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Hirschgeweihe haben die ungewdhnliche Féahigkeit, sich innerhalb kiirzester Zeit zu regenerieren und zu ei-
nem stabilen neuen Knochen zu wachsen. Wissenschaftler der Universitit Gottingen arbeiten daran, das Ge-
heimnis ihres Wachstums zu entschliisseln und kommen zu dem Ergebnis, dass eine abgestimmte Mischung
verschiedener Zelltypen fiir diese besondere Leistungsfihigkeit verantwortlich ist. Damit leisten die Forscher
der Abteilung Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie des Bereichs Humanmedizin einen bedeutenden Beitrag
auf dem Gebiet des Tissue Engineering. Ziel ist es letztlich, menschliche Knochen als Ersatzgewebe im Labor
zu ziichten. Menschen, die durch Tumore oder Untfdlle gravierende Gesichtsverletzungen erlitten haben, kénn-

te so besser geholfen werden.

Das Geweih des Hirsches hat eine
erstaunliche Fahigkeit. Es ist das
einzige Organ bei einem Sduge-
tier, das sich bei erwachsenen In-
dividuen dieser Spezies vollstan-
dig regenerieren kann. Die Ge-
schwindigkeit, mit der sich dieser
Prozess bei einigen Hirscharten
vollzieht, ist dabei mehr als unge-
wohnlich: Im Verlauf von drei bis
vier Monaten werden mehrere Ki-
logramm Knochen mit Wachs-
tumsraten von bis zu zwei Zenti-
metern pro Tag produziert. Eine
Hauptfunktion des Geweihkno-
chens ist seine Verwendung als
Stirnwaffe bei den Brunftkimpfen
der Hirsche im Herbst jeden Jah-
res. Nicht zuletzt deshalb wachst
er zu einem der hartesten und sta-
bilsten Knochen heran, die bei
Wirbeltieren gefunden werden.
Angesichts dieser rekordverdach-
tigen Daten ist es verstandlich,
dass Geweihknochen in den letz-
ten Jahrzehnten verstarkt Gegen-
stand biomedizinischer Forschun-
gen wurden. Das Spektrum der
weltweiten Untersuchungen reicht
dabei von Studien zur Gewebe-
differenzierung und Knochenre-
generation bis hin zu Knochen-
wachstum (Osteogenese) und Mi-
neralisation. An der Georg-August-
Universitat Gottingen ist die zellu-
lare Geweihknochenforschung an
der Abteilung fiir Mund-, Kiefer-
und Gesichtschirurgie des Be-
reichs Humanmedizin angesie-
delt und beschaftigt sich heute
weniger mit den morphologi-
schen Aspekten des Geweihkno-
chens, sondern mit den molekula-
ren Mechanismen, die hinter der
ungewohnlichen Regenerations-
fahigkeit dieses Gewebes stehen.
Im Rahmen eines von der Deut-

Wachstum ohne Tempolimit

Geweihknochenzellen als Modellsystem

flr die Knochenzichtung

Hans Joachim Rolf, Henning Schliephake,

schen Forschungsgemeinschaft
(DFG) geforderten Projekts mit
dem Titel: »In vitro-Untersuchun-
gen zur Regulation der Osteoge-
nese durch lokale und systemi-
sche Faktoren — Stammzellen aus
regenerierenden Geweihknochen
als Modellsystem ftir die in vitro-
Osteogenese im Rahmen des
Tissue Engineering« werden vor
allem die an diesem Organsystem
beteiligten Zellen isoliert und ihre
regenerativen Fahigkeiten und Ei-
genschaften ermittelt. Eine inter-
disziplindre Arbeitsgruppe unter-
sucht in Zusammenarbeit mit Wis-
senschaftlern aus Deutschland,

Karl Glinter Wiese

Kanada und der Tschechischen
Republik die Einfltisse von Hor-
monen und Wachstumsfaktoren
auf die Geweihknochenzellen so-
wie Aspekte der Strukturbildung
im Labor. Zu den Kooperations-
partnern gehéren dabei neben
Medizinern auch Veterinarmedi-
ziner, Zoologen und Wildbiologen.

