml-
Erlenmeyerkolben (mit Alufolie bedeckt) unter konstantem
Schiitteln (150-200 Zyklen pro Minute) bei 37 °C in 10 ml Di-
gestionsmedium inkubiert. Nach 15-20 Minuten wurde das oben
schwimmende Fett und das Medium abgesaugt und das Gewebe wur-
de erneut zerkleinert und mit Medium ohne Kollagenase gespllt

(Vorgang mindestens zweimal wiederholen, vorzugsweise solange

bis Zellfraktion transparent), worauf Digestionsmedium zuge-

gebenlund erneut etwa 1 Minute lang mit Carbogen begast wur-

de. Es folgte wiederum eine Digestion mit Kollagenase fur 15
Minuten bei 37°C im Schiittler unter Verwendung desselben Puf-
fers. Nach der Digestion wurden die Acini durch sukzessives
HochziehenAund Ausstossen durch 10 ml-, 5 ml- und 2 ml-Glas-
pipetten mit engen Offnungen dissoziiert und durch ein einla-
giges Nylonsieb (Polymon PES-200/45, Angst & Pfister AG, Zu-
rich, Schweiz) mit einer Maschengrohe von etwa 250 pm filt-
riert. Die Acini wurden zentrifugiert (bei 37°C und 600-800
UpM in einer Beckman-GPR-Zentrifuge, entspricht etwa 50-100
g) und weiter gereinigt durch Waschen in Inkubationsmedium,
enthaltend 24,5 mM HEPES (pH 7,5), 96 mM NaCl, 6 mM KC1, 1 mM
MgClz;, 2,5 mM NaH;PO4, 0, mM CaCl,, 11,5 mM Glucose, 5 mM Na-
triumpyruvat, 5 mM Natriumglutamat, 5 mM Natriumfumarat, 1 %
(Vol./Vol.) modifiziertes Eagle-Medium, 1 % (Gew./Vol.) Rin-
derserumalbumin, mit Carbogen &dquilibriert und auf pH 7,4
eingestellt. Die Waschprozedur (Zentrifugation, Absaugen, Re-

suspension) wurde finfmal wiederholt. Soweit nicht anders an-
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gegeben, wird bei der obigen Isolierung bei etwa 20 °C gear-

beitet.

Die Acini wurden in Inkubationsmedium resuspendiert und bei
37°C in einer angefeuchten Atmosphire mit 5 % CO, kultiviert.
Das acindre Gewebe starb dabei schnell (innerhalb von zwei

Tagen) ab und die sterbenden differenzierten Zellen ldésten

."sich dabei von den benachbarten Zellen, ohne diese zu schadi-

gen (schonende Isolierung), die nicht absterbenden Stammzel-
len sanken zu Boden und hefteten sich an. Die differenzierten

Acinizellen sind dazu nicht in der Lage. Das Inkubationsmedi-

. um wurde am zweiten oder dritten Tag nach dem Aussden erst-

mals gewechselt, wobei ein GroBfteil der frei schwimmenden A-
cini und acindren Zellen entfernt wurde. Zu diesem Zeitpunkt
hatten sich die ersten Stammzellen bzw. deren Vorldufer am
Boden fesﬁgesetzt und begannen sich zu teilen. Der Medium-
wechsel wurde danach an jedem dritten Tag wiederholt und dif-
ferenzierte acindre Pankreaszellen wurden bei jedem Medium-

wechsel entfernt.

Am siebenten Tag in Kultur wurden die Zellen mit einer L&sung
bestehend aus 2 ml PBS, 1 ml Trypsin (+ 0,05 % EDTA) und 2 ml
Inkubationsmedium passagiert. Dabei 16sen sich die Zellen vom
Boden der Kulturschale. Die Zellsuspension wurde 5 Minuten
bei etwa 1000 UpM (Beckmann GPR-Zentrifuge) zentrifugiert,
der Uberstand abgesaugt und die Zellen in 2 ml Inkubationsme-

dium resuspendiert, auf eine mittlere Zellkulturflasche lber-

- fihrt und 10 ml Inkubationsmedium dazugegeben.

