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Etablierung einer (Stamm)-Zellbibliothek
wilder Tierarten

Von der Zellisolation bis zur Kryokonservierung

Die Fraunhofer-Einrichtung fiir Marine Biotechnologie und das Fraunhofer-Institut
fiir Biomedizinische Technik haben 2004 eine Zellbank gegriindet, die sich

darauf spezialisiert hat, Stammzellen aus Wildtieren zu archivieren. Im Juni 2008
erhielt diese die offizielle Bezeichnung , Cryo-Brehm” — Deutsche Zellbank fiir
Wildtiere , Alfred Brehm”, Uber ein patentiertes Verfahren werden dafiir Stamm-
zellen aus glanduléren Geweben isoliert und fiir die Zukunft kryokonserviert.

Abb. 1: Eine Kopie der Zellen des Libecker ,CRYO-BREHM" befindet sich in den Kryobehiltern
der hachmodernen Forschungshiobank des Fraunhofer IBMT in Sulzbach (Saarland)..

Seit Jahrhunderten bildet das Sammeln
und Beschreiben von Proben und Orga-
nismen die Basis vieler Wissenschafien
wie etwa der Geologie oder Biologie.
Mineraliensammlungen und naturkund-
liche Kabinette bergen wertvolle Materi-
alien, von denen viele ochne die sorgféltige
Archivierung unserer Vorfahren unwie-
derbringlich verloren gegangen wiiren.
Wollte man das sich stets wandelnde
Artenspekirum fiir die Nachwelt mig-
lichst genau dokumentieren, wiirde die
physiologische und molekulare Beschrei-
bung, die Seguenzierung des Genoms
und die Charakterisierung des Stoffwech-
sels aller Arten Jahre erfordern. Derzeit
gibt es fiir Pllanzen und Tiere, die griber
als ein Kubikmillimeter sind, keine Mig-
lichkeit der kompletten Lebendkonser-
vierung. Fiir Zellen nahezu jeder Her-
kunft ist dies zweifellos miglich. Zellen
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beinhalten alle Informationen iiber den
jeweiligen Organismus, wie Genom,
Transkriptom, Proteom etc. Neben diffe-
renzierten Zellen besitzt vumindest jedes
Wirbeltier Stammzellen, die nicht oder
kaum spezialisiert sind und eine hohe
Teilungsfihigkeit aufweisen. Damit lie-
fern Stammzellen derzeit die hiichste
Qualitiit und vollstindigste Dokumenta-
tion eines Organismus.

Die Kenservierung von Stammzellen
verschiedenster Tierarten haben sich
die Fraunhofer-Einrichtung fiir Marine
Biotechnologie (EMB) in Liibeck und das
Fraunhofer-Institut fiir Biomedizinische
Technik (IBMT) in St. Ingbert zur Auf-
gabe gemacht. Entwicklung und Optimie-
rung von Verfahren zur Gewinnung von
Stammzellen aus unterschiedlichen Ge-
weben fiir die Biotechnologie und Medi-
zin ist eines der Forschungsfelder der
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Fraunhofer EMB. In Kooperation mit
dem Tierpark Hagenbeck und den Zoo-
logischen Girten Rostock und Neunkir-
chen, sowie der Landesforschungsanstalt
fiir Landwirtschaft und Fischerei in Born/
Darfi isolieren die Wissenschafiler hoch-
proliferative Zellen aus Gewebeproben
die den Tieren post mortem entnommen
werden. Hauptsdchliche Organguellen
fiir die Stammzellen sind Pankreas, Spei-
cheldriise und Haut [1, 2, 3].

Stammzellisolation aus glanduldren
Geweben

Typische Stammzelleigenschalten sind
u.a, die Fihigkeit zur Selbsterneuerung
und das Potential, sich zu spezialisierten
Zelltypen zu  entwickeln. Glandulire
Stammzellen, insbesondere jene aus dem
Pankreas, zeichnen sich iiberdies durch
eine erhihte Proliferationsrate und pluri-
potente  Differenzierungseigenschafien
aus, die fiir Mensch, Maus und Ratte be-
reits bewiesen wurden [1, 5, 6]. Um die
Stammzellen aus dem Organverband zu
isolieren, wird das Gewebe (~2 cm3) zu-
niichst in kleine Fragmente geschnitien,
von Fett befreit, und in zwei Schritten in
einem Kollagenase supplementierten Me-
dium verdaut, Dazwischen werden ver-
blichene Gewebestiicke gespiilt und mit
chirurgischen Scheren mechanisch zer-
kleinert. Im Anschluss werden restliche
Gewebefragmente durch Auf- und Abpi-
pettieren weiter dissoziiert und durch
cine Nylonmembran gefiltert, Nach Zen-
trifugation und weiterer Reinigungen



werden die Zellen ausgesiit und in
Dulbecco’s modified Eagle's medium,
welches mit fitalem Kilberserum (FKS)
und Antibiotika angereichert ist, bei ent-
sprechender Temperatur kultiviert. In
der Regel werden die Zellen bis zu fiinf
Mal passagiert, bis sie in Einfriermedium,
bestehend aus 90% (wv) FKS und 10%
(v/v) Dimethyl-Sulfoxid, bei -145°C kryo-
konserviert werden. Langzeitkulturen,
etwa mit Stammzellen aus der Kopfniere
des Sibirischen Stirs, zeigen, dass auch
nach 35 Passagen das Proliferations-
potential nicht abnimmt und die Zellen so
iiber viele Passagen weiter kultiviert wer-
den kénnen.

