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Erfahrungsbericht der Bundesregierung nach § 15 StZG
far den vierten Berichtszeitraum (1. Januar 2008 bis 31. Dezember 2009)

1. Genehmigungsteil

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 2008 bis zum 31. Dezember 2009 (vierter
Berichtszeitraum).

1.2. Genehmigte Antrage und Genehmigungsverfahren
1.2.1. Uberblick iiber die im Berichtszeitraum genehmigten Forschungsvorhaben

Im vorangegangenen Berichtszeitraum (1. Januar 2006 bis 31. Dezember 2007; dritter
Berichtszeitraum) waren neun Antrédge auf Genehmigung der Einfuhr und/oder Verwendung
humaner ES-Zellen genehmigt worden. Fir vier weitere Antrage, die in diesem Zeitraum
gestellt worden waren, war das Genehmigungsverfahren am 31. Dezember 2007 noch nicht
abgeschlossen.

Im aktuellen Berichtszeitraum wurden im Zusammenhang mit inhaltlich eigenstandigen
Projekten 25 Antrage auf Genehmigung der Einfuhr und Verwendung bzw. Genehmigung
der Verwendung humaner embryonaler Stammzellen gemaB § 6 StZG an das Robert Koch-
Institut (RKI) als zustandige Genehmigungsbehérde gestellt. Ferner waren vier Antrage aus
dem 3. Berichtszeitraum anhéngig. 26 dieser insgesamt 29 Antrdge wurden im
Berichtszeitraum genehmigt. Zu drei Antrdgen war das Genehmigungsverfahren am 31.
Dezember 2009 noch nicht abgeschlossen; einer dieser drei Antrdge war bereits 2008
gestellt, die Bearbeitung jedoch auf Wunsch des Antragstellers vorlaufig ausgesetzt worden.
Die im Berichtszeitraum erteilten Genehmigungen flir neue, eigenstandige Vorhaben
ergingen an 23 Institutionen, von denen funf bereits im Besitz wenigstens einer zuvor
erteilten Genehmigung fir die Einfuhr und Verwendung humaner ES-Zellen waren; an
einigen Institutionen ist mittlerweile mehr als eine Forschergruppe mit hES-Zell-Forschung
befasst. Insgesamt wurden somit bis zum Ende des Berichtszeitraumes Genehmigungen fir
die Verwendung von hES-Zellen in insgesamt 49 Forschungsvorhaben erteilt, die an 34
Institutionen durchgefihrt werden.

Fir mehrere bereits genehmigte Vorhaben wurden die Genehmigungen im Berichtszeitraum
erweitert. In einem Fall wurden zusétzliche experimentelle Arbeiten an hES-Zellen
beantragt, die thematisch zwar nahe an den bislang genehmigten Verwendungen von hES-
Zellen lagen, jedoch Uber die genehmigten Forschungsarbeiten deutlich hinausgingen, so
dass es einer erneuten Prifung des Vorliegens der Kriterien des § 5 StZG und damit auch
einer erneuten PrOfung und Bewertung durch die Zentrale Ethik-Kommission flr
Stammzellenforschung (ZES) bedurfte (s. Ziff. 1.2.2. am Ende). Fir 16 genehmigte Projekte
wurde die Einfuhr weiterer humaner ES-Zellen beantragt und genehmigt, die zusatzlich zu
schon importierten hES-Zellen fiir bereits genehmigte Zwecke verwendet werden sollen. Die



Eintrage im Register nach § 11 StZG auf den Internetseiten des Robert Koch-Instituts
wurden fir die entsprechenden Genehmigungen jeweils angepasst.

Seit dem Inkrafttreten des Gesetzes zur Anderung des Stammzellgesetzes vom 14.08.2008
(BGBI | S. 1708) besteht die Mdglichkeit der Einfuhr und Verwendung auch solcher hES-
Zellen, die nach dem 01.01.2002, aber vor dem 01.05.2007 gewonnen wurden. Bis zum
31.12.2009 wurden die Einfuhr von 23 solcher ,neuer” hES-Zelllinien und ihre Verwendung in
insgesamt 19 Forschungsvorhaben entweder im Zusammenhang mit der Genehmigung
eines neuen Antrags oder im Rahmen der Erweiterung bereits bestehender Genehmigungen
nach dem StZG genehmigt.

Detaillierte Angaben dartber, welche humanen embryonalen Stammzelllinien 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)

1.2.2. Angaben zu den im Berichtszeitraum genehmigten Forschungsvorhaben

Die insgesamt 24. Genehmigung fur die Einfuhr und Verwendung humaner ES-Zellen erging
am 16.01.2008 an Herrn Professor M. Leist, Universitdt Freiburg. Im Rahmen der
genehmigten Forschungsarbeiten sollen hES-Zellen in verschiedene Typen humaner
neuraler Zellen (Neuronen und Astrozyten) differenziert werden. Im Prozess der
Differenzierung sollen auch stabile neurale Stamm- und Vorlauferzell-Kulturen etabliert und
deren molekulare Eigenschaften im Vergleich mit hES-Zellen analysiert werden. Ferner
sollen aus hES-Zellen gewonnene neurale Zellen genutzt werden, um Parameter zur
Bestimmung der Neurotoxizitat von (potentiell) neurotoxischen Substanzen zu erarbeiten und
zu Uberprifen. Aus dem Vorhaben sind einerseits Erkenntnisse Gber molekulare Prozesse
wahrend der neuralen Entwicklung sowie gegebenenfalls verbesserte Protokolle fur die
neurale Differenzierung zu erwarten, die zu stabilen neuralen Vorlauferzellen fihren kénnten.
Andererseits dienen die Arbeiten der Aufklarung von molekularen Mechanismen der Wirkung
toxischer Substanzen auf neurale Zellen des Menschen sowie der Klarung der
Fragestellung, ob auf der Basis von aus hES-Zellen differenzierten neuralen Zellen bessere
als die derzeit verfigbaren Testsysteme zur Bestimmung neurotoxischer Eigenschaften,
beispielsweise von Arzneimitteln, mdglich sind.

Die 25. Genehmigung wurde am 31.01.2008 dem Max-Planck-Institut fir Biomedizinische
Forschung, Mlnster, erteilt. Die genehmigten Forschungsarbeiten zielen vornehmlich auf die
Identifizierung von Molekllen, die in hES-Zellen spezifische Differenzierungsprozesse
ausloésen kénnen. Schwerpunkt ist hierbei die Analyse der diesen frihen
Differenzierungsprozessen zugrunde liegenden molekularen Vorgange auf den Ebenen des
Transkriptoms, des Proteoms und des Epigenoms der Zellen. Ferner soll untersucht werden,
durch welche Faktoren sich aus hES-Zellen differenzierte Zellen in einen pluripotenten
Zustand zuriickversetzen lassen (Reprogrammierung). Das Vorhaben dient insgesamt der
Erlangung eines besseren Verstandnisses der molekularen Vorgéange, die beim Ubergang
vom pluripotenten Zustand von hES-Zellen in differenzierte Zellen eine Rolle spielen. Aus
den genehmigten Untersuchungen an hES-Zellen kénnen voraussichtlich auch Schlliisse auf
entsprechende molekulare Vorgdnge wahrend der frilhen Embryonalentwicklung des
Menschen gezogen werden. Ferner sind neue Erkenntnisse Uber die Prozesse der
Reprogrammierung somatischer in pluripotente Stammzellen des Menschen zu erwarten.

