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1. Prifung und Genehmigung von Antragen auf Einfuhr und
Verwendung menschlicher embryonaler Stammzellen zu

Forschungszwecken

1.1. Berichtsauftrag und Berichtszeitraum

Dieser Erfahrungsbericht erfolgt aufgrund von § 15 des Gesetzes zur Sicherstellung des
Embryonenschutzes im Zusammenhang mit Einfuhr und Verwendung menschlicher
embryonaler Stammzellen (Stammzellgesetz — StZG) vom 28. Juni 2002 (BGBI. | S. 2277),
zuletzt geandert durch das Gesetz zur Anderung des StZG vom 14.08.2008 (BGBI | S.
1708). Er umfasst den Zeitraum vom 1. Januar 2010 bis zum 31. Dezember 2011 (funfter

Berichtszeitraum).

1.2. Genehmigte Antrage und Genehmigungsverfahren

1.2.1 Uberblick uber die im Berichtszeitraum genehmigten Forschungsvorhaben

Im vorangegangenen Berichtszeitraum (1. Januar 2008 bis 31. Dezember 2009; vierter
Berichtszeitraum) waren im Zusammenhang mit inhaltlich eigenstandigen Projekten
25 Antrage auf Genehmigung der Einfuhr und/oder Verwendung humaner ES-Zellen
genehmigt worden. Fur drei weitere Antrage, die in diesem Zeitraum gestellt worden waren,

war das Genehmigungsverfahren am 31. Dezember 2009 noch nicht abgeschlossen.

Im aktuellen Berichtszeitraum wurden im Zusammenhang mit inhaltlich eigenstandigen Pro-
jekten 20 Antrage auf Genehmigung der Einfuhr und Verwendung bzw. Genehmigung der
Verwendung humaner embryonaler Stammzellen gemal § 6 StZG an das Robert Koch-In-
stitut (RKI) als zustdndige Genehmigungsbehodrde gestellt. Ferner waren drei Antrage aus
dem vierten Berichtszeitraum anhangig. 19 dieser insgesamt 23 Antrage wurden im Berichts-
zeitraum genehmigt, wobei flr einen Antrag aufgrund der gemeinsamen Antragstellung
durch zwei Wissenschaftler zwei getrennte identische Genehmigungen erteilt wurden.
Insgesamt ergingen folglich 20 Genehmigungen nach dem Stammzellgesetz. Zu einem
Antrag war das Genehmigungsverfahren am 31. Dezember 2011 noch nicht abgeschlossen;
im Falle von drei Antragen ist die Bearbeitung auf Wunsch der Antragsteller bis auf weiteres

ausgesetzt worden.

Die im Berichtszeitraum erteilten 20 Genehmigungen flir neue, eigenstandige Vorhaben
ergingen an 18 Personen bzw. Institutionen, von denen zwei bereits im Besitz wenigstens
einer zuvor erteilten Genehmigung fiir die Einfuhr und Verwendung humaner ES-Zellen wa-

ren; an einigen Institutionen ist weiterhin mehr als eine Forschergruppe mit hES-Zell-For-
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schung befasst. Insgesamt wurden somit bis zum Ende des Berichtszeitraumes Genehmi-
gungen fur die Verwendung von hES-Zellen in insgesamt 69 Forschungsvorhaben erteilt. Ein
im Jahr 2006 genehmigtes Vorhaben wurde im Berichtszeitraum zum Abschluss gebracht;
am Ende des Berichtszeitraumes bestanden folglich Genehmigungen flr die Durchfihrung
von 68 Forschungsvorhaben unter Verwendung von hES-Zellen, die von 53 Arbeitsgruppen

an 39 Institutionen durchgefihrt werden.

Far mehrere bereits genehmigte Vorhaben wurden die Genehmigungen im Berichtszeitraum
erweitert. In vier Fallen wurden zusatzliche experimentelle Arbeiten an hES-Zellen bean-
tragt, die thematisch zwar nahe an den bislang genehmigten Verwendungen von hES-Zellen
lagen, jedoch uber die zuvor genehmigten Forschungsarbeiten deutlich hinausgingen, so
dass es einer erneuten Prifung des Vorliegens der Kriterien des § 5 StZG und damit auch
einer erneuten Prifung und Bewertung durch die Zentrale Ethik-Kommission fir Stamm-
zellenforschung (ZES) bedurfte. Fir neun genehmigte Projekte wurde die Einfuhr weiterer
humaner ES-Zellen beantragt und genehmigt, die zusatzlich zu schon importierten hES-
Zellen fir bereits genehmigte Zwecke verwendet werden sollen. Die Eintrdge im Register
nach § 11 StZG auf den Internetseiten des Robert Koch-Instituts wurden flr die

entsprechenden Genehmigungen jeweils angepasst.

1.2.2. Angaben zu den im Berichtszeitraum genehmigten Forschungsvorhaben
Bis zum 31.12.2009 (Ende des vierten Berichtszeitraumes) waren 49 Genehmigungen nach
dem StZG erteilt worden.

Die insgesamt 50. Genehmigung fur die Einfuhr und Verwendung humaner ES-Zellen erging
am 13.01.2010 an das Zentrum fur Biologische Signalstudien (BIOSS) der Universitat Frei-
burg. Gegenstand der Forschungsarbeiten ist zunachst die Klarung der Fragestellung, ob
das Chromatin humaner embryonaler Stammzellen — &hnlich wie es in mES-Zellen
beobachtet wurde — strukturelle und dynamische Besonderheiten aufweist und inwieweit
dynamische Veranderungen des Chromatins von hES-Zellen zur Aufrechterhaltung des
pluripotenten Zustands dieser Zellen beitragen. Im Projekt soll ferner untersucht werden, wie
sich die Wechselwirkungen bestimmter Kernproteine mit der chromosomalen DNA und damit
die Eigenschaften des Chromatins im Verlaufe der Reprogrammierung somatischer Zellen
des Menschen zu humanen induzierten pluripotenten Stammzellen (hiPS-Zellen) verandern.
Es soll insbesondere der Frage nachgegangen werden, ob durch Ermittlung spezifischer
Veranderungen in der Organisation des Chromatins (insbesondere in der Mobilitat
ausgewahlter DNA-bindender Proteine) der Grad des Voranschreitens des
Reprogrammierungsprozesses somatischer Zellen in einen pluripotenten Zustand bestimmt

werden kann. Aus dem Vorhaben sind voraussichtlich sowohl neue Erkenntnisse Uber



Grundlagen der Pluripotenz menschlicher Zellen als auch Gber molekulare Vorgange bei der

Reprogrammierung somatischer Zellen zu erwarten.

Die 51. Genehmigung wurde am 02.02.2010 erteilt, Genehmigungsinhaber ist die West-
falische Wilhelms-Universitat Minster. Gegenstand des Forschungsvorhabens ist die Diffe-
renzierung von hES-Zellen in Zellen von BlutgefalRen (endotheliale Zellen), die genaue Ana-
lyse des Differenzierungsprozesses sowie die umfassende Charakterisierung der differen-
zierten Zellen, was mit der Gewinnung neuer wesentlicher Erkenntnisse Uber die moleku-
laren Grundlagen endothelialer Differenzierung beim Menschen verbunden sein kann. In
parallelen Untersuchungen soll vergleichend zu hES-Zellen das endotheliale Differen-
zierungspotential von hiPS-Zellen untersucht und die Frage geklart werden, ob und inwieweit
aus hiPS-Zellen abgeleitete Zellen in Tiermodellen fir Gefalerkrankungen therapeutische
Effekte, insbesondere hinsichtlich der Gefalneubildung, vermitteln konnen. Aus den
Forschungsarbeiten werden neue Erkenntnisse dariiber erwartet, ob hiPS-Zellen ein mit
hES-Zellen vergleichbares Potential haben, in vitro Endothelzellen bilden zu kénnen, die
nach der Transplantation in Mausmodelle funktionsfahige Endothelien bilden, wie es bereits

fir hES-Zellen beschrieben worden ist.

Inhaberin der am 09.03.2010 erteilten 52. Genehmigung nach dem StZG ist die Max-Planck-
Gesellschaft, Institut fir molekulare Biomedizin, Munster. Die genehmigten Forschungs-
arbeiten zielen auf die Erarbeitung verbesserter Protokolle fur die Differenzierung von hES-
Zellen in funktionsfahige Nerven- und Herzmuskelzellen. Dabei sollen auf neuen zellbiologi-
schen Erkenntnissen beruhende Methoden fur die Bereitstellung von terminal differenzierten
dopaminergen Neuronen und Motoneuronen entwickelt und durch genetische Modifikation
der hES-Zellen und deren Differenzierung Zellmodelle fir bestimmte neurodegenerative Er-
krankungen etabliert werden. Weiterhin sollen verschiedene Protokolle fiir die Herzzell-Diffe-
renzierung humaner ES-Zellen vergleichend evaluiert und optimiert werden. Die aus hES-
Zellen differenzierten kardialen Zellen sollen dann auf ihre Eignung zur Anwendung in In-
vitro-Modellen flr die Untersuchung toxischer Wirkungen zugelassener Arzneimittel und po-
tentieller Wirkstoffe am menschlichen Herzen hin untersucht werden. Ferner sollen hES-
Zellen auch fur Vergleichszwecke in Untersuchungen zur neuronalen und kardialen Differen-
zierung von (krankheitsspezifischen) hiPS-Zellen genutzt werden. Aus dem Projekt wird ein
vertieftes Verstandnis der molekularen Grundlagen von Differenzierungsprozessen mensch-
licher Zellen, die Bereitstellung optimierter Differenzierungsprotokolle sowie ein Beitrag zur
Entwicklung verbesserter In-vitro-Zellkulturmodelle fir die Krankheits- und Arzneimittel-
forschung erwartet. Ferner werden sich voraussichtlich neue Erkenntnisse lber Gemein-
samkeiten und Unterschiede von hES- und hiPS-Zellen beziglich ihres neuralen und kar-

dialen Differenzierungspotentials gewinnen lassen.



Die 53. Genehmigung erging am 28.04.2010 an Herrn Dr. Buhring, Universitat Tubingen, und
wurde fur Arbeiten unter Nutzung von hES-Zellen zu Vergleichszwecken bei der Charakteri-
sierung von Oberflachen-Antigenen auf humanen adulten spermatogonialen Stammzellen
(haGSCs) erteilt. Die Oberflachenmolekile auf diesen nach damaligem Kenntnisstand po-
tentiell pluripotenten Zellen sollen mit auf hES-Zellen befindlichen Oberflachenmolekiilen
verglichen und mit immunologischen Methoden charakterisiert werden. Die Prasenz spezifi-
scher Oberflachenmolekile auf haGSCs kdnnte zur Anreicherung dieser Zellen aus Popula-
tionen von Ausgangszellen genutzt werden. Das Projekt wird im Zusammenhang mit den
Arbeiten zur vergleichenden Charakterisierung von hES-Zellen und haGSCs durchgeflihrt,
die Gegenstand der mit der 35. Genehmigung vom 18.12.2008 bewilligten Forschungs-

arbeiten sind.

Die 54. Genehmigung wurde am 08.06.2010 an Herrn Prof. Dr. Saric, Universitat Kéln, er-
teilt. Das Forschungsvorhaben beschaftigt sich mit der Untersuchung von Vorgangen, die
sich auf zellularer Ebene bei der Alterung (Seneszenz) humaner Zellen abspielen. Die Un-
tersuchungen werden vor allem an mesenchymalen Stammzellen (MSCs) des Menschen
durchgefihrt, die in Kultur besonders schnell altern. hES-Zellen werden, da sie nicht der
replikativen Seneszenz unterliegen, hier zu Kontrollzwecken verwendet. Die Vorgange der
Zellalterung sollen auch an aus MSCs hergestellten hiPS-Zellen untersucht werden, wozu
hES-Zellen ebenfalls zu Vergleichszwecken bendtigt werden. Die Untersuchungen sollen
das Verstandnis von den Prozessen der Zellalterung in MSCs vertiefen und Erkenntnisse
dariber erbringen, welche Moleklle und Signalwege an Alterungsprozessen in somatischen
Stammzellen beteiligt sind. Durch die Untersuchung der fir die Alterung von MSCs rele-
vanten Molekile und Signalwege in hES-Zellen kann sich aus dem Projekt auch ein
Erkenntnisgewinn daruber ergeben, wie Seneszenz in pluripotenten Stammzellen verhindert
wird, was zu einem vertieften Verstandnis von den molekularen Grundlagen von Pluripotenz
beitragen kann. Erforscht werden soll auch, ob die fur die Zellalterung verantwortlichen Ver-
anderungen auf epigenetischer Ebene durch die Reprogrammierung vollstandig riickgangig
gemacht werden. Im Ergebnis der Forschungsarbeiten kénnten somit ggf. verbesserte Stra-

tegien fur die Erzeugung von hiPS-Zellen vorliegen.

Die 56. und 57. Genehmigung nach dem StZG ergingen am 30.11.2010 an Herrn Prof. Dr.
Muller und Frau Prof. Dr. Sirén, die an unterschiedlichen Einrichtungen der Universitat
Wirzburg tatig sind und fiir die Durchfihrung eines gemeinsam beantragten Forschungs-
vorhabens die Erteilung voneinander unabhangiger Genehmigungen beantragt hatten.
Gegenstand der Forschungsarbeiten sind vergleichende Untersuchungen zur neuralen
Differenzierungsfahigkeit von humanen parthenogenetisch erzeugten pluripotenten
Stammzellen (hpPS-Zellen) und hES-Zellen. Die differenzierten Zellen sollen nach ihrer

umfassenden molekularen Charakterisierung auf ihre Fahigkeit hin Gberprift werden, sich in
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experimentell geschadigtes Nervengewebe von Nagern zu integrieren. Ein Hauptinteresse
des Forschungsvorhabens liegt in der vergleichenden Untersuchung des Imprinting von
Genen, die im Gehirn monoallelisch exprimiert werden, in den Ausgangszellen und aus
diesen differenzierten neuralen Zellen. Ferner sollen die immunologischen Eigenschaften
von aus beiden Zelltypen abgeleiteten neuralen Zellen vergleichend bewertet werden. Das
Projekt kann zur Klarung der Frage beitragen, ob und in welcher Art und Weise sich das
Fehlen eines paternalen Genoms in hpPS-Zellen auf die neuronale Differenzierungsfahigkeit
dieser Zellen bzw. auf die Eigenschaften der aus ihnen abgeleiteten neuralen
(Vorlaufer)Zellen auswirkt. Hieraus werden Aufschliisse Uber die Rolle des Imprinting in der
neuronalen Entwicklung erwartet. Ferner dient das Projekt auch der Klarung der
Fragestellung, ob sich aus hpPS-Zellen gewonnene neurale Zellen prinzipiell flr
zelltherapeutische Ansatze im Zentralnervensystem eignen und somit eine zu hES-Zellen

alternative Zellquelle fir die regenerative Medizin darstellen kénnten.

Die 58. Genehmigung nach dem StZG wurde ebenfalls am 30.11.2010 erteilt und erging an
Herrn Prof. Dr. Fischer von der Universitat Halle-Wittenberg. Die Forschungsarbeiten dienen
der Klarung der Fragestellung, ob und inwieweit sich unter Nutzung von hES-Zellen ein
Zellmodell fur die Differenzierung von Fettzellen etablieren lasst und ob ein derartiges Modell
geeignet sein kdnnte, die Wirkungen obesogener Substanzen auf die Fettzelldifferenzierung
untersuchen zu kénnen. Dabei soll die Wirkung hoher Konzentrationen an Glukose sowie
bekannter und potentieller obesogener Substanzen beispielsweise auf das Epigenom, das
Genexpressionsmuster und den Fettstoffwechsel in sich differenzierenden Fettzellen unter-
sucht werden. Das Projekt kann zur Aufklarung der bislang wenig verstandenen Wirkmecha-
nismen obesogener Substanzen im Menschen, insbesondere in den frihen Phasen seiner
Entwicklung, beitragen und ggf. zu einem verbesserten Verstandnis der molekularen Pro-
zesse fuhren, die an der Auslésung von Stoffwechselkrankheiten wie Adipositas beteiligt
sind. Ferner dienen die Forschungsarbeiten dem Ziel, Grundlagen fir zellbasierte In-vitro-
Testsysteme fiir die Untersuchung der Wirkung von potentiell obesogenen Substanzen auf
sich entwickelnde Fettzellen zu schaffen, die der Uberpriifung von Substanzen im Vorfeld
ihres Inverkehrbringens auf eine mogliche obesogene Wirkung, insbesondere auf den sich

entwickelnden menschlichen Fotus, dienen kbnnen.

Die am 27.11. 2011 erteilte 59. Genehmigung nach dem StZG erging an Herrn Dr. Pruszak,
Universitat Freiburg. Das Forschungsvorhaben befasst sich mit verschiedenen Aspekten der
Differenzierung humaner embryonaler Stammzellen zu neuralen Zellen. So sollen beispiels-
weise verschiedene neurale Sublinien, die wahrend der neuralen Differenzierung menschili-
cher Zellen auftreten, bezlglich der Prasenz von Oberflachenantigenen untersucht und klas-
sifiziert werden. Ziel ist es, die Anwesenheit bestimmter Oberflachenmarker auf neuralen

(Vorlaufer)Zellen mit spezifischen neuralen Entwicklungspotentialen bzw. mit bestimmten
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funktionellen Eigenschaften korrelieren zu kénnen und ggf. neue Subpopulationen neuraler
(Vorlaufer)Zellen zu identifizieren. Ferner soll untersucht werden, welche Zell-Zell-Wechsel-
wirkungen zwischen bestimmten Populationen neuraler (Vorlaufer)Zellen beim weiteren
Fortgang der Differenzierung bzw. bei der Reifung neuraler Zellen eine Rolle spielen. Wei-
terhin sollen auf der Grundlage hES-Zell-basierter Reporterzell-Linien Gene identifiziert wer-
den, deren Produkte l6sliche Faktoren sind und die intrazellulare Signalkaskaden in sich
neural differenzierenden Zellen auslésen. Auf diesem Wege identifizierte Faktoren sollen
dann bezuglich ihrer Rolle in der neuralen Differenzierung von hES-Zellen untersucht wer-
den. SchlieBlich sollen auf Grundlage der Ergebnisse des Forschungsvorhabens dann opti-
mierte Differenzierungsprotokolle insbesondere fir die Gewinnung dopaminerger und
GABAerger Neuronen etabliert und diese Typen neuraler Zellen in entsprechenden Tier-
modellen fir Schadigungen des Zentralnervensystems beziiglich ihrer Funktionalitat tGber-
prift werden. Die Untersuchungen sollen im weiteren auch auf hiPS-Zellen ausgedehnt
werden. Aus dem Projekt werden u. a. neue Erkenntnisse Uber Eigenschaften neuraler
Vorlauferzellen des Menschen, Uber die Rolle von Zell-Zell-Wechselwirkungen in der
Neurogenese sowie Uber Iosliche Faktoren erwartet, die tGber Oberflachenmolekil-vermittelte
Signaltransduktion das Differenzierungsverhalten bestimmter neuraler (Vorlaufer)Zellen
beeinflussen und zur Bildung von spezifischen neuralen Zelltypen beitragen kénnen. Des
Weiteren kdénnten im Ergebnis des Projektes verbesserte Protokolle fir die Differenzierung in
bestimmte neuronale Zelltypen vorliegen, die in der weiteren Perspektive sowohl fir die

Arzneimittelforschung als auch fur die regenerative Medizin bedeutsam sein kdnnten.

