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3.5 Aus Stammzellen abgeleitete Organoide und ihre
Bedeutung fiir die biomedizinische Forschung und
Therapie”

Zusammengefasst und aus dem Englischen tibersetzt von Lilian Marx-Stélting und Sina
Bartfeld

Anfang 2015 erhielt der erste Mukoviszidose-Patient eine individualisierte Therapie,
die auf Medikamententests an seinen eigenen Zellen beruhte. Moglich wurde dies
durch neue Methoden der dreidimensionalen Zellkultur, mit denen Stammzellen in der
Kulturschale vermehrt werden kdnnen. Anders als bei der herkdmmlichen zweidimen-
sionalen Zellkultur wachsen diese neuen Stammzellkulturen als dreidimensionale Ge-
bilde. Aufgrund ihrer frappierenden Ahnlichkeit mit Organen werden sie ,,Organoide*
genannt.

Organoide werden durch drei Charakteristika bestimmt: Selbstorganisation, Viel-
zelligkeit und Funktionsfihigkeit. ,,Selbstorganisation bedeutet dabei, dass die Zel-
len sich in vitro (auBerhalb des Kérpers, in der Kulturschale) selbststindig in dersel-
ben Weise dreidimensional anordnen, wie es fiir das entsprechende Organ in vivo (im
Kérper) typisch ist. Ahnlich wie ein Organ besteht ein Organoid auRerdem aus unter-
schiedlichen Zelltypen (Vielzelligkeit) und diese weisen zumindest einige der Funktio-
nen auf, die sie typischerweise auch in diesem Organ haben (Funktionsfahigkeit). Ein
Beispiel: Adulte Stammzellen des Diinndarms wachsen zu kleinen Strukturen heran,
die etwa die GroRe von Senfkdrnern haben. Jedes Organoid besteht dabei aus einer drei-
dimensional gefalteten Schicht aus verschiedenen Zellen des Darms (wie Paneth-Zelle,
Becherzelle, Enterozyt)?, die einen Hohlraum umgeben. Die Zellen orientieren sich
zu dem Hohlraum hin, wie zu der Innenseite des Darms. In Einfaltungen, die von dem
Hohlraum weg zeigen, siedeln sich die adulten Stammzellen und die Paneth-Zellen an,
ganz wie es im echten Darm in den sogenannten Krypten von Lieberkiihn (kleine Ein-
senkungen in der Schleimhaut des Diinn- und Dickdarms) der Fall ist. In den Bereichen

25 Dieser Beitrag ist eine deutsche Zusammenfassung des Artikels ,,Stem cell-derived organoids and
their application for medical research and patient treatment* von Sina Bartfeld und Hans Clevers, der
im Juli 2017 im Journal of Molecular Medicine (95/7: 729-738) erschienen ist.

26 Paneth-Zellen, Enterozyten und Becherzellen sind Bestandteile des Darmepithels, Paneth-Zellen
sondern als Driisenzellen Verdauungsenzyme ab, Enterozyten resorbieren Nihrstoffe aus der Nah-
rung und Becherzellen produzieren Schleim.
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eines Organoids, die nahe am Hohlraum sind, gruppieren sich die Enterozyten und die
Becherzellen - im echten Darm entspricht dies den Bereichen der Darmzotten (Villi). So
ist ein Diinndarm-Organoid eine sehr reduzierte Miniatur-Version eines echten Darms.

Organoide kdnnen inzwischen fiir viele Organe geziichtet werden. Hierfiir werden
entweder pluripotente oder adulte Stammzellen verwendet. Pluripotente Stammzel-
len, wie z. B. aus Embryonen gewonnene embryonale Stammzellen (ES-Zellen) und
aus Spendermaterial beispielsweise von Patienten generierte induzierte pluripotente
Stammzellen (iPS-Zellen)?, besitzen dabei die Fahigkeit, alle der iiber 200 verschiede-
nen Zelltypen des menschlichen Organismus zu bilden. Um aus pluripotenten Stamm-
zellen den gewlinschten Gewebetyp zu generieren, benutzen Forscher die Erkennt-
nisse aus der Entwicklungsbiologie und imitieren im Labor die Entwicklungsschritte,
die eine pluripotente Zelle im Kérper durchlduft, um zu einer differenzierten Zelle in
einem bestimmten Organ zu werden. Im Labor wird dies dadurch erreicht, dass der
Nihrlésung, in der die Zellen wachsen, verschiedene Faktoren beigemischt werden, die
auch im Korper dafiir sorgen, dass die Zelle eine bestimmte Entwicklungsrichtung ein-
schligt.

