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Regenerative Therapien gewinnen in na-
hezu allen Fachgebieten der Medizin zu-
nehmend an Bedeutung. Der Teilbereich
»tissue engineering® hat die Bereitstellung
kompatibler und funktioneller Zellen und
Gewebe zur Rekonstruktion und zum voll-
standigen Ersatz erkrankter oder funkti-
onsunfihiger Organe zum Ziel. ,Tissue
engineering® ist eine etablierte, allerdings
noch in weiten Bereichen experimentel-
le Forschungsrichtung mit dem Potenzi-
al, die chirurgisch-rekonstruktiven Mog-
lichkeiten der Urologie zu erweitern. Die-
se bestehen aktuell in der direkten Ver-
wendung von kérpereigenem Ersatzgewe-
be wie beispielsweise Magen- oder Darm-
schleimhautanteilen, Mundschleimhaut
und freien bzw. gestielten Hauttransplanta-
ten. Nachteilig hierbei sind jedoch das Auf-
treten einer Vielzahl von Nebenwirkungen
wie metabolische Storungen, Schleimbil-
dung und Urolithiasis sowie das Risiko ei-
ner Malignomentstehung und die begrenz-
te Verfiigbarkeit der erforderlichen Gewe-
be [1, 2]. Im Vergleich hierzu bietet autolo-
ges Gewebe, mit den Methoden des ,,tissue
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engineering® expandiert und modifiziert,
den grofien Vorteil der physiologischen
und immunologischen Kompatibilitit.

Feinstruktur des Urothels

Das Urothel, das Ubergangsepithel der
ableitenden Harnwege, weist eine Zonie-
rung in basale, intermediére und superfi-
zielle Zellen auf (B Abb. 1). Basale Zellen
stehen in direktem Kontakt mit der Basal-
membran. Die daran anschlieffende Zo-
ne der intermediédren Zellen weist je nach
Kontraktionszustand des Gewebes eine
variable Anzahl von Zelllagen auf. Den lu-
minalen Abschluss des humanen Urothels
bilden die superfiziellen Zellen. Diese gro-
f3en, hiufig mehrkernigen, terminal diffe-
renzierten Schirmzellen (umbrella cells)
weisen morphologisch und ultrastruktu-
rell einzigartige Zeichen terminaler Diffe-
renzierung auf, die fiir die Barrierefunkti-
on des Urothels wesentlich sind. Hierzu
gehoren die parallele Orientierung der
Zellen zur Basalmembran, gut entwickel-
te Verschlusskontakte (tight junctions), di-

Abb. 1 < Im Paraffin-
schnitt: Urothel aus Harn-
leiter, Firbung nach Pa-
panicolaou (Vergr. 1:40).
Das Epithel erscheint
3-lagig, mit gro3en
superfiziellen Zellen iiber
den intermediaren und
basalen Zelllagen; darun-
ter liegend: zelluldres
Stroma

cke Plaques der ,,asymmetric unit mem-
brane“ in der apikalen Zellmembran und
die Ausbildung fusiformer Vesikel [3].

Urothelzellkultur
und ,tissue engineering”

Die zellbiologischen Erkenntnisse beziig-
lich des Urotheliums fithrten zur routine-
mafigen Primérkultur humaner urothelia-
ler Zellen aus Biopsiematerial und Blasen-
spiilfliissigkeit [4, 5, 6,7 8, 9, 10, 11]. Direkt
nach Isolierung oder nach erfolgreich etab-
lierter Primarkultur der Zellen bietet sich
die Moglichkeit der direkten Applikation
in einen Empfingerorganismus. Hierzu
werden die isolierten Zellen enzymatisch
vereinzelt und in geeigneten Trigermedi-
en, z. B. Zellkulturmedium oder Fibrinkle-
ber, suspendiert [12, 13].