Am vierzehnten Tag in Kultur wurden die Zellen erneut, aber
diesmal mit 6 ml PBS, 3 ml Trypsin/EDTA und 6 ml Inkubations-
medium, passagiert. Die Zellsuspension wird 5 Minuten bei

1000 UpM zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und die Zel-
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len in 6 ml Inkubationsmedium resuspendiert, auf 3 mittlere

Zellkulturflaschen iberfiuhrt und jeweils 10 ml Inkubationsme-

" dium dazugegeben.

Am Tag 17 ‘erfolgte ein drittes Passagieren auf insgesamt 6
mittlere Zellkulturflaschen und am Tag 24 ein viertes Passa-
gieren auf.insgesamt 12 mittlere Zellkulturflaschen. Spdates-
tens jetzt waren alle primdren Zellen bis auf die Stammzellen

aus der Zellkultur entfernt.

Die Stammzellen koénnen weiter kultiviert werden und so oft
passagiert und ausgesdt wie gewilnscht. Das Aussden erfolgt

vorzugsweise jeweils in einer Dichte von 2-4 x 10° Zellen/cm?

~in Inkubationsmedium.

BEISPIEL 2

Pankreas-Acini wurden von mdnnlichen Sprague-Dawley-Ratten
(20-300 g) erhalten, die narkotisiert (CO;) und lber die dor-

sale Aorta ausgeblutet worden waren. Eine Kanlile wurde trans-

- duodenal in den Pankreasgang eingefiihrt und dem Pankreas wur-

de von hinten 10 ml Digestionsmedium, enthaltend HEPES-Eagle-
Medium (pH 7,4), 0,1 mM HEPES-Puffer (pH, 7,6, 70%
(Vol./Vol.) modifiziertes Eagle-Medium, 0,5 % (Vol./Vol.)
Trasylol (Bayer AG, Leverkusen, Deutschland), 1 % (Gew./Vol.)
Rinderserumalbumin), 2,4 mM CaCl, und Kollagenase (0,63 P/mg,

‘Serva, Heidelberg, Deutschland) injiziert. Vor der Entfer-

nung wurde der Pankreas von anhaftendem Festgewebe, Lymphkno-
ten und Blutgefdfen teilweise befreit. Dann wurde gesundes
Pankreasgewebe in Digestionsmedium abgeholt (bei 20 °C, ge-
ringerer Stoffwechsel) und das Pankreasgewebe mit einer Sche-
re sehr fein zerkleinert und verarbeitet wie in Beispiel 1

beschrieben.
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BEISPIEL 3

- Die Isolierung und Kultivierung aus exokrinem Gewebe der Ohr-

speicheldriise erfolgte analog dem Pankreas-Protokoll mit den
folgenden Abweichungen:

1. Das exokrine Gewebe der Ohrspeicheldriise war eine Mischung
von acindrem Gewebe und tubuldsem Gewebe.

2. Nachdem Speicheldriisen weniger Proteasen und Amylasen als
Pankreas éhthalten, ist es mdglich, das Speicheldrisengewebe
vor der Aufarbeitung einige Zeit im Kihlschrank bei etwa 4°C

aufzubewahren, ohne dass das Gewebe zu sehr geschiddigt wird.

‘Im konkreten Beispielsfall betrug die Aufbewahrungszeit 15 h

und brachte keine nachteiligen Folgen fir die Isolierung der

gewlinschten Stammzellen mit sich.

Falls die Stammzellen, die wie oben beschrieben aus exokrinem
Drusengewebe hergestellt wurden, direkt oder indirekt (Erzeu-
gung von organoiden Korpern bzw. differenzierten Zellen dar-
aus) fir humantherapeutische Zwecke genutzt werden sollen,
sind aus Sicherheitsgriinden noch verschiedene Bedingungen zu
erfillen, um eine Gef&hrdung des zu behandelnden Patienten
auszuschliefen, insbesondere:

- Verwendung von humanem Serum, vorzugsweise Eigenplasma des
Patienten, an Stelle von FKS, erforderlichenfalls
Aufreinigung des Serums béw. Plasmas

- Ausschluss jeder tierischen Quelle von weiteren
Medienzusdtzen

- hochste Reinheit aller Substanzen, Sterilitdt von Gerdten
und Umgebung

- Sterilit&t und Reinheit der Stammzellkultur durch
mehrmaliges Passagieren der Stammzellen und Kontrolle auf

Kontamination durch Mycoplasmen oder andere Mikrorganismen

- sorgfaltige Uberpriifung des Ausgangsgewebes und der

Stammzellen auf Tumorgenizitit.
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Die folgenden Beispiele 4 und 5 beschreiben detailliert zwei
Arbeitsprotokolle zur Herstellung von organoiden Kdrpern (Or-

ganoid Bodies) und differenzierten Zellen.