Ebenfalls am 27.01.2011 wurde der Max-Planck-Gesellschaft, Institut flr Infektionsbiologie,
Berlin, die 60. Genehmigung nach dem StZG erteilt. Gegenstand des genehmigten
Vorhabens ist die Untersuchung von zellularen und molekularen Vorgangen eines erst
kirzlich identifizierten Mechanismus der zellularen Immunantwort, der sog. extrazellularen
Fallen, die von neutrophilen Granulozyten gebildet werden (Neutrophile Extracellular Traps,
NETs). Dazu sollen humane neutrophile Granulozyten aus hES-Zellen differenziert,
entsprechende Protokolle optimiert und die entstandenen Zellen umfassend charakterisiert
werden. Ziel des Projektes ist es, Einblicke in die molekularen Grundlagen der Entwicklung
neutrophiler Granulozyten zu erhalten und potentielle Subpopulationen dieser Zellen zu
identifizieren und zu charakterisieren. Ferner sind Untersuchungen geplant, die zum
Verstandnis jener molekularen Prozesse beitragen sollen, die in Zusammenhang mit der
NET-Bildung stehen.

Die 61. Genehmigung erging am 04.02.2011 an Herrn Dr. A. Kleger, Universitatsklinikum
Ulm. Schwerpunkt der hier genehmigten Arbeiten ist die Entwicklung neuer Verfahren fir die
kardiale Differenzierung von hES-Zellen. In Zellen der Maus wurde durch Modulation der

Aktivitat Kalzium-aktivierbarer Kaliumkanale (SK-Kanale) eine deutliche Stimulation der kar-
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dialen Differenzierung erreicht. Im genehmigten Vorhaben soll dieses Vorgehen nun auf
hES-Zellen angewandt und dadurch eine Stimulation der kardialen Differenzierung bewirkt
werden. Es wird erwartet, dass insbesondere kardiale Schrittmacherzellen entstehen, deren
Differenzierung aus pluripotenten Stammzellen sich bislang als schwierig gestaltet hat. Ziel
des Vorhabens ist es folglich, Protokolle fur die kardiale Differenzierung humaner ES-Zellen
zu etablieren, mit deren Hilfe kardiale Schrittmacherzellen von hoher Reinheit und gleich-
bleibender Qualitat gewonnen werden kénnen. Ferner soll der Beitrag spezifischer Isoformen
der SK-Kanéle zur kardialen Differenzierung von hES-Zellen bestimmt und die Beteiligung
intrazellularer Signalwege an der Differenzierung zu Schrittmacherzellen aufgeklart werden.
Zudem sollen auch hiPS-Zellen hinsichtlich der Prasenz von SK-Kanalen und deren Rolle bei

kardialen Differenzierungsvorgangen untersucht und mit hES-Zellen verglichen werden.

Gegenstand der 62. Genehmigung, die am 04.02.2011 an die Evotec AG, Hamburg, erteilt
wurde, ist die Aufklarung zellularer und molekularer Prozesse, die an der Pathogenese der
Huntingtonschen Krankheit (Chorea Huntington) beteiligt sind. Ferner sollen niedermoleku-
lare Substanzen identifiziert werden, die die phanotypische Auspragung der Merkmale des
Chorea Huntington auf zellularer Ebene beeinflussen konnen. Zunachst sollen hES-Zellen in
jenen Typ neuraler Zellen differenziert werden, in dem der mit der Huntingtonschen Krank-
heit verbundene zellulare Phanotyp am starksten ausgepragt ist (sog. Medium-Spiny-Neu-
ronen, MSN), und die entsprechenden Differenzierungsprotokolle optimiert werden. Durch
Transfer des Gens fur mutiertes Huntingtin (mHtt) in aus hES-Zellen differenzierte neurale
Vorlauferzellen und anschlieBende Differenzierung der genetisch veranderten Zellen zu MSN
soll dann ein Zellmodell fir Chorea Huntington etabliert werden, an dem verschiedene
Aspekte dieser Krankheit untersucht werden sollen. Anschlielend soll dieses Zellmodell zur
Etablierung von Hochdurchsatzverfahren verwendet werden, mit deren Hilfe niedermoleku-
lare Substanzen identifiziert werden sollen, die spezifische phanotypische Auspragungen
des Chorea Huntington auf zellulérer Ebene positiv beeinflussen kdnnen. Neben mdglichen
Erkenntnissen Uber Prozesse bei der Differenzierung von Zellen zu MSN koénnen die ge-
nehmigten Arbeiten zu einem verbesserten Verstandnis der molekularen Ursachen der
Huntingtonschen Krankheit beitragen und ggf. Grundlagen fir die Entwicklung neuartiger

Wirkstoffe zu ihrer Behandlung schaffen helfen.

Die 63. Genehmigung wurde am 05.04.2011 an Frau PD Dr. B. Winner, Friedrich-Alexander-
Universitat Erlangen-Nurnberg, erteilt. Mit den genehmigten Forschungsarbeiten werden
zwei Zielstellungen verfolgt. Zum einen ist die Etablierung und Optimierung von Protokollen
fir die Gewinnung kortikospinaler Motoneuronen (corticospinal motor neurons, CSMNs) ge-
plant, wobei letztlich ein auf humanen Zellen basierendes Modellsystem fiir diesen schwer
zuganglichen Zelltyp geschaffen werden soll. Durch Uberexpression von (spezifisch mutier-

ten) Genen, deren Produkte eine Rolle bei der Pathogenese degenerativer Erkrankungen

9



von Motoneuronen spielen, sollen dann auf Grundlage von aus hES-Zellen gewonnenen
Neuronen Zellmodelle fir bestimmte Erkrankungen, wie beispielsweise die amyotrophe Late-
ralsklerose (ALS) oder die hereditare spastischen Spinalparalyse (HSP), geschaffen werden.
Diese konnten kinftig fur Untersuchungen zur Pathogenese dieser Erkrankungen sowie die
Entwicklung neuer Wirkstoffe genutzt werden. Zum anderen soll untersucht werden, ob und
inwieweit sich hES-Zellen und hiPS-Zellen bezuglich ihres Differenzierungspotentials in
spezifische Typen neuraler Zellen gleichen bzw. unterscheiden. Dazu sollen hES-Zellen und
hiPS-Zellen parallel in verschiedene neurale Zelltypen differenziert und die entstehenden
Zellpopulationen charakterisiert werden. Das Projekt kann bei erfolgreicher Durchfilihrung
insgesamt zu einem besseren Verstandnis der neuralen Differenzierung, zur Schaffung rele-
vanter zellularer Krankheitsmodelle und zu neuen Erkenntnissen uUber die Eigenschaften

pluripotenter Stammzellen des Menschen beitragen.

Die 64. Genehmigung erging am 10.05.2011 an die Max-Planck-Gesellschaft, Institut flr
molekulare Biomedizin, Minster. Gegenstand der Forschungsarbeiten ist die Aufklarung
molekularer Prozesse, die bei der Differenzierung zu weiblichen Keimzellen des Menschen
ablaufen. Dazu sollen Protokolle fir die Differenzierung von hES-Zellen zu primordialen
Keimzellen (primordial germ cells, PGCs) entwickelt und optimiert werden. Im Folgenden
sollen dann die frihen Prozesse der Follikelbildung und Meiose in vitro untersucht und daran
beteiligte Signaltransduktionswege analysiert werden. Hierbei sollen insbesondere die Rolle
von Genen, deren knock out im Mausmodell die Meiose und die Follikelbildung hemmen, bei
der Entwicklung menschlicher Eizellen aufgeklart werden. Humane PGCs sollen im weiteren
auch mit Granulosazellen bzw. den somatischen Zellen der Ovarien neonataler Mause ge-
mischt und als Aggregate in vitro kultiviert werden, um den Einfluss einer natirlichen Nische
auf die Keimzellentwicklung nachzubilden. Ferner sollen diese Aggregate auch nach Trans-
plantation unter die Nierenkapsel von Nacktmausen hinsichtlich der Frage untersucht wer-
den, ob und inwieweit diese Nische die weitere Entwicklung und Reifung humaner Oozyten
begunstigt. Alle Untersuchungen sollen im Vergleich zwischen hES- und hiPS- Zellen erfol-
gen und dienen der Erweiterung von Kenntnissen Uber die Keimzellentwicklung beim Men-

schen.

Die 65. Genehmigung wurde am 21.06.2011 dem GSI| Helmholtzzentrum fir Schwer-
ionenforschung GmbH erteilt. Gegenstand der genehmigten Forschungsarbeiten ist die
Untersuchung des Einflusses verschiedener Typen ionisierender Strahlung auf hES-Zellen
und deren frihe Differenzierung. Dabei soll u. a. die Wirkung ionisierender Strahlung unter-
schiedlicher Qualitat auf die Lebens- und Vermehrungsfahigkeit, die genetische Stabilitat,
den Zellzyklus und das Genexpressionsprofil undifferenzierter hES-Zellen bestimmt werden.
AnschlieRend soll der Einfluss der Strahlung auf das fruhe Differenzierungsvermégen von

hES-Zellen untersucht und dann mdgliche Konsequenzen einer Strahlenexposition fur aus
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hES-Zellen gewonnene kardiale Zellen sowie neurale Vorlduferzellen analysiert werden. Ziel
der Forschung ist ein tieferes Verstandnis von durch Strahlung ausgeléste molekulare Pro-
zesse in sich differenzierenden Zellen. Die Forschungsergebnisse konnten ggf. kiinftig auch
fir die Einschatzung von Strahlenrisiken wahrend der frihen Embryonalentwicklung des

Menschen genutzt werden.

Die 66. Genehmigung erhielt ebenfalls am 21.06.2011 Herr Prof. Dr. E. Bonifacio, Techni-
sche Universitat Dresden. Ziel des Forschungsvorhabens ist die Entwicklung effizienter Me-
thoden fiir die Differenzierung von hES-Zellen zu funktionsfahigen Insulin-produzierenden
pankreatischen R-Zellen. In Weiterentwicklung etablierter Protokolle sollen hES-Zellen inner-
halb eines dreidimensionalen Kultursystems zu Insulin-produzierenden pankreatischen
Inseln bzw. inselartigen Strukturen differenziert und die dabei entstehenden pankreatischen
Vorlauferzelltypen im Detail untersucht werden. Die in vitro hergestellten inselartigen Struktu-
ren sollen dann in diabetische Mause transplantiert und ihre weitere Reifung und ihre Funk-
tionsfahigkeit in vivo analysiert werden. Hierbei soll insbesondere der Einfluss der Kotrans-
plantation humaner mesenchymaler Stammzellen des Knochenmarks auf die Uberlebens-
fahigkeit und die Funktionalitat des transplantierten pankreatischen Gewebes bestimmt wer-
den. Neben hES-Zellen sollen auch hiPS-Zellen in den Untersuchungen eingesetzt werden,
um zu klaren, ob beide Zelltypen ein vergleichbares pankreatisches Differenzierungspotential
aufweisen. Aufler Erkenntnissen Uber molekulare Vorgange bei der Differenzierung von
hES-Zellen und hiPS-Zellen zu pankreatischen Strukturen soll das Vorhaben auch Erkennt-
nisse uber deren mdogliche Eignung fur potentielle Gewebeersatztherapien erbringen und
zielt in seiner weiteren Perspektive auf die Schaffung von Grundlagen flir Gewebeersatz-

therapien des Diabetes mellitus.

Die 67. Genehmigung erging am 30.06.2011 an die Lonza Cologne GmbH, KdlIn. Ziel der
genehmigten Forschungsarbeiten ist die Etablierung humanspezifischer Testsysteme, die
auf aus pluripotenten Zellen gewonnenen menschlichen Zellen basieren. Im Mittelpunkt steht
dabei die Ubertragung bereits etablierter zellbasierter Assays auf hES-Zellen und die an-
schlielRende gerichtete Differenzierung der Zellen in pharmakologisch relevante Zelltypen
wie beispielsweise Hepatozyten oder Neuronen. Mit Hilfe dieser Zellen sollen dann Testsy-
steme entwickelt werden, mit denen die Wirkungen von (pharmakologisch wirksamen) Sub-
stanzen auf spezifische intrazellulare Vorgange einfach, effizient und im Hochdurchsatz-
verfahren bestimmt werden kénnen. In diesem Zusammenhang sollen auch Verfahren fir die
Kultivierung und Differenzierung von hES-Zellen in Bioreaktoren unter Nutzung synthetischer
Kulturmedien entwickelt werden, um Zellen in groRer Menge und gleichbleibend hoher Qua-
litat zur Verfligung stellen zu kénnen. Alle Untersuchungen sollen im Vergleich zwischen
hES- und hiPS-Zellen durchgefihrt werden. Die genehmigten Arbeiten kdnnen zur Klarung

der Frage beitragen, ob sich aus den mit den genannten Assays versehenen hES-Zellen
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reife und funktionsfahige menschliche Zellen gewinnen lassen, ob die zellbasierten Assays in
den aus hES-Zellen differenzierten Zellen relevante Aussagen zu Effekten von Wirkstoffen
auf spezifische menschliche Zellen liefern kdnnen und ob sich diese Tests im Hochdurch-
satzverfahren durchfuhren lassen. Dies sind wesentliche Voraussetzungen fur die Ent-
wicklung verbesserter, humanspezifischer zellularer In-vitro-Testsysteme, die eine effiziente
Identifizierung von Wirkstoffen ermoéglichen und eine bessere Abschatzung von fur den Men-
schen spezifischen Arzneimittelrisiken bereits in fruihen Phasen der Arzneimittelentwicklung

erlauben konnten.

Inhaberin der 68. Genehmigung, die am 06.10.2011 erteilt wurde, ist die Medizinische Hoch-
schule Hannover (MHH). Im Rahmen der genehmigten Forschungsarbeiten soll untersucht
werden, welchen genomischen Veranderungen hES-Zellen im Verlaufe ihrer Langzeitkultivie-
rung unterliegen und wodurch diese bedingt werden. Es soll geklart werden, ob und wie sich
bestimmte Kulturbedingungen auf fir die zellulare Pluripotenz mafigebliche Eigenschaften
und auf die genomische Integritat verschiedener Typen von hES-Zellen und — im direkten
Vergleich mit diesen — von hiPS-Zellen auswirken. Es sollen ferner Strategien entwickelt
werden, um die Akkumulation moéglicher genomischer Veranderungen in pluripotenten
Stammzellen wahrend der Langzeitkultivierung zu verhindern. Die im Projekt gewonnenen
Erkenntnisse sollen dann genutzt werden, um Protokolle fur die Massenkultivierung von
hES-Zellen in Suspensionskultur und in Bioreaktoren zu etablieren und zu optimieren, wobei
deren genetische Integritat erhalten bleiben soll. Der im Vorhaben angestrebte Erkenntnis-
gewinn zur genetischen Stabilitat von pluripotenten Stammzellen und nach Méglichkeiten zu
deren Erhaltung hat flr eine kiinftig angestrebte Verwendung von Derivaten pluripotenter
Stammzellen in der Gewebeersatztherapie erhebliche Relevanz, ist aber auch fiir die Bereit-
stellung dieser Zellen in gleichbleibend hoher Qualitat fir In-vitro-Anwendungen von grol3er

Bedeutung.

Die 69. Genehmigung wurde am 06.10.2011 erteilt und erging an die CellGenix GmbH, Frei-
burg. Die Forschungsarbeiten zielen auf die Entwicklung von GMP-konformen Medien,
Medienzusatzen und Wachstumsfaktoren fir die Kultivierung von hES-Zellen sowie flir deren
Differenzierung in Hepatozyten. Dazu sollen die Komponenten der flir die hES-Zell-Kultivie-
rung verwendeten Medien schrittweise gegen unter GMP-Bedingungen hergestellte Kompo-
nenten ausgetauscht und anschlieBend die hES-Zellen in Richtung menschlicher Hepato-
zyten differenziert werden, wobei die daflir bendtigten Wachstumsfaktoren ebenfalls schritt-
weise gegen die entsprechenden GMP-konformen Substanzen ausgetauscht werden sollen.
Die Verfligbarkeit ausreichender Mengen transplantierbarer Hepatozyten in GMP-Qualitat ist
Voraussetzung fir die kinftig vorstellbare Anwendung dieser Zellen in der Gewebeersatz-
therapie, aber auch fir die Bereitstellung von GMP-konformen Zellen hoher Qualitat fiur In-

vitro-Anwendungen. Zudem sollen die wahrend des Forschungsvorhabens entwickelten Me-
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dien und Medienzusatze auch fur die Etablierung und Kultivierung von GMP-konformen

hiPS-Zellen und deren hepatische Differenzierung genutzt werden.

Fur die folgenden bereits genehmigten Forschungsvorhaben wurde die Genehmigung auf

Antrag hin inhaltlich erweitert und der Registereintrag entsprechend modifiziert:

Erweiterung der 16. Genehmigung nach dem StZG (erteilt am 21.03.2006, Erweiterung
der Genehmigung am 11.03.2010). Gegenstand der zusatzlich genehmigten Arbeiten ist die
Entwicklung und Erprobung eines experimentellen Ansatzes fir die gezielte Zerstérung un-
differenzierter embryonaler Stammzellen in Populationen bereits differenzierter Zellen, die
aus hES-Zellen abgeleitet wurden. Dazu soll ein sogenanntes Suizid-Gen (hier: Thymidin-
Kinase-Gen des Herpes-Simplex-Virus, HSV) unter Kontrolle des nur in pluripotenten (un-
differenzierten) Stammzellen exprimierten Gens fir den Transkriptionsfaktor oct4 in Verbin-
dung mit dem Gen flr griin fluoreszierendes Protein (GFP) in hES-Zellen eingeschleust wer-
den. Zellklone, die das eingeschleuste Gen enthalten, sollen selektiert, angereichert und zu
pankreatischen Beta-Zellen differenziert werden. AnschlieRend sollen verbliebene undiffe-
renzierte Zellen durch Behandlung mit dem Nukleotid-Analogon Ganciclovir selektiv elimi-
niert werden. Der Ansatz soll auch auf die pankreatische Differenzierung von humanen hiPS-
Zellen Ubertragen werden. Strategien zur Eliminierung verbliebener pluripotenter Zellen aus
Populationen differenzierter Zellen kdnnen sowohl fir die Bereitstellung reinerer Zellpopula-
tionen fur In-vitro-Anwendungen als auch fur die Verminderung des potentiellen Tumorrisikos

bei kiinftig vorstellbaren Gewebeersatztherapien von Bedeutung sein.