Mit dem langfristigen Ziel der Kon-
struktion kompletter Ersatzgewebe im La-
bor werden azelluldre Trigermaterialien
(matrices oder scaffolds) mit in vitro expan-
dierten, enzymatisch vereinzelten urothe-
lialen Zellen besiedelt. Bei diesen Trager-
strukturen handelt es sich um natiirliche
oder synthetische, biodegradierbare Ma-
terialien. Gute Ergebnisse in vitro und im
Tiermodell zeigten die synthetischen, bio-
degradierbaren Polymere Polyglycolsdure
(PGA), Polylactidcopolyglycolid (PLGA),
Polylactid (PLA) und natiirliche, biodegra-
dierbare Kollagenmatrices wie z. B. deepi-
thelialisierte Blasensubmukosa oder porci-
ne SIS (small intestine submucosa) [14].

Vorteil der azelluliren Matrices ist die
gute immunologische Vertraglichkeit, von
Nachteil sind die im Tiermodell teilweise



auftretenden Fibrose- und Entziindungs-
prozesse [2, 15]. Als weitere Komplikation
kann es bei einem zu langsamen Aufbau
des Neoepithels zur Schrumpfung der Kon-
strukte kommen. Hierdurch ist deren ein-
wandfreie Funktion nicht mehr gewahrleis-
tet [16]. Klinisch dokumentierte Ergebnisse
aus Studien mit humanen Urothelzell-Ma-
trix-Implantaten liegen bislang nicht vor.

In-vitro-Stratifizierung
von Urothelzellen

Einfluss von Kalzium

Eine viel versprechende Alternative zur
Verwendung urothelialer Zellen in Einzel-
zellsuspensionen ist der methodische An-
satz, Zellen nach erfolgreicher Primarkul-
tur in vitro zu stratifizieren und dadurch
flachige, mehrlagige Urothelstrukturen zu
gewinnen. Dies ist beispielsweise durch
die Veridnderung des Kalziumgehalts im
Kulturmedium méglich. Nach Ablsen
der mehrlagigen Strukturen von den Kul-

turgefiflen konnen diese auf geeignete Ma-
trices ibertragen werden.

Der Einfluss der Kalziumkonzentrati-
on im Zellkulturmedium auf die epithe-
liale Stratifizierung wurde erstmals an
Kulturen epidermaler Keratinozyten ge-
zeigt [17]. Niedrige Kalziumgehalte (0,05-
0,1 mM) in Kulturmedien resultierten in
einschichtigen Zellkulturen mit hoher Pro-
liferationsrate ohne Anzeichen einer Strati-
fizierung. Ultrastrukturell sind Zellen sol-
cher Monolayer u. a. durch das Auftreten
grofler Interzellularrdume und das Feh-
len von speziellen zelluldren Haftkontak-
ten (Desmosomen) gekennzeichnet. Eine
Erhéhung des Kalziumgehalts auf 1,2 mM
hatte die rasche Ausbildung von Desmo-
somen zur Folge und nach 10-15 h ein Ab-
sinken der DNA-Syntheserate. Als Ergeb-
nis zeigte sich eine Stratifizierung mit ter-
minaler Differenzierung [17]. Auch bei der
Kultivierung urothelialer Zellen bewirkte
die Erhohung des Kalziumgehalts eine In-
duktion der Stratifizierung (8 Abb. 2) mit
denselben morphologischen, ultrastruktu-

rellen und auch physiologischen Verénde-
rungen [8, 9].

Immunbhistologisch wurde jedoch in
kalziumstratifizierten Konstrukten die lu-
minale ,,asymmetric unit membrane® als
Zeichen terminaler Differenzierung der
superfiziellen Zellen nicht nachgewiesen.
Der Nachweis von Zytokeratin 20 (CK20),
dem Zytokeratin der superfiziellen Zellen,
war negativ [8, 9]. Hingegen zeigten eige-
ne immunzytochemische Untersuchun-
gen an nativen mehrlagigen Zellkulturen
eine deutliche Expression dieses Zytokera-
tinmolekiils (8 Abb. 3).