Im internationalen Vergleich ist
die Anzahl der in Deutschland ar-
beitenden Geweihforscher bis
heute sehr gering geblieben. Die
Universitat Gottingen hat schon in
der Vergangenheit bedeutende
Beitrage zu diesem Forschungsge-
biet geleistet. Bis vor wenigen Jah-

Abbildung 1:

Kurze Zeit nach dem
Abfallen des alten
Geweihs wachst sehr
rasch ein neuer
Geweihknochen am
Schadel des Hirsches
nach.
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Abbildung 2:
Histologischer Schnitt
durch die Spongiosa

eines regenerierenden
Geweihknochens nach
vier Wochen Wachstum.
Es sind Knorpelzellen zu
sehen, die Strukturen
aufbauen.

Abbildung 3:

Nach vier Wochen sind
in den Kulturschalen
deutliche Strukturen zu
erkennen, die von den
Geweihknochenzellen
gebildet wurden.

ren wurde unter der Leitung von
Prof. Dr. Klaus Fischer vom I. Zoo-
logischen Institut das bundesweit
einzige Forschungsgehege fir
Dambhirsche (Cervus dama) betrie-
ben. Die stark auf interdisziplina-
re Zusammenarbeit ausgerichtete
Arbeitsgruppe Fischer erlangte in-
ternationale Anerkennung und
legte den Grundstein fiir die For-
schungsprojekte, die aktuell zum
Thema Geweihknochen in Got-
tingen bearbeitet werden. In Ko-
operation mit dieser Arbeitsgrup-
pe wurden zwischenzeitlich die
ersten Experimente zur Kultivie-
rung von Geweihknochenzellen
an der Abteilung Orthopadie des
Bereichs Humanmedizin unter
der Leitung von Prof. Dr. Hans
Willert und Prof. Dr. Alfred Ender-
le durchgefihrt. Im Jahr 2000

3 6 Universitat Gottingen

wurde das Forschungsgebiet in
die Abteilung Mund-, Kiefer- und
Gesichtschirurgie tberfiihrt.

Stammzellen und Tissue
Engineering

Die Gewebe der Wirbeltiere las-
sen sich in Weich- und Hartgewe-
be einteilen. Das Hartgewebe be-
steht vornehmlich aus Knochen,
das als Skelett hauptsachlich die
Stutzfunktionen des Korpers tiber-
nimmt. Im Gegensatz zu den In-
sekten, bei denen das Stiitzgewe-
be die Auenhiille bildet und die
Weichgewebe, wie Muskeln und
innere  Organe, umhillt und
schitzt, ist das Stiitzgewebe bei
Wirbeltieren immer von Weichge-
webe umgeben. Bei den Sdugetie-
ren sind nur die Zdhne und bei
den Hirschen (Cerviden) aufer-
dem noch die Geweihe nicht von
Weichgewebe bedeckt. Die Zah-
ne wachsen aus embryonal ange-
legten Zahnkeimen nur einmal
aus — dies gilt sowohl fiir Milch-
zédhne als auch fir die bleibenden
Zéhne; dagegen wird der Geweih-
knochen immer wieder neu gebil-
det. Wahrend Architektur und
Physiologie der Weichgewebe
besser erforscht sind, gibt es beim
Knochen auch heute noch erheb-
liche Wissensliicken. Dies liegt si-
cher zum Teil daran, dass Weich-
gewebe histologisch besser verar-
beitet werden kann und sich in
Zellkulturen leichter anztichten
ldsst als dies beim harten Kno-
chengewebe der Fall ist.

Die Frage, ob humane Stamm-
zellen benutzt werden konnen,
um defekte Gewebe im menschli-
chen Korper zu reparieren, oder
ob man sogar mit ihrer Hilfe im
Labor komplette Organstrukturen
nachzichten konnte, wird im Au-
genblick in vielen Laboren unter-
sucht und unter dem Begriff Tissue
Engineering (Gewebetechnik) zu-
sammengefasst. Auch an der me-
dizinischen Fakultdt der Univer-
sitat Gottingen beschéftigen sich
im Bereich der klinischen For-
schung verschiedene Arbeitsgrup-
pen schwerpunktmafig mit den

Méglichkeiten zur Organ- bezie-
hungsweise Geweberegeneration.