Die 26. Genehmigung erging am 11.03.2008 an die Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch
Gladbach. Ziel des Vorhabens ist die Bereitstellung hochaufgereinigter Populationen von



hES-Zellen durch Anwendung eines spezifischen immunomagnetischen Verfahrens bei der
Sortierung von hES-Zellen bzw. von aus ihnen differenzierten Zellen. Schwerpunkt ist die
Identifizierung  geeigneter Oberflachenmolekile auf hES-Zellen, die Herstellung
entsprechender Antikérper sowie die Klarung der Frage, ob die Anreicherung von hES-Zellen
durch ein immunomagnetisches Verfahren reproduzierbar zu Populationen von hES-Zellen
fuhrt, die alle wesentlichen Eigenschaften von hES-Zellen beibehalten. Im Ergebnis einer
erfolgreichen Durchfuhrung des Vorhabens kdénnen verbesserte Methoden fir die
Kultivierung von hES-Zellen zur Verfugung stehen. Ferner kénnte mit den hier entwickelten
Verfahren eine Unterscheidung und Trennung von verschiedenen Sub-Populationen
innerhalb der hES-Zellen, die teils verschiedene Eigenschaften aufweisen, mdglich werden.
SchlieBlich kénnten solche immunomagnetischen Verfahren auch genutzt werden, um aus
hES-Zellen differenzierte Zellen und im Zellgemisch verbliebene undifferenzierte Zellen
abzutrennen. Letzteres ist auch im Hinblick auf das Potential undifferenzierter Zellen zur
Bildung von Teratomen von Bedeutung.

Die 27. Genehmigung wurde am 19.03.2008 Frau Professor E. Tanaka, Technische
Universitat Dresden, erteilt. Gegenstand der genehmigten Forschungsarbeiten ist die
Etablierung eines dreidimensionalen Kultursystems fur friihe neuronale Vorlauferzellen, die
aus humanen embryonalen Stammzellen abgeleitet werden. Unter den in diesem
Modellsystem herrschenden dreidimensionalen Bedingungen kénnen Prozesse der friihen
menschlichen Embryonalentwicklung, insbesondere die Entwicklung des Neuralrohrs, in
einem der naturlichen Situation deutlich naheren Kontext als bislang untersucht werden. Dies
kann zu einem besseren Verstandnis molekularer und zellbiologischer Vorgange der friihen
Embryonalentwicklung des Menschen beitragen, insbesondere der Entwicklung des
Zentralnervensystems (ZNS). Zudem kann ein solches Neuralrohr-Modell auch
Grundlagenerkenntnisse flir ein Testsystem schaffen helfen, das in der Perspektive
beispielsweise zur Aufklarung toxischer Wirkungen von Substanzen wahrend friiher Stadien
der menschlichen Embryonalentwicklung verwendet werden kdnnte. SchlieBlich kdénnten
neuralrohrartige Strukturen auf lange Sicht auch als Ausgangspunkt fur Zellmaterial dienen,
das kunftig als Gewebeersatz im ZNS Anwendung finden soll.

Die 28. Genehmigung erging am 03.04.2008 an Frau Professor M. Wartenberg,
Universitatsklinikum Jena. Im Rahmen der genehmigten Arbeiten soll hier die Frage
untersucht werden, ob und inwieweit hES-Zellen und humane induzierte pluripotente
Stammzellen (hiPS-Zellen) ein vergleichbares Potential zur Herzzell-Differenzierung
aufweisen und ob auf Grundlage beider Zelltypen potentiell transplantierbares menschliches
Herzgewebe hergestellt werden kann. Ein Schwerpunkt ist hierbei auch das tissue
engineering mit dem Ziel der Gewinnung von vaskularisiertem Herzgewebe, also die
Kultivierung und kardiale Differenzierung der Zellen in Verbindung mit synthetischen oder
natlrlichen Stitz- und Tragermaterialien. Die in vitro differenzierten Zell- bzw.
Gewebeverbande sollen schlieBlich in Infarktmodell der (immundefizienten) Ratte
transplantiert und beziglich ihrer Funktionalitat Gberprift werden. Neben Erkenntnissen tber
die Herzentwicklung und verbesserten kardialen Differenzierungsprotokollen wird aus dem
Projekt ein Beitrag zur Klarung der Frage erwartet, ob sich aus pluripotenten Zellen im
Rahmen eines tissue engineering transplantierbares Herzgewebe herstellen I&sst und ob
sich hES-Zellen und menschliche iPS-Zellen gleichermaBen als Ausgangspunkt zur
Herstellung solchen Gewebes eignen. Ferner sind Erkenntnisse Uber die Wechselwirkungen
verschiedener Zelltypen und den Einfluss dreidimensionaler Bedingungen auf die Herzzell-
Differenzierung zu erwarten.

Die 29. Genehmigung wurde am 11.04.2009 Herrn Privatdozent Dr. M. Dihné,
Universitatsklinikum Dusseldorf, erteilt. Die Forschungsarbeiten zielen auf die Schaffung und



Analyse funktionaler neuronaler Netzwerke in vitro. Dabei soll ein Modellsystem geschaffen
werden, das Eigenschaften humaner neuraler Netzwerke aufweist und das flr
Untersuchungen zur Entwicklungsbiologie menschlicher Nervenzellen, fir die Testung
neuroaktiver Substanzen sowie fir die Aufklarung von neurodegenerativen Mechanismen
genutzt werden kann. AuBerdem sollen solche neuronalen Netzwerke auch als
Ausgangspunkt fir Modelle neurodegenerativer Erkrankungen dienen, an denen die
Transplantation von aus verschiedenen Stammzelltypen abgeleiteten neuronalen Zellen
untersucht werden kann. Im Zuge der Entwicklung der neuronalen Netzwerke werden u. a.
Erkenntnisse darlber erwartet, welche Beitrdge bestimmte Nervenzellpopulationen in
verschiedenen Phasen der Ausreifung eines humanen neuronalen Netzwerkes zu dessen
Funktionalitat leisten; dies kann wiederum zu einem verbesserten Verstandnis der
zellbiologischen Vorgange fihren, die sich beim Menschen wahrend der Ausreifung von
neuralen Vorlauferzellen zu funktionellen Neuronen abspielen. Im Falle einer erfolgreichen
Etablierung der neuronalen Netzwerke sollen diese dann zur Untersuchung weiterer
Fragestellungen genutzt werden, deren Beantwortung von groBer wissenschaftlicher
Relevanz ist. Dies betrifft zum Beispiel die Frage, ob und mit welchem Resultat sich die
Netzwerkaktivitdt durch neuroaktive Substanzen beeinflussen Iasst, ob sich die etablierten
neuronalen Netzwerke als Modelle fir degenerative Vorgange im ZNS nutzen lassen und ob
die Applikation neuroprotektiver Substanzen oder die Transplantation nicht-geschadigter
Neuronen in ein geschadigtes neuronales Netzwerk dazu beitragen kénnen, degenerative
Prozesse im Rahmen eines humanen neuronalen Zellverbandes riickgédngig zu machen.
Dies kann von hohem Wert fir die Beurteilung der Erfolgsausichten innovativer
therapeutischer Strategien sein.