Etwas anders ist das bei adulten Stammzellen, die aus Spendermaterial gewonnen
werden. Sie sind gewebsspezifisch, also multipotent, nicht pluripotent. Das bedeutet,
dass sie darauf festgelegt sind, zu bestimmten Zelltypen zu werden (zu differenzieren).
Eine adulte Stammzelle des Darms ist beispielsweise darauf festgelegt, die Zelltypen
des Darms (wie Paneth-Zelle, Becherzelle, Enterozyt) zu bilden. Um adulte Stammzellen
zu kultivieren, reicht es daher aus, nur die molekulare Umgebung des adulten Gewebes
nachzuahmen.

Die Bandbreite der Organe, auf die dieses Prinzip angewendet wurde, wichst rapide
an. Es umfasst Organe aus allen drei Keimblattern?® (Meso-, Ekto- und Endoderm). Da
diese Keimblitter das gesamte entwicklungsgeschichtliche Spektrum umfassen, lassen
diese Erfolge hoffen, dass méglicherweise alle Organe in vitro nachgebildet werden
konnten. Endodermale Organoide aus adulten Stammzellen wurden aus so unterschied-
lichen Organen wie Darm, Magen, Pankreas, Leber, Prostata, Speiserdhre, Gallenblase
und Geschmacksknospen gewonnen. Mit pluripotenten Stammzellen konnten bislang
Darm, Magen, Pankreas, Lunge, Leber, Schilddriise und Gallengang nachgeziichtet wer-

27 Induzierte pluripotente Stammzellen werden aus somatischen Zellen (Kérperzellen) gewonnen,
die durch Zugabe bestimmter Faktoren in einen pluripotenten Zustand reprogrammiert werden.

28 Keimblitter sind verschiedene Zellschichten, die sich widhrend der Embryonalentwicklung aus-
differenzieren und die im Verlauf der weiteren Entwicklung unterschiedliche Gewebe und Organe
hervorbringen. Die drei Keimblatter nennt man Endoderm (Innenschicht), Ektoderm (AuRenschicht)
und Mesoderm (Mittelschicht).
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den. Als mesodermale Organoide konnten bisher aus pluripotenten Stammzellen sehr
komplexe Nieren-Organoide herangezogen werden und aus adulten Stammzellen Or-
ganoide der Eileiter. Ektodermale Organoide konnten bisher aus pluripotenten Stamm-
zellen fiir verschiedene Hirnareale geziichtet werden, dabei auch spektakuldre, einige
Millimeter groRe ,,mini brains“ und Augenbecher. Adulte Stammzellen von Milchdrii-
sen und Speicheldriisen konnten ebenfalls zu Organoiden herangezogen werden (Stand
Januar 2017).

Organoide sind fiir verschiedene Bereiche der Biomedizin sehr vielversprechend.
Innerhalb der Grundlagenforschung ermdglichen sie beispielsweise die In-vitro-Unter-
suchung der Schliisselreize, die die Organogenese (die Entstehung der Organe im Kor-
per), die Homdostase (Aufrechterhaltung) von Geweben und die Zelldifferenzierung
steuern. Dadurch werden auch Gewebe, die in vivo bislang nicht zugédnglich waren, er-
forschbar.

Dariiber hinaus kénnen Organoide als Krankheitsmodelle sowohl fiir Infektions-
krankheiten als auch fiir genetische Krankheiten dienen. Der groRRe Vorteil von Orga-
noiden gegeniiber Zelllinien liegt dabei darin, dass sie viele (idealerweise alle) der Zell-
typen enthalten, aus denen das Organ in vivo besteht. So kénnen komplexe Vorginge
besser erforscht werden.

Bei der Erforschung von Infektionskrankheiten sind Organoide besonders da inter-
essant, wo bislang gute Modellsysteme fehlen. Dies ist etwa bei denjenigen Krankhei-
ten der Fall, die fiir Menschen spezifisch sind oder bei denen sich die Pathologie der
bisherigen Tiermodelle von der menschlichen Pathologie unterscheidet, wie z. B. bei
der Infektion mit dem Magenkeim Helicobacter pylori oder dem Durchfallvirus Norovi-
rus. Aber auch fiir genetische Erkrankungen sind organoidbasierte Krankheitsmodelle
vielversprechend. Ein herausragendes Beispiel ist die Mukoviszidose (Zystische Fibro-
se), die mittels iPS-abgeleiteten Lungenorganoiden oder auch anhand von intestinalen
Organoiden aus adulten Stammzellen genauer erforscht wird. Da Organoide nicht nur
von gesundem Gewebe, sondern auch aus Tumorgewebe hergestellt werden kdnnen, ge-
winnen Organoide auch in der Krebsforschung an Bedeutung.