Aus der Sicht der Knochenfor-
schung ist das System der regene-
rierenden Geweihknochenzellen
vor allem im Vergleich zu den ent-
sprechenden menschlichen Zel-
len — den mesenchymalen Stamm-
zellen — von Interesse. So sind der
Knochenziichtung im Labor (in
vitro) aus diesen mesenchymalen
Stammzellen zur Zeit noch enge
Grenzen gesetzt, beispielsweise
durch den programmierten Zell-
tod (Apoptose), der bei ausdiffe-
renzierten Zellen eintritt, oder
durch die bei humanen Knochen-
zellen fehlende Fahigkeit, in vitro
dreidimensionale Strukturen aus-
zubilden. Die Entschltisselung der
Mechanismen der Geweihkno-
chenentwicklung konnte helfen,
diese Grenzen zu tberwinden.
Mit den Experimenten mochten
die Forscher einen Beitrag sowohl
zur  Grundlagenforschung als
auch zur anwendungsorientierten
Forschung leisten, mit dem Ziel,
langfristig die Versorgung von Pa-
tienten — deren Gesichtsknochen
beispielsweise durch Tumore oder
Unfélle zerstort wurden — zu ver-
bessern.

Einen wichtigen Schritt beim
Vergleich der Wachstums- und
Differenzierungsleistung von Ge-
weihknochenzellen mit humanen
Stammzellen stellt die Isolierung
von so genannten multipotenten
Stammzellen aus Geweihzellkul-
turen dar. Dies ist der Forscher-
gruppe Anfang 2005 unter der An-
wendung spezieller Antikorper in
Zusammenarbeit mit der Abtei-
lung Hamatologie und Onkologie
im Bereich Humanmedizin erst-
mals gelungen. Dabei konnten
aus Zellkulturen von regenerie-
renden Geweihknochen bis zu
vier Prozent Zellen isoliert wer-
den, die aufgrund der aktuellen
Definition als multipotente Stamm-
zellen bezeichnet werden kon-
nen. Diese Zellen befinden sich in
einem sehr urspriinglichen Ent-
wicklungsstadium und konnen
sich auch im erwachsenen Indivi-



duum unter bestimmten Bedin-
gungen noch in verschiedene
Zell- und Gewebetypen differen-
zieren. In dhnlichen GroRenord-
nungen kénnen aus dem mensch-
lichen Knochenmark ebenfalls
Zellen isoliert werden, die den
Charakter multipotenter Stamm-
zellen besitzen. Hier bietet sich
an, diese Zellen mit Stammzellen
aus dem Geweihknochen in ver-
gleichenden Experimenten auf ih-
re Eigenschaften hin zu testen.

Von der Zelle zur Struktur

Der strukturelle Aufbau der rege-
nerierenden Cerviden-Geweihe
ist histologisch dem humanen
Rohrenknochen sehr dhnlich. Al-
lerdings sind unter den Bedingun-
gen der Zellkultur erhebliche Un-
terschiede im Wachstums- und
Differenzierungsverhalten zwi-
schen den Knochenzellen des Ge-
weihs und den Stammzellen des
menschlichen Knochenmarks zu
beobachten. Obwohl! die Wachs-
tums- und Entwicklungsmoglich-
keiten beider Zelltypen in vitro
von verschiedenen Wachstums-
faktoren abhdngen, die den Zellen
tber das Nahrmedium zugefiihrt
werden konnen, sind die mesen-
chymalen Stammzellen aus dem
menschlichen Knochenmark nur
in vergleichsweise begrenztem
Ausmald zur langerfristigen Kulti-
vierung und Weiterentwicklung
befahigt. Im Gegensatz dazu kon-
nen Zellen aus regenerierenden
Geweihknochen uber einen Zeit-
raum von mehr als 27 Monaten in
ein und derselben Kulturflasche
kultiviert werden, ohne die Zellen
in bestimmten Abstianden bei Er-
reichung hoher Zelldichten auf
neue Kulturgefdlle verteilen zu
missen (so genannte Passagie-
rung). Die regelmafBige Passagie-
rung ist bei den meisten Zell- und
Gewebekulturen notwendig, um
ein friihzeitiges Absterben der Kul-
turen zu verhindern. Eine den Ge-
weihzellen vergleichbare Lang-
lebigkeit in vitro ist in der Zellfor-
schung bislang nur von Tumor-
zellkulturen bekannt.