Einfluss von FGF-7

Die Bedeutung stromal gebildeter Fakto-
ren auf die Stratifizierung und Differenzie-
rung in situ ist in ihrer Komplexitit nicht
vollstindig geklart [18]. Der Einfluss des
Wachstumsfaktors FGF-7 (fibroblast grow-
th factor, syn. keratinocyte growth factor)
auf die Ausbildung eines mehrlagigen Uro-
thels wurde von Tash et al. 2001 im Maus-

Hier steht eine Anzeige.
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Abb.3 A Immunzytochemische Untersuchung von in vitro stratifi-
ziertem Urothel. Die Zellen wurden zehn Tage nach Induktion der
Stratifizierung fixiert, mit monoklonalem Antikorper gegen CK20
markiert und mit DAB detektiert. CK20-positive Zellen zeigen
einen braunen Farbniederschlag (Vergr. 1:10)

modell gezeigt [19]. FGF-7-Knock-out-
Miuse (FGF-7 —/-) bildeten Urothelien

mit deutlich weniger Zelllagen aus als Kon-
trolltiere des Wildtyps. Ohne den Einfluss

von FGF-7 wurden die intermediéren Zell-
lagen in vivo nicht gebildet. In vitro konnte

durch Zugabe von FGF-7 zu priméren mu-
rinen Urothelkulturen die Bildung eines

stellenweise mehrlagig stratifizierten Uro-
thels induziert werden. Auch in priméren

Urothelkulturen von Hunden wurde durch

Zusatz von FGF-7 zum Zellkulturmedium

eine Stratifizierung erreicht [20].
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(Vergr. 1:10)

Kokultivierungskonstrukte

Im Gegensatz zur Induktion der Stratifi-
zierung durch Zugabe einzelner Faktoren
werden auch Konstrukte angestrebt, die
eine schichtweise Kombination aus den
die Blasenwand aufbauenden Zelltypen
darstellt. Hierzu wurden von Fossum et al.
2004 humane Urothelzellen, glatte Muskel-
zellen und Fibroblasten kokultiviert [21].
Die Aussaat erfolgte in mehreren Lagen
als Sandwichmodell. Das entstandene me-
chanisch stabile Gewebekonstrukt wies ei-

Abb.2 < Urothelzellen in serumfreiem Keratinozytenme-
dium mit niedrigem Kalziumgehalt bilden in kurzer Zeit
Monolayer aus, die die typische Morphologie epithelia-
ler Zellen zeigen (a). Wird der Kalziumgehalt im Kultur-
medium erhoht, kommt es zu morphologischen Veran-
derungen der Zellen (b). Nach wenigen Tagen zeigt sich
die Stratifizierung der Zellen (c). Dies ist mikroskopisch
auch in der nativen Zellkultur deutlich sichtbar

Abb.4 A Explantkultur zum Nachweis der Vitalitat eines
enzymatisch abgelosten Urothelhdutchens. Aus dem Teilstiick
eines Hautchens auswachsende Urothelzellen am Tag neun nach
Anlage der Explantkultur (Vergr. 1:16)

ne Verbindung der verschiedenen Gewe-
be ohne eine Durchmischung der beteilig-
ten Zelltypen auf.

Vitalitat und Funktionalitat
der Urothelkonstrukte

Die Bereitstellung mehrlagiger Urotheli-
en erfordert nach erfolgreich etablierter
Priméarkultur und Induktion der Stratifi-
zierung in vitro die Ablosung der entstan-
denen Urothelh4utchen von den Kulturge-
faflen. Diese Ablosung kann enzymatisch
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erfolgen [8, 9, 21] oder durch die Verwen-
dung temperatur-sensitiver Kulturgefifle
[15].

Die Frage nach der Vitalitit der abge-
losten Urothelhdutchen wurde in eigenen
Untersuchungen tiber die Anlage von Ex-
plantkulturen beantwortet. Hierzu wur-
den kleine Stiicke dieser abgelosten Haut-
chen am Boden von Zellkulturgefifien ad-
hériert und vorsichtig mit Kulturmedium
iiberschichtet. Nach wenigen Tagen wuch-
sen aus diesen Explantstiicken wieder Zel-
len aus. Die abgelosten Urothelkonstruk-
te weisen eine gewisse mechanische Stabi-
litat auf, bediirfen aber vorsichtiger Hand-
habung (8 Abb. 4, 5).