Im Rahmen der regenerativen Medizin eignen sich Organoide auerdem als alterna-
tive Quelle von transplantierbarem Gewebe, das vor dem Hintergrund geringer Organ-
spenden dringend gebraucht wird. Da Organoide aus kleinsten Mengen von Spenderzel-
len geziichtet und danach in vitro vermehrt und differenziert werden kénnen, kénnten
sie autologe (vom Patienten selbst stammende) Zellen oder in Zukunft moglicherwei-
se auch autologes Gewebe fiir Transplantationen liefern. Solche autologen Organoid-
transplantationen wiirden es ermdglichen, krankheitsauslosende Mutationen mithilfe
verschiedener gentechnischer Methoden in vitro zu korrigieren, bevor die Organoide
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transplantiert werden. Erste Experimente im Tiermodell lieferten bereits positive Er-
gebnisse, weitere Studien zur Funktionalitdt von Organoiden in vivo sind jedoch nétig.

Ein weiteres Anwendungsgebiet von Organoiden liegt im Bereich toxikologischer
Screenings zur Bewertung der Toxizitdt von Stoffen fiir die Medikamentenentwick-
lung. Hierzu gibt es bereits mehrere Organoidbiobanken und weitere werden derzeit
etabliert. Dafiir werden definierten Patientengruppen Gewebsproben entnommen und
im Labor in Kultur genommen. Als Organoide konnen die Zellen des Patienten anschei-
nend unendlich vermehrt, sogar eingefroren und wieder aufgetaut und damit tiber
Jahre im Labor gehalten werden. So stehen Organoide als kleine Patienten-Avatare
fiir Medikamententests zur Verfiigung. Bei Screenings werden zu testende Substan-
zen zu Organoiden hinzugegeben und ihre Wirkung auf die Organoide mit einer daran
anschlieBenden Analyse getestet. Mit derselben Methodik lédsst sich auch feststellen,
welche Gruppe von Patienten von einer Behandlung mit einem bereits bestehenden
Medikament profitieren wiirde. Auch Studien zur Dosierung und zur Toxizitit von
Substanzen konnen so erfolgen. Solche Toxizit4tsstudien an Organoiden kénnten in Zu-
kunft auch Tierversuche erginzen oder gar ersetzen.

Mittels patientenspezifischer Organoide kann im Rahmen der sogenannten perso-
nalisierten Medizin auch die ideale Behandlung fiir einen bestimmten Patienten iden-
tifiziert werden. Ein gutes Beispiel hierfiir ist die eingangs erwdhnte Mukoviszidose.
Obwohl die Krankheit hiufig vorkommt (ca. 1 von 3000 Neugeborenen ist davon be-
troffen), sind einige Mutationen sehr selten. Da Medikamententests bisher aufwendig
und teuer sind, ist es nicht praktikabel, das gesamte Mutationsspektrum abzudecken.
Genau dies war das Problem des ersten Patienten, der eine personalisierte Therapie mit
Hilfe von Organoiden erhielt: Es gab ein vielversprechendes neues Medikament, aber
da dieser Patient eine sehr seltene Mutation im verantwortlichen Gen trug, war dieses
neue Medikament nicht fiir ihn zugelassen, einfach weil seine Mutation zu selten war,
um in einer klinischen Studie getestet worden zu sein. Das Forscherteam in den Nieder-
landen entnahm daraufhin eine Darmprobe und zog aus den adulten Stammzellen im
Gewebe Organoide heran. In Vorarbeiten hatte die Gruppe einen Test entwickelt, mit
dem sie die Funktion des defekten Proteins evaluieren konnten. Dieser Test basiert da-
rauf, dass eine bestimmte Substanz (Forskolin) zu den Organoiden gegeben wird. Dies
bewirkt, dass Fliissigkeit in das Innere der Organoide einstrémt, wodurch die Organoi-
de anschwellen. Dieses Anschwellen kann man im Mikroskop sehen und messen. Bei
Mukoviszidose-Patienten ist der Einstrom eingeschrankt und die Organoide schwellen
gar nicht oder nur wenig an. Wenn nun ein Medikament hinzugegeben wird, kénnen
die Forscher ermitteln, ob dadurch der Einstrom und damit das Anschwellen der Or-
ganoide normalisiert werden kann. Bei dem Patienten mit der sehr seltenen Mutation
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zeigte sich, dass die Zugabe des neuen Medikaments das Anschwellen der Organoide
normalisierte. Der Patient bekam daraufhin das Medikament und seine Symptome
verbesserten sich deutlich. Nach diesem ersten translationalen Erfolg wurden gréRere
Studien initiiert. Bis jetzt wurden sieben Patienten aufgrund der Ergebnisse in ihren
Organoiden therapiert. Die Krankenkassen in den Niederlanden unterstiitzen jetzt den
Aufbau einer groRen Biobank, deren Ziel es ist, jedem Mukoviszidose-Patienten in den
Niederlanden zu erméglichen, fiir sich Organoide anlegen zu lassen. Derzeit (Januar
2017) umfasst die Biobank mehr als 300 Patienten.