Erweiterung der 39. Genehmigung nach dem StZG (erteilt am 02.04.2009, Erweiterung
der Genehmigung am 28.06.2011). U. a. im Ergebnis bisheriger Untersuchungen des Ge-
nehmigungsinhabers sowie neuer Literaturbefunde zu molekularen Grundlagen von Pluripo-
tenz bei hES- und hiPS-Zellen ist davon auszugehen, dass Pluripotenz ein relativ stabiler
Phanotyp einer Zelle ist, der jedoch in verschiedenen ineinander Ubergehenden Zustanden
zu existieren scheint. Diese Zustande von Pluripotenz sollen im Rahmen der nun geneh-
migten Arbeiten naher bestimmt und ihre jeweilige Bedeutung fir die Aufrechterhaltung von
Pluripotenz bzw. fiir den Ubergang von einem pluripotenten in einen differenzierten Phano-
typ analysiert werden. Dazu sollen u. a. die verschiedenen Zustande von Pluripotenz in
menschlichen pluripotenten Stammzellen zunachst naher charakterisiert werden, Karten
(,maps®) des Transkriptoms, Epigenoms und Proteoms ausgewahlter hES- und hiPS-Zell-
Linien erstellt sowie ein Modell zur Vorhersage jener zelluldren Zustande etabliert und verifi-
ziert werden, in denen natlrlicherweise ein irreversibler Weg von der Pluripotenz in Richtung
der Differenzierung eingeschlagen wird. Ferner sollen Fragen nach der Umkehrbarkeit oder

Endglltigkeit der Differenzierung zu bestimmten Zeitpunkten im friihen Differenzierungs-
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geschehen beantwortet, die Bindung von Transkriptionsfaktoren an bestimmte DNA-Regio-
nen wahrend der Differenzierung analysiert und der Ablauf der Differenzierung durch Hoch-
durchsatzmikroskopie sowie Videomikroskopie dokumentiert werden. Die Forschungsarbei-
ten dienen weiterhin dem Ziel, einen flr alle pluripotenten Zellen des Menschen charakte-
ristischen Phanotyp zu definieren und méglichst genau zu beschreiben sowie die Bedeutung

verschiedener Spielarten dieses Phanotyps zu ergrinden.

Erweiterung der 38. Genehmigung nach dem StZG (erteilt am 12.02.2009, Erweiterung
der Genehmigung am 11.02.2011). Gegenstand der genehmigten Arbeiten ist, in Erweite-
rung bereits genehmigter Arbeiten zur kardialen Differenzierung von hES-Zellen, die Erzeu-
gung von sog. bioartifiziellem Herzgewebe (Bioartificial Cardiac Tissues, BCT) aus hES-
Zellen. Dazu sollen aus hES-Zellen neben Herzmuskelzellen auch andere im Herzen auftre-
tende Zelltypen, beispielsweise endotheliale Zellen, gewonnen und zur Herstellung des BCT
genutzt werden. Die Reifung der aus hES-Zellen gewonnenen kardialen Zellen soll im Rah-
men von BCTs in einem miniaturisierten Bioreaktor erfolgen, wobei u. a. der Einfluss mecha-
nischer und elektrischer Stimulation auf die Bildung und Reifung der BCTs getestet werden
soll. Die Reifung der Zellen in den BCTs soll u. a. mittels mikroskopischer Beobachtung im
Bioreaktor, Uber die Messung der kontraktilen Krafte (z. B. nach pharmakologischer Stimu-
lation), durch elektrophysiologische Messungen sowie — nach Beendigung der Kultur — durch
Analyse des Transkriptoms und des Proteoms der Zellen erfolgen. Die reproduzierbare Ge-
winnung bioartifiziellen menschlichen Herzgewebes kdnnte mittelfristig zur Etablierung von
In-vitro-Testsystemen fur die Untersuchung kardialer Wirkungen und Nebenwirkungen von
Pharmaka am menschlichen Herzen und — auf langere Sicht — auch zur Entwicklung von

Gewebeersatztherapien zur Anwendung am Menschen beitragen.

Erweiterung der 2. Genehmigung nach dem StZG (erteilt am 27.01.2003, Erweiterung der
Genehmigung am 15.12.2011). Gegenstand der genehmigten Arbeiten ist die Untersuchung
von Rezeptoren im menschlichen Herzen, deren Gene zur Genfamilie der olfaktorischen
Rezeptoren gehdren und die wahrend der Entwicklung von kardialen Zellen aus hES-Zellen
exprimiert werden. Liganden, die an diese Rezeptoren binden, sollen identifiziert und bezlg-
lich ihrer Wirkung auf sich entwickelnde Herzzellen charakterisiert werden. Zellulare Signal-
Ubertragungswege, die infolge der Ligandenbindung in kardialen Zellen aktiviert bzw. ge-
hemmt werden, sollen untersucht und so ein mdglicher Einfluss olfaktorischer Rezeptor-
proteine auf die Entwicklung von Herzzellen bestimmt werden. Schwerpunkt der Arbeiten ist
die Analyse des Calcium Signalling in aus hES-Zellen gewonnenen kardialen Zellen unter
dem Einfluss von Liganden fir olfaktorische Rezeptoren. Mit den genehmigten Arbeiten an
hES-Zellen sollen Erkenntnisse Uber die mégliche Beteiligung von olfaktorischen Rezeptoren

an der Entwicklung von Herzzellen gewonnen, kardial wirksame Liganden dieser Rezeptoren
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identifiziert und charakterisiert und so die Kenntnisse Uber die kardialen Differenzierungs-

vorgange beim Menschen erweitert werden.

Weitere Angaben zum Inhalt der erteilten Genehmigungen sowie zu den malgeblichen
Grinden, die jeweils zu einer Bejahung der Frage nach dem Vorliegen der Bedingungen des
§ 5 StZG gefihrt haben, sind im Register nach § 11 StZG auf den Internetseiten des Robert
Koch-Instituts veroffentlicht.

(http://www.rki.de/DE/Content/Gesund/Stammzellen/Reqister/reqister node.html oder Uber

den Pfad www.rki.de > Gesundheit A-Z > Stammzellen > Genehmigungsverfahren nach dem

Stammzellgesetz > Register genehmigter Antrage nach § 11 Stammzellgesetz).

1.3. Erfallung der Voraussetzungen nach 8§ 4 StZG

Im Rahmen der Bewertung von Antragen nach dem StZG ist jeweils zu priifen, ob die zur
Einfuhr und Verwendung beantragten hES-Zellen den Bedingungen des § 4 StZG entspre-
chen. Die Prifung erfolgt auf Grundlage einer vom Antragsteller beigebrachten Dokumen-
tation Uber die entsprechenden humanen embryonalen Stammzell-Linien. In Fallen, in denen
die Einfuhr und Verwendung von hES-Zellen beantragt wird, tiber die dem RKI bereits eine
entsprechende Dokumentation aus friheren Antragsverfahren vorliegt, ist eine erneute Bei-
bringung der Dokumentation dartber, dass die Voraussetzungen nach § 4 Abs. 2 Nr. 1 StZG
vorliegen, nicht erforderlich. Im Berichtszeitraum wurden die Einfuhr und Verwendung von
insgesamt 30 verschiedenen humanen embryonalen Stammzell-Linien genehmigt. Fir 29
dieser Zell-Linien lag die nach § 6 Abs. 2 Nr. 3 StZG erforderliche Dokumentation am RKI
bereits vor, flr nur eine hES-Zell-Linie wurde im Berichtszeitraum die Einfuhr und Verwen-
dung erstmals beantragt und nach Priifung der entsprechenden Dokumentation genehmigt.
Grunde nach § 4 Abs. 2 Nr. 2 StZG standen der Einfuhr und Verwendung der hES-Zellen
jeweils nicht entgegen. Tatsachen, nach denen die Genehmigung entsprechend § 4 Abs. 3

StZG zu versagen ware, waren jeweils nicht bekannt.

Seit dem Inkrafttreten des Gesetzes zur Anderung des Stammzellgesetzes vom 14.08.2008
(BGBI I S. 1708) besteht die Mdglichkeit der Einfuhr und Verwendung von hES-Zellen, die
nach dem 01.01.2002 und vor dem 01.05.2007 gewonnen wurden. Bis zum 31.12.2011 wur-
den die Einfuhr von 24 ,neuen® hES-Zell-Linien und ihre Verwendung in insgesamt

36 Forschungsvorhaben entweder im Zusammenhang mit der Genehmigung eines neuen
Antrags oder im Rahmen der Erweiterung bereits bestehender Genehmigungen nach dem
StZG genehmigt. Damit besteht flir mehr als die Halfte aller Forschungsvorhaben eine
Genehmigung zur Verwendung von hES-Zell-Linien, deren Einfuhr und Verwendung erst mit

der Anderung des Stammzellgesetzes ermdglicht wurde.
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Detaillierte Angaben darlber, welche humanen embryonalen Stammzell-Linien im jeweiligen
Forschungsvorhaben verwendet werden dirfen, finden sich im Register nach § 11 StZG auf
den Internetseiten des RKI

(http://www.rki.de/DE/Content/Gesund/Stammzellen/Reqister/register node.html).

1.4. Erfillung der Voraussetzungen nach 8 5 StZG

Im Rahmen der Prufung der Genehmigungsvoraussetzungen nach § 6 Abs. 4 Nr. 2 StZG hat
die Genehmigungsbehdrde bei allen im Berichtszeitraum abschlieRend bewerteten Antragen
in Ubereinstimmung mit den jeweiligen Stellungnahmen der ZES die ethische Vertretbarkeit
der betreffenden Forschungsvorhaben im Sinne der Erflllung der gesetzlichen Vorausset-
zungen nach § 5 StZG bejaht.

Hochrangigkeit der Forschungsziele

Wie auch in den vergangenen Berichtszeitraumen dient die Mehrzahl der in 2010 und 2011
genehmigten Forschungsarbeiten der Erreichung hochrangiger Forschungsziele flir den
wissenschaftlichen Erkenntnisgewinn in der Grundlagenforschung. Dabei richtet sich der
angestrebte Erkenntnisgewinn vor allem auf hES-Zellen selbst und hierbei insbesondere auf
Fragen ihrer effizienten Kultivierung und gerichteten Differenzierung. Dies steht vermehrt in
Zusammenhang mit Zielstellungen fur eine angestrebte kunftige Verwendung von hES-
Zellen und ihren Derivaten, vorrangig fur In-vitro-Anwendungen beispielsweise in der Arznei-
mittelentwicklung, aber auch — auf langere Sicht — fur die kunftige Nutzung im Rahmen von
medizinischen Applikationen. Ferner dienen hES-Zellen auch als Vergleichsmaterial fur die
Charakterisierung von anderen (pluripotenten) Stammzellen des Menschen, beispielsweise
hiPS-Zellen. Wie auch im vergangenen Berichtszeitraum lassen sich die vom RKI in 2010
und 2011 genehmigten Forschungsarbeiten thematisch verschiedenen Gruppen zuordnen,

wobei auch thematische Uberschneidungen vorkommen.

Erstens ist ein Teil der genehmigten Arbeiten darauf gerichtet, die Bedingungen der Kultivie-
rung von hES-Zellen weiter zu optimieren. Dabei geht es vor allem um die Etablierung von
Bedingungen fir die Kultivierung und Differenzierung von hES-Zellen in gréReren als im La-
bor Ublichen Malstaben, beispielsweise in Suspensionskultur oder in Bioreaktoren, sowie
um die Standardisierung der Kultur- und Differenzierungsbedingungen unter Nutzung gut
definierter und ggf. synthetischer Medien. Dies dient dem Ziel, hES-Zellen und deren diffe-
renzierte Derivate in grolRer Menge sowie in reproduzierbar hoher Qualitat verfiigbar zu ma-
chen und wird als Voraussetzung einer kiinftigen Nutzung von hES-Zellen flir die pharma-
kologisch-toxikologische Forschung oder fiir medizinische Anwendungen angesehen. In die-
sem Zusammenhang ist das Augenmerk vor allem darauf gerichtet, eine hohe Stabilitat der
Zellkulturen zu gewahrleisten, beispielsweise hinsichtlich der fur zellulare Pluripotenz cha-
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rakteristischen Eigenschaften, bezlglich der genetischen Stabilitdt der hES-Zellen oder in
Bezug auf das Glykosylierungsmuster zellularer (Oberflachen)Proteine. Diese Untersuchun-
gen werden Ublicherweise primar an hES-Zellen durchgefuhrt und sollen im Anschluss teils
auch auf hiPS-Zellen ausgedehnt werden, um zu starker allgemeingultigen Aussagen Uber

pluripotente Stammzellen des Menschen insgesamt zu gelangen.

Eine zweite Gruppe von Fragestellungen betrifft bestimmte Eigenschaften von hES-Zellen,
beispielsweise Fragen nach ihrer Sensitivitat gegeniber ionisierender Strahlung (und damit
im Zusammenhang stehend nach dem Vorkommen spezifischer DNA-Reparatur-Mechanis-
men), nach flr hES-Zellen typischen Glykosylierungsmustern oder nach der Prasenz be-
stimmter Oberflachenantigene. Ferner sind auch Fragen nach molekularen Grundlagen der
Pluripotenz menschlicher Zellen weiterhin Untersuchungsgegenstand. In diesen Vorhaben
geht es vor allem darum, den Kenntnisstand lber hES-Zellen selbst auszuweiten und dar-
Uber hinaus ggf. zu klaren, ob und inwieweit hinsichtlich der jeweils interessierenden Eigen-
schaften Identitat mit hiPS-Zellen besteht.

Drittens zielt ein Teil der genehmigten Forschungsarbeiten weiterhin darauf ab, die Bedin-
gungen flr die gerichtete Differenzierung von hES-Zellen in spezifische menschliche Zellty-
pen zu erforschen bzw. zu optimieren. Dabei steht die Differenzierung in kardiale und neu-
rale Zellen weiterhin im Vordergrund, aber auch die Differenzierung in hepatische Zellen,
endotheliale Zellen, in weibliche Keimzellen sowie in Zellen des Pankreas und des Blutes ist
Gegenstand von im Berichtszeitraum genehmigten Forschungsarbeiten. Hierbei sollen einer-
seits Kenntnisse Uber Prozesse gewonnen werden, die auf zellularer und molekularer Ebene
wahrend der Entwicklung dieser Zelltypen ablaufen, woraus ggf. Schlisse auf entspre-
chende Vorgange bei der Embryonalenentwicklung sowie bei postnatalen regenerativen
Prozessen im Menschen gezogen werden kénnen. Andererseits sollen Methoden und Proto-
kolle fur die Differenzierung von hES-Zellen in den jeweiligen Zelltyp entwickelt und optimiert
werden, um differenzierte menschliche Zellen in ausreichender Zahl und hoher Reinheit in
vitro gewinnen und fiir die Beantwortung sich anschliefiender Forschungsfragen zur Verfi-
gung stellen zu kénnen. Solche Anschlussfragen beziehen sich dann beispielsweise auf die
Funktionalitat eines menschlichen Zelltyps nach Transplantation in Tiermodelle flir be-
stimmte degenerative Erkrankungen als Voraussetzung flr klnftig vorstellbare Gewebe-
ersatztherapien, auf Ursachen fir Entwicklungsstérungen bei der Genese eines spezifischen
Zelltyps oder auf die Eignung von aus hES-Zellen differenzierten Zellen fir in In-vitro-Test-
systeme zur Beantwortung pharmakologisch-toxikologischer Fragestellungen. Die in diesen
Vorhaben entwickelten bzw. optimierten Protokolle sollen in vielen Fallen auch auf hiPS-
Zellen angewandt werden, um festzustellen, ob und inwieweit sich das jeweilige Differenzie-

rungsverhalten von hES- und hiPS-Zellen gleicht oder unterscheidet.
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Viertens hat ein Teil der genehmigten Vorhaben ausdricklich die Entwicklung von aus hES-
Zellen abgeleiteten Zellmodellen fur degenerative Erkrankungen des Menschen zum Gegen-
stand. Dabei geht es nicht um regenerative Ansatze zum Ersatz humanen Gewebes, son-
dern um die Bereitstellung von reproduzierbar herstellbaren und aussagefahigen Zellmodel-
len fur schwere und teils unheilbare Erkrankungen des Menschen. Dies betraf im Berichts-
zeitraum Modelle fir Chorea Huntington und verschiedene (erblich bedingte) Erkrankungen,
die mit der Degeneration von Motoneuronen einhergehen. Anhand dieser Modelle kdnnten
kiinftig einerseits Prozesse der Krankheitsentstehung auf zellularer Ebene genauer unter-
sucht und andererseits neue Ansatze fir die Wirkstoffentwicklung erforscht bzw. validiert

werden.

Funftens beschaftigt sich ein kleinerer Teil der Vorhaben tberwiegend mit Fragen nach be-
stimmten Eigenschaften von anderen Stammzellen des Menschen, und hES-Zellen werden
hier vor allem oder ausschliellich als Referenzmaterial bendétigt. Die Fragestellungen be-
ziehen sich bei hiPS-Zellen auf Veranderungen im Chromatin wahrend des Reprogrammie-
rungsprozesses, bei (potentiell) pluripotenten spermatogonialen Stammzellen auf die Pra-
senz bestimmter Oberflachenantigene, bei parthenogenetisch erzeugten humanen pluripo-
tenten Stammzellen insbesondere auf die Frage nach deren neuronaler Differenzierungs-
kapazitat sowie bei mesenchymalen Stammzellen des Menschen auf molekulare Grundlagen
zellularer Alterungsprozesse. Hier kdnnen zwar ggf. auch neue Erkenntnisse Uber hES-Zel-
len gewonnen werden, mal3geblich fir die Zuerkennung der Hochrangigkeit der Forschungs-
ziele war hierbei der jeweils angestrebte Erkenntnisgewinn Uber andere Typen menschlicher
Stammzellen. In insgesamt vier von 21 im Berichtszeitraum genehmigten Vorhaben, die un-
ter Nutzung von hES-Zellen erfolgen, und in keinem der im Berichtszeitraum inhaltlich er-
weiterten Vorhaben ist eine Nutzung von hES-Zellen ausschlieRlich oder Uberwiegend zu

Vergleichszwecken vorgesehen.