BEISPIEL 4

Die undifferenzierten Zellen werden mit einer L&sung aus 10

‘ml PBS, 4 ml Trypsin, 8 ml Differenzierungsmedium abtrypsi-

niert und 5 Minuten abzentrifugiert. Das resultierende Pellet

wird so in Differenzierungsmedium resuspendiert, dass sich

- eine Verdinnung von 3000 Zellen je 100 pl Medium einstellt.

AnschlieRend werden die Zellen nochmals gut mit einer 3 ml

Pipette sﬁspendiert.

Von bakteriologischen Petrischalen, die vorher mit jeweils 15
ml PBS (37 °C) pro Platte beschichtet worden sind, wird der
Deckel abgenommen und umgedreht. Mit Hilfe einer automati-
schen Pipette werden auf einen Deckel ca. funfzig 20 pl Trop-
fen gegeben. Der Deckel wird dann schnell umgedreht und auf
die mit Differenzierungsmedium gefillte Petrischale gegeben,
sodass die Tropfen nach unten hidngen. Die Petrischalen werden
anschlieBend vorsichtig in den Brutschrank gestellt und fir

48 h inkubiert.

Daraufhin Werden die in den hé&dngenden Tropfen aggregierten
Zellen, die hier Organoid Bodies (OB) genannt werden sollen,
aus jeweils vier Deckeln in je eine bakteriologische Petri-
schale mit 5 ml Inkubationsmedium mit 20 % FKS iiberfithrt und

fur weiteré 96 h kultiviert.

Die Organoid Bodies werden nun vorsichtig mit einer Pipette

aufgesammelt, und in mit 0,1 % Gelatine beschichtete Zellkul-

'turgeféﬁe mit Differenzierungsmedium tUuberfihrt. In einer be-

sonders bevorzugten Ausgestaltung des Verfahrens verwendet
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"man als Kulturgefah mit 0,1 % Gelatine beschichtete 6 cm Pet-

rischalen, in die 4 ml Differenzierungsmedium vorgelegt wurde

und die anschlieRBend mit je 6 Organoid Bodies beschickt wer-

den. Ein weiteres bevorzugtes Kulturgefdh sind mit 0,1 % Ge-

-latine beschichtete Chamber Slides, in die 3 ml Differenzie-

rungsmedium vorgelegt wurde und die anschliefend mit je 3-8

Organoid Bodies beschickt werden. Daneben k&énnen auch

24-Mulden-Mikrotiterplatten verwendet werden, die mit 0,1 %

Gelatine beschichtet wurden und in die je 1,5 ml pro Mulde
Differenzierungsmedium vorgelegt wurde und anschlieBend mit

je 4 Orgahoid Bodies beschickt werden.

‘Derart kultiviert, ist die Differenzierungsfdhigkeit der Zel-

len in den Organoid Bodies aktiviert und die Zellen differen-
zieren sich in Zellen der drei Keimbl&tter Mesoderm, Entoderm
und Ektoderm. Die Zellen koénnen sowohl als Orgénoid Bodies
als auch als einzelne Zellen gelagert und kultiviert werden

und behalten ihre Pluripotenz.

BEISPIEL 5

' Fir die ‘Induktion der Differenzierung wurden vorzugsweise

Stammzellen nach dem 42. Tag der Kultivierung verwendet. Die
Verwendungvvon Stammzellen nach der 3. oder 4. Passage oder
von Zellen, die bei der Temperatur von flissigem Stickstoff
12-18 Monate lang gelagert worden waren, war ebenfalls prob-

lemlos moglich.

Zundchst wurden die Zellen in Differenzierungsmedium mit der
oben angegebenen Zusammensetzung lberfihrt und auf eine Dich-
te von etwa 3 x 10° Zellen/ml eingestellt; z.B. durch Tryp-
sinbehandlung einer Stammzellkultur in N&hrmedium, 5-minlitige

Zentrifugation bei 1000 UpM und Resuspendierung des erhalte-
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erhaltenen Pellets in Differenzierungsmedium und Verdinnung

soweit erforderlich.