Einblicke in das Wirkungsgefii-
ge der verschiedenen Zelltypen,
die sich aus Biopsie-Stanzen des
regenerierenden Geweihknochens
gewinnen lassen, lieferten bereits
Experimente mit so genannten
Langzeitkulturen aus Geweihge-
webe. Hierzu wurden Gewebe-
biopsien aus dem wachsenden
Geweih mit einem Skalpell in
zirka ein Millimeter grofe Stiicke
zerteilt und in Kulturschalen mit
Ndhrmedium versorgt. Nach der
Kultivierung im Brutschrank konn-
te man beobachten, wie aus den
Gewebestlickchen bereits nach
wenigen Tagen unterschiedliche
Zelltypen herauswuchsen und
sich rasch vermehrten. Nach we-
nigen Wochen waren nicht nur
die Kulturschalen mit mehrschich-
tigen Lagen von Geweihknochen-
zellen tberwachsen, sondern die
Zellen hatten dartiber hinaus be-
gonnen, sich zu organisieren und
deutlich sichtbare Strukturen aus-
zubilden. Uberraschend waren
dabei nicht unbedingt die zahl-
reich entstandenen Zellaggregate
(im angloamerikanischen Sprach-
gebrauch als nodules bezeichnet),
sondern vielmehr der Zusammen-
schluss von Zellen zu lang ge-
streckten, dreidimensionalen Ge-
bilden, die in ihrer gesamten Aus-
pragung dem Betrachter den Ein-
druck einer spongiosa-(schwamm-)
dhnlichen Grundstruktur vermit-
telten. Beim Knochen besteht die
so genannte Spongiosa aus ver-
kalkten Knochenbdlkchen (Trabe-
kel) und bildet das innere Grund-
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gertist sowohl beim menschlichen
Rohrenknochen als auch beim Ge-
weihknochen. Die Tatsache, dass
die von Geweihzellkulturen gebil-
deten dreidimensionalen Trabekel-
strukturen auch im Rontgenbild
sichtbar waren, lieferte die ersten
deutlichen Hinweise auf fortge-
schrittene Mineralisierungspro-

zesse in den Kulturschalen. Durch
den Einsatz von Fluoreszenzfarb-
stoffen konnte dann in weiteren
Experimenten nachgewiesen wer-
den, dass die Verkalkungen bezie-
hungsweise Kalziumeinlagerun-
gen in den Geweihzellkulturen
hauptsachlich im Bereich der Zell-
aggregate und der dreidimen-
sionalen »Trabekel« stattfinden.
In Langzeitkulturen, die tber
mehrere Monate angelegt waren,
entstanden auf diese Weise nicht
nur grofiflachige, spongiosa-ahn-
liche Strukturen, sondern teilwei-
se auch »Gewebeknétchen« bis
zu einer Grolke von 0,8 mal ein
Zentimeter. Erstaunlich war dabei,
dass diese geziichteten Gewebe
ohne strukturelle Hilfsmittel, wie
zum Beispiel dreidimensionale

Abbildung 4:
Langsschnift durch
einen Geweihknochen.
Die Mikroréntgen-
aufnahme zeigt die
Spongiosastruktur im
Inneren des Knochens.

Abbildung 5:

Der Fluoreszenzfarbstoff
Calcein wird in den
von den Geweihzellen
aufgebauten drei-
dimensionalen Struktu-
ren eingelagert. Dies
zeigt, dass die Minerali-
sierung auch in der
Kulturschale stattfindet.
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»Gerlste« aus biologisch vertrag-
lichen Materialien, aus vereinzel-
ten Zellen herangewachsen sind.
Menschliche Knochenzellen sind
zwar in der Lage, Kulturgefalle in
mehrschichtigen Lagen zu besie-
deln und unter bestimmten Bedin-
gungen auch Zellaggregate zu bil-
den und zu mineralisieren, die
Fahigkeit, in vitro ohne Hilfsmittel
komplexe, dreidimensionale Struk-
turen zu entwickeln, konnte bisher
jedoch nicht nachgewiesen wer-
den.