Die Verwendung von hES-Zellen dient in der Mehrzahl der im Berichtszeitraum genehmigten
Vorhaben folglich primar der Gewinnung eines eigenstandigen Erkenntnisgewinns tber hES-
Zellen selbst oder Uber pluripotente Stammzellen i. allg., wobei in einer grofien Anzahl von
Projekten Untersuchungen zunachst an hES-Zellen durchgefihrt und die Ergebnisse an-
schliefend unter Nutzung von hiPS-Zellen flr ein breiteres Spektrum pluripotenter Stamm-
zellen des Menschen verifiziert werden sollen. Dies entspricht im Wesentlichen auch den
Trends in der internationalen Forschung. Die Genehmigungstatigkeit der Jahre 2010 und
2011 ergibt keinen Hinweis darauf, dass hES-Zellen in Deutschland derzeit nur oder vor-

wiegend als ,Goldstandard® flir Forschungen an hiPS-Zellen verwendet werden sollen.

In einem nicht unwesentlichen Anteil der im Berichtszeitraum genehmigten Forschungs-
vorhaben wurden neben Zielstellungen in der Grundlagenforschung (auch) Zielstellungen im

Bereich der Schaffung von Grundlagen fir neue therapeutische, diagnostische und praven-
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tive Verfahren formuliert. Dabei fand auch der in Aussicht gestellte kiinftige wissenschaftliche
Nutzen von auf hES-Zellen basierenden In-vitro-Zellkulturmodellen, deren Grundlagen in den
genehmigten Vorhaben jeweils erarbeitet werden sollen, bei der Antragsbewertung Beruck-
sichtigung. Zielstellungen im Bereich der Entwicklung von Grundlagen fur neue In-vitro-Test-
verfahren, beispielsweise zur frihzeitigen Erkennung von Arzneimittelrisiken an einem iso-
lierten Zelltyp, wurden in acht der genehmigten Vorhaben formuliert. Gegenwartig handelt es
sich dabei i. allg. um proof of concept-Experimente, die mit dem Ziel durchgefihrt werden,
die prinzipielle Eignung eines aus hES-Zellen differenzierten Zelltyps fir bestimmte In-vitro-
Anwendungen nachzuweisen. So wurde beispielsweise ein Vorhaben genehmigt, in dem der
mdgliche Einfluss von sog. obesogenen Substanzen auf friihe Prozesse der Fettzelldifferen-
zierung untersucht werden soll, woraus méglicherweise Rickschlisse auf Ursachen einer
Pradisposition flir bestimmte Stoffwechselkrankheiten wie Adipositas gezogen werden
kénnten. Andere Forschungsvorhaben betreffen beispielsweise die Entwicklung von In-vitro-
Testsystemen zur ldentifizierung neuer Zielstrukturen fir pharmakologische Interventionen
bei degenerativen Erkrankungen, fiir die friihzeitige Erkennung mdglicher Arzneimittelrisiken
auf einen bestimmten Zelltyp oder fiir den Nachweis embryotoxischer Wirkungen bestimmter

Noxen wie beispielsweise ionisierender Strahlung.

Forschungen an hES-Zellen mit dem Ziel der Bereitstellung verbesserter In-vitro-Test-
systeme rechtfertigen die Verwendung von hES-Zellen auch weiterhin, da beispielsweise fur
pharmakologisch-toxikologische Forschungen derzeit haufig nur suboptimale Zellkultur-
systeme zur Verfugung stehen. Humanes Primarmaterial ist vielfach nicht oder nicht in aus-
reichender Menge und ausreichend reproduzierbarer Qualitat verfligbar. Haufig verwendete
primare Zellen nicht-menschlichen Ursprungs kénnen die fir menschliche Zellen typischen
Wirkungen von Arzneimitteln ggf. nicht oder nicht in ausreichendem Malfde abbilden. Gegen-
wartig verfigbare menschliche Zellen, beispielsweise immortalisierte (fotale) Zellen oder
Tumorzell-Linien, weisen haufig nicht (mehr) die physiologischen Eigenschaften primarer
Zellen auf, wie sie fir die zuverlassige Testung von (Neben)Wirkungen von Arzneimitteln auf
zellularer Ebene bendtigt werden. Die Entwicklung von auf menschlichen Zellen beruhenden
In-vitro-Testsystemen, mit deren Hilfe humanspezifische Effekte und Nebeneffekte von Sub-
stanzen bereits friihzeitig in der Arzneimittelentwicklung aufgedeckt werden kénnen, ist da-
her von groRRer Relevanz und kann sich unter Nutzung von hES-Zellen gegebenenfalls er-
folgreich gestalten. Ferner wurde in mehreren Vorhaben die Hochrangigkeit der Forschungs-
ziele auch damit begriindet, im Zuge des Forschungsvorhabens mit humanen ES-Zellen
Grundlagen fir die Entwicklung neuer therapeutischer Ansatze schaffen zu wollen. Solche
Bestrebungen beziehen sich zum Teil weiterhin auch auf die Entwicklung von Strategien zur
Bereitstellung von Zellmaterial fir kunftig vorstellbare regenerative Therapien, wie beispiels-

weise die Differenzierung von hES-Zellen zu pankreatischen Inseln. In den entsprechenden
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Vorhaben wurden aber jeweils auch Zielstellungen im Bereich der Grundlagenforschung

formuliert, die fir die Zuerkennung von Hochrangigkeit maf3geblich waren.

Dagegen konnte das in einigen Antragen neben anderen Forschungszielen, die auf die Ge-
winnung hochrangiger Erkenntnisse entsprechend § 5 Nr. 1 StZG gerichtet waren, explizit
formulierte zusatzliche Anliegen, durch Entwicklung neuer In-vitro-Testsysteme zur Ver-
meidung oder Verringerung des Tierverbrauchs in der Forschung beitragen zu wollen, nicht
als eigenstandiger Hochrangigkeitsgrund fir die Verwendung humaner embryonaler Stamm-
zellen anerkannt werden, weil es sich dabei um kein Forschungsziel i. S. d. § 5 Nr. 1 StZG
handelt.

Vorklarung der Forschungsfragen

Nach § 5 Nr. 2a Stammzellgesetz hat der Antragsteller wissenschaftlich begriindet darzule-
gen, dass die im Forschungsvorhaben vorgesehenen Fragestellungen nach dem anerkann-
ten Stand der Wissenschaft so weit wie méglich bereits in In-vitro-Modellen mit tierischen
Zellen oder Tierversuchen vorgeklart worden sind. Durch diese Darlegungen des Antrag-
stellers soll gewahrleistet werden, dass der Ubergang zur Nutzung von hES-Zellen zur KIa-
rung der jeweiligen Fragestellung gerechtfertigt ist und hES-Zellen nur fir ausreichend fun-
dierte Forschungsvorhaben verwendet werden. Im zurtickliegenden Berichtszeitraum wurden
von den Antragstellern die erforderlichen Darlegungen jeweils erbracht, wobei sowohl Er-
gebnisse eigener Vorarbeiten als auch in der internationalen Fachliteratur veréffentlichte
Erkenntnisse anderer Gruppen vorgetragen wurden. Die jeweiligen Darlegungen haben nach
Auffassung der Genehmigungsbehdérde den gesetzlichen Voraussetzungen des § 5 Nr. 2 a)

StZG geniigt und konnten den Ubergang zur Nutzung von hES-Zellen rechtfertigen.

Wie bereits in den vergangenen beiden Berichtszeitrdumen wurde auch in den Jahren 2010
und 2011 sichtbar, dass sich Darlegungen zur Vorklarung bestimmter Forschungsfragen in
einem Teil der Antragsverfahren erlbrigen. Vielfach sind prinzipielle Fragestellungen (im
Inland oder im Ausland) bereits an hES-Zellen geklart worden, so dass eine zusatzliche oder
vertiefende Voruntersuchung derselben Frage an tierischen Zellen zur Klarung der Plausibi-
litat der Arbeit mit hES-Zellen nicht mehr erforderlich ist. Dies betraf beispielsweise
Forschungsvorhaben, in denen die Bedingungen fir die Differenzierung von hES-Zellen
weiter optimiert werden sollen. Hier war die grundsatzliche Eignung von hES-Zellen fir die
Differenzierung in den entsprechenden Zelltyp bereits bekannt, und es sollten beispielsweise
vertiefende Untersuchungen mit dem Ziel der weiteren Verbesserung der Differenzierungs-
bedingungen fiir menschliche Zellen durchgeflihrt werden. Darlegungen zu einer entspre-
chenden Vorklarung dieser Detailfragen an tierischen Zellen waren auf Grund der bereits

erfolgten grundsatzlichen Vorklarung der Fragestellung an hES-Zellen verzichtbar. Ferner
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kann eine detaillierte Untersuchung der fur hES-Zellen vorgesehenen Fragestellung an tieri-
schen Zellen, beispielsweise an murinen ES-Zellen, in bestimmten Fallen nicht zur Vorkla-
rung der wissenschaftlichen Fragestellungen beitragen, wenn bereits bekannt ist, dass sich
tierische und menschliche ES-Zellen in den jeweils relevanten Aspekten mafigeblich unter-
scheiden und Ergebnisse aus Untersuchungen an tierischen Zellen in den fir das
Forschungsvorhaben wesentlichen Punkten nicht auf menschliche Zellen Ubertragbar sind.
Dies betrifft all jene Projekte, in denen die molekularen Grundlagen der Pluripotenz
menschlicher ES-Zellen vertiefend untersucht werden sollen, da diese sich von anderen
Spezies teils erheblich unterscheiden. Dasselbe gilt flir Projekte, in denen
Kulturbedingungen fir humane pluripotente Stammzellen optimiert oder in denen der
Einfluss von Umweltnoxen auf pluripotente Stammzellen und deren Differenzierung evaluiert
werden sollen. Auch fiir die Differenzierung in bestimmte Zelltypen ist mittlerweile hinlanglich
gut bekannt, dass sich beispielsweise an murinen Zellen etablierte Protokolle nicht ohne
weiteres auf humane Zellen Ubertragen lassen und folglich detaillierte Voruntersuchungen
mit diesen Zellen zur Vorklarung der jeweiligen konkreten experimentellen Fragestellung an
hES-Zellen teilweise nicht sinnvoll waren. Im Ubrigen wird auf die entsprechenden

Ausfiihrungen im Erfahrungsbericht fir die Jahre 2008 und 2009 verwiesen.

Erforderlichkeit der Verwendung von hES-Zellen

Entsprechend § 5 Nr. 2 b) StZG ist durch den Antragsteller darzulegen, dass der mit dem
Forschungsvorhaben angestrebte wissenschaftliche Erkenntnisgewinn voraussichtlich nur
unter Verwendung humaner embryonaler Stammzellen erreicht werden kann. Hier ist durch
die Genehmigungsbehdrde jeweils zu prufen, ob Alternativen zur Nutzung humaner embryo-
naler Stammzellen bestehen und ob die Forschungsziele auch unter ausschlieBlicher Nut-

zung anderer Zellen als hES-Zellen erreicht werden kénnen.

Im Hinblick auf die Erforderlichkeit der Verwendung von hES-Zellen war in den im Berichts-
zeitraum beantragten Forschungsvorhaben vor allem zu prufen, ob und inwieweit die For-
schungsziele ggf. unter ausschlielRlicher Nutzung von hiPS-Zellen bei Verzicht auf Nutzung
von hES-Zellen zu erreichen sind. Viele Forschungsfragen, die Gegenstand der im Berichts-
zeitraum bewerteten Vorhaben sind, sind an hiPS-Zellen bislang noch nicht oder nur teil-
weise untersucht worden. Zur Klarung von Forschungsfragen sollen in einem grofRen Teil der
im Berichtszeitraum genehmigten Projekte sowohl hES- als auch hiPS-Zellen verwendet
werden, wobei im Rahmen des Forschungsvorhabens Uberhaupt erst geklart werden soll, ob
sich hiPS-Zellen bezlglich der jeweils an hES-Zellen zu untersuchenden Eigenschaft tat-
sachlich wie hES-Zellen verhalten oder ob und wenn ja welche Unterschiede bestehen. Fer-
ner liegen in der Fachliteratur teils uneinheitliche Befunde zur Gleichartigkeit von hES- und
hiPS-Zellen vor, beispielsweise hinsichtlich ihrer genetischen Stabilitat, ihrer epigenetischen
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Eigenschaften oder ihres Differenzierungsvermogens in bestimmte Zelltypen. Nach Auf-
fassung des RKI ist die blole Vermutung, dass in Blick genommene Forschungsfragen ggf.
auch durch Untersuchungen an hiPS-Zellen beantwortet werden koénnten, allein nicht hin-
reichend, um die Verwendung von hES-Zellen in diesem Forschungsvorhaben zu versagen.
Vielmehr ist ein positiver Beleg dafir erforderlich, dass bereits nach dem aktuellen Stand der
Wissenschaft eine vergleichbare Eignung anderer Zellen als hES-Zellen, hier also hiPS-
Zellen, fur die Erreichung der Forschungsziele gegeben ist. Auch flir Projekte oder Projekt-
teile, in denen hES-Zellen ausschlieRlich Referenzmaterial zur Uberpriifung von fiir pluri-
potente Zellen charakteristische Eigenschaften genutzt werden sollen, ist die Verwendung
von hES-Zellen in jedem Fall erforderlich, da es sich bei hES-Zellen um den einzigen Zell-
typen des Menschen handelt, der nach derzeitigem Kenntnisstand ohne Einschrankungen

als pluripotent angesehen wird.

1.5. Prifung und Bewertung durch die Zentrale Ethik-
Kommission fur Stammzellenforschung

Die Zentrale Ethik-Kommission flr Stammzellenforschung (ZES), die von der Bundesregie-
rung zum 1. Juli 2011 zum vierten Mal berufen wurde, hat die gesetzliche Aufgabe, Antrage
auf Einfuhr und Verwendung humaner embryonaler Stammzellen anhand der eingereichten
Unterlagen hinsichtlich der Frage zu prifen und zu bewerten, ob die betreffenden
Forschungsvorhaben die gesetzlichen Voraussetzungen nach § 5 StZG erfillen und in
diesem Sinne ethisch vertretbar sind. Sie hat hierzu gegenulber der Genehmigungsbehdrde
eine schriftliche Stellungnahme abzugeben. Das Vorliegen einer Stellungnahme der ZES ist
nach § 6 Abs. 4 Nr. 3 StZG eine Voraussetzung flr die Entscheidung Uber einen Antrag auf

Einfuhr und Verwendung humaner embryonaler Stammzellen zu Forschungszwecken.

Die ZES hat in ihren Stellungnahmen zu den Forschungsvorhaben, die Gegenstand der 19
im Berichtszeitraum genehmigten Antrége sowie der vier Genehmigungserweiterungen fur
bereits in der Vergangenheit befurwortete Forschungsvorhaben sind, die gesetzlichen Vor-
aussetzungen nach § 5 StZG als erflllt und die Forschungsvorhaben in diesem Sinne als
ethisch vertretbar bewertet. Sie hat die Wahrnehmung ihrer Aufgaben in ihren Tatigkeits-
berichten nach § 14 der ZES-Verordnung (ZESV) vom 18. Juli 2002 (BGBI. | S. 2663) fur den
Zeitraum vom 1. Dezember 2009 bis 30. November 2010 (8. Tatigkeitsbericht der ZES) und
fir den Zeitraum vom 1. Januar 2011 bis 31. Dezember 2011 (9. Tatigkeitsbericht der ZES)
dargestellt. Die Tatigkeitsberichte sind unter anderem auf den Internetseiten des Bundes-
ministeriums fir Gesundheit veroffentlicht
(http://www.bmg.bund.de/SharedDocs/Standardartikel/DE/AZ/S/Glossarbegriff-Stammzell-

gesetz.html).
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2. Stand der Forschung mit pluripotenten menschlichen

Stammzellen

2.1. Einleitung

Der hier vorliegende flnfte Erfahrungsbericht der Bundesregierung zur Durchflihrung des
Stammzellgesetzes gibt einen Uberblick tiber die aktuellen Entwicklungen zur Forschung mit
humanen embryonalen Stammzellen (hES-Zellen) und mit humanen induzierten
pluripotenten Stammzellen (hiPS-Zellen) sowie Uber aktuelle Entwicklungen zu anderen
Quellen fur biomedizinisch einsetzbare Stammzellen. Erneut werden nur die fur diesen
Bericht relevanten fachlichen Grundlagen dargestellt; flr allgemeine Aspekte wird auf die
vier vorherigen Berichte verwiesen.

Der erste Erfahrungsbericht der Bundesregierung zur Durchfiihrung des Stammzellgesetzes
(Drucksache 15/3639) beinhaltete die Rahmenbedingungen, Ergebnisse und Ausblicke der
Grundlagenforschung und mogliche zukiinftige Einsatzgebiete von embryonalen und adulten
Stammzellen in der modernen Medizin bis einschlieBlich 2003. Im folgenden zweiten
Erfahrungsbericht (Drucksache 16/4050) wurden wichtige seit dem ersten Bericht erzielte
Fortschritte, Beispiele noch offener Fragen im Bereich der Forschung bis einschlie3lich 2005
sowie Perspektiven eines mdglichen therapeutischen Einsatzes von embryonalen und
adulten Stammzellen beschrieben. Der dritte Erfahrungsbericht befasste sich mit weiteren
wissenschaftlichen Erkenntnissen bis einschliel3lich 2007, wobei die Charakterisierung,
Standardisierung und der experimentelle Einsatz humaner embryonaler Stammzellen im
Vordergrund standen. Im vierten Erfahrungsbericht wurde die Generierung von induzierten
pluripotenten Stammzellen ausfihrlich dargestellt und auf die Unterschiede zwischen hiPS-
Zellen und hES-Zellen sowie zwischen verschiedenen hES-Zelllinien eingegangen.