Andere laufende Studien untersuchen derzeit die Mdglichkeiten von Organoiden
in der Krebsbehandlung. Wenn Tumororganoide von einem Patienten erstellt werden,
bleibt die urspriingliche Heterogenitdt des primédren Tumors in den Organoiden er-
halten. Es ist denkbar, dass bei der Anwendung von Krebsmedikamenten in den Orga-
noiden die gleiche Resistenz entstehen konnte, wie beim Patienten. Wenn dies der Fall
wire, kénnten die Organoide eine gewisse Vorhersage fiir Resistenzbildung liefern. Ob
sich diese Hoffnung bewahrheitet, wird sich in den laufenden Studien noch zeigen.

Trotz aller Ahnlichkeit mit Organen, sind die derzeitigen Organoide stark reduk-
tionistische Modelle. Ein echter Darm besteht nicht nur aus der inneren Schicht der
Schleimhaut (Epithel), sondern ist von Bindegewebe (Mesenchym) und Muskelschich-
ten umgeben, weist ein Nervensystem sowie Blutgefdfe auf und ist von Mikroorga-
nismen besiedelt. Wahrend das Mesenchym auch in den aus pluripotenten Zellen ab-
geleiteten Organoiden vorhanden ist, fehlen die anderen Komponenten oft. Natiirlich
liegt hierin auch ein Vorteil, da ein spezifischer Effekt auf bestimmte Zellen untersucht
werden kann. Es wird aber auch bereits die ndchste Generation von noch komplexeren
Organoiden entwickelt. Ein spannender Fortschritt ist beispielsweise der Aufbau von
aus pluripotenten Zellen abgeleiteten Darm-Organoiden mit einem funktionierenden
Darm-Nervensystem. Diese Organoide enthalten erstmals Zellen aus allen drei Keim-
blittern in einem Organoid, mit endodermalen Epithelzellen aus Endoderm, mesoder-
malem Mesenchym und Nervenzellen, die aus der ektodermalen Neuralleiste abgeleitet
wurden. Zukiinftige Entwicklungen werden voraussichtlich immer komplexere Orga-
noide hervorbringen.

Aber auch schon die derzeitigen Organoide sind ein immenser Fortschritt fiir die
Biomedizin. Vor der Entwicklung von Organoiden wurde in der Forschung meist auf
Tumorzelllinien oder Tiermodelle zuriickgegriffen und obwohl diese Modelle vielf4l-
tige wertvolle Ergebnisse hervorgebracht haben, fehlte ein Modellsystem, das echtem
menschlichen Gewebe niher ist. Organoide sind normale, nicht transformierte Zellen,
die in nattirlichen Zellverbinden wachsen. Sie sind aber auf der anderen Seite im Labor
dhnlich praktisch handhabbar wie Zelllinien. So kénnen Organoide auch mittels ver-
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schiedener Technologien, wie etwa der neuen Genomchirurgie (CRISPR/Cas), gentech-
nisch modifiziert werden. Dabei kdnnen aus einzelnen gentechnisch verdnderten Zel-
len klonale Organoide mit den gewiinschten genetischen Anderungen erzeugt werden,
um etwa den Effekt einer spezifischen Mutation zu untersuchen oder eine Mutation
eines bestimmten Patienten zu reparieren. Organoide kénnen im Labor bisher ohne
ersichtliches Limit expandiert werden, sodass ausreichend Material fiir groRe Experi-
mente zur Verfiigung gestellt werden kann. Fiir die medizinische Forschung und die
Entwicklung neuer Behandlungsmethoden ist es von gréter Bedeutung, dass grund-
sdtzlich fiir fast jeden Patienten Organoide generiert werden kénnen, sodass die gene-
tische Bandbreite der Patienten im Labor untersucht werden kann. Dadurch gewinnen
Organoide rapide an Bedeutung in der Grundlagenforschung, der Medikamentenent-
wicklung und der individualisierten Therapie.
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