Méglichkeiten und Grenzen

Wir hoffen, dass das Modell des re-
generierenden Geweihknochens
dazu beitragen kann, durch ver-
gleichende Experimente zur Rege-
neration und Differenzierung die
Osteogenese (Knochenbildung)
durch menschliche Knochenzel-
len besser zu verstehen und die
bisher bestehenden Beschrankun-
gen beim Kultivieren humaner
Knochenzellen zu tberwinden.
Der Schlussel dazu liegt mogli-
cherweise in der Zusammenset-
zung der Zellkulturen, so ein
wichtiges Ergebnis unserer Experi-
mente. Im Gegensatz zu vielen
Knochenzell- beziehungsweise
Stammzellkulturen, wie sie zur
Knochengewebeziichtung verwen-
det werden, beinhalten die nach
unserem Verfahren angelegten
Geweihzellkulturen als so ge-
nannte Mischkulturen verschiede-
ne Zelltypen, deren abgestimmte
Zusammenarbeit offensichtlich
die Grundlage fiir die besondere
Leistungsfahigkeit der Zellen bil-
det. Unklar ist bislang, wie die
Aufgabenverteilung fiir die einzel-
nen Zelltypen bei der Ausbildung
der Strukturen geregelt ist und
welche Wachstumsfaktoren bei
diesen Prozessen eine Schlissel-
position besitzen. Die Analyse
dieser Zusammenhange sowie Si-
mulationsexperimente mit Hilfe
humaner Zellen in der Kulturscha-
le kdnnen so dazu beitragen, die
Komplexitat der Knochenneubil-
dung zu verstehen und dartiber
hinaus die Erzeugung von biolo-

Universitat Gottingen

gisch vollwertigen knochernen Er-
satzgewebe in vitro zu erleichtern.

Bis dahin ist es aber noch ein
weiter Weg, denn das Zusam-
menspiel von Wachstumsfaktoren
und Hormonen bei Knochenbil-
dung, Knochenumbau und Kno-
chenabbau gleicht einem duferst
komplizierten Regelwerk. Letzt-

lich wird immer zu beachten sein,
dass man sich beim Experimentie-
ren im Labor auferhalb des
menschlichen Koérpers befindet
und dass nicht alle in vitro ge-
wonnenen Erkenntnisse ohne
weiteres auf das biologische Sys-
tem des Menschen (bertragen
werden konnen. «
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Deer antlers are the only

mammalian bone structures
that regenerate completely every
year and they provide a unique
natural model to study different
aspects of bone regeneration.
Extremely fast growth rates (up to
2 cm per day) lead to complete
antler development in an adult in-
dividual within three to four
months. For that reason, deer ant-
lers have been recognized as an
excellent object for a number of
biomedical studies. The present
article deals with the regenerative
capacity of cultivated mixed cell
populations derived from selected
layers of antler tissue. The authors
observed that primary antler cell

cultures as well as their first
passages can be kept alive for up
to more than 27 months without
visible signs of apoptosis (= pro-
grammed cell death). After several
weeks, long-term cultures begin
to form complex structures which
give the impression that antler-
ogenic cells are building up a
»trabecular« structure, resembling
the development of spongiosa
(parts of human long bones are
also made up of a spongiosa
structure). Several months of culti-
vation lead to organised »bone«
nodules up to a size of 0.8 x T cm.
Compared to antler cell cultures,
human bone cells show only limi-
ted growth rates and are not able
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to form three-dimensional struc-
tures in vitro.

The research projects described
are realized in close cooperation
with scientists from different
countries (Canada, Czech Repu-
blic and Germany). The main
objective is to compare differen-
tiation and regenerative capacity
of antler cells with human mesen-
chymal stem cell cultures. These
comparative studies might help
to overcome limitations observed
in experiments with human bone
cells in vitro. The research on
antler bone cells is supported by
the German Research Foundation

(DFQG). .
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