Diese Unterschiede sind nicht nur fir die Charakterisierung der jeweiligen pluripotenten
Stammzelllinie, sondern vor allem fir Untersuchungen von anwendungsorientierten
Forschungsfragen weiterhin relevant und wurden, wie unten dargestellt, wahrend des

Berichtzeitraums 2010-2011 in vielen Laboren intensiv erforscht.
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2.2. Bestand und Kultur der menschlichen embryonalen

Stammzelllinien

Es ist weiterhin zu einem Anstieg der Anzahl international eingesetzter hES-Zelllinien
gekommen, und es ist davon auszugehen, dass bis zum Ende des Berichtszeitraums mehr
als 1000 hES-Zelllinien verfugbar waren. Von diesen sind knapp 700 im europaischen hES-

Zell-Register http://www.hescreg.eu/ aufgefuhrt. Da sich bisher keine substantiell neuen

Bedingungen zur Ableitung der hES-Zellen und zur weiteren Kultivierung der Zellen
durchgesetzt haben, ist weiterhin die Fokussierung der internationalen Forschung auf eine
Uberschaubare Anzahl von Standard- bzw. Referenz-hES-Zelllinien zu beobachten. Dieser
Trend lasst sich auch fur die Forschung an hES-Zellen in Deutschland belegen. So wurden
in den 20 weiteren, wahrend des aktuellen Berichtszeitraums genehmigten Antradgen auf
Import und Verwendung von hES-Zellen meist sowohl die ersten von James Thomson
etablierten hES-Zellen, die so genannten WiCell-Linien, als auch neuere hES-Zelllinien von
den Antragstellern fur ihre Forschung benannt. Diese neueren Linien wurden nach dem
01.01.2001 aber vor dem 01.05.2007 generiert und sind somit nach der StZG-Novellierung
stichtagskonform. Weiterhin werden von diesen neueren hES-Zelllinien diejenigen der
Harvard Medical School (USA), der University of Newcastle (UK) oder des Karolinska-
Instituts (Stockholm, Schweden) am haufigsten beantragt.

Fir die Kultivierung von hES-Zellen und hiPS-Zellen wurden zwischenzeitlich verschiedene
Zellkultur-Nahrmedien kommerzialisiert und stehen auch fir die Kultivierung dieser Zellen
unter Xenogen-freien Bedingungen zur Verfiigung. Weit verbreitet ist das TeSR-2®-Medium
(Stem Cell Technologies, Vancouver, Kanada) beziehungsweise eine weitere von James
Thomson veroéffentlichte Rezeptur ,Essential 8 (Chen et al., 2011), die zwischenzeitlich Uber

Life Technologies (Carlsbad, USA) vertrieben wird.

2.3. Aktuelle Aspekte zur Forschung mit humanen

embryonalen Stammzellen

hES-Zellen werden weiterhin im Wesentlichen fur zwei Anwendungsbereiche eingesetzt.
Auch wenn deutlich mehr Kenntnisse zu pluripotenten Zellen aus alternativen Quellen
vorhanden sind, als dies noch vor 2 Jahren der Fall war, finden hES-Zellen unverandert in

vergleichenden Studien Verwendung, da sie noch immer den ,Goldstandard“ fir die
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Untersuchung von Selbsterneuerung, Pluripotenz und Differenzierbarkeit darstellen (s. auch
2.3.3). Daneben ist die Forschung an hES-Zellen auch weiterhin ein eigenstandiges
bedeutsames Forschungsgebiet: hES-Zellen werden nicht nur eingesetzt, um die
menschliche Embryonalentwicklung und die frihesten Differenzierungs-Schritte wahrend der
Anlage der unterschiedlichen Gewebearten weiter zu erforschen. Auch fur die Untersuchung
mechanistischer Grundlagen der Pluripotenz, die derzeit nur in Ansatzen verstanden sind, ist
die Verwendung von hES-Zellen unabdingbar (s. 2.3.3). Betont werden muss, dass hES-
Zellen auch zur Etablierung neuer Methoden haufig am besten geeignet sind. So werden
viele methodische Entwicklungen zum Gentransfer (s. 2.3.6), zur Massenzellkultur oder zur
Optimierung von Differenzierungsprotokollen (s. 2.5.1) gegenwartig noch Uberwiegend an
hES-Zellen erarbeitet und anschlieBend auf andere Formen pluripotenter Stammzellen

Ubertragen.

Im Folgenden sind einige wichtige Bereiche der Forschung an hES-Zellen wahrend des
Berichtzeitraums 2010-2011 dargestelit.

2.3.1. Erkenntnisse aus dem Vergleich von humanen ES- und Maus-ES-Zellen

Wie bereits im vierten Stammzellbericht dargestellt, unterscheiden sich Maus-ES-Zellen und
hES-Zellen signifikant. Wahrend die Eigenschaften von Maus-ES-Zellen naher an denen der
Inneren Zellmasse einer Blastozyste (Pra-Implantationsembryo) liegen, entsprechen die
hES-Zellen eher Zellen eines Embryos im Epiblast-Stadium (Post-Implantationsembryo).
Diese Vergleiche beruhen — aulter auf Genexpressions-Profilen und den Wirkungsweisen
unterschiedlicher intrazellularer Signalwege — insbesondere auf Merkmalen wie der
Inaktivierung eines X-Chromosoms, die in weiblichen Zellen erst ab dem Epiblast-Stadium
auftritt. Diese Beobachtungen bekraftigen die Hypothese, dass in vitro zwei verschiedene
Stadien von Pluripotenz vorliegen kénnen: Die sogenannte naive Pluripotenz (entsprechend
der Situation in der inneren Zellmasse des Pra-Implantationsembryos) und die bestimmte
Pluripotenz ~ (,primed  pluripotency®; analog zum  Epiblast-Stadium des Post-
Implantationsembryos). Stammzellen im Stadium der bestimmten Pluripotenz kdnnen in vivo
und invitro Zelltypen aller drei Keimblatter bilden, aber scheinen in ihrer Fahigkeit zur
Bildung von Keimzellen beeintrachtigt zu sein. Zwischenzeitlich sind weitere Arbeiten
veroffentlicht, die aufzeigen, wie Stammzellen aus bestehenden Stammzelllinien aus dem
Stadium der bestimmten Pluripotenz wieder in das Stadium der naiven Pluripotenz Uberfihrt
werden kénnen. Dabei ist eine Veranderung der Zellkulturbedingungen notwendig. Diese
veranderten Bedingungen sind fur die Aufrechterhaltung von naiver Pluripotenz notwendig,

scheinen aber flir hES-Zellen alleine nicht ausreichend zu sein. Die naive Pluripotenz in
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hES-Zellen konnte nur durch weitere Manipulation, wie etwa durch die Uberexpression des

Transkriptionsfaktors Kif4, erreicht werden (Hanna et al., 2010a).

2.3.2. Unterschiede zwischen hES-Zelllinien

Verschiedene vergleichende Analysen haufig verwendeter hES-Zelllinien legen den Schluss
nahe, dass sich das Differenzierungsverhalten und andere Eigenschaften der einzelnen
Linien in der Zellkulturschale deutlich unterscheiden. Zum Teil scheinen diese Unterschiede
in den verschiedenen Verfahren zur Ableitung der hES-Zelllinien begriindet zu sein, doch
scheinen auch Unterschiede in den Zellkulturbedingungen eine entscheidende Rolle zu
spielen. Insofern ist die fortlaufende Optimierung und Fortentwicklung der
Zellkulturbedingungen nach wie vor ein wichtiger Forschungsgegenstand. So hat die Gruppe
von James Thomson beispielsweise kirzlich ein weiteres Zellkulturmedium entwickelt, das
chemisch vollstandig definiert ist und - vor allem durch Verzicht auf Zusatz bestimmter
Proteine - besser standardisierbar und kostenginstiger herstellbar sein sollte als bislang
verwendete Medien (Chen et al., 2011). Dieses sogenannte E8-Medium erlaubt eine stabile
und gut reproduzierbare Kultur von hES- und hiPS-Zellen. Aul’erdem wurde gezeigt, dass
sich Vitronektin (ein rekombinant herstellbares Matrixprotein) besonders gut fir die sog.
feeder cell-freie Kultivierung von humanen pluripotenten Stammzellen eignet, also fiir eine
Kulturmethode, die auf den Einsatz von Néahrzellen tierischer oder menschlicher Herkunft
verzichtet. Da alle Komponenten dieses Zellkultursystem zudem entsprechend den
Standards Guter Medizinischer Praxis (GMP) und Guter Laborpraxis (GLP) herstellbar sind,
kdnnte die beschriebene Kultivierungsmethode auch zur Ableitung und Kultivierung von
pluripotenten Stammzellen genutzt werden, deren Derivate kiinftig fir klinische Zwecke
verwendet werden sollen.
Neben Optimierungen der Zellkulturmedien-Zusammensetzung sind auch Veranderungen
der auleren Zellkultur-Bedingungen im Berichtzeitraum eingehend untersucht worden.
Insbesondere wurde dabei die Frage nach der Auswirkung des Sauerstoffgehaltes
untersucht. Die Arbeitsgruppe von Rudolf Jaenisch konnte nicht nur zeigen, dass durch eine
Absenkung des Sauerstoffgehalts in der Luft des Zellkultur-Brutschrankes auf unter 5% hES-
Zellen aus bestehenden Zelllinien von der bestimmten in die naive Pluripotenz Uberflhrt
werden konnten, sondern auch, dass hES-Zellen mit naiver Pluripotenz aus Embryonen
abgeleitet werden kdnnen, wenn die hES-Zellen kontinuierlich bei einem Sauerstoffgehalt
von weniger als 5% kultiviert werden (Lengner et al., 2010). Die beiden auf diese Weise
erzeugten hES-Zelllinien besitzen zwei aktive X-Chromosomen, wahrend Zellen des gleichen
Embryos, die nach der ersten Passage der Ausgangszellen mit 20% Sauerstoff kultiviert
worden sind, bereits ein X-Chromosom inaktiviert haben. Diese neuen Zelllinien sind
wahrscheinlich die ersten beschriebenen originaren hES-Zelllinien, die Charakteristika der
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naiven Pluripotenz aufweisen. Aufgrund des geltenden Stichtages konnen diese
Stammzelllinien jedoch nicht nach Deutschland importiert werden.

In Analogie zu diesen Experimenten wurde auch versucht, hiPS-Zellen zu generieren, die
Charakteristika der naiven Pluripotenz zeigen. Bisher sind jedoch nur ,naive® hiPS-Zelllinien
beschrieben worden, die allerdings noch auf eine anhaltende Expression der
Reprogrammierungsfaktoren angewiesen sind und somit nicht alle Kriterien einer optimal

reprogrammierten hiPS-Zelllinie aufweisen (Buecker et al., 2010; Li et al., 2009).

2.3.3. Bestimmende Merkmale pluripotenter Stammzellen

Wie oben dargestellt, wird zwischen zwei Stadien von Pluripotenz unterschieden: der naiven
Pluripotenz und der bestimmten Pluripotenz. Fur die Bestimmung der naiven Pluripotenz ist
bei weiblichen Zellen das Vorhandensein zweier aktiver X-Chromosome das bestimmende
Merkmal. Zudem besitzen naive humane pluripotente Stammzellen eine andere Morphologie
in der In-vitro-Kultur und bendtigen andere Zellkulturbedingungen. Eine endguiltige
Unterscheidung von naiver und bestimmter Pluripotenz kann jedoch letzlich erst wahrend der
Entwicklung eines Organismus getroffen werden, da sich Zellen mit naiver Pluripotenz auch
zu Keimzellen entwickeln kénnen. Solche Untersuchungen stehen jedoch nur im Tiermodell
zur Verfigung. In einer sehr beachteten Arbeit von Stadtfeld et al. wurde als weiteres
Unterscheidungsmerkmal eine genomische Region identifiziert (Stadtfeld et al., 2010), deren
epigenetische Markierungen Vorhersagen erlauben kénnte, ob murine iPS-Zellen in der
tetraploiden Embryoaggregation erfolgreich eingesetzt werden kénnen. Gegenwartig wird
untersucht inwieweit die gleiche oder eine andere genomische Region Relevanz fir die

Charakterisierung humaner pluripotenter Stammzellen haben kann.

2.3.4. Vergleichbarkeit bzw. Unterschiede zwischen ES- und iPS-Zellen

Es ist weiterhin umstritten, wie ahnlich sich ES-Zellen und iPS-Zellen sind, bzw. ob
insbesondere hiPS-Zellen tatsachlich nahezu identisch mit hES-Zellen sind.

Fir murine iPS-Zellen lasst sich die Pluripotenz Uber tetraploide Embryoaggregation
nachweisen. Auf diese Weise konnte gezeigt werden, dass sich aus iPS-Zellen alle Zelltypen
bilden kénnen (Hanna et al.,, 2008; Wu et al.,, 2011). Wegen entwicklungsbiologischer
Unterschiede lassen diese Ergebnisse jedoch nur bedingt Rickschlisse auf humane Zellen
Zu.

Bei humanen Zellen wird aufgrund der Expression von so genannten Pluripotenzmarkern
und der nachgewiesenen Differenzierbarkeit in Zellen aller drei Keimblatter davon
ausgegangen, dass iPS-Zelllinien pluripotent sind, sofern diese vollstandig reprogrammiert
wurden (siehe auch Kap. 2.3.1-2.3.3).
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Bei manchen als iPS-Zellen bezeichneten Zelllinien scheint die vollstandige Entfernung bzw.
das Neuanlegen epigenetischer Modifikationen der DNA nicht immer ausreichend zu
gelingen, so dass bei diesen Zelllinien keine vollstdndige Reprogrammierung in das Stadium
der Pluripotenz vorzuliegen scheint. Es existieren bisher noch keine Testsysteme, welche mit
vertretbarem Aufwand zweifelsfrei zeigen, ob ein bestimmter iPS-Zellklon tatsachlich
vollstandig reprogrammiert ist. In frGhen Passagen von iPS-Zellen liegen zum Teil noch
Merkmale der Ursprungszellen vor (Chin et al., 2009; Chin et al., 2010; Ghosh et al., 2010;
Marchetto et al., 2009), die jedoch nach bisherigen Erkenntnissen im Laufe der Kultur
verlorengehen. Spate Passagen sind diesbezliglich kaum noch von embryonalen
Stammzellen zu unterscheiden (Chin et al., 2009; Chin et al., 2010; Guenther et al., 2010).
Eine weitere Schwierigkeit ist durch die Tatsache bedingt, dass der Nachweis der
Pluripotenz einer Zelllinie nicht gleichbedeutend mit der Differenzierungseffizienz und der
Eignung dieser Linie fir unterschiedliche Anwendungen ist. So lasst sich bei ES-Zellen und
moglicherweise noch deutlicher bei iPS-Zellen beobachten, dass eine spezifische Zelllinie
relativ effizient in bestimmte Zelltypen (z. B. Nervenzellen) differenziert, wahrend andere
Zelltypen (z. B. Herzmuskelzellen) kaum gebildet werden. Bei ES-Zellen wird angenommen,
dass derartige Unterschiede u. a. schon zum Zeitpunkt der Isolierung in den Einzelzellen der
inneren Zellmasse des betreffenden Embryos angelegt waren. Bei iPS-Zellen, bei denen sich
der Eindruck vom Vorliegen einer noch groferen Variationsbreite durch jlngere
Untersuchungen erhartet, spielt es auRerdem eine Rolle, dass die fur die Reprogrammierung
in die somatischen Zellen eingefuhrten Faktoren wieder effizient abgeschaltet werden.
Allerdings ist dies nicht immer vollstdndig der Fall, und verbleibende
Reprogrammierungsfaktoren kdnnen die spatere Differenzierung behindern (Mauritz et al.,
2008; Ramos-Mejia et al., 2012).

Klar ist jedenfalls, dass sich verschiedene iPS-Zelllinien genauso wie verschiedene ES-
Zelllinien in Bezug auf Kultur- und Differenzierungsverhalten deutlich voneinander
unterscheiden. Derzeit wird daran gearbeitet, Testmethoden zu entwickeln, die es erlauben,
mit begrenztem Aufwand die fir den gewilinschten Einsatz geeigneten iPS-Zelllinien zu
identifizieren. Momentan sind dazu  jedoch immer noch umfangreiche
Charakterisierungsarbeiten und Differenzierungsexperimente notwendig.

Ob iPS-Zellen tatsachlich genausogut differenzieren wie ES-Zellen, muss erst noch in
umfangreichen, vergleichenden Studien gezeigt werden. Auch aus diesem Grund sind auch
in absehbarer Zukunft weitere Arbeiten mit hES-Zellen notwendig. Gerade durch die
Erforschung alternativer Zellquellen wie iPS-Zellen wird es vorerst weiterhin eher zu einer

Zunahme an Forschungsprojekten, in denen hES-Zellen eingesetzt werden, kommen.
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2.3.5. Genetische Veranderungen in embryonalen Stammzellen und induzierten

pluripotenten Stammzellen

Die Integritat des Erbgutes einer Zelle ist von groRer Bedeutung fiir den Erhalt der normalen
Zellfunktionen. Genetische Anomalitdten kommen natirlicherweise in verschiedenen
somatischen Geweben wie der Leber vor (Shuga et al.,, 2010). Andererseits kdnnen
genetische Anomalitdten und Mutationen jedoch nicht nur zum Verlust einzelner
Zellfunktionen und zum Zelltod fihren, sondern auch zu so genannten malignen
Entartungen, also zur Bildung von Tumorzellen. So sind ca. 90 % aller Tumore beim
Menschen aneuploid, d h. einzelne Chromosomen sind mehrfach vorhanden oder fehlen
ganz (Albertson et al., 2003). Bei Tumorzellen ist zum einen die natlrliche Kontrolle der
Zellvermehrung auller Kraft gesetzt, zum anderen sind vielfach auch Strukturen auf der
Oberflache dieser Zellen verandert.

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass zellulare Mechanismen, die dem Erhalt der
genomischen Integritat dienen, in pluripotenten Stammzellen im Vergleich zu differenzierten
Zellinien besonders stark ausgebildet sind. Solche Studien belegen, dass der zellulare
Apparat, der fir die Reparatur der DNS zustandig ist, ebenso wie Mechanismen zur
Inaktivierung oder Ausschleusung erbgutschadigender Substanzen in humanen ES-Zellen
besonders aktiv sind (Maynard et al., 2008). Im Vergleich zu vielen adulten Zellen sollte das
Risiko einer malignen Entartung bei pluripotenten Stammzellen dementsprechend relativ
gering sein.

Andererseits wird in einer Reihe von kurzlich publizierten Studien Uber die Entstehung
chromosomaler Anomalitaten in Langzeitkulturen von embryonalen Stammzellen und iPS-
Zellen berichtet (Lefort et al., 2008; Lefort et al., 2009; Narva et al., 2010; Spits et al., 2008).