Die 30. Genehmigung erging am 23.04.2008 an Frau Dr. K. Guan, Universitat Géttingen.
Frau Dr. Guan hatte bereits die Etablierung multipotenter Keimbahn-Stammzellzelllinien in
Mausen beschrieben, die teilweise Eigenschaften pluripotenter Stammzellen aufwiesen. Die
entsprechenden experimentellen Ansatze sollen nun auf humane Zellen Ubertragen werden,
wozu zu Vergleichszwecken pluripotente humane ES-Zellen bendtigt werden. So soll im
genehmigten Projekt u. a. die Expression bestimmter Gene, die in hES-Zellen mit
Pluripotenz assoziiert ist, vergleichend zwischen hES-Zellen und spermatogonialen
Stammzellen (SSCs) des Menschen untersucht werden. Durch Vergleich der
Expressionsdaten sollen Gene identifiziert werden, deren Expression nach ihrem Transfer in
SSCs in diesen gegebenenfalls Pluripotenz induzieren kdnnen. Ziel dieser
Forschungsarbeiten ist die Etablierung und Charakterisierung eines neuen Typs humaner
pluripotenter Stammzellen. In einem unabhangigen Projektteil soll zudem untersucht werden,
nach welchen Verfahren sich hES-Zellen zu multipotenten Vorlauferzellen des Herzens
differenzieren lassen, die eine Weiterentwicklung in verschiedene kardiovaskulare Zelltypen
erlauben. Dieser Projektteil soll zur Klarung der Frage beitragen, ob aus hES-Zellen kardiale
Vorlauferzellen gewonnen werden kdénnen, die &hnliche Eigenschaften wie die
entsprechenden  Mauszellen aufweisen, insbesondere ein vergleichbar breites
Differenzierungspotential. Die Untersuchungen sollen auch dazu beitragen, das Verstandnis
fir grundlegende Prozesse und Methoden der Differenzierung von hES-Zellen in
multipotente kardiale Vorlauferzellen mit einem breiten Differenzierungspotential zu vertiefen
und auf dieser Grundlage verbesserte Protokolle fur die kardiale Differenzierung von hES-
Zellen zu entwickeln.

Die 31. Genehmigung, die am 30.04.2008 an Herrn Professor J. Hescheler, Universitat Kéin,
erging, wurde fir ein Projekt erteilt, das im Rahmen des EU-Projektes ESTNAT durchgefihrt
wird und sich in zwei Teile gliedert. Im ersten Projekiteil sollen die Auswirkungen
verschiedener Noxen auf sich differenzierende hES-Zellen untersucht werden. Dazu sollen
molekulare Veranderungen insbesondere im Genexpressionsmuster sich differenzierender



hES-Zellen unter dem Einfluss bestimmter Noxen analysiert und auf dieser Grundlage sog.
Toxizitats-Signaturen erstellt werden. Diese Untersuchungen lassen unter anderem
Erkenntnisse Uber die molekularen Mechanismen der schadigenden Wirkung von
bestimmten Noxen auf sich differenzierende menschliche Zellen erwarten, woraus
voraussichtlich auch Ruckschlisse auf ihre Wirkung in der menschlichen Entwicklung
gezogen werden koénnen. Auf Grundlage der hier erzielten Ergebnisse kénnten
gegebenenfalls neue zellbasierte Testsysteme, beispielsweise fur die Beurteilung potentieller
toxischer oder entwicklungstoxischer Wirkungen von Arzneimitteln, entwickelt werden. Im
zweiten Projektteil sollen hES-Zellen zu Hepatozyten differenziert und diese dann hinsichtlich
molekularbiologischer, biochemischer und physiologischer Parameter umfassend
charakterisiert werden. Insbesondere durch Variation und Optimierung der fur die
Differenzierung verwendeten Protokolle sollen Erkenntnisse Uber die molekularen Vorgange
erzielt werden, die bei der Differenzierung von hES-Zellen zu Leberzellen ablaufen. Bei
erfolgreicher Durchfihrung kénnte das Projekt auch dazu beitragen, Grundlagen far
verbesserte, auf humanen Leberzellen beruhende Testsysteme fir Anwendungen in der
Pharmakologie/Toxikologie zu schaffen.

Die 32. Genehmigung erging am 08.05.2008 an Herrn Professor J. Hengstler, Universitat
Dortmund. Auch hier ist die Differenzierung von hES-Zellen zu Hepatozyten bzw. Zellen mit
weitgehenden Eigenschaften humaner Hepatozyten Gegenstand der genehmigten
Forschungsarbeiten. Das Projekt wird ebenfalls im Rahmen des durch die Europaische
Gemeinschaft geférderten Projektes ESNATS durchgefihrt. Ein Schwerpunkt ist hier —
neben der Entwicklung und Optimierung geeigneter Protokolle fir die Differenzierung von
hES-Zellen in hepatische Zellen — der Vergleich von Eigenschaften der aus hES-Zellen
abgeleiteten Zellen mit denen von entsprechenden Zellen, die aus somatischen Stamm-
bzw. Vorlauferzellen abgeleitet wurden. Ferner sollen die Hepatozyten mit anderen aus hES-
Zellen differenzierten Zellen (z. B. Neuronen) in einem Distanz-Kokultursystem kultiviert
werden. Dies dient der Uberprifung ihrer Fahigkeit, solche Substanzen zu verstoffwechseln,
die erst nach Metabolisierung durch humane Leberzellen eine toxische Wirkung,
beispielsweise auf menschliche Neuronen, entfalten. Da unerwiinschte toxische
Nebenwirkungen haufig erst nach ihrer Metabolisierung durch Leberzellen auftreten, ist die
Bestimmung humanspezifischer toxischer Effekte in solchen Systemen von hoher Relevanz.
Das Projekt zielt somit einerseits auf neue Erkenntnisse tUber molekulare und zellbiologische
Vorgédnge bei der hepatischen Differenzierung sowie Uber das hepatische in vitro-
Differenzierungspotential verschiedener Zelltypen. Andererseits kann es bei erfolgreicher
Durchfihrung zur Schaffung von Grundlagen fiir verbesserte, humanspezifische in vitro-
Testsysteme flir pharmakologisch-toxikologische Prifungen beitragen.

Die 33. Genehmigung wurde am 19.06.2008 Herrn Professor H. v. Melchner, Universitat
Frankfurt, erteilt. Die genehmigten Forschungsarbeiten zielen auf die Etablierung einer
Bibliothek von mutierten hES-Zell-Linien, wozu spezifische Genfallen-Vektoren genutzt
werden sollen. Im Ergebnis mehrstufiger Selektionsverfahren kénnten dann Zelllinien
vorliegen, die sowohl Funktionsverlust-Mutanten als auch regulierbare
Funktionsaktivierungs-Mutanten menschlicher Gene darstellen. Solche Zellen waren von
erheblicher  Bedeutung fir die Klarung wesentlicher  Fragestellungen  der
Grundlagenforschung. So kdnnten Zelllinien, in denen spezifische Gene ausgeschaltet sind
und bei Bedarf wieder eingeschaltet werden konnen, in Anschlussprojekten u. a. zur
Untersuchung zelluldrer Prozesse von SignalUbertragung, Differenzierung oder
Krankheitsentstehung verwendet werden. Sie kénnten beispielsweise auch genutzt werden,
um durch vergleichende Genexpressions- und Proteomanalysen mit entsprechend mutierten
murinen ES-Zellen spezies-spezifische Prozesse der Gewebe- oder Organbildung zu
untersuchen. SchlieBlich kénnten mit ihnen auch Gendosis-Effekte simuliert werden, was



von groBem Nutzen fUr die Untersuchung des Einflusses von Expressionsraten einzelner
Gene fUr Entwicklungsprozesse oder pathologische Vorgange ist.