AnschlieBend wurden mit einer 20-pl-Pipette ca. 50 20-ul-
Tropfen (600 Zellen/20 pl) auf die Innenseite des Deckels ei-

.ner bakteriologischen Petrischale gegeben (gestopfte Spitzen)

und die Deckel vorsichtig auf die mit PBS gefiillten Petri-

schalen gestiilpt, sodass die Tropfen nach unten hdngen. Fir

:jeden-Deckél wurde eine neue Spitze verwendet. Die Petrischa-

. len wurden anschliefend vorsichtig in den Brutschrank ge-

stellt und 48 h lang bei 37°C inkubiert.

Danach wurden die in den hédngenden Tropfen aggregierten Zel-
len, die Qrganoid Bodies (OB), aus jeweils vier Deckeln in je
eine bakteriologische Petrischale mit 5 ml Inkubationsmedium
mit 20 % FKS Uberfihrt (Deckel schrdg halten und die OBs mit
etwa 2,5‘ml Ndhrmedium abspiilen) und fir weitere 5-9 Tage,

vorzugsweise 96 h, kultiviert.

Die Organoid Bodies wurden nun vorsichtig mit einer Pipette
aufgesammelt und in mit 0,1 % Gelatine beschichtete Zellkul-
turgefédfBe. mit Differenzierungsmedium Uberfiihrt. Die OB ver-
mehrten sich nun und wuchsen in zum Teil einzelnen Zelkolo-
nien, die wieder vermehrt, vereinzelt und vermehrt werden
konnten. In einer besonders bevorzugten Ausgestaltung des
Verfahrens wurden als Kulturgefdal mit 0,1 % Gelatine be-
schichtete 6 cm Petrischalen verwendet, in die 4 ml Differen-
zierungsmédium vorgelegt worden war, und diese mit je 6 Orga-
noid Bodies beschickt. Ein weiteres bevorzugtes Kulturgefal
waren mit 0,1 % Gelatine beschichtete Chamber Slides, in die
3 ml Differenzierungsmedium vorgelegt wurde und die anschlie-
Bend mit je 3-8 Organoid Bodies beschickt wurden, und Therma-

nox-Platten (Nalge Nonc International, USA) fur elektronen-
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mikroskopische Studien. Eine weitere Alternative waren
24-Mulden-Mikrotiterplatten, die mit 0,1 % Gelatine beschich-
tet wurdeﬁ und in die je 1,5 ml pro Mulde Differenzierungsme-
dium vorgelegt wurde und die anschliefend mit je 4 Organoid

Bodies beschickt wurden.

In einer bevorzugten Ausgestaltung des Verfahrens wurden OBs
etwa 7 .Wochen 1lang in den gelatine-beschichteten 6-cm-
Petrischalen kultiviert und danach wurden einzelne OBs mit

dem Microdissector (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) nach den

'Anwelsungen des Herstellers ausgeschnitten und dann z.B. auf

frische 6%cm—Petrischalen, Chamber Slides oder Thermanox-
Platten uberfithrt. In einer weiteren bevorzugten Ausgestal-
tung wurden einzelne OBs mit Pipettenspitzen durch leichtes

Ansaugen abgeldst und transferiert, anschlieBend z.B. Beo-

-bachtung unter dem inversen Mikroskop.

BEISPIEL 6

Charakterisierung differenzierter Zellen

in den organoiden Koérpern

1. Immunohistochemie

Organoid Bodies, die mindestens 3 Wochen lang auf Chamber
Slides kuitiviert worden waren, sowie Querschnitte von “Lang-
zeit”-0OBs wurden zweimal in PBS gespilt, finf Minuten lang
mit Methanol:Aceton (7:3), enthaltend 1 g/ml DAPI (Roche,
Schweiz) bei -20°C fixiert und dreimal in PBS gewaschen. Nach
Inkubation in 10%igem normalem Ziegenserum bei Raumtemperatur
flir 15 Minuten wurden die Proben iber Nacht mit primdren An-
tikorpern bei 4°C in einer Befeuchtungskammer inkubiert. Die
primdren Antikorper waren gegen das Proteingenprodukt 9.5
(PGP 9.5, polyklonaler Kaninchenantikérper, 1:400, Ultraclo-
ne, Insel Wight), Neurofilamente (NF-Pan-Cocktail, polyklona-

ler Kaninchenantikérper, 1:200, Biotrend, Deutschland), o-
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Smooth-muscle-actin (a-SMA, monoklonaler Mausantikodrper,
1:100, DAKO, Déanemark), gliales fibrilldres saures Protein