Kryokonservation

Seit mehr als 50 Jahren werden haupt-
siichlich Spermien, Eizellen und Zellsus-
pensionen kryokonserviert und kinnen
ohne grofie Beeintrichtigung der Vitali-
tit aufgetaut werden. Da das Einfrieren
von Zellen kein natiirlicher Vorgang ist,
muss dem Einfriermedium ein Gefrier-
schutzmittel zugegeben werden, welches
die Bildung grofier Eiskristalle innerhalb
und aubBerhalb der Zelle verhindert,

In den letzten Jahren hat die Entwick-
lung der Kryokonservation groBe Fort-
schritte gemacht, da sie fiir den Erhalt
von Stammzellen und deren medizinische
MNutzung im Hahmen individueller Zell-
therapien immer wichtiger wurde. Am
Fraunhofer IBMT werden Geriite und
Verfahren zur Kryokonservierung von
Zellen sowie Konzepte fiir die Ablage
in grofen automatisierten Kryobanken
entwickelt. So konnen die Wildtier-
stammzellen in hochmodernen . Eisbibli-
otheken” gelagert und erfasst werden
(Abb. 1). In elektronisch identifizierbaren
Kryoréhrchen werden Millionen Zellen
eines Tieres in automatisch iiberwachten
Kryotanks, die mit fliissigemn Stickstoff
auf -145°C gekiihlt werden, abgelegt.
Die Besonderheit liegt darin, dass sich
jede Probe in einem Kryorthrchen be-
findet, welches fiinfTach markiert ist, um
Verwechslungen auszuschlieBen. Zu den
Markierungsmiglichkeiten gehiren un-
ter anderem eine magnetisch lesbare
Radar Data Interchange Format (RFID)-
Kennung, sowie ein elektronischer Spei-
cherchip im Sockel des Kryorihrchens,
auf dem Informationen iiber die Probe
gespeichert werden kinnen. Mit wach-
sender Zahl der abgelegten Arten ist
mittlerweile eine lebende Bibliothek™
entstanden, in der die gesamte Informa-
tion tiber die Art und speziell iiber das
jeweilige Spendertier archiviert ist.

Nach dem deutschen Zoologen Alfred
Brehm, der mit Brehms-Tierleben™ sine
Beschreibung und Sammlung aller be-

Abb. 2: Der ,Cryo-Brehm” beherbergt neben Zellen von Saugetieren wie dem Geparden (A) und dem
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Dromedar (B), auch Vogelstammzellen etwa vom WeiBnackenkranich und Zellen von Fischen wie der

Regenbogenforelle (C) und Zellen des Zanders (D).

kannten Tiere geschaffen hat, werden
nun in Litheck und Sulzbach (Saarland)
unter dem Namen ,Cryo-Brehm® - Deut-
sche Zellbank fir Wildtiere ,Alfred
Brehm® Stammzellen aus Wildtieren ar-
chiviert. Neben Zellen von Siugertieren,
wie dem Schneeleopard oder dem Drome-
dar, sind auch Vogelzellen z. B. vom Weili-
nackenkranich oder dem Steinkauz, aber
auch Fischzellen von der Regenbogenfo-
relle und dem Sibirischen Stér in der
Sammlung zu finden (Abb. 2). Die Erhal-
tung der Biodiversitit und der Umwelt
muss den Grundprinzipien der Natur, also
dem steten Wandel und der Anpassung,
gerecht werden, Der ,Cryo-Brehm® ist
daher kein Ersatz fiir zoologische Girten
oder den Umweltschutz. Ebenso ist er
keine reproduktionsorientierte Bank, son-
dern die konsequente Erginzung zur Be-
wahrung der Natur und stellt die effek-
tivste und die kostengiinstigste Form der
Erfassung der jeweils vorhandenen Biodi-
versitit dar. In einer Kryobank von etwa
500 m? Fliche kinnen Zellen tausender
Arten in vielfachen Kopien ahgelegt wer-
den. Dies bedeutet gleichzeitig, dass die
Zellen fiir unterschiedlichste wissen-
schaftliche Fragestellungen bereitgehal-
ten werden und so einen enormen Wert
fiir die Forschung darstellen. In der
Grundlagenforschung kiinnten diese Zel-
len bei der Untersuchung von evolutions-
biologischen Fragestellungen von grofiem
Nutzen sein. Dariiber hinaus wiire eine
Nutzbarmachung bestimmter Gense-
quenzen, etwa von Resistenzgenen, denk-

bar. Von auBerordentlicher Bedeutung
kiinnte die schnelle Mobilisierung der Zel-
len bei einer Epidemie sein, wenn die Zel-
len als Testsysteme zum Erforschen und
Erproben neuer Medikamente zum Tra-
gen kommen. Des Weiteren kiinnten sol-
che Testsysteme aufschlussreiche FEr-
kenninisse iiber die Auswirkungen
bestimmter Gifte auf Wildtiere liefern. So-
mit stellt der ,Cryo-Brehm” eine wichtige
Sammlung robuster Stammezelllinien dar,
die neben der Lebendarchivierung der
genetischen Vielfalt von Vertebraten auch
zahlreiche  Anwendungsmoglichkeiten
bietet, deren volle Tragweite vermutlich
erst in Zukunft ersichtlich wird.
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