Die herausragende funktionelle Ei-
genschaft des Urothels, die Aufrechter-
haltung einer Permeabilitatsbarriere zwi-
schen Urin und Blut, wurde in physiologi-
schen Experimenten an stratifizierten Uro-
thelkonstrukten und an nativem Urothel
von Sugasi et al. [9] untersucht. Es wurde
gezeigt, dass die Durchlassigkeit fiir Proto-
nen signifikant niedriger war als im nati-
ven Gewebe. Die Permeabilititseigenschaf-
ten der Konstrukte fiir Wasser, Harnstoff
und Ammoniak unterschieden sich nicht
vom nativen Gewebe.

Erprobung in Tiermodellen

Die mit den Methoden des ,,tissue enginee-
ring* hergestellten Urothelkonstrukte und
natives Urothel sind in jhren morphologi-
schen und physiologischen Eigenschaften
vergleichbar. Daher bietet sich die Erpro-
bung im Tiermodell und auch die klini-
sche Anwendung der Konstrukte an. Im
Minipig-Tiermodell wurde an Urothel-
kulturen durch Erh6hung des Kalziumge-
halts im Medium stratifiziertes Urothel ge-
wonnen und mit Hilfe eines Polyglactin-
Carriers auf autologe deepithelialisierte
Kolon- oder Uterussegmente {ibertragen
und zur Blasenaugmentation verwendet.
Hierbei zeigten sich bei Verwendung der
Tragermatrix aus Uterussegmenten deutli-
che Vorteile im Vergleich zu Kolonsegmen-
ten: Makroskopisch war bei der Verwen-
dung von Uterussegmenten nach Entnah-
me der Harnblase keine Schrumpfung des
Gewebes festzustellen, sowohl in den nati-
ven als auch in den augmentierten Blasen-
anteilen. Histologisch war ein stratifizier-
tes Urothelium nachweisbar. Dieses war
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Zusammenfassung

Im Bereich, tissue engineering” innerhalb
der rekonstruktiven Urologie stehen zwei
Ziele im Vordergrund: Die Bereitstellung ge-
eigneten Ersatzgewebes fiir die rekonstruk-
tive Chirurgie und die damit verbundenen
grundlegenden Forschungsarbeiten zum
Verstandnis der Komplexitdt und physiolo-
gischen Funktionalitdt der beteiligten Ge-
webe. Die langjdhrigen experimentellen
Anniherungen an das Ubergangsepithel
des Harntraktes fiihrten zur routinemai-
gen Primarkultur humaner urothelialer Zel-
len und zur Méglichkeit, diese Zellen zur
Besiedlung von biodegradierbaren Trager-
materialien zu verwenden.

In den jiingsten Forschungsarbeiten
steht nicht mehr nur die Anwendung von
Urothelzellen in Form von Einzelzellsuspen-
sionen im Vordergrund. Vielmehr werden

die isolierten und propagierten Zellen in
vitro stratifiziert, um dadurch mehrlagige
Konstrukte zur Ubertragung auf geeigne-
te Tragermatrices zur Verfiigung stellen zu
konnen und den Aufbau eines funktionel-
len Urothelgewebes zu beschleunigen. Die-
ser Ansatz fiihrte in Tiermodellen zu vielver-
sprechenden Ergebnissen. Die klinische An-
wendung der in vitro etablierten Urothel-
konstrukte steht bislang noch aus. Dieser
Beitrag gibt eine Ubersicht iiber die aktuel-
len Strategien zur Entwicklung von Urothel-
konstrukten.

Schliisselworter

Tissue engineering - Ersatzgewebe -
Urothelzellkultur - Urothelkonstrukte -
In-vitro-Stratifizierung

Tissue-engineered stratified urothelium and its relevance

in reconstructive urology

Abstract

There are two main objectives regarding tis-
sue engineering in reconstructive urology:
(1) to provide the surgeon with autologous
tissue for urogenital reconstructive purpos-
es and (2) to create the framework for ex-
perimental investigations to better under-
stand the structure and function of the tis-
sues involved.