Die 34. Genehmigung erging am 21.08.2008 an Frau Dr. Anja Moldenhauer, Charité Berlin.
Gegenstand der Forschungsarbeiten ist die gezielte Differenzierung von hES-Zellen zu
Zellen des Blutes, insbesondere zu Erythrozyten und Thrombozyten. Die Differenzierung soll
Uber definierte hamatopoetische Vorlauferzellstadien erfolgen, die charakterisiert,
angereichert und dann weiter in reife Blutzellen differenziert werden sollen. Die
Eigenschaften der differenzierten Blutzellen sollen in vitro untersucht und ihre Funktionalitat
in verschiedenen Tiermodellen getestet werden. Ferner ist geplant, die Transkriptome
verschieden weit differenzierter hamatopoetischer Zellen zu untersuchen, woraus
gegebenenfalls Rickschlisse auf Faktoren gezogen werden kénnen, die bei der Reifung von
hamatopoetischen Vorlauferzellen eine Rolle spielen. Insgesamt besteht das Ziel des
Vorhabens darin, ein verbessertes Verstandnis flr jene Vorgange zu erlangen, die bei den
genannten Differenzierungsprozessen ablaufen, und auf dieser Grundlage zuverlassige und
reproduzierbare Protokolle flr die in vitro-Differenzierung von hES-Zellen in Zellen der
erythroiden und thrombozytaren Linie zu erarbeiten. Die Untersuchungen sollen im Vergleich
mit aus Stammzellen des Nabelschnurblutes gewonnenen hamatopoetischen Zellen
erfolgen, woraus voraussichtlich Erkenntnisse Uber die Eignung des jeweiligen Zelltyps far
die h&matopoetische in vitro-Differenzierung abgeleitet werden kénnen.

Die 35. Genehmigung wurde am 18.12.2009 Herrn Professor T. Skutella, Universitét
Tdbingen, erteilt. Im Rahmen der genehmigten Forschungsarbeiten sollen neuartige
Stammzellen aus humanem Hodengewebe (human adult germline stem cells, haGSCs)
bezilglich einer Vielzahl von Eigenschaften, insbesondere zur weiteren Abklarung ihrer
vermuteten Pluripotenz, untersucht und mit hES-Zellen verglichen werden. Erste
Charakteristika dieser neuartigen Zellen waren zuvor bereits publiziert worden. Die
genehmigten vergleichenden Untersuchungen unter Verwendung von hES-Zellen dienen vor
allem der Beantwortung der Frage, ob und inwieweit haGSCs und hES-Zellen identische
Eigenschaften haben, in welchen Charakteristika sie sich unterscheiden und was die
Ursachen fir mdogliche Unterschiede sein kénnten, beispielsweise hinsichtlich der
molekularen Grundlagen der Pluripotenz dieser Zellen oder ihres Differenzierungsverhaltens.
Das Vorhaben kann dazu beitragen, das Potential dieser neuen Zellen fur die Forschung und
fr kUnftig denkbare Therapieansétze besser als bislang einschatzen zu kénnen.

Die 36. Genehmigung erhielt am 20.01.2009 Herr Professor T. Eschenhagen,
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf. Die geplanten Forschungsarbeiten zielen hier auf
die Optimierung der Entwicklung dreidimensionalen kunstlichen Herzgewebes (engineered
heart tissue, EHT), dessen Gewinnung aus hES-Zellen bereits zuvor genehmigt worden war.
Dabei sollen nun — neben der Verwendung verbesserter Protokolle fir die kardiale
Differenzierung sowie der Entwicklung neuer Strategien zur Anreicherung kardial
differenzierter Zellen — vor allem eine Miniaturisierung und eine bessere Standardisierbarkeit
der EHTs erreicht werden. Weiterer Schwerpunkt des Projektes ist die Untersuchung einer
spezifischen Gruppe von Proteinen, der sog. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, in hES-
Zellen mit dem Ziel, deren Rolle bei der mesodermalen Differenzierung menschlicher Zellen
im Allgemeinen und bei ihrer kardialen Differenzierung im Besonderen aufzuklaren. Neben
Grundlagenerkenntnissen zur Herzzelldifferenzierung wird aus dem Projekt auch ein Beitrag
zur Schaffung von Grundlagen fir neue in vitro-Testsysteme erwartet, die der menschlichen
in vivo - Situation im Herzen mdglichst nahekommen und eine hohe Aussagekraft bezlglich
der Wirkung von Substanzen am menschlichen Herzen haben sollen. Derartige in vitro -
Testsysteme wirden es gegebenenfalls ermdéglichen, Effekte von Arzneimitteln am
menschlichen Herzen zuverlassiger als bislang vorhersagen zu kdnnen.



Die 37. Genehmigung erging am 20.01.2009 an das Max-Planck-Institut fir Biomedizinische
Forschung, Minster. Gegenstand der Forschungsarbeiten ist die Erarbeitung neuer
Strategien fUr die Induktion von Pluripotenz in somatischen Zellen sowie die Untersuchung
jener Vorgange, die auf molekularer Ebene zur Induktion von Pluripotenz in somatischen
Zellen flhren. hES-Zellen sollen dabei einerseits zum Vergleich mit hiPS-Zellen genutzt
werden. Zum anderen sollen aus hES-Zellen verschieden weit differenzierte Zellen
unterschiedlichen Typs selbst Gegenstand der Reprogrammierung sein. Zudem soll
untersucht werden, welche Gene im Prozess der Reprogrammierung aktiviert bzw. inaktiviert
werden und welche epigenetischen Verdnderungen im Verlauf der Reprogrammierung
auftreten. Das Projekt dient dem hochrangigen Ziel, ein verbessertes Verstandnis der bei der
Reprogrammierung ablaufenden zellbiologischen Vorgéange zu erlangen, neue an der
Reprogrammierung beteiligte Molekile und Signalwege zu identifizieren und menschliche
Zelltypen zu identifizieren, die einer Reprogrammierung in besonders hohem MaBe
zuganglich sind.

Inhaber der 38. Genehmigung, die am 12.02.2009 erteilt wurde, ist die Medizinische
Hochschule Hannover (MHH). Die genehmigten Forschungsarbeiten zielen in erster Linie auf
die Charakterisierung von aus hiPS-Zellen gewonnenen differenzierten Zellen im Vergleich
mit hES-Zellen. Dazu sollen hiPS-Zellen verschiedener Herkunft mit hES-Zellen bezlglich
ihrer molekularen Eigenschaften, hinsichtlich ihrer genetischen Modifizierbarkeit sowie in
Bezug auf ihre Differenzierungsfahigkeit in Zellen des Blutes, des Herzens, der Leber und
der Lunge verglichen werden. Entsprechende Differenzierungsprotokolle sollen fir beide
Zelltypen optimiert und insbesondere fir kardiale Zellen dann auf Kulturmethoden
Ubertragen werden, die die Kultivierung dieser Zellen in gréBeren als im LabormaBstab
Ublichen Mengen ermdglichen. Die Arbeiten sollen im Ergebnis zum Verstéandnis dartber
beitragen, ob und inwieweit hiPS-Zellen mit hES-Zellen vergleichbare bzw. identische
Eigenschaften haben. Durch die Untersuchung von Md&glichkeiten zur Kultivierung gréBerer
Zellmengen sollen zudem Voraussetzungen flir eine mdgliche Anwendung pluripotenter
Zellen und ihrer differenzierten Derivate in der pharmakologischen Forschung geschaffen
werden, da hier voraussichtlich erhebliche Mengen standardisiert herstellbarer Zellen
bendtigt wirden.