(GFAP, monoklonaler Mausantikérper, 1:100, DAKO, Danemark),

. Kollagen II (monoklonaler Mausantikdrper II-II-6B3, 1:20, De-

velopmental Studies Hybridoma Bank, University of Iowa,
USA), Vigilin FP3 (1:200, Kigler et al., 1996), Cytokeratine
(Pan Cytokeratin, monoklonaler Mausantikdrper, 1:100, Sigma,
USA), Alpha-Amylase (polyklonaler Kaninchenantikorper, 1:100,
Calbiochem, Deutschland) und Insulin (monoklonaler Mausanti-
kérper, 0,5 g/ml, Dianova, Deutschland) gerichtet. Nach drei-

maligem Spililen mit PBS wurden Objekttrédger 45 Minuten lang

bei 37°C mit entweder Cy3-markiertem Antimaus-IgG oder FITC-

‘markiertem Antikaninchen-IgG (Dianova), beide 1:200 verdinnt,

inkubiert. Die Objekttrdger wurden dreimal in PBS gewaschen,
mit Vectashield Mounting Medium (Vector, USA) beschichtet und
mit einem Fluoreszenzmikroskop (Axiosop Zeiss, Deutschland)
oder mit . einem konfokalen Laserscanningmikroskop (LSM 510
Zeiss, Deutschland) analysiert. Eine Alcianblaufdrbung wurde

mittels Standardverfahren durchgefihrt.

2. Transmissionselektronenmikroskopie

OBs wurden auf Thermanox-Platten (Nalge Nonc International,
USA) mindestens 3 Wochen lang kultiviert. An den Thermanox-
Platten haftende Proben wurden durch Eintauchen in 0,1 M Ca-
codylat-Puffer, enthaltend 2,5 % Glutaraladehyd und 2 % Para-
formaldehyd, bei pH 7,4 24 h lang inkubiert. Nach einer Nach-
fixierung in 1% 0sO4, “en bloc”-Anférbung mit 2% Uranylacetat
und Dehydrierung in reinen Alkoholen wurden die Proben in A-

raldite eingebettet. Nach Entfernung der Thermanox-Platte

wurden Semithin-Schnitte entweder tangential oder senkrecht

zur eingebetteten Zellkultur vorgenommen und mit Methylenblau
und Azur II geschnitten. Ultradinne Schnitte wurden aus den

Regionen von Interesse ausgeschnitten, mit Bleicitrat ange-
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farbt und unter einem Transmissionselektronenmikroskop (Phil-

lips, EM 109) untersucht.

BEISPIEL 7

Organoide Kérper wurden wie oben beschrieben hergestellt und

in Differenzierungsmedium ohne zusdtzliche Differenzierungs-
faktoren wachsen gelassen (etwa 2-4 Wochen) bis neuromuskula-

re Netzwerke beobachtet werden konnten. Fig. 5 zeigt solche

"Nerven-Muskel-Komplexe aus der Gewebekultur als Einzelzellen

und als Langsschnitte dieser dreidimensionalen Zellkomplexe.

" Diese Nerven-Muskel-Komplexe kénnen in den organoiden Kdrpern

weiterentwickelt werden oder aus den organoiden Koérpern ent-
nommen und separat weiterkultiviert und entwickelt werden.

Die weitere Kultivierung kann in einem herkémmlichen Kultur-

gefdl oder bereits in einem Trdgersystem oder einer Matrix

wie oben beschrieben, vorzugsweise auf Kollagen-Basis, durch-
gefihrt werden. Die letztere Verfahrensfiihrung erleichtert
eine spidtere Implantation der Gewebe- oder Organkultursyste-

me.