In the last years urothelial cell culture
has become a routine laboratory tech-
nique. There is sufficient cellular output af-
ter isolation and propagation to seed cells
as single cell suspensions on biodegrad-
able matrices for the construction of cell-
matrix implants. In recent publications at-
tention was directed toward using estab-

lished primary cell cultures for in vitro strat-
ification of multilayered urothelial sheets.
Urothelial sheets have been used quite suc-
cessfully for covering acellular matrices for
bladder augmentation in dog and minip-
ig models. However, up to now there has
been no clinical application in humans of
urothelial sheets generated in vitro. He-

re we review facts about the different stra-
tegies for generating multilayered urothe-
lial sheets.

Keywords

Tissue engineering - Replacement tissue -
Urothelial cell culture -

Urothelial construct - In vitro stratification
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Abb.5 A Makroskopische Ansicht eines
enzymatisch abgelosten Urothelhadutchens.
Die Induktion der Stratifizierung erfolgte
durch Zugabe von 2 mM CaCl, zum Zell-
kulturmedium einer konfluenten Urothel-

zellkultur. Die enzymatische Ablosung des
Konstrukts erfolgte nach 16 Tagen

allerdings liickenhaft ausgebildet. Bei der
Verwendung von Kolonsegmenten trat ei-
ne signifikante Schrumpfung des Harnbla-
sengewebes bei unzureichend ausgebilde-
tem Urothelium auf [22].

In einem anderen Tiermodell wurden
bei Beagle-Hunden Anteile der Mukosa
des Magens entfernt und durch in vitro
stratifiziertes Urothel ersetzt. Die Kultivie-
rung der Urothelien erfolgte hier in tempe-
ratursensitiven Kulturgefif3en, bei denen
eine Absenkung der Temperatur die Ablo-
sung der Zellen zur Folge hatte. Auch hier
wurde histologisch ein stratifiziertes Uro-
thelium in vivo nachgewiesen [20]. Die Er-
gebnisse aus den beiden genannten Tier-
modellen zeigen vielversprechend die Ver-
bindung von geeigneten autologen, azellu-
laren Matrices mit den in vitro kultivier-
ten und stratifizierten Urothelkonstruk-
ten zur Blasenaugmentation.

Ausblick

Die aktuell wichtigen Strategien zur Ent-
wicklung von Ersatzgeweben im Bereich
der rekonstruktiven Urologie sind einer-
seits die Bereitstellung reiner, mehrlagi-
ger Urothelkonstrukte und andererseits
die Verbindung verschiedener Zelltypen
des unteren Harntraktes zu Gewebekon-
strukten.

Reine Urothelkonstrukte wurden be-
reits im Tiermodell in Kombination mit
autologen azelluliren Matrices erprobt.
Die bisherigen Ergebnisse zu optimieren,
d. h. die vollstindige Funktionalitit eines
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in vitro stratifizierten Urothels in vivo zu
erreichen, muss das Ziel weiterer Experi-
mente sein. Hierbei ist das Augenmerk
auch auf die qualitative Verbesserung der
Urothelkonstrukte hinsichtlich einer ter-
minalen Differenzierung der luminalen
Zellen zu richten. Weiterhin muss die phy-
siologische Funktionalitit der aus der Ko-
kultivierung verschiedener Zelltypen ent-
standenen Konstrukte in Tiermodellen ge-
priift werden.

Hinsichtlich der Verfugbarkeit des er-
forderlichen Zellmaterials sollte die Iso-
lierung von Urothelzellen aus Blasenspiil-
fliissigkeit als weniger invasive Methode
im Gegensatz zur Zellisolierung aus Biop-
siematerial im Sinne der Patienten nicht
unterschitzt werden. Doch gilt grundsitz-
lich: Die Voraussetzung fiir jedes funktio-
nale Urothelkonstrukt ist eine qualitativ op-
timale Primarkultur, ob aus Biopsiemateri-
al oder aus Blasenspiilfliissigkeit etabliert.
Alle Versuche aus Zellkulturen mit sub-
optimaler Morphologie und unzureichen-
dem Proliferationsverhalten eine Stratifizie-
rung zu induzieren sind zum Scheitern ver-
urteilt. Deshalb bleiben auch weiterhin Op-
timierungen in der Zellkulturtechnik wich-
tige Aufgaben und Herausforderungen.
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