Fir embryonale Stammzellen geht man davon aus, dass derartige Anomalitdten wahrend
der Zeit in der Zellkultur entstehen. Ursache hierfir kénnten Wachstumsvorteile von
Stammzellen sein, die Mutationen und Anomalitdten (u.a. genetische Anomalitaten)
aufweisen, die die Kontrolle der Zellvermehrung beeintrachtigen. Diese Zellen besitzen einen
Vorteil gegeniber ,normalen® Stammzellen und kdénnen sich daher in Kultur durchsetzen.
Darlber hinaus gibt es Befunde, die darauf hindeuten, dass es in ES-Zellen, anders als in
somatischen Zellen, eine ungewohnliche Toleranz gegenlber einem mehrfachen
Chromosomensatz (Polyploidie), hervorgerufen durch unvollsténdige Zellteilungen, gibt (30).

Die am haufigsten auftretenden Veranderungen in pluripotenten Stammzellen betreffen das
Auftreten zusatzlicher Kopien der Chromosomen 12 und 17 sowie, etwas weniger haufig,
des X-Chromosoms. Diese Veranderungen sind auch haufig in Keimbahntumoren
anzutreffen (Lefort et al., 2009; Pera, 2004; Spits et al., 2008). Das deutet darauf hin, dass

Bereiche dieser Chromosomen kritisch flir Zellproliferation und Tumorentstehung sind.
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Desweiteren wurden aber auch Trisomien der Chromosomen 1, 3, 5, 7, 8, 9, 11, 14, 16, 20
und 22 in hES-Zellen beobachtet (Baker et al., 2007; Narva et al., 2010; Spits et al., 2008).
Das Problem des Auftretens genetischer Anomalitdten wird insbesondere bei der Herstellung
grolder Zellmengen, z. B. fiir das so genannte , Tissue Engineering®, relevant. Entsprechende
Techniken zur Minimierung derartiger Kultur-bedingter Anomalitdten bzw. Protokolle zur
strengen Qualitatskontrolle missten daher entwickelt werden.

In iPS-Zellen spielen beim Auftreten genetischer Anomalitdten anscheinend auch noch
andere Mechanismen eine Rolle (Boulting et al., 2011; Gore et al.,, 2011; Hussein et al.,
2011; Laurent et al.,, 2011; Pasi et al., 2011). Es wird vermutet, dass die Frequenz
genetischer Veranderungen hier hoher ist als in ES-Zellen (Ben-David and Benvenisty,
2011). Einige kirzlich publizierte Studien deuten darauf hin, dass in iPS-Zellen
nachgewiesene genetische Veranderungen entweder schon in der somatischen
Ursprungszelle vorhanden waren oder auch durch den Reprogrammierungsprozess
entstanden sind (Gore et al., 2011; Hussein et al.,, 2011; Laurent et al.,, 2011).
Mdoglicherweise beginstigt schon der Reprogrammierungsprozess selbst mit den dabei
ablaufenden und bisher weitgehend unverstandenen epigenetischen Prozessen die
Anreicherung seltener abnormaler Ursprungszellen. Auch kann es bisher nicht
ausgeschlossen werden, dass wahrend der Reprogrammierung vermehrt neue Mutationen
entstehen. In diesem Zusammenhang erscheint es problematisch, dass Mallinahmen, die die
Reprogrammierungseffizienz  erhdhen, teilweise gleichzeitig auch in die DNA-
Reparaturmechanismen der Zelle eingreifen (Marion et al., 2009),(Banito et al., 2009).
Zwangslaufig muss also die weitere Optimierung von Reprogrammierungsprotokollen nicht
nur auf hohere Effizienz, kirzere Reprogrammierungszeit und vollstandige
Reprogrammierung, sondern auch auf die Vermeidung genetischer Schaden und

epigenetischer Anomalitaten gerichtet sein (Barrilleaux and Knoepfler, 2011).

2.3.6. Verfahren zur gezielten gentechnischen Modifikation embryonaler Stammzellen

Das Einbringen fremder Gensequenzen in hES-Zellen st fur unterschiedliche
Fragestellungen und Anwendungen von wissenschaftlicher Bedeutung. So ist die stabile
Integration von bestimmten Genabschnitten in das Stammzellgenom entscheidend fur die
Klarung grundlegender entwicklungsbiologischer Fragestellungen. Zum Beispiel kann durch
gezieltes An- und Ausschalten (,gain of function®, ,loss of function®) bestimmter zu testender
Gene die Rolle dieser Gene wahrend der Embryonalentwicklung analysiert werden. Darlber
hinaus sind hES-Zellen mit verschiedenen Genmarkern auch wichtige Hilfsmittel fir die
Entwicklung pharmakologischer und toxikologischer Testsysteme. Weiterhin kdnnten gezielte
genetische Modifikationen zukilinftig auch fir potentielle klinische Anwendungen von
Stammzellderivaten von sicherheitsrelevantem Nutzen sein. So werden gegenwartig
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Verfahren entwickelt, um einmal transplantierte Zellen nicht-invasiv im Korper nachweisen zu
konnen, oder durch Aktivierung eines kunstlichen Stoffwechsel-Systems absterben zu
lassen. Letzteres koénnte beispielsweise zum Einsatz kommen, falls eine unerwiinschte
Entstehung von Tumoren beobachtet wird oder transplantierte Zellen bei einer spateren

Fehlfunktion wieder entfernt werden sollen.

Die klassischen Gentransfer-Methoden flihren zu einer zufalligen Integration des Transgens
in das Genom der Wirtszelle (vgl. auch Vierter Stammzellbericht). Dies birgt zum einen den
Nachteil, dass die Aktivitat des Transgens stark vom Integrationsort abhangig ist, und zum
anderen das Risiko, dass das eingefiigte Transgen zur Aktivierung benachbarter Krebsgene
(Onkogene) und damit zur Entstehung von Tumorzellen fiuhren kann. In jungerer
Vergangenheit konnten diesbezlglich Losungsansatze entwickelt und in hES- und hiPS-

Zellen umgesetzt werden.

Alternativ zu klassischen gentechnischen Modifikationen sind relativ junge Technologien
relevant geworden, bei denen ausgewahlte Proteine dauerhaft in der Zelle erhalten werden
kénnen, ohne das Erbgut der Zielzelle zu modifizieren. Von Bedeutung sind hier
insbesondere Verfahren auf der Basis von RNA-Viren (Griesenbach et al., 2005),
Einschleusung von kinstlichen mRNAs (Tavernier et al.,, 2011) oder sogenannten
microRNAs (Fiedler et al., 2012), oder aber das direkte Einbringen von Proteinen, die
sogenannte Proteintransduktion (Noguchi et al., 2010). Eine vorlibergehende
Herunterregulation (,knock down®) spezifischer Genprodukte in pluripotenten Stammzellen
ist generell auch uUber verschiedene Verfahren der RNA-Interferenz (RNAi) maoglich
(Davidson and McCray, 2011).

Besonders im Bereich der iPS-Zellen sind Technologien von Bedeutung, die es erlauben, ins
Genom der Zielzellen eingebrachte Gene wieder zu entfernen. So erlauben z. B. bestimmte
Proteine (Wirth et al., 2007) das nachtragliche Herausschneiden des eingefihrten Transgens
Uber spezifische DNA-Abschnitte, wobei allerdings Reste der eingefiihrten Gensequenzen

an der Integrationsstelle verbleiben.

Obgleich noch ineffizient, war schon im letzten Berichtszeitraum das gezielte Einbringen des
Transgens an sogenannten ,safe harbor sites“ erreicht worden, also an bestimmten Orte des
humanen Genoms, die als unbedenklich bekannt sind (Irion et al., 2007). Neben klassischen
Methoden des ,gene targeting®, also der gezielten Integration externer DNA-Sequenzen in
eine bestimmte Zielsequenz des Wirtsgenoms, wurden mittlerweile auch andere Methoden
zum zielgerichteten Einbringen fremder DNA-Sequenzen an bestimmte Positionen des
Genoms entwickelt (Khan et al., 2010) bzw. fir die Korrektur patientenspezifischer

Mutationen verwendet (Howden et al., 2011; Liu et al., 2011).

Unterdessen zeichnet sich ab, dass mit Hilfe bestimmter Enzyme, den sogenannten
Zinkfinger-Nukleasen (ZFN) (Cathomen and Joung, 2008), spezifisch an ausgewahlten
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Stellen der DNA Briche erzeugt werden konnen. Hierdurch ist eine gezielte und effiziente
Modifikationen von humanen pluripotenten Stammzellen méglich (Hockemeyer et al., 2009;
Zou et al.,, 2009). Auch scheint diese Methode geeignet, um krankheitsspezifische
Mutationen in iPS-Zellen, die aus Patienten mit verschiedenen genetischen Erkrankungen
wie der Sichelzellandmie (Sebastiano et al., 2011; Zou et al.,, 2011) isoliert wurden, zu
korrigieren. Daneben ist es auch mdglich, in pluripotenten Stammzellen gezielt
krankheitsspezifische Mutationen flr In-vitro-Krankheitsmodelle zu erzeugen (Soldner et al.,
2011). Die Effizienz der ZFN-basierten Genmodifikation scheint dabei generell in hES- und

iPS-Zellen vergleichbar zu sein.

GrofBter Nachteil der ZFN-Technologie ist die sehr aufwendige Entwicklung zielspezifischer
ZFN, die nur in wenigen wissenschaftlichen Arbeitsgruppen zu leisten ist. Allerdings

existieren mittlerweile auch kommerzielle Anbieter flr spezifische ZFN.

Eine andere Gruppe von Enzymen, die einen ahnlichen Wirkmechanismus besitzen wie die
ZFN, sind die sogenannten TALE-Nukleasen (transcription activator-like effector). Bei den
TALE-Nukleasen kann die DNA-Bindungsdomane relativ einfach an eine bestimmte DNA-
Sequenz angepasst werden, so dass TALE-Nukleasen grundsatzlich geeignet sind, um die
DNA an einer beliebigen Stelle zu trennen. Die TALE-Nukleasen konnten hierdurch in

Zukunft eine Alternative zu den ZFN darstellen (Clark et al., 2011; Hockemeyer et al., 2011).

2.4. ErschlieBung neuer Quellen menschlicher Stammzellen

Die in den vorangegangenen Erfahrungsberichten bereits beschriebenen weltweiten
Anstrengungen, alternative Quellen zur Gewinnung humaner pluripotenter Stammzellen zu
erschlieen, wurden im Berichtszeitraum weiter gefihrt. Hierbei werden iPS-Zellen sicherlich

als die meistversprechende Alternative angesehen.

2.4.1. Gewinnung humaner embryonaler Stammzellen aus Blastomer-Biopsien

Wie im vierten Stammzellbericht ausgefuhrt wurde, haben Verfahren zur Gewinnung von
hES-Zellen aus Blastomer-Biopsien bisher keine weite Verbreitung gefunden. Die Firma
Advanced Cell Technology (ACT) hat unter Leitung von Robert Lanza allerdings zur
Generierung von hES-Zellen fur zuklnftige klinische Anwendungen neue hES-Zelllinien mit
dem patentierten Verfahren der Blastomer-Biopsie (Chung et al., 2008) abgeleitet. Bei
diesem Verfahren werden dem Embryo in einem friheren Stadium, dem sogenannten
Blastomerstadium (8-Zellstadium), Zellen entnommen, aus denen sich Stammzelllinien
gewinnen lassen. Dieses Verfahren kénnte im Rahmen einer Praimplantationsdiagnostik

eingesetzt werden, da bei der Praimplantationsdiagnostik dem Embryo Zellen zur Diagnose
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entnommen werden mussen. Der Embryo bleibt von der Zellenthnahme unbeeintrachtigt und
zeigt im Allgemeinen eine ungestorte Entwicklung. Die Firma ACT verwendete die mit
diesem Verfahren gewonnenen Zellen auch zur Vorbereitung einer klinischen Studie zur
Behandlung der Stargardt’schen Makula-Degeneration mittels aus hES-Zellen abgeleiteten
retinalen Pigmentepithel-Zellen (Lu et al., 2009).

Da die Zellen des Embryos im Blastomerstadium maoglicherweise totipotent sind und eine
Entnahme solcher Zellen einen Verstol gegen das Embryonenschutzgesetz darstellen

wirde, wird das Verfahren in Deutschland nicht angewendet.

2.4.2. Kerntransfer-Verfahren

Das im Ausland durchgefuhrte Verfahren des Transfers eines Zellkerns in eine ,entkernte”
Eizelle (somatic cell nuclear transfer, SCNT) hat im Berichtzeitraum keine weitere
Verbreitung erfahren. Im Gegenteil erscheint das im Ausland durchgefuhrte Verfahren des
Kerntransfers fur humane Eizellen sehr ineffizient und kann mit den gegenwartigen
Methoden nur schwerlich als Routinemethode eingesetzt werden. Kurzlich wurde ein im
Ausland entwickeltes abgewandeltes Verfahren publiziert, bei dem der Kerntransfer nicht in
eine ,entkernte“ sondern in eine unbehandelte Eizelle in der Metaphase Il durchgeflihrt
wurde und somit Embryonen mit einem dreifachen (triploiden) Chromosomensatz erzeugt
wurden. Aus diesen Embryonen lieRen sich dann hES-Zellen ableiten, wobei neben dem
Spenderzell-Genom auch die Erbinformation der haploiden Eizelle vorhanden war (Noggle et
al., 2011). Inwieweit solchermalden generierte Zellen ein Potential fir die Forschung oder die

klinische Anwendung haben, ist gegenwartig nicht abschlielend geklart.

2.4.3. Gewinnung von Stammzellen ausgehend von Keimzellen und deren

Vorlauferzellen

Arbeiten mit so genannten EG-Zellen (embryonic germ cells), die als Zelllinien von
primordialen Keimzellen abgeleitet wurden, haben in letzter Zeit kaum weitere Verbreitung
gefunden. Die Forschungsarbeiten zur Ableitung pluripotenter Stammzellen aus adulten
Keimzellen erfahren dahingegen weiterhin ein reges Interesse. Die in jlngerer
Vergangenheit beschriebene erfolgreiche Umwandlung humaner spermatogonialer
Stammzellen in pluripotente Stammzellen (Conrad et al., 2008; Gallicano et al., 2009),
konnte von anderen Gruppen jedoch nicht bestatigt werden. Im Gegenteil legen zwei
Publikationen nahe, dass die urspringlich als ,pluripotent beschriebenen Zellen eher einer
bereits differenzierten Zellpopulation entsprachen (Ko et al., 2010; Ko et al., 2011).

Parthenogenetisch  aktivierte Eizellen entwickeln sich in vitro nur bis zum

Blastozystenstadium. Aus der inneren Zellmasse dieser Blastozyste konnen dann
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parthenogenetische embryonale Stammzellen (pES-Zellen) generiert werden (de Fried et al.,
2008). pES-Zellen besitzen zwei Allele mit maternalem Imprinting, also den epigenetischen
Markierungen des miutterlichen Chromosomensatzes, und besitzen somit keine Allele mit
paternalem Imprinting. Noch ist unklar, inwieweit diese entwicklungsbiologische
Besonderheit zu Anomalien in der Zellkultur beitragt (Brevini et al., 2009). Damit verbunden
ist die Frage, ob therapeutisch einsetzbare pES-Zellen generiert werden kénnen. Andere
Arbeiten weisen dahingegen auf eine sehr hohe Ahnlichkeit von humanen pES-Zellen und
hES-Zellen hin und finden nennenswerte funktionelle Unterschiede lediglich in der

Expression von Genen mit maternalem bzw. paternalem Imprinting (Harness et al., 2011).

2.4.4. FoOtale Stammezellen

Die Verwendung fotaler Stammzellen ist im aktuellen Berichtszeitraum in der Forschung
nicht sonderlich in den Vordergrund geruckt. Es gibt nur wenige experimentelle Arbeiten, die
beispielsweise humane foétale Blutzellen zur Behandlung genetisch bedingter
Knochendefekte im Mausmodell eingesetzt haben (Vanleene et al., 2011).

Bezuglich der im letzten Stammzellbericht benannten klinischen Studien mit fétalen neuralen
Stammzellen flihrt beispielsweise die University of Glasgow in Zusammenarbeit mit der
Firma ReNeuron Ltd. eine klinische Studie mit fétalen Stammzellen zur Behandlung von
Schlaganfallen durch (Sinden and Muir, 2012). Detaillierte Zwischenergebnisse wurden

bisher nicht veroffentlicht.

2.4.5. Fortschritte in der Reprogrammierung von Koérperzellen

Wie bereits im vierten Stammzellbericht dargestellt, wurde die Reprogrammierung
(Umwandlung) adulter humaner Koérperzellen in pluripotente, ES-Zellartige Stammzellen
erstmals 2006 und 2007 von S. Yamanaka an Hautzellen gezeigt. Anfangs war die
zugrundeliegende Technologie, bezogen auf die Ausbeute an Stammzellen, ineffizient und
lediglich auf Hautzellen anwendbar. Die damals verwendete Technologie war mit dem Risiko
behaftet, dass bei der Reprogrammierung im Falle einer klinischen Anwendung Tumorzellen
entstehen konnten. Dies liegt zum einen daran, dass ins Genom integrierende Viren (so
genannte y-Retroviren oder Lentiviren) als Transportvehikel flir die zur Reprogrammierung
bendtigten Gene verwendet werden (siehe auch Kap. 2.3.6), wodurch unvorhersehbare
Veranderungen im Genom der Zielzelle und, damit verbunden, in deren Genaktivitat
entstehen kénnen. Zum anderen stehen auch die zur Reprogrammierung verwendeten
Faktoren selbst im Verdacht, krebserregend zu sein.

In der Zwischenzeit scheint klar, dass sich die grof’e Mehrheit, vermutlich sogar alle
Korperzellen, reprogrammieren lassen. Deutliche Unterschiede bestehen lediglich in der
Effizienz, mit der sich die einzelnen Zelltypen reprogrammieren lassen. Es ist davon

auszugehen, dass im Hinblick auf zukiinftige Anwendungen insbesondere solche Zelltypen
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von Bedeutung sein werden, die sich nicht-invasiv oder minimal-invasiv gewinnen lassen,
wie etwa Haarzellen oder Blutzellen (Aasen et al., 2008; Giorgetti et al., 2009; Haase et al.,
2009).