Die 39. Genehmigung wurde am 02.04.2009 dem Zentrum fUr Integrative Psychiatrie
gGmbH, Kiel, erteilt. Inhalt der genehmigten Forschungsarbeiten ist die Untersuchung der
Fragestellung, welche spezifische Auspragung ein allgemeiner, fir pluripotente Zellen
charakteristischer Phanotyp in humanen ES-Zellen sowie in hiPS-Zellen hat. Auf der Basis
einer umfangreichen Erhebung experimenteller Daten Uber menschliche pluripotente Zellen
und ihre differenzierten Derivate sollen Parameter identifiziert bzw. verifiziert werden, die
zuverldssige Aussagen Uber die Pluripotenz dieser Zellen ermdglichen. Durch vergleichende
Analyse der im Projekt erhobenen Datensatze sollen dann die Charakteristika eines
,<allgemeinen” pluripotenten Phanotyps definiert bzw. praziser als bislang beschrieben
werden. Dieser allgemeine Phénotyp soll dann als Grundlage fir die Entwicklung eines
Algorithmus dienen, der zur Bewertung verschiedener Zellen, insbesondere neuer hiPS-Zell-
Linien, in Hinblick auf deren vermutete Pluripotenz genutzt werden kann. Gegenwartig ist nur
unzureichend bekannt, ob und inwieweit hES-Zellen und hiPS-Zellen in ihrer Gesamtheit auf
verschiedenen molekularen Ebenen zelltypspezifische Unterschiede aufweisen. Daher
kdnnte eine Bewertung der Eigenschaften von hiPS-Zellen auf der Grundlage eines auf einer
breiten experimentellen Basis beruhenden Algorithmus die Bestimmung der Eigenschaften
neuer, gegebenenfalls patientenspezifischer, hiPS-Zellen deutlich vereinfachen und
zuverldssigere Ergebnisse liefern als bisher. Dies ist angesichts der sich sténdig
verandernden Methodik zur Herstellung von hiPS-Zellen sowie der Heterogenitat des zur
Herstellung dieser Zellen benutzten Materials von erheblicher Bedeutung.



Die 40. Genehmigung erging ebenfalls am 02.04.2009 an das Max-Planck-Institut fir
molekulare Genetik, Berlin. Die genehmigten Forschungsarbeiten kniipfen zum groBen Teil
an die 9. Genehmigung nach dem StZG vom 14.02.2005 an. Die dort benannten, auf die
Untersuchung der molekularen Grundlagen von zellularer Pluripotenz zielenden
Forschungsarbeiten werden nun auch mit dem ergédnzenden Ziel durchgefiihrt, zu klaren,
inwieweit sich hiPS-Zellen und hES-Zellen gleichen bzw. voneinander unterscheiden. Der
Vergleich bezieht sich insbesondere auf molekulare Prozesse der Aufrechterhaltung der
Pluripotenz und der Auslésung von Differenzierung sowie auf die Effekte einer
Langzeitkultivierung dieser Zellen. Ferner soll die Differenzierbarkeit beider Typen
pluripotenter Stammzellen des Menschen in neurale, hepatische, pankreatische und kardiale
Zellen vergleichend bestimmt werden. Das Projekt verspricht bei erfolgreicher Durchfliihrung
einen wesentlichen Erkenntnisgewinn insbesondere zur Frage der Gemeinsamkeiten und
Unterschiede von hES- und hiPS-Zellen bezliglich ihres Transkriptoms und ihres Epigenoms,
hinsichtlich ihrer Stabilitdt bei Langzeitkultivierung sowie in Bezug auf ihre funktionellen
Eigenschaften und ihre Differenzierbarkeit in Zellen aller Keimblatter.

Inhaberin der 41. Genehmigung ist Frau Privatdozentin Dr. S. Schrepfer, Universitatsklinikum
Hamburg-Eppendorf. Die genehmigten Forschungsarbeiten haben eine detaillierte
Untersuchung der immunologischen Eigenschaften von hES-Zellen und von aus diesen
abgeleiteten differenzierten Zellen zum Inhalt. So sollen u. a. die Expression von Genen,
deren Produkte immunologisch relevant sind, in hES-Zellen analysiert und eine mdgliche
Veranderung dieser Expression insbesondere im Laufe der kardialen Differenzierung
bestimmt werden. Ferner soll die nach allogener Transplantation von hES-Zellen ausgeldste
Immunantwort im Tiermodell umfassend analysiert und Méglichkeiten erarbeitet werden,
durch Modifikation von hES-Zellen die Immunantwort auf aus ihnen abgeleitete Zellen zu
unterdricken oder zu vermindern. Das Projekt kann zu neuen Erkenntnissen Uber
grundlegende immunologische Eigenschaften von hES-Zellen fuhren, beispielsweise zur
Klarung der Frage, welche konkreten Ursachen die teils beobachtete AbstoBung von hES-
Zellen und aus ihnen abgeleiteten Zellen nach Transplantation in immunkompetente Tiere
hat und in welchem MaBe sich die immunologischen Eigenschaften von hES-Zellen im Laufe
ihrer Differenzierung zu starker spezialisierten Zellen veréandern. Im Hinblick auf die
Tatsache, dass die erwartete AbstoBung von allogenem Material durch das Immunsystem
eines Transplantatempfangers ein wesentliches Problem bei der Nutzung von aus hES-
Zellen abgeleiteten Zellen in kinftig denkbaren Gewebeersatztherapien darstellen wirde,
kénnen die Forschungsarbeiten auch zur Schaffung von Grundlagen fir die Kklinische
Anwendung von aus hES-Zellen differenzierten Zellen beitragen.

Gegenstand der 42. Genehmigung, die am 27.05.2009 Herrn Professor A. Sachinidis,
Universitat Koéln, erteilt wurde, ist die Optimierung von Protokollen fir die Kultivierung und
kardiale Differenzierung von hES-Zellen. Dabei soll u. a. die Frage untersucht werden, ob
und in welchem Umfang spezifische Wachstumsfaktoren und sog. kleine Molekile (small
molecules) in der Lage sind, die kardiale Differenzierung von hES-Zellen in verschiedenen
Kultursystemen zu beeinflussen. Die differenzierten Zellen sollen dann in Bezug auf ihre
molekularen Eigenschaften, beispielsweise hinsichtlich ihres Transkriptoms und Proteoms,
analysiert werden. Es ist zudem geplant, die kardiale Differenzierung von hES-Zellen auch
im Rahmen miniaturisierter Bioreaktoren zu etablieren und zu optimieren, so dass small
molecules auch im Mittel- bis Hochdurchsatzverfahren bezlglich ihrer kardiomyogenen
Wirkungen untersucht werden kénnen. Die geplanten Untersuchungen sollen im Verlaufe
des Projektes auch auf hiPS-Zellen ausgedehnt werden. Die aus dem Projekt zu
erwartenden Erkenntnisse kénnen insgesamt zu einem besseren Verstandnis von kardialen
Differenzierungsmechanismen im Menschen beitragen. Dies und die geplante Erarbeitung
von Methoden fir eine Kultivierung in gréBeren als bislang Ublichen MaBstaben kdénnen



ferner zu verbesserten Protokollen flr die kardiale in vitro -Differenzierung von hES-Zellen
und damit zu starker angereicherten und besser charakterisierten Herzzell-Populationen
fihren, wie sie gegebenenfalls fir eine denkbare klinische Anwendung dieser Zellen oder fir
in in vitro - Zellkultursystemen, beispielsweise zur Testung der Herzzell-Toxizitat von
Pharmaka, nétig sein kénnen.

Die 43. Genehmigung erging am 27.05.2009 an das Paul-Ehrlich-Institut, Langen. Die
genehmigten Forschungsarbeiten sind im wesentlichen auf die Untersuchung der
Fragestellung gerichtet, ob hES-Zellen die Mobilisierung bestimmter transponierbarer
Elemente (insbesondere des sog. long interspersed nuclear element-1, Line-1, L1)
unterstitzen, die bei der Mutagenese des menschlichen Genoms eine Rolle spielen kénnen.
Es soll geklart werden, ob und in welchem MaBe hES-Zellen die fir die Retrotransposition
notwendigen  Genprodukte der L1-Elemente produzieren und ob sich die
Retrotranspositionsrate von L1-Elementen in hES-Zellen im Laufe ihrer Langzeitkultivierung
sowie bei Differenzierung in Leber-, Lungen- Herz- und Blutzellen &ndert. Die
Untersuchungen sollen auch vergleichend zwischen hES-Zellen und hiPS-Zellen
durchgefiihrt werden und sollen im Ergebnis dazu beitragen, die biologischen Eigenschaften
von menschlichen pluripotenten Zellen besser zu verstehen. So kdnnte beispielsweise die
Frage geklart werden, ob und inwieweit L1-Retrotransposons an der genetischen
Destabilisierung von hES-Zellen Dbeteiligt sind, die insbesondere bei deren
Langzeitkultivierung beobachtet worden ist. Auch Fragen nach mdglichen genetischen
Veranderungen dieser Zellen im Rahmen ihrer Differenzierung kénnten hier geklart werden.
Neben dem erwarteten Gewinn an Erkenntnissen fir die Grundlagenforschung kdnnte dies
auch zur Schaffung von Voraussetzungen fir eine kinftig denkbare klinische Nutzung von
aus pluripotenten Zellen abgeleiteten Zellen beitragen.