BEISPIEL 8

' Organoide Korper wurden wie oben beschrieben hergestellt und

in Differenzierungsmedium ohne zusdtzliche Differenzierungs-
faktoren wachsen gelassen (etwa 2-4 Wochen) bis Nerven-Glia-
Komplexe beobachtet werden konnten. Fig. 6 zeigt solche Ner-
ven-Glia-Komplexe aus der Gewebekultur als Einzelzellen und
als Langsschnitte dieser dreidimensionalen Zellkomplexe. Die-
se Nerven-Glia-Komplexe koénnen in den organoiden Korpern wei-
terentwickelt werden oder aus den organoiden Kérpern entnom-
men und separat weiterkultiviert und entwickelt werden. Die
weitere Kultivierung kann in einem herkdémmlichen Kulturgefal

oder bereits in einem Tr&dgersystem oder einer Matrix wie oben
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beschrieben, vorzugsweise auf Kollagen-Basis, ‘durchgefiihrt
werden. Die letztere Verfahrensfiihrung erleichtert eine spa-

tere Implantation der Gewebe- oder Organkultursysteme.

Die in der vorstehenden Beschreibung, den Anspriichen und den
Zeichnungen offenbarten Merkmale der Erfindung kdénnen sowohl
einzeln oder auch in Kombination fur die Verwirklichung der
Erfindung in ihren verschiedenen Ausgestaltungen von Bedeu-

tung sein.
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PATENTANSPRUCHE

Verfahren zur Herstellung dreidimensionaler multizellu-
ldrer Gewebe- und Organkultursysteme unter Verwendung
multizellulérer Saugerzellaggregate, als organoide Kor-
per bezeichnet, dadurch gekennzeichnet, daf die organoi-
den Koérper durch Aggregation und Differenzierung multi-
poteﬁter oder pluripotenter adulter Stammzellen gebildet
wurden und mindestens zwel verschiedene differenzierte

Zelltypen enthalten.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dabB
es sich bei den S&ugerzellaggregaten um humane Zellag-

gregate handelt.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeich-
net, daR die multipotenten oder pluripotenten adulten

Stammzellen aus exokrinem Driisengewebe isoliert wurden.

Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dah
es sich bei dem exokrinen Driisengewebe um acinires Gewe-

be handelt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1-4, dadurch gekenn-
zeichnet, daB die Zelltypen der organoiden Koérper aus
der Gruppe aus Osteoblasten, Osteoclasten, Chondrozyten,
Adipozyten, Fibroblasten, Muskelzellen, Endothelzellen,
Epithelzellen, hematopoetischen Zellen, sensorischen
Zellen, endokrinen und exokrinen Driisenzellen, Gliazel-
len, neuronalen Zellen, Oligodendrozyten, Blutzellen,
Darmzellen, Herz-, Lungen-, Leber-, Nieren- oder Pankre-

aszellen ausgewahlt sind.
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Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriliche 1-5,
dadurch gekennzeichnet, daR die Zelltypzusammensetzung
der organoiden Korper durch Kultivierung in einem Medi-

um, welches zelltyp-spezifische Differenzierungs- und/-

oder Wachstumsfaktoren enthdlt, festgelegt wurde.

Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dab
die Wachstums- und/oder Differenzierungsfaktoren aus der
Gruppe bestehend aus bFGF, VEGF, DMSO und Isoproterenol,
Fibroblastenwachstumsfaktor 4 (FGF4), Hepatozyten-Wachs-
tumsfaktor (HGF), TGF-betal, EGF, KGF, Retinsdure, beta-
NGF, BMP-4 und Activin-A ausgewdhlt sind.

Verfahren nach einem der Anspriche 1-7, dadurch gekenn-
zeichnet, daB zwei oder mehr der verschiedenen Zelltypen
der organoiden Korper gewebe- oder organdhnliche Struk-

turen bilden.

Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB
zwel oder mehr der verschiedenen Zelltypen der organoi-
den Korper neuromuskuldre Strukturen oder Glia-Nerven-

zell-Strukturen oder Hautzellstrukturen bilden.

Verfahren néch einem der Anspriiche 1 -9, dadurch gekenn-
zeichnet, daB die gewebe -oder organdhnlichen Strukturen
aus den organoiden Kérpern entnommen und dann unter ge-
eigneten Bedingungen zur Aufrechterhaltung und/oder Ent-
wicklung der Strukturen weiter kultiviert werden bis ei-
ne gewlnsche Zellmenge und/oder ein gewlnschtes Entwick-

lungsstadium erreicht ist.

Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB

die Entnahme der gewebe -oder organdhnlichen Strukturen
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aus den organoiden Korpern mit Hilfe langsamer Mikroma-

nipulationstechnik erfolgt.