Im aktuellen Berichtszeitraum hat sich die Reprogrammierung unterschiedlichster
Kdrperzellen mit Hilfe von Retro- oder Lentiviren international in vielen Laboren zu einer
Routinetechnologie entwickelt, die mit ausreichend hoher Effizienz eingesetzt wird.
Mittlerweile stehen auRerdem eine Reihe unterschiedlicher Technologien zur Verfigung bzw.
werden z. T. auch schon kommerziell angeboten, bei denen keine sich in das Genom der
Wirtszelle integrierenden und damit potentiell Tumor-auslésenden (onkogenen) Vektoren flir
das Einbringen der Reprogrammierungsfaktoren mehr verwendet werden miissen (Gonzalez
et al., 2011). Hierbei sind insbesondere die auch kommerziell angebotenen und auf Boten-
RNA- bzw. Sendai-Viren basierenden Reprogrammierungsmethoden hervorzuheben.

Im experimentellen Bereich, in dem im Gegensatz zur potentiellen klinischen Anwendung
das von der genomischen Integration der Reprogrammierungsvektoren ausgehende Risiko
in der Regel vernachlassigbar ist, werden wegen lhrer hohen Effizienz weiterhin haufig sich
integrierende Viren als Transportvehikel verwendet.

Im Berichtszeitraum konnten in Deutschland zwar zunehmend Arbeiten mit humanen iPS-
Zellen initiiert, bisher jedoch nur von einer kleinen Zahl von Arbeitsgruppen erfolgreich und
hochrangig publiziert werden. Ursache hierfir ist die nur in wenigen Arbeitsgruppen
vorhandene notwendige Expertise zur Reprogrammierung humaner Kérperzellen.

Weiterhin konnten eine Reihe weiterer Faktoren und Chemikalien identifiziert werden, welche
eine Reprogrammierung férdern. Dazu zahlen insbesondere weitere Proteine und
verschiedene mikroRNAs (Gonzalez et al., 2011; Hanna et al., 2010b).

Nach derzeitigen Vorstellungen lasst sich der Vorgang der Reprogrammierung zu
pluripotenten Stammzellen grundsatzlich in drei Phasen unterteilen: In der ersten Phase der
Reprogrammierung sind die Induktion der Zellproliferation sowie das Abschalten einer Reihe
von Genen der Ausgangszelle entscheidend. Diese Vorgange konnen relativ effizient in
einem relativ grofden Teil der Zellen eines Reprogrammierungsansatzes initiiert werden.

In einer zweiten Phase der Reprogrammierung kommt es, zumindest im Falle der
Verwendung von Fibroblasten als Ausgangszellen, zu einer Umwandlung in epithelartige
Zellen. Diese Umwandlung kann allerdings in der Regel nur noch in einem geringen Teil der
Ausgangszellen erreicht werden. Interessanterweise scheinen z. B. Keratinozyten oder
Hepatozyten, die schon epithelartige Charakteristika besitzen, mit hoéherer Effizienz
reprogrammierbar zu sein. Die ersten beiden Reprogrammierungsphasen scheinen
insgesamt reversibel zu sein.

Wiederum nur ein Bruchteil derjenigen Zellen, die die zweite Reprogrammierungsphase

erfolgreich durchlaufen haben, tritt anschlielend in die letzte Reprogrammierungsphase ein.
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Die bisher dicht gepackte Erbsubstanz im Zellkern wird im Bereich von bestimmten
Pluripotenzgenen gelockert, so dass es zur Aktivierung der Gene flir verschiedene mit
Pluripotenz assoziierter Faktoren (einschlief3lich OCT4, SOX2, REX1 und NANOG) kommt.
Auch nehmen die Zellen, unter dem Mikroskop betrachtet, ES-Zell-artige Eigenschaften an
und zeigen insgesamt alle typischen Merkmale pluripotenter Stammzellen.

Eine kurzlich in Nature Reviews Genetics publizierte Ubersichtsarbeit von Plath et al. bietet
zu diesem Thema viele anschauliche Detailinformationen (Plath and Lowry, 2011).
Unverandert nicht geklart scheint die Frage, ob iPS-Zellen aus Patienten fortgeschrittenen
Alters die gleiche Qualitdt aufweisen wie iPS-Zellen, die aus jungen Zellquellen, wie
Nabelschnurblut, generiert wurden. Basierend auf der Beobachtung, dass sich wahrend des
Lebens Mutationen im Erbgut von Kdrperzellen anhaufen, gilt es als wahrscheinlich, dass in
iPS-Zellen alterer Spender eine erhdéhte Zahl von Mutationen vorliegen dirfte. Diese
Anhaufung von Mutationen konnte zu einer erhéhten Entartungsfrequenz bzw. zu einer
verminderten Funktionalitdt von solchen iPS-Zellen fihren. Zu dieser Fragestellung ist
mittlerweile eine ganze Reihe von Studien in Arbeit.

Aufgrund der noch vielen offenen Fragen zu Mechanismen und Optimierung der
Reprogrammierung bzw. zur Qualitdt und Verwendbarkeit alternativer Zellquellen wird es,
wie bereits beschrieben, weiterhin eher zu einer Zunahme an Forschungsprojekten mit hES-
Zellen kommen, da diese Zellen haufig in Forschungsprojekten als Referenzmaterial benétigt

werden.

2.4.6. Transdifferenzierung

Der Begriff der Transdifferenzierung bezeichnet die Differenzierung von Zellen, die bereits
auf eine bestimmte Gewebeart festgelegt sind, in andere Zelltypen verschiedener Gewebe,
ohne dass dabei das Zwischenstadium pluripotenter Zellen durchlaufen wird. Wahrend der
Embryonalentwicklung kommen solche Transdifferenzierungsvorgange nattrlicherweise vor.
Auch kann es in einzelnen Fallen bei Erwachsenen zu einer Transdifferenzierung kommen,
wenn es krankheitsbedingt zur Bildung ,ortsfremden“ Gewebes kommt. Wie schon im
vorhergehenden Bericht erldutert, konnten viele frihere Berichte zur Transdifferenzierung
adulter Stamm- und Vorlauferzellen experimentell nicht bestatigt werden (Gruh and Martin,
2009). Inspiriert durch die Erkenntnisse zur Herstellung von iPS-Zellen konnte unterdessen
jedoch zweifelsfrei nachgewiesen werden, dass sich Fibroblasten, und vermutlich auch
andere Zelltypen, transdifferenzieren lassen. Erste Berichte hatten bereits 2008 bzw. 2009
gezeigt, dass in vivo (also im lebenden Organismus) die Umwandlung fotaler Zellen in
Herzmuskelzellen (Takeuchi and Bruneau, 2009) und in adulten Mausen die Generierung
von Insulin-produzierenden Zellen aus anderen Zelltypen der Bauchspeicheldriise mdglich
ist (Zhou et al., 2008).
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In Ergédnzung zu diesen In-vivo-Experimenten gelang der Arbeitsgruppe von M. Wernig in
Stanford darlber hinaus die effiziente In-vitro-Transdifferenzierung von Maus-
Bindegewebszellen in Neuronen (Vierbuchen et al., 2010). Au3erdem konnte mittlerweile
auch die In-vivo-Reprogrammierung von Fibroblasten zu Herzmuskelzellen gezeigt werden
(Qian et al., 2012; Song et al., 2012)).

Basierend auf diesen vielversprechenden Erkenntnissen ist zu erwarten, dass sich die
Transdifferenzierung als wachsender Forschungsbereich etablieren wird.

Unklar ist allerdings immer noch, inwieweit durch Transdifferenzierung erzeugte Zellen
therapeutische Anwendung finden kénnen oder ob die Erzeugung von pluripotenten Zellen
und die anschlieBende gezielte Differenzierung zielfiihrender sind. Als Vorteil der direkten
Transdifferenzierung kann die Tatsache angefihrt werden, dass nach Transplantation
transdifferenzierter Zellen keine Bildung von sogenannten Teratomen zu erwarten ist, da
kein Risiko der Ubertragung noch im Tranplantat enthaltener, undifferenzierter pluripotenter
Zellen besteht. Im Hinblick auf die fir die meisten Zelltherapien benétigten sehr groRen
Zellmengen, ware die Verwendung von Zellen, die aus gut vermehrbaren pluripotenten
Stammzellen hergestellt werden koénnen, jedoch moglicherweise die bessere Option:
pluripotente Stammzellen weisen ein praktisch unbegrenztes Vermehrungspotential auf, so
dass es prinzipiell moglich erscheint, die fur Zelltherapien bendtigten grolRen Zellmengen
herzustellen. Fur direkt Uber Transdifferenzierung hergestellte Zellen, wie z.B.
Herzmuskelzellen, ist dies nicht mdglich, da diese kaum noch vermehrbar sind.

Besonders problematisch erscheint die Tatsache, dass eine nennenswerte Effizienz der
direkten Umwandlung von Fibroblasten Gber Transdifferenzierung bisher nur tGber sich in das
Genom der Zellen integrierende virale Vektoren erzielt werden konnte. Hierbei muss
allerdings das Risiko der potentiellen Tumorbildung infolge der genomischen Integration
fremder DNA in das Genom der Zielzellen des Gentransfers berlcksichtigt werden, das
bisher noch nicht untersucht worden ist. Ob derartige Methoden jemals effizient und sicher

durchgefiihrt werden koénnen, bleibt deshalb abzuwarten.

2.5. Entwicklung von Therapien und Testmethoden mit hES-
und hiPS Zellen

2.5.1. Weiterentwicklung von Differenzierungsprotokollen humaner pluripotenter

Stammzellen

Im Vergleich zum vierten Stammzellbericht gab es in den unterschiedlichen Gebieten der
Forschung zur Differenzierung von humanen pluripotenten Stammzellen bemerkenswerte
Detailfortschritte, welche zu einer spezifischeren und effizienteren Differenzierung fihrten.
Hervorzuheben sind hier vor allem Strategien, die es zum Ziel haben, die Induktion

unterschiedlicher Gewebe- und Zelltypen Uber spezifische Faktoren, wie sie im Embryo
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stattfindet, auch an Stammzellen in der Kulturschale nachzuvollziehen. Weiterhin sind vor
allem Anstrengungen hervorzuheben, bekannte Differenzierungsfaktoren, in der Regel
Proteine, durch kostengiinstigere chemische Substanzen zu ersetzen.

Inspiriert durch die von S. Yamanaka 2006 gemachten Entdeckungen im Bereich der
Reprogrammierung, wurde die ,molekulare Programmierung® als Differenzierungsmethode
entdeckt. Dabei werden Kombinationen von verschiedenen Proteinen mit Einfluss auf die
Genaktivitat kiinstlich in die Zellen eingebracht, was dann zur spezifischen Differenzierung in
verschiedene Zelltypen fuhren kann (vgl. Kapitel 2.4.6 ,Transdifferenzierung®).

Generell werden die bei der Differenzierung entstehenden Zelltypen nach Keimblattern, also
den Zellschichten des Embryos, aus denen sich spater die verschiedenen Gewebe
entwickeln, eingeteilt. Aus dem sogenannten Ektoderm entstehen dabei u.a. Haut und
Nervensystem, aus dem Mesoderm werden z. B. Knochen, Muskulatur (einschlieRlich Herz),
Blutzellen und Blutgefale gebildet und aus dem Entoderm entwickeln sich u.a. der

Verdauungstrakt, die Leber und die Lunge.

Differenzierung von hES-Zellen in neuroektodermale Zellen (Zellen des Nervensystems)

Ein wichtiges Forschungsgebiet stellt weiterhin die Differenzierung embryonaler
Stammzellen zu neuroektodermalen Zellen dar. Auch wenn embryonale Stammzellen meist
vergleichsweise gut in neuroektodermale Zelltypen differenzieren, missen die bestehenden
Differenzierungsprotokolle fir Neuronen (Nervenzellen) und Begleitzellen weiterhin optimiert
werden, damit die abgeleiteten Zellen als Ausgangsmaterial fur mogliche Therapien in
Betracht kommen kénnen. Es wurden weiterhin essentielle Signalwege identifiziert, welche
eine hocheffiziente Differenzierung von hES-Zellen in neurale Zelltypen erlauben (Chambers
et al., 2009; Denham and Dottori, 2009). Auch die gezielte Herstellung bestimmter neuraler
Subzelltypen ist mittlerweile méglich (Cho et al., 2008; Hu et al., 2009; Hu and Zhang, 2009).

Differenzierung von hES-Zellen in mesodermale Zellen

Ein weiterer Schwerpunkt der Arbeiten mit hES-Zellen ist unverandert die Etablierung und
Optimierung von Protokollen zur Generierung von mesodermalen Zelltypen. Von klinischem
Interesse sind hier vor allem Zellen der BlutgefalRe (Kane et al., 2011), Herzmuskelzellen
(Kardiomyozyten), welche unter anderem verwendet werden kénnten, um nach einem
Herzinfarkt die Funktionalitdt des Herzmuskels wieder herzustellen, sowie Knochen- und
Knorpelzellen. Basierend auf  dem zeitlich abgestimmten Einsatz von
Differenzierungsfaktoren konnten auch Zellkulturprotokolle entwickelt werden, die eine
effiziente Differenzierung von hES-Zellen in Zellen des Herzens erlauben (Burridge et al.,

2011; Kattman et al., 2011). Leider sind derartige Protokolle immer noch nicht wirklich robust
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und massen in jedem Labor und fir jede Zelllinie neu etabliert werden, Auch unterliegt die
Qualitat der Ergebnisse immer noch grofen Schwankungen.

Erwahnenswert sind dartber hinaus Fortschritte, welche in Bezug auf gentechnische und
nicht-genetische Methoden zur Anreicherung, bzw. Konzentrierung Stammzell-abgeleiteter
Kardiomyozyten erzielt worden sind (Dubois et al., 2011). Uber Farbung der Zellen mit einem
spezifischen Antikérper lassen sich differenzierte Herzmuskelzellen aus Zellkulturen mit

Zellen in verschiedenen Differenzierungsstadien aussortieren und damit anreichern.

Differenzierung von hES-Zellen in endodermale Zellen

Im Hinblick auf die zunehmende Bedeutung von Lungenerkrankungen steht auch die
Herstellung von Zelltypen der Lunge aus embryonalen Stammzellen zunehmend im Fokus
der Forschung. Dieses Forschungsgebiet war in der Vergangenheit stark unterreprasentiert.
Die Differenzierung zu Zellen der Lunge gestaltet sich aulRerdem schwierig und relativ
ineffizient. Bis 2011 beschaftigte sich die Mehrzahl der bisher publizierten Studien noch mit
Zellen der Maus. Nach ersten, noch umstrittenen Publikationen Uber aus hES-Zellen
abgeleiteten Lungen-Zellen (Samadikuchaksaraei et al., 2006; Wang et al., 2007; Wang et
al., 2010), erschien 2011 der erste Uberzeugende Bericht zur gezielten Differenzierung von
hES- und iPS-Zellen zu Lungenvorlauferzellen (Green et al., 2011).

In den vergangenen Stammzellberichten wurde bereits ausfuhrlich auf die Strategien zur
Differenzierung von hES-Zellen in Leber- und Pankreaszellen eingegangen. Neuerdings wird
zudem versucht, durch Uberexpression von Leber-spezifischen Transkriptionsfaktoren eine
verbesserte Differenzierung zu erreichen (Inamura et al., 2011).

In einer weiteren Arbeit zur Leberzelldifferenzierung von hiPS- und hES-Zellen wurden
mehrere Schlusselfaktoren identifiziert, deren gezielte Expression einen reiferen

Differenzierungs-Phanotypen induzieren konnte (Jozefczuk et al., 2011).

Differenzierung von humanen pluripotenten Stammzellen in Keimzellen

Die Herstellung befruchtungsfahiger Keimzellen aus humanen pluripotenten Stammzellen
konnte im Berichtszeitraum nicht zweifelsfrei beschrieben werden. Verschiedene Gruppen
arbeiten  jedoch  darauf hin, Ursachen fir  Fertilitats-Stérungen, die  mit
Entwicklungsanomalien von Keimzellen in Verbindung stehen, an in vitro differenzierten
Keimzellen zu untersuchen. Die Generierung von haploiden Vorlauferkeimzellen, also Zellen
mit nur einem einfachen Chromosomensatz, gelingt mittlerweile nicht nur mit hES-Zellen
sondern auch mit humanen iPS-Zellen (Panula et al., 2011) verlasslich. Eine weitere Arbeit
belegt dies und konnte zeigen, dass die Differenzierung von hiPS-Zellen sowohl in weibliche
als auch in mannliche haploide Keimzellen gleichmafig effizient moglich ist (Eguizabal et al.,
2011).
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2.5.2. Krankheitsmodelle unter Verwendung von iPS-Zellen

Wahrend es weiterhin unwahrscheinlich ist, dass iPS-basierte zelltherapeutische Ansatze
schon in den nachsten Jahren auf breiterer Basis in der Klinik Einzug halten werden,
zeichnet sich schon jetzt ein immenser klinischer Nutzen der iPS-Zellen insbesondere fir
eine Vielzahl genetischer Erkrankungen ab. Die Generierung und Verwendung von
krankheitsspezifischen iPS-Zellen kdnnte zukiinftig die Darstellung komplexer Erkrankungen
in vitro erlauben und damit groRe Bedeutung fir die Aufklarung von Krankheitsmechanismen
und fur die Entwicklung neuer Therapien erlangen (Grskovic et al., 2011). Vergleichbare
Arbeiten werden im Ausland auch mit hES-Zellen durchgeflhrt.

Bis Ende 2011 wurden bereits eine Vielzahl von solchen patientenspezifischen iPS-Linien
mit mindestens 45 unterschiedlichen Erkrankungen wie z. B. alpha-1-Antitrypsindefizienz
(Somers et al., 2010), Mukoviszidose (Somers et al., 2010), Parkinsonscher Erkrankung,
(Hargus et al., 2010) oder dem so genannten Long-QT-Syndrom (Moretti et al., 2010)
generiert und charakterisiert. Eine umfassende Ubersicht zu bisher generierten
Krankheitsspezifischen iPS-Zellen gibt ein 2011 erschienener Ubersichtsartikel von Grskovic
et al. (Grskovic et al., 2011).

Es konnte auch gezeigt werden, dass in vitro differenzierte Derivate dieser Zellen tatsachlich
die aus den betreffenden Patienten bekannten Krankheitsmerkmale zeigen. Beispielsweise
konnte an Herzmuskelzellen, die aus iPS-Zellen von Patienten mit dem sogenannten Long-
QT-Syndromen differenziert worden waren, die typischen physiologischen Merkmale des
Syndroms nachgewiesen werden (Moretti et al., 2010). Das Potential der neuen Technologie
wird besonders deutlich angesichts der Tatsache, dass in einigen der bereits publizierten
Studien tatsachlich neue Details zu den betreffenden Krankheitsmechanismen entschlisselt
werden konnten (z. B. (Koch et al., 2011)).