Die 44. Genehmigung erhielt am 26.06.2009 die Fraunhofer Gesellschaft, Institut fir
Biomedizinische Technik (IBMT), St. Ingbert. Im Mittelpunkt der genehmigten
Forschungsarbeiten steht die Anwendung und Optimierung neuartiger Techniken fir die
Kultivierung und  Differenzierung von hES-Zellen. Dies umfasst neuartige
Kultivierungsverfahren (beispielsweise Nutzung verschiedener Tragermaterialien, neuer
Medien, miniaturisierter Bioreaktoren und Pipettier-Roboter), wobei auch sog. kleine
Molekule (small molecules) verwendet und hinsichtlich ihres Einflusses auf das Wachstum
von hES-Zellen und deren Differenzierung in kardiale und hepatische Zellen untersucht
werden sollen. Hochrangiges Ziel der Forschungsarbeiten ist es, reproduzierbare,
standardisierbare und gegebenenfalls xenogenfreie Kultivierung- und
Differenzierungsverfahren fir hES-Zellen zu entwickeln. Dieses Ziel ist sowohl hinsichtlich
der Bereitstellung eines besser charakterisierten und einheitlichen Ausgangsmaterials hoher
Qualitat fir die Forschung als auch in Bezug auf eine kinftig denkbare therapeutische oder
biotechnologische Nutzung von aus hES-Zellen differenzierten Zellen von erheblicher
wissenschaftlicher Relevanz. Die neu entwickelten Verfahren sollen auch auf hiPS-Zellen
angewandt werden.

Inhaber der 45. Genehmigung nach dem Stammzellgesetz ist das Universitatsklinikum
Essen. Gegenstand der genehmigten Forschungsarbeiten ist die die Entwicklung neuer
Vorgehensweise bei der Ableitung hamatopoetischer Stammzellen (HSCs) aus hES-Zellen.
Zunéachst sollen neue in vitro - Differenzierungsprotokolle fir die Gewinnung reifer HSCs aus
hES-Zellen etabliert und optimiert werden. Ein Schwerpunkt der Arbeiten liegt hierbei in der
Identifizierung stromaler Zell-Linien, die eine geeignete Nische fir die in vitro - Reifung der
aus hES-Zellen gewonnenen HSCs darstellen kénnen. Im Projekt sollen auch Faktoren mit
Relevanz fir die hamatopoetische Differenzierung identifiziert und diese charakterisiert
sowie die Eigenschaften und die Funktionalitdt der in vitro hergestellten HSCs in Zellkultur



und nach Transplantation in geeignete Mausmodelle detailliert untersucht werden. Ferner
sollen neue Methoden entwickelt werden, um die Immunogenitdt von aus hES-Zellen
hergestellten HSCs zu vermindern. Alle Untersuchungen sollen auch im Vergleich mit aus
Patienten gewonnenen humanen induzierten pluripotenten Stammzellen (hiPS-Zellen)
erfolgen. Insgesamt zielen die Arbeiten auf ein besseres Verstandnis der molekularen
Prozesse bei der hamatopoetischen Differenzierung, auf die Etablierung verbesserter
Protokolle fir die in vitro - Differenzierung pluripotenter Zellen zu HSCs sowie auf die
Klarung der Frage, ob uns auf welche Art und Weise eine Verminderung der menschlichen
Immunantwort auf hES-Zellen und auf die aus diesen differenzierten Zellen erreicht werden
kann. Letztere Forschungsziele sind auch im Hinblick auf eine kinftig denkbare
therapeutische Nutzung von aus pluripotenten Zellen abgeleiteten Zellen von hoher
Relevanz.

Die Forschungsarbeiten, deren Durchfihrung Frau Dr. I. Schroeder, Universitat Halle, mit der
46. Genehmigung vom 09.10.2009 bewilligt wurde, zielen auf die Entwicklung von
Protokollen fur die Differenzierung humaner ES-Zellen zu endokrinen pankreatischen Zellen.
Die Differenzierungsprotokolle sollen auch auf 3D-Kultursysteme Ubertragen und auf diesem
Wege Insel-artige Cluster (ICCs) hergestellt werden, die die Ausreifung pankreatischer
Vorlauferzellen zu funktionsfahigen Inselzellen voraussichtlich besser ermdglichen als
herkdmmliche Zellkultursysteme. Die Funktionalitdt der ICCs soll nach Transplantation in
diabetische Mause untersucht und der erwartete therapeutische Effekt analysiert und
bewertet werden. Ferner ist vorgesehen, anhand von in vitro hergestellten ICCs Fragen der
Biologie von menschlichen Beta-Zellen sowie der Pathobiologie des Diabetes mellitus Typ 2
zu untersuchen. SchlieBlich sollen die ICCs auch genutzt werden, um
pharmakotoxikologische Untersuchungen an bekannten antidiabetischen Wirkstoffen
durchzufihren und insbesondere der Frage nachzugehen, welche molekularen
Mechanismen den teils schwerwiegenden Nebenwirkungen dieser Medikamente zugrunde
liegen. Die Untersuchungen sollen teils im Vergleich mit hiPS-Zellen durchgefihrt werden.
Die Arbeiten zielen insgesamt auf ein verbessertes Verstédndnis der entodermalen und
pankreatischen Differenzierung beim Menschen sowie auf die Etablierung von effektiven
Protokollen flr die Bereitstellung menschlicher Beta-Zellen in vitro, was bislang nicht oder
nur unzureichend gelungen ist. Die Arbeiten kénnten — zuséatzlich zum erwarteten Gewinn fir
die Grundlagenforschung — auch zur Schaffung von Grundlagen fiir neue klinische Verfahren
beitragen sowie die Entwicklung neuartiger in vitro -Zellkultursysteme ermdglichen, an denen
die molekulare Pathogenese des Diabetes mellitus sowie neuartige antidiabetisch wirksame
Arzneimittel untersucht werden kdnnten.

Die 47. Genehmigung erging am 03.11.2009 an Herrn Professor J. Hescheler, Universitat
Kéln. Gegenstand der genehmigten Arbeiten ist die Untersuchung der Rolle des humanen T-
Zell-Leukamie-1a-Onkogens (Tcl1a) bei der Aufrechterhaltung der Pluripotenz humaner
embryonaler Stammzellen. Zun&chst soll dabei die Frage geklart werden, zu welchen
Veranderungen von hES-Zellen die Unterdriickung der Expression von Tclia in hES-Zellen
fGhrt. Ferner sollen die zellbiologischen Konsequenzen der Expressionshemmung, aber auch
einer artifiziellen  Uberexpression des Tclla-Gens untersucht und mdgliche
Wechselwirkungen von Tcl1a mit anderen Proteinen in undifferenzierten ES-Zellen analysiert
werden. Die hier genehmigten Untersuchungen sollen vor allem dazu beitragen, die
Mechanismen der Wirkung eines spezifischen Proteins in pluripotenten Zellen des Menschen
aufzuklaren. Dies kann gegebenenfalls zu einem verbesserten Verstandnis Uber jene
Molekile und Signalwege flihren, die an der Aufrechterhaltung von Pluripotenz sowie der
Induktion von Differenzierung in menschlichen ES-Zellen beteiligt sind. Unter Umstanden
lieBen sich aus den Forschungsergebnissen auch Rickschlisse auf zellbiologische
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Prozesse ziehen, die bei der frlthen Embryonalentwicklung des Menschen eine Rolle
spielen.