Verfahren nach Anspruch 10 oder 11, dadurch gekennzeich-
net, daB die weitere Kultivierung in Gegenwart von
Wachstums- und/oder Differenzierungsfaktoren, oder in
Cokultur mit differenzierten Zellen oder Gewebestilicken
des gewlinschten Zielgewebes oder Nachbargewebes ge-

schieht.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, daR zur Herstellung der multizel-
lulédren Gewebe- oder Organkultursysteme vollstdndige or-
ganoide Korper eines Entwicklungsstadiums oder Teile da-
von mit vollstandigen organoiden Koérpern eines anderen
Entwicklungsstadiums oder Teilen davon und/oder davon
abgeleiteten differenzierten Einzelzellen und/oder un-
differenzierten adulten Stammzellen gemeinsam kultiviert

werden.

Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dabB
die genannten Teile der organoiden Kd&rper gewebe- oder

organartige Strukturen einschliefen.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, daB das Gewebe- oder Organkultur-
system eine physiologisch vertrdgliche Matrix oder ein

physiologisch vertrdgliches Tragersystem umfaft.

Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dab

die Matrix oder das Tragersystem im Kdrper abbaubar ist.
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Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daf
die Matrix oder das Trégersystem azelluldre Materialien
umfassen, die aus der Gruppe aus Dinndarmsubmucosa
(SIS), Alginat, Kollagen, Chitin, Chitosan, Polymilch-
sdure, Polyglycolsdure, Heparin, Hyaluronsdure, Polyro-
taxan, Gelatine, Elastin, Fibrin, Laminin, Fibronectin

ausgewahlt sind.

Verfahren nach einem der Anspriche 15-17, dadurch ge-
kennzeichnet, dal die Matrix oder das Trdgersystem eine

bestimmte Form aufweisen.

Verfahren nach Anspruch 18 dadurch gekennzeichnet, daB
die Matrix oder das Tr&gersystem die Form von Perlen,
einschlieflich Mikroperlen, eines Schaums, Gels, Hydro-
kolloids, einer Membran, eines Fadens, eines Netzes, ei-
nes Schwamms oder einer anderen pordsen Struktur, eines
textilen Gewebes, Vlieses oder eines natiirlichen Organs

oder Gewebes aufweist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1-19, dadurch gekenn-
zeichnet, daB das Gewebe- oder Organkultursystem ferner

ein Bioadhidsiv umfalt.

Verfahren nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB
das Bioadhdsiv auf Fibrin basiert, z.B ein Fibrin-Kleber

ist.

Dreidimensionales multizelluldres Gewebe- oder Organkul-
tursystem erhdltlich nach dem Verfahren nach einem der

Anspriche 1-21.
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Verwendung des multizelluldren Gewebe- oder Organkultur-
systems nach Anspruch 22 zur Wiederherstellung oder
Ubernahme der Funktion eine geschddigten oder fehlenden

Gewebes oder Organs eines Individuums.

Verwendung nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, daB
die Sfammzellen, aus denen die zur Herstellung des mul-
tizelluldren Gewebe- oder Organkultursystems verwendeten
organéiden Korper hervorgehen, von dem Individuum mit
einem gesch&ddigten oder fehlenden Gewebe oder Organ

stammen.

Verwéhdung nach Anspruch 23 oder 24, dadurch gekenn-
zeichnet, daB das geschddigte Gewebe oder Organ aus der
Gruppe aus Haut, Nervengewebe, Muskelgewebe, Bindegewe-
be, Knorpelgewebe, neuromuskuldrem Gewebe, Knochengewe-
be, Driisengewebe, gastrointestinalem Gewebe, einem Ge-
fiaR, Herz, Leber, Niere, Lunge, Blutzellen ausgewdhlt

ist.

Verwendung nach einem der Anspriich 23-25, dadurch ge-
kennzeichnet, dal das multizelluldre Gewebe- oder Organ-

kultursystem als Implantat verwendet wird.

Verweﬁdung nach einem der Anspriiche 23-25, dadurch ge-
kennzeichnet, daB das multizelluldre Gewebe- oder Organ-

kultursystem extrakorporal verwendet wird.

Verwéndung das multizelluldren Gewebe- oder Organkultur-
systems nach Anspruch 22 zur Herstellung gewebe- oder

organspezifischer Substanzen.
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