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Wege zu einer neuen Haut: Von den zell-
biologischen Grundlagen liber Tissue En-
gineering zu einem neuen Hautsubstitut
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Tissue Engineering hat das Ziel, Gewebe
und Organe fiir den klinisch-therapeuti-
schen Einsatz herzustellen. Seit etwa 30
Jahren wird so auch versucht, menschli-
che Haut im Labor (in vitro) nachzubilden.
Die bei weitem aussichtsreichste Losung
scheint uns die Herstellung eines Haut-
substituts, das funktionell und struktu-
rell einer Vollhaut sehr nahe kommt. Die
«Tissue Biology Research Unit» (TBRU)
der Chirurgischen Klinik der Universitats-
Kinderkliniken in Zirich hat sich zum Ziel
gesetzt, in sehr enger Zusammenarbeit mit
dem «Zentrum fiir brandverletzte Kinder,
Plastische und Rekonstruktive Chirurgie»
(ebenfalls eine Abteilung der Chirurgi-
schen Klinik des KISPI in Ziirich) ein neu-
artiges Vollhautsubstitut herzustellen. Mit
Hilfe dieses Hautsubstituts soll es moglich
werden, grossflachige, dermo-epidermale
Hautldsionen nach Verbrennungen, Unfal-
len, Infektionen oder auch kongenitalen
Malformationen, zuverldssig und mit aus-
gezeichnetem funktionellem und kosme-
tischem Erfolg zu decken. Wir geben hier
eine Ubersicht iber unsere diesbeziigli-
chen Bemiihungen und Fortschritte.

Wann braucht es Hautersatz?

Der Verlust grosser Hautflachen, und so-
mit der Verlust der dusseren Schutzhiille
eines Menschen, kann gravierende oder
sogar fatale Folgen haben. Eine Hautre-
konstruktion wird zurzeit mit Spalt- oder
Vollhauttransplantaten, mit autologen Ke-
ratinozytenlagen (Keratinozyten-Sheets),
oder mit Dermisaquivalenten (z. B. Inte-
gra®, Matriderm®) und anschliessender
Deckung mit einer Spalthaut erreicht 2.
Trotz signifikanter Fortschritte wahrend der
letzten 30 Jahre, bleiben oftmals funktio-
nell, kosmetisch und psychisch einschran-
kende Narben® (Abb. 7a). Dies ist ein
unzureichendes Ergebnis, wird heute doch
eine narbenfreie, der Defektumgebung
gleichende Haut angestrebt. Zuséatzliche
Belastungen entstehen beim pédiatrischen
Patienten durch multiple Korrekturoperati-
onen bis ins Erwachsenenalter, die immer
wieder durch das Entfernen von funktionell
einschrankendem Narbengewebe notwen-
dig werden. Diese Altersgruppe wiirde
somit besonders von einer einzeitigen
Transplantation eines Vollhaut-dhnlichen

autologen, dermo-epidermalen Substituts,
profitieren.

Dermo-epidermale Substitute

Ein Meilenstein bei der Herstellung eines
Epidermis-Substituts war die Expansi-
on menschlicher Keratinozyten in vitro,
mittels wachstumsgehemmter muriner
mesenchymaler Bindegewebszellen®. Die
Co-Kultivierung epidermaler Keratinozyen
mit mesenchymalen Fibroblasten war ein
entscheidender Schritt, der auf die essen-
tielle Bedeutung der Interaktion zwischen
Epidermis und Dermis hinweist. Ausge-
hend von diesen Fortschritten konnten
erstmals autologe, epidermale Aquiva-
lente auf menschliche Patienten trans-
plantiert werden®. Obwohl auch heute
noch brandverletzte Patienten mit solchen
epidermalen Aquivalenten (auch «Cultured
Epidermal Autograftsy (CEA) genannt),
behandelt werden, weisen diese doch
einige Limitierungen auf. Die Handhabung
der sehr fragilen Keratinozyten-Sheets
ist anspruchsvoll, die Methodik birgt ein
hohes Infektionsrisiko, es fehlt ein der-
maler Anteil im Transplantat und die Rate
eines erfolgreichen Angehens (Take) liegt
bei 60%°.