2.5.3. Pharmakologische / Toxikologische Substanztestung & Wirkstoffscreening

Die Entwicklung stammzellbasierter In-vitro-Testmethoden flir Toxikologie und
Arzneimittelentwicklung stellt weltweit einen wichtigen Schwerpunkt der Forschung an
humanen pluripotenten Stammzellen dar.

Die bestehenden internationalen und nationalen Rechtsvorschriften fir die toxikologische
und pharmakologische Bewertung von  Substanzen, Umweltchemikalien und
pharmazeutischen  Wirkstoffen  erfordern  heutzutage in  erheblichem  Umfang
tierexperimentelle Studien sowie Untersuchungen unter Nutzung von primaren tierischen,
seltener primaren menschlichen Zellen. Auf Stammzellen beruhende Testsysteme besitzen
demgegeniiber das Potential zu einer hoéheren Datenqualitat, da die Qualitat der

eingesetzten Stammzellen durch die Kultivierung relativ konstant ist. Daruber hinaus scheint
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bei der Verwendung von humanen Zellen eine bessere Ubertragbarkeit der gewonnenen
Ergebnisse auf den menschlichen Organismus gegeniber den derzeit existierenden,
Uberwiegend auf tierischen Zellen beruhenden In-vitro-Systemen zu bestehen. Abgesehen
davon koénnte durch Etablierung von stammzellbasierten Hochdurchsatzverfahren auch die
Testung einer groRen Zahl verschiedener Substanzen im Hinblick auf Schadigungen des
Embryos mdglich werden.

Als gute Beispiele hierfir koénnen derzeit verfligbare In-vitro-Testmethoden zur
toxikologischen und pharmakologischen Charakterisierung inhalativ  verabreichter
Substanzen oder die Substanztestung in Bezug auf unerwiinschte Effekte auf das Herz-
Kreislaufsystem gelten. Mit pluripotenten humanen Stammzellen stehen grundsatzlich
geeignete Zellquellen zur Verfligung, mit denen mittelfristig funktionelle Zellderivate wie z. B.
Nerven- oder Herzmuskelzellen flir pharmakologische oder toxikologische In-vitro-
Testsysteme zur Verfiigung gestellt werden kdnnten. Auch wenn in vielen Bereichen der
Forschung in den vergangenen Jahren grol’e Fortschritte erzielt wurden (Wobus and Léser,
2011), werden in den nachsten Jahren noch betrachtliche Anstrengungen von Néten sein,
um Zellen in groflem Malistab insbesondere fir die von der EU vorgeschriebene Testung
von Chemikalien (REACH) verfigbar zu machen. Auch auf europaischer Ebene wird die
Entwicklung solcher Tests zurzeit gezielt gefordert (z. B. im Rahmen der Innovative Medicine
Initiative). Noch verbliebene Hirden betreffen insbesondere die kostengiinstige Vermehrung
undifferenzierter Zellen, die gezielte Herstellung bestimmter zellularer Subtypen (z. B.
Motorneuronen), die weitere Optimierung von Differenzierungsprotokollen sowie die
Etablierung von Techniken zur Aufbewahrung der verschiedenen Zellen.

Generell scheinen fur die Entwicklung von pharmakologischen oder toxikologischen
Testsystemen sowohl embryonale Stammzellen als auch alternative pluripotente Zellquellen
wie iPS-Zellen verwendbar zu sein. Im Einzelfall kdbnnen patientenspezifische iPS-Zellen
Vorteile gegenuber embryonalen Stammzellen aufweisen, da Derivate von iPS-Zellen aus
Patienten mit bestimmten Gendefekten sensitiver auf unerwunschte
Substanznebenwirkungen reagieren als Zellen von gesunden Individuen. In der
Medikamentenentwicklung kénnte somit die Abschatzung der Wirksamkeit bzw. Risiken

eines Wirkstoffes flir Patienten mit spezifischen Erkrankungen verbessert werden.

2.5.4. Entwicklung von Therapien mit embryonalen und induzierten pluripotenten

Stammzellen

Wie in den vorherigen Stammzellberichten bereits ausgefuhrt wurde, fuhrte die Firma Geron
Corp. (USA) eine klinische Studie mit aus hES-Zellen abgeleiteten Zellen zur Behandlung
subakuter Ruckenmarksverletzungen mit Querschnittidhmung durch. Dabei wurden hES-
Zellen der University of Wisconsin (Thomson et al., 1998) eingesetzt, die erst nachtraglich
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eine Zulassung der FDA (Food and Drug Administration: die fur die Zulassung von
Arzneimitteln zustandige Behdrde der Vereinigten Staaten) erhalten haben. Im Rahmen des
lange dauernden Zulassungsverfahren mussten auch erweiterte Studien zur Sicherheit der
neural-differenzierten hES-Zellderivate durchgefihrt werden, um die Bildung von Tumoren
oder zystischen Strukturen ausschlielien zu kdnnen. In der klinischen Phase-I-Studie
(Sicherheitsstudie) sollten insgesamt zehn Patienten eingeschlossen werden. Eine
Zwischenauswertung der ersten vier Patienten zeigte keine unerwiinschten Wirkungen und
keine Verschlechterung bzw. Veranderung des neurologischen Ausgangsbefunds
(Pressemitteilung der Firma Geron Corp, 20.10.2011;
http://ir.geron.com/phoenix.zhtml?c=67323&p=irol-newsArticle&D=1635760). Die Studie

wurde jedoch im November 2011 abgebrochen. In einer Pressemitteilung der Firma wurde

als Grund fir den Abbruch die Fokussierung auf Geschaftsfelder in der Onkologie

angegeben (http://ir.geron.com/phoenix.zhtml?c=67323&p=irol-newsArticle&ID=1635764).

Die Firma ACT erhielt die Zulassung der FDA und der EMA (European Medicin Agengy:
europaische Arzneimittelagentur) fir insgesamt drei klinische Phase-I-Studien zur Therapie
des Morbus Stargardt (Lu et al., 2009) sowie der ,trockenen Makuladegeneration®. Die dabei
eingesetzten retinalen Pigmentepithel-Zellen werden aus hES-Zellen differenziert (vgl. auch
2.4.1) (Chung et al., 2008). Die Verwendung von allogenen, korperfremden Zellen ist bei
dieser Applikation weniger problematisch, weil die Zellschichten der Netzhaut bzw. Aderhaut
im Augeninneren als ,immun-privilegiert® anzusehen sind und somit keine schweren
AbstoRungsreaktion zu erwarten sind. Ein im Januar 2012 unter Mitwirkung der beteiligten
Firma verdffentlichter Zwischenbericht zeigte u. a., dass bislang keine Nebenwirkungen
infolge der Behandlung mit aus hES-Zellen abgeleiteten Zellen beobachtet wurden
(Schwartz et al., 2012).
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3. Schlussfolgerungen

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass sich der potentielle Nutzen humaner
embryonaler und induzierter pluripotenter Stammzellen (hES- und hiPS-Zellen) fir die
Entwicklung neuer Therapiekonzepte und Wirkstoffe im Berichtszeitraum deutlich
konkretisiert hat. Viele Aspekte der Forschung an hES-Zellen sind aber weiterhin der

Grundlagenforschung zuzuordnen.

Im Bereich der anwendungsbezogenen Forschung werden hES-Zellen und hiPS-Zellen
insbesondere fur die Entwicklung neuer Therapiekonzepte und Wirkstoffe eingesetzt.
Hervorzuheben sind dabei insbesondere zwei Forschungsfelder: (1) die Entwicklung von In-
vitro-Testmethoden fiir toxikologische und pharmakologische Untersuchungen und (2) die
Entwicklung von auf Stammzellen basierenden Therapien. Auch wenn die Entwicklung von
In-vitro-Testmethoden sicherlich die am weitesten fortgeschrittenen Entwicklungen mit
Anwendungsbezug im Bereich der Stammzellforschung darstellen, ricken erste klinische
Studien mit auf pluripotenten Stammzellen basierenden Produkten therapeutische

Nutzungsmaoglichkeiten flr bestimmte Applikationen in greifbare Nahe.

Trotz der beachtlichen Fortschritte und groRen Dynamik des Forschungsgebietes missen
wichtige grundlegende Fragen noch weitergehend untersucht werden. Hierzu zahlen die
Mechanismen der molekularen Reprogrammierung und die Induktion von Pluripotenz. Es
gestaltet sich weiterhin als schwierig, vollstandig programmierte, tatsachlich pluripotente
hiPS-Zellen von unvollstandig reprogrammierten Zellklonen zu unterscheiden. Auch ist noch
nicht absehbar, wie verschiedene Risiken eliminiert oder zumindest minimiert werden
kénnen, die mit der zuklnftigen klinischen Applikation von aus pluripotenten Stammzellen
hergestellten Zellpraparaten verbunden sind. Dazu zahlt weiterhin das Risiko der
Teratombildung, aber auch die Entstehung genetischer Veranderungen in Kulturen
pluripotenter Stammzellen und das damit verbundene Risiko der Entartung. Die mit solchen
Veranderungen verbundenen Risiken waren insbesondere fur die Anwendung

patienteneigener Zellen relevant und sind bisher erst in wenigen Arbeiten untersucht worden.

Auch wenn es unterdessen enorme Fortschritte insbesondere im Bereich der hiPS-Zellen
gibt, ist derzeit noch unklar, welcher Zelltypus sich letztlich als am besten geeignet fur
bestimmte Fragestellungen bzw. Anwendungen herausstellen wird. Daher wird es weiterhin
notwendig sein, die sich gegenseitig erganzenden Ansatze mit verschiedenen Typen
pluripotenter Stammzellen einschlieBlich der hES-Zellen weiterzuverfolgen und miteinander
zu vergleichen, wie es gegenwartig bei vielen anwendungsorientierten Fragestellungen
geschieht. Fir Untersuchungen zu entwicklungsbiologischen Fragestellungen bleibt die

Forschung mit hES-Zellen weiterhin unabdingbar, und es zeichnet sich hier keine
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Verschiebung in Richtung anderer Zellquellen ab. Die unveradndert groRe Bedeutung von
hES-Zellen zeigt sich auch am ungebrochen internationalen Interesse an der Forschung mit
hES-Zellen: Nach einer juingst verdffentlichten Studie steigt die Zahl der veréffentlichten
Primarpublikationen zu hES-Zellen immer noch an und GUbertrifft die Anzahl an Publikationen

zu humanen iPS-Zellen um das Dreifache (Loser et al., 2011).

Durch das Stammzellgesetz und seine Novellierung 2008 wurde die Forschung mit hES-
Zellen in Deutschland ermdglicht, ohne den Schutz menschlicher Embryonen nach dem
Embryonenschutzgesetz einzuschranken. Die seit Inkrafttreten des Stammzellgesetzes
genehmigten 69 Antrage (bis zum Ende des Berichtszeitraums) auf Einfuhr und Verwendung
von hES-Zellen zeigen, dass die durch das Stammzellgesetz ertffneten Mdoglichkeiten

wahrgenommen werden.
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4. Glossar

Adulte (somatische) Stammzellen: Stammzellen, die auch nach der Geburt in jedem
Organismus vorkommen. Aus diesen Zellen werden neue spezialisierte Zellen gebildet. Sie
kommen besonders im Knochenmark, in der Haut, aber auch im Fettgewebe, in der
Nabelschnur und im Nabelschnurblut, im Gehirn, der Leber oder der Bauchspeicheldrise
vor. Adulte Stammzellen haben im Vergleich zu embryonalen Stammzellen in Zellkulturen
ein deutlich geringeres Selbsterneuerungsvermogen und Differenzierungspotential.

Allogen: Das zu transplantierende biologische Material wird von einem Spender auf einen
genetisch  nicht identischen = Empfanger (bertragen, woraus immunologische
Abwehrreaktionen resultieren.

Blastozyste: Friihes Embryonalstadium, das beim Menschen etwa den Zeitraum vom vierten bis
siebten Tag nach der Befruchtung umfasst. Die Blastozyste ist bereits in eine innere
Zellimasse (Embryoblast), aus der embryonale Stammzellen gewonnen werden kénnen,
und eine auliere Zellschicht (Trophoblast) differenziert.

Differenzierung: Prozess, bei dem durch Aktivierung genetischer Programme immer starker
spezialisierte Zellformen entstehen.

Embryoblast: Die innere Zellmasse der Blastozyste.

Epigenetik/Epigenese: Die Epigenetik beschéaftigt sich mit der Feinregulation der
Genexpression. Unter epigenetischer Vererbung wird die Weitergabe von Eigenschaften
auf die Nachkommen verstanden, die nicht aufdie DNA-Sequenz selbst zurlickgehen,
sondern auf eine vererbbare Anderung der Genregulation und Genexpression. Epigenetik
unterscheidet sich von der Epigenese, welche den seit langem bekannten graduellen
Prozess der embryonalen Morphogenese von Organen in all ihrer Komplexitat beschreibt.
Jedoch basieren die essentiellen zellularen Differenzierungsprozesse der Epigenese vor
allem auf epigenetischen Vererbungsmechanismen einer Zellgeneration zur nachsten.

ES-Zellen: Abk. fur Embryonale Stammzellen. ES-Zellen sind zur (theoretisch) unlimitierten
Selbsterneuerung befahigt sowie in vivo und in vitro in der Lage, sich in Zellen aller drei
Keimblatter (Entoderm, Ektoderm und Mesoderm) sowie in Zellen der Keimbahn
auszudifferenzieren. Sie werden aufgrund letzterer Eigenschaft als pluripotent bezeichnet.

Feederzellen: Nahr- oder Helferzellen, die gemeinsam mit pluripotenten Stammzellen kultiviert
werden. Bei hES-Zellen werden hierzu speziell behandelte embryonale Fibroblasten (Maus
oder Mensch) eingesetzt.

hES-Zellen: humane embryonale Stammzellen

In vitro: (lateinisch, im Glas) Vorgange, die aullerhalb eines lebenden Organismus stattfinden,
im Gegensatz zu solchen, die im lebenden Organismus (in vivo) ablaufen

iPS, induzierte pluripotente  Stammzellen: Zellen, die durch Dedifferenzierung
(Reprogrammierung) somatischer Zellen entstanden sind und Eigenschaften pluripotenter

Stammzellen aufweisen. In differenzierte Kérperzellen werden hierbei Gene eingeschleust,
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deren Produkte das embryonale Programm in der Zelle wieder anschalten und so
Stammzelleigenschaften induzieren.

Keimbléatter: Dreidimensionale Zellkonglomerate (oder Zellschichten) in der frihen
Embryonalentwicklung, die den Ursprung fiir definierte, in spateren Entwicklungsphasen
gebildete Gewebe und Organsysteme darstellen, unterschieden nach:

Entoderm: (Innenschicht) Zellen, aus denen neben dem Verdauungstrakt auch Leber und
Bauchspeicheldriise entstehen.

Mesoderm: (Mittelschicht) Aus dieser Zellschicht entstehen unter anderem Blut, Herz,
Muskulatur und Skelett.

Ektoderm: (AulRenschicht) Keimblatt, aus dem sich Haut und Nervensystem entwickeln.

Potenzial: Entwicklungsmdglichkeiten einer Zelle, unterschieden nach: totipotent (oder
omnipotent): Aus der Zelle kann sich ein vollstdndiges Lebewesen entwickeln (bei
menschlichen Embryonen nach derzeitigem Kenntnisstand jede Zelle bis langstens zum
Achtzellstadium). pluripotent: Aus der Zelle kann sich jeder Zelltyp des Organismus
entwickeln, jedoch kein vollstandiges Lebewesen. Embryonale Stammzellen kdnnen die
dafur erforderliche Plazenta, die aus dem Trophoblast der Blastozyste entsteht, nicht bilden
und sind daher pluripotent. multipotent: Das Entwicklungspotenzial der Zelle beschrankt
sich z. B. auf nur einige Zelltypen, die z. B. aus einem der Keimblatter hervorgehen.

Proliferation: Zellteilung zur Vermehrung von Geweben bei Wundheilung und Regeneration und
zum Ersatz verbrauchter Zellen

Reprogrammierung: Oberbegriff fir die Umwandlung einer Zelle in einen anderen Zelltypen
durch Anderung der Genexpression. Als Reprogrammierung im Zusammenhang mit der
Gewinnung von Stammzellen wird vor allem die Riickversetzung somatischer Zellen in einen
frithembryonalen, pluripotenten bzw. pluripotenzéhnlichen Zustand bezeichnet.

SNCT (SNT), somatic cell nuclear transfer, Zellkerntransfer: Ist der Transfer eines Zellkerns aus
einer Korperzelle (somatische Zelle) in eine “entkernte” Eizelle. Der entstandene Zellklon
kann anschliefend flir wissenschaftliche Zwecke (z.B. Zellkulturen) oder in der
regenerativen Medizin eingesetzt werden (therapeutisches Klonen). Dieser Klon kann jedoch
auch der erste Schritt zum reproduktiven Klonen sein, dessen Ziel die Schaffung eines zum
Zellkernspender genetisch identischen Lebewesens ist.

Stammzelle (SZ): Zelle, die sich vermehren und in mehrere Zelltypen ausdifferenzieren kann,
unterschieden nach:

embryonal: Diese Stammzellen bilden die innere Zellmasse (Embryoblast) der Blastozyste.
somatisch / adult: Stammzellen von fotalen (d. h. allen vorgeburtlichen Entwicklungsstadien
mit abgeschlossener Entwicklung von Organanlagen) und geborenen Lebewesen.

Teratom (von griech. teras, teratos ,Schreckbild, Ungeheuer* und -om ,Geschwulst,
Schwellung®): Durch Entwicklungsstérungen entstandener, oft organdhnlicher Mischtumor,
der aus verschiedenen Gewebearten besteht. Injektion von pluripotenten Stammzellen in

immunkomprimierte Mause flhrt in der Regel zur Bildung von Teratomen, die Zellen aller
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Keimblatter enthalten. Dies wird zur Uberpriifung der Pluripotenz von Stammzellen genutzt.

Transdifferenzierung: Entwicklung, bei der eine Zelle neue Funktionen Ubernimmt, die
normalerweise einem anderen Zelltyp zu eigen sind, z. B. von Zellen, die von einem anderen
Keimblatt abstammen als die Ursprungszelle.

Trophoblast: Die auldere Zellschicht der Blastozyste.

xenogen-freie Stammzellen: Humane embryonale Stammzelllinien, die frei von tierischen
Zellen, Seren, Enzymen und sonstigen tierischen Substanzen isoliert, abgeleitet und

kultiviert wurden.

Ausgewahlte Internetadressen

http://www.rki.de/DE/Content/Gesund/Stammzellen/stammzellen_node.html
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