Die 48. Genehmigung, die ebenfalls am 03.11.2009 erging, wurde dem Max-Delbruck-Center
fir Molekulare Medizin (MDC), Berlin, fir die Durchfihrung von Forschungsarbeiten erteilt,
die die Entwicklung und Optimierung von Protokollen fur die Gewinnung somatosensorischer
Nervenzellen aus hES-Zellen zum Gegenstand haben. Dabei sollen hES-Zellen zun&chst in
Zellen der Neuralleiste (neural crest cells, NC-Zellen) differenziert und diese charakterisiert
sowie gegebenenfalls angereichert werden. Von NC-Zellen ausgehend sollen im Anschluss
Protokolle fur die Gewinnung verschiedener Subtypen somatosensorischer Nervenzellen
entwickelt und die entstehenden Zellen umfassend analysiert und bezlglich ihrer
Funktionalitéat in vitro Gberprift werden. Die im Laufe des Projektes entwickelten und
optimierten Methoden sollen auch auf hiPS-Zellen Ubertragen werden. Die Vorgange, die
sich bei der Entwicklung und Diversifizierung sensorischer Neuronen aus den Zellen des
Wourzelganglions beim Menschen abspielen, sind derzeit nur unvollstdndig verstanden. Ziel
der Arbeiten ist daher vor allem die Erlangung eines besseren Verstédndnisses dieser
neuralen Differenzierungsprozesse, woraus wiederum Ruckschlisse auf wahrend der
menschlichen Embryonalentwicklung ablaufende molekulare und zellbiologische Prozesse
gezogen werden kdnnen. Ferner zielen die Arbeiten auf die Schaffung von Grundlagen fur
neue, auf humanen Zellen basierende in vitro - Zellkulturmodelle, mit deren Hilfe
physiologische Prozesse bei der Schmerztransduktion untersucht, die Wirkung analgetischer
Substanzen auf neuronale Zellen analysiert und gegebenenfalls neue analgetisch wirksame
Substanzen identifiziert werden kénnen.

Die 49. Genehmigung erging am 06.11.2009 an Frau Professor E. Tanaka, Technische
Universitat Dresden. Gegenstand der genehmigten Forschungsarbeiten ist die Gewinnung
von Netzhautzellen aus hES-Zellen. Dazu sollen sowohl Zellen des retinalen Pigmentepithels
(RPE) als auch Photorezeptorzellen unter Nutzung dreidimensionaler Kultursysteme
zunachst in getrennten Kulturen gewonnen und charakterisiert werden. Durch Kombination
der Kultur- und Differenzierungsbedingungen sollen dann mdgliche Wechselwirkungen
zwischen den verschiedenen Zelltypen bei der Differenzierung von hES-Zellen zu Zellen der
Netzhaut untersucht werden. Nach umfassender Charakterisierung in vitro sollen die Zellen
schlieBlich in Mause, insbesondere in Mausmodelle fur die Netzhautdegeneration,
transplantiert und hinsichtlich ihres Uberlebens, ihrer Integration in das Wirtsgewebe und
ihrer Funktionalitdt untersucht werden. Die Untersuchungen sollen teils auch unter
vergleichender Nutzung von hiPS-Zellen erfolgen. Die experimentellen Bedingungen, unter
denen die Differenzierung durchgefihrt werden soll, ermdglichen es voraussichtlich,
Wechselwirkungen zwischen den verschiedenen Zelltypen der sich entwickelnden
menschlichen Retina zu untersuchen und auf diesem Wege zu einem besseren Verstandnis
dieser Entwicklungsprozesse zu gelangen. Die Arbeiten kénnen ferner zu einem tieferen
Verstandnis von gegebenenfalls fir die Entwicklung notwendigen Interaktionen zwischen
verschiedenen Zelltypen sowie vom Einfluss instruierender Signale aus der Umgebung auf
die Retinaentwicklung fihren. Zudem besteht die Aussicht, ein geeignetes und
reproduzierbares Zellkulturmodell fir die menschliche Retina und deren Entwicklung
bereitzustellen, an dem weitere wesentliche Fragestellungen der Grundlagenforschung
beantwortet werden kénnen. SchlieBlich kénnen die genehmigten Arbeiten bei erfolgreicher
Durchfihrung dazu beitragen, Grundlagen fir eine kiinftig denkbare Gewebeersatztherapie
fir die Altersbedingte Makuladegeneration (AMD) zu schaffen, die in den Industriestaaten
die haufigste Ursache fir Erblindung im Alter ist.
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Fir das folgende bereits genehmigte Forschungsvorhaben wurde die Genehmigung auf
Antrag inhaltlich erweitert und der Registereintrag entsprechend modifiziert:

Erweiterung der 1. Genehmigung nach dem StZG (erteilt am 21.12.2002, Erweiterung der
Genehmigung am 17.06.2008). Die genehmigten Forschungsarbeiten zielen auf die
Etablierung und Optimierung von Protokollen fir die Gewinnung stabiler Populationen
neuraler Vorlauferzellen und daraus abgeleiteter neuronaler und glialer Zellen. Es soll
untersucht werden, ob und inwieweit sich aus hES-Zellen abgeleitete neurale Zellen
langfristig zur Behandlung der Epilepsie eignen kdnnten. Dazu sollen hES-Zellen oder aus
ihnen abgeleitete neurale Vorlauferzellen genetisch so modifiziert werden, dass sie
antiepileptisch wirkende Faktoren produzieren. Ein méglicher therapeutischer Effekt derart
veranderter Zellen soll durch Transplantation in verschiedene Nagermodelle der Epilepsie
untersucht werden. Weiterer Gegenstand der Forschungsarbeiten ist die Entwicklung eines
neuartigen molekularen Marker-Systems, mit dessen Hilfe die funktionelle Integration der
transplantierten Neuronen in das Nervengewebe des Empféngertiers untersucht werden
kann. Aus dem Vorhaben sind vor allem Erkenntnisse dariber zu erwarten, ob die
Transplantation von aus hES-Zellen differenzierten neuralen Vorlauferzellen in Mausen zu
einer deutlichen Verminderung der Tendenz fihrt, nach entsprechender Stimulation
generalisierte epileptische Anfalle zu entwickeln. Entsprechende Beobachtungen waren
bereits unter Nutzung muriner ES-Zellen gemacht worden. Im Erfolgsfall wéare dies ein Schritt
auf dem Wege zur Entwicklung neuer Therapieansatze fir die Epilepsie. Ferner sind
Grundlagenerkenntnisse darlber zu erwarten, unter welchen Bedingungen sich
transplantierte humane neurale Vorlauferzellen funktionell in bestimmte Regionen des
Hippocampus integrieren kénnen. Es kdénnen voraussichtlich neue Daten Uber das in vivo -
Verhalten von transplantierten neuralen Vorlauferzellen des Menschen gewonnen werden,
insbesondere Uber ihre Differenzierung, ihre Vitalitdt und ihre Ankopplung an das
Nervensystem des Transplantatempféangers.

Weitere Angaben zum Inhalt der erteilten Genehmigungen sowie zu den jeweils
maBgeblichen Grinden, die jeweils zu einer Bejahung der Frage nach dem Vorliegen der
Bedingungen des § 5 StZG gefuhrt haben, sind im Register nach § 11 StZG auf den
Internetseiten des Robert Koch-Instituts verdffentlicht.
(http://www.rki.de/DE/Content/Gesund/Stammzellen/Register/register _node.html| oder Gber
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 § 5 StZG

Die Mehrzahl der genehmigten Antrdge betrifft Forschungsvorhaben, die hochrangige
Forschungsziele fur den wissenschaftlichen Erkenntnisgewinn in der Grundlagenforschung
verfolgen. Der angestrebte Erkenntnisgewinn bezieht sich in einem Teil dieser
Forschungsvorhaben auf ES-Zellen selbst oder auf damit in Zusammenhang stehende
Fragen zu frihen Entwicklungsvorgdngen beim Menschen. In einem anderen Teil der auf
einen Erkenntnisgewinn in der Grundlagenforschung gerichteten Vorhaben sollen
vorwiegend oder teilweise Erkenntnisse Uber andere Typen pluripotenter Stammzellen des
Menschen gewonnen werden, wobei hES-Zellen auch zu Vergleichszwecken verwendet
werden. In der Mehrzahl handelt es sich dabei um Forschungsvorhaben zu humanen
induzierten pluripotenten Stammzellen; in zwei Vorhaben sollen potentiell pluripotente
Stammzellen aus dem menschlichen Hoden im Vergleich mit hES-Zellen untersucht werden.
In einem nicht unerheblichen Teil der im Berichtszeitraum genehmigten Forschungsvorhaben
werden auch Zielsetzungen zur Erweiterung medizinischer Kenntnisse bei der Entwicklung
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diagnostischer, praventiver oder therapeutischer Verfahren zur Anwendung bei Menschen
verfolgt.

Fir den Bereich der Grundlagenforschung lassen sich die Forschungsziele der im
Berichtszeitraum  genehmigten  Vorhaben im  Wesentlichen in  vier Gruppen
wissenschaftlicher Fragestellungen unterteilen, wobei Uberschneidungen auftreten kdnnen.

Erstens sollen die Bedingungen flr die Kultivierung, Aufreinigung und fiir die genetische
Modifizierbarkeit von hES-Zellen néher untersucht und optimiert werden, wobei auch Fragen
der Kultivierung von hES-Zellen in gréBeren als bislang tUblichen MaBstaben (beispielsweise
in Bioreaktoren) von Interesse sind. Diese Untersuchungen dienen der Entwicklung
verbesserter Protokolle und Verfahren zur Bereitstellung mdglichst reiner Populationen von
hES-Zellen, beispielsweise nach ihrer Langzeitkultivierung, und sollen im Ergebnis zu starker
vereinheitlichten Verfahren beim Umgang mit hES-Zellen und somit zu einer starkeren
Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit von Forschungsergebnissen flihren.

Zweitens sind mehrere Vorhaben auf die Untersuchung der molekularen Grundlagen von
Pluripotenz und Auslésung friher Differenzierungsvorgénge in hES-Zellen gerichtet. Dabei
geht es beispielsweise um die Identifizierung bzw. Charakterisierung von Molekilen und
Signalwegen, die an der Aufrechterhaltung von Pluripotenz beteiligt sind. Diese Vorgéange
sollen teils im Vergleich zwischen verschiedenen Typen pluripotenter Stammzellen des
Menschen untersucht werden, wobei hES-Zellen sowohl Untersuchungsgegenstand fir die
Gewinnung neuer Erkenntnisse Uber diese Prozesses als auch als Referenz fir die
Untersuchung derselben Prozesse an Zellen sind, deren Eigenschaften in Hinblick auf
Pluripotenz noch nicht abschlieBend geklart sind. Solche Untersuchungen dienen dem
wesentlichen Ziel, die molekularen Mechanismen von Pluripotenz und friiher Differenzierung
besser zu verstehen, daraus Rickschlisse auf Entwicklungsprozesse im Menschen ziehen
zu kénnen und Schlussfolgerungen mit Blick auf verbesserte Protokolle fiir die Kultivierung
und Differenzierung von hES-Zellen abzuleiten.

Drittens ist nach wie vor die Differenzierung von hES-Zellen zu spezifischen Zelltypen, die
sich nicht oder nur in begrenztem MaBe aus anderen Zellen gewinnen lassen, wesentlicher
Gegenstand der genehmigten Forschungsarbeiten. Die Forschung hat sich hier weiter
diversifiziert: Neben der Differenzierung zu neuralen Zellen des Zentralnervensystems, zu
Herz-, Leber- und Knochenzellen sowie zu pankreatischen Zellen, die Gegenstand bereits
friiher genehmigter Forschungsvorhaben waren, sollen im Rahmen der im Berichtszeitraum
genehmigten Vorhaben auch Vorgénge der Differenzierung zu spezifischen Zellen des
periphdren Nervensystems, zu Lungenzellen oder zu spezialisierten Zelltypen des Blutes
untersucht werden. Dabei werden sowohl an Mauszellen etablierte Protokolle auf hES-Zellen
Ubertragen und bezlglich ihrer Anwendbarkeit auf diesen Zelltyp evaluiert als auch bereits
von anderen an hES-Zellen erarbeitete Vorgehensweisen zusammengeflhrt, verglichen und
optimiert. Zum einen soll durch diese Art der Forschung ein Erkenntnisgewinn Uber Faktoren
und Signalwege erlangt werden, die fir die Auslésung und das Voranschreiten bestimmter
Differenzierungsprozesse in hES-Zellen wesentlich sind, was gegebenenfalls Rickschlisse
auf entsprechende Prozesse wahrend der Embryonalentwicklung des Menschen, aber auch
Aussagen Uber Mechanismen bei der postnatalen Regeneration dieser Zelltypen
ermoglichen kann. Zum anderen zielen die Forschungen verstarkt auf die Schaffung
maoglichst reiner Populationen differenzierter Zellen, die wiederum zur Klarung wichtiger
Forschungsfragen genutzt werden kdnnen, beispielsweise fir die Untersuchung zellularer
Wechselwirkungen in neuralen Netzwerken, des Einflusses toxischer Substanzen auf
bestimmte Zelltypen oder der immunologischen Eigenschaften von bestimmten
differenzierten Zelltypen. In diesem Zusammenhang wird in verstarktem MaBe auch der
Frage nachgegangen, unter welchen Bedingungen sich aus hES-Zellen gentigend groBe

13



Mengen differenzierter Zellen hoher Reinheit ableiten lassen, wie sie fir die Beantwortung
wesentlicher Anschlussfragen bendtigt werden.

Viertens schlieBlich wurden mehrere Vorhaben genehmigt, in denen hES-Zellen vorrangig zu
Vergleichszwecken fur die Untersuchung anderer (potentiell) pluripotenter Zelltypen des
Menschen genutzt werden sollen. Diese Vorhaben lassen teils zwar auch einen
Erkenntnisgewinn Uber spezifische Eigenschaften von hES-Zellen erwarten; das Interesse
richtet sich hier jedoch jeweils auf die Fragestellung, ob und inwieweit andere pluripotente
Zelltypen, insbesondere hiPS-Zellen aber auch aus menschlichem Hoden gewonnene (sog.
spermatogoniale) Zelllinien bestimmte, flr pluripotente Zellen typische Eigenschaften
aufweisen. Unabhangig davon, ob die jeweils interessierende Eigenschaft fir hES-Zellen
bereits bekannt oder noch nicht untersucht worden ist, dienen hES-Zellen hier vorrangig zu
Vergleichszwecken. Inhaltlich hiervon abzugrenzen sind jene Projekte, in denen eine
Fragestellung zunachst explizit an hES-Zellen untersucht werden soll und — erst im
Anschluss an die (an hES-Zellen als origindrem pluripotenten Zelltyp) erfolgte prinzipielle
Klarung der