Vielfach wird heute die Herstellung kom-
plexer, dermo-epidermaler Substitute
angestrebt. Als Ausgangsmaterial dient
hierbei eine biodegradierbare, azelluldre
Matrix. Diese kann aus einem netz- oder
schwammartigem Geriist (z. B. Integra®,
Matriderm®) bestehen. Es kann sich da-
bei aber auch um ein Hydrogel han-
deln, welches aus Kollagen Typ |, einem
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Abbildung 1: Neuartige Hautsubstitute zur Verhinderung der Narbenbildung. a) Narbengewebe nach Anwendung von Integra Artificial Skin®.
Die rekonstituierte Haut hebt sich noch deutlich von der nicht verletzten Haut ab. b) Ein menschliches dermo-epidermales Substitut auf
der immun-inkompetenten Nacktratte. ¢) Ein histologischer Schnitt durch die in 1b dargestellte menschlich Haut zeigt, dass sich eine
effiziente Barriere (Epidermis) mit einem Stratum basale (weisser Pfeil) und einem Stratum corneum (rote Zellschicht) entwickelt hat. Die
toten Keratinozyten des Stratum corneum werden als Hautschuppen abgestossen (schwarzer Pfeil).
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wesentlichen Bestandteil der dermalen
extrazellularen Matrix, besteht. In ein
solches Kollagen-Hydrogel werden auto-
loge, dermale Fibroblasten eingebracht,
die sich im Gel vermehren (proliferieren)
und es besiedeln. In einem zweiten Schritt
werden autologe epidermale Keratinozy-
ten auf das Hydrogel aufgebracht, wo die-
se ebenfalls massiv proliferieren und zu-
nachst eine einzellige, zusammenhangen-
de Zellschicht (einen Monolayer) bilden.
Wesentlich ist hierbei die Kommunikation
zwischen Keratinozyten und Fibroblasten
durch «Botenstoffe» wie etwa Wachstums-
faktoren, Cytokine, Morphogene und Kom-
ponenten der extrazellularen Matrix (wie
etwa Bestandteile der Basalmembran).
Durch diese dermo-epidermale Interaktion
proliferieren und differenzieren die Kerati-
nozyten. Sie formieren sich schliesslich zu
einem mehrschichtigen, stratifizierten und
verhornten (kornifizierten) Epithel und so-
mit zu einer effizienten Barriere gegeniiber
der Aussenwelt (Abb. 1b u. c).

Aber auch oben genannte Hydrogele wei-
sen gewisse Limitierungen auf. lhre fehlen-
de mechanische Stabilitdt muss durch stiit-
zende Massnahmen kompensiert werden.
Ein fehlendes dermales Kapillarsystem
begrenzt die Dicke eines solchen Hauter-
satzes, da die Keratinozytenschicht(en)
ausschliesslich durch Diffusion aus dem
darunterliegenden Rezipientengewebe
versorgt werden muss/miissen. Ferner
hangt die Regeneration der Epidermis in
einem solchen Substitut entscheidend von
dem Vorhandensein selbsterneuernder
Keratinozyten (Keratinozytenstammzel-
len) ab.

Identifikation der Keratinozyten-
stammzelle

Stammzellen regenerieren Gewebe und
erhalten ihre Authentizitat. Als undif-
ferenzierte Zellen liefern sie neue, sich
differenzierende (eine bestimmte Aufgabe
libernehmende) Zellen, ohne dabei ihre
Stammzelleigenschaften zu verlieren. Die
Epidermis der Haut regeneriert sich voll-
standig in etwa 4 Wochen. Dabei werden
schlussendlich die am starksten differen-
zierten, toten Keratinozyten der dusseren
Oberhaut als Hautschuppen abgestossen
(Abb. 1c, schwarzer Pfeil). Die Stammzel-
len befinden sich dagegen in der untersten
(basalen) Schicht der Epidermis (Abb. Tc,
weisser Pfeil und Abb. 2a, rote Zellen),
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Abbildung 2: Eine besondere basale Keratinozytenpopulation und ein im Labor hergestelltes
Netzwerk aus Kapillaren. a) K19-spezifische Antikorper erkennen einen speziellen Kerati-
nozytentyp im Stratum basale eines im Labor hergestellten, menschlichen Hautsubstituts.
K19-positive, basale Keratinozyten zeigen eine intakte, sich gerade etablierende Epidermis
an. b) Menschliche, mikrovaskulare Endothelzellen haben sich zu einem dreidimensionalen

Netzwerk echter Kapillaren organisiert.

teilen sich und liefern Tochterzellen, die
sich ebenfalls noch rege teilen. So kann
eine standige Hautregeneration gewahr-
leistet werden.

Die Suche nach geeigneten «Anzeigerpro-
teinen» (Markern), zur Erkennung von Ke-
ratinozytenstammzellen, ist in zahlreichen
Forschungsgruppen weltweit im Gange.
Wir sind bei unseren Untersuchungen
auf einen Marker gestossen, der ein
strukturelles Protein (Cytokeratin 19) im
Zytoplasma von Keratinozyten nachweist
(Abb. 2a). Cytokeratin 19 kann dabei nur
in der Haut sehr junger Kinder (< 2 Jahre)
nachgewiesen werden”). Ausserdem wird
es haufiger exprimiert in Keratinozyten,
die aus ihrem Gewebsverband genommen
wurden und als Einzelzellen oder in jungen
dermo-epidermalen Substituten, kultiviert
werden. Bei transplantierten Substituten
beschranken sich die Cytokeratin 19 posi-
tiven Zellen zeitabhangig mehr und mehr
auf die basale Zellschicht der Epidermis®.
Moglicherweise ist dieser Marker auch
Ausdruck eines lateralen Wachstums der
Epidermis, d. h. die Epidermis nimmt an
Flache zu, da sie mit dem Kind mitwachst.
In jedem Fall ist K19 aber ein Marker, der
eine intakte, sich gerade etablierende
epidermale Struktur anzeigt. Als solcher
ist K19 ein wertvoller Indikator fiir ein
gelungenes Hautsubstitut.

Pravaskularisierung des
Hautersatzes

Epidermale Substitute (Cultured Epi-
dermal Autografts) konnen nach ihrer
Transplantation auf Grund ihrer geringen
Dicke von dem vaskularisierten Wundbett
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problemlos durch Diffusion mit Nahrstof-
fen, Wachstumsfaktoren und Sauerstoff
versorgt werden. Im Gegensatz hierzu
konnen >1mm dicke, im Labor herge-
stellte, dermo-epiderale Substitute nicht
rasch genug vaskularisiert werden, um
die Versorgung der epidermalen Kompo-
nente zu gewahrleisten?. Dies erklart die
Wichtigkeit der schnellen und effizienten
Blutversorgung eines transplantierten
Hautersatzes.

Einen Losungsansatz bietet die Herstel-
lung eines im Labor vor-vaskularisierten
Gewebesubstituts. Es war unser Ziel,
dies durch die Anwendung humaner,
mikrovaskuldrer Endothelzellen zu er-
reichen. Im Gegensatz zu bisherigen
wissenschaftlichen Erfolgen, bei denen
meist Endothelzellen tierischer Herkunft
oder humane umbilikale Endothelzellen
verwendet wurden, ist die Gewinnung
humaner dermaler Endothelzellen zur
Verwendung im Hautersatz ein Novum.
Nach der Isolation aus Hautbiopsien und
der Expansion in der Kulturschale, konnte
eine nahezu reine Kultur mikrovaskularer
Endothelzellen gewonnen werden™. Wir
konnten Bedingungen erarbeiten, die es
erlauben, dass sich die Endothelzellen in
einem biodegradablen Hydrogel, zu ei-
nem dreidimensionalen Netzwerk echter
Kapillaren organisierten (Abb. 2b). Wir
konnten ferner zeigen, dass ein solches
vor-vaskularisiertes Substitut nach sei-
ner Transplantation durch murale Zellen
(Perizyten, glatte Muskelzellen) des Emp-
fangers stabilisiert wird. Das geschilderte
Vorgehen stellt einen ausserst attrakti-
ven Ansatz zur Herstellung neuartiger,
dermo-epidermaler Hautsubstitute dar.
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Zusammenfassung und Zukunft

Mit der Charakterisierung eines Stammzell-
und Homoostasemarkers sowie durch die
Entwicklung eines Kapillarnetzwerks in einer
dermalen Matrix, wurden weitere Schritte
zur Etablierung eines neuartigen Hautersat-
zes erreicht.

Zur Produktion eines klinisch anwendba-
ren Hautsubstituts, erhaltlich in sinnvollen
Grossen, vom Chirurgen problemlos hand-
habbar, medizinisch unbedenklich und fiir
die klinische Therapie von Bund und Kassen
zugelassen, bedarf es allerdings noch weite-
rer Anstrengungen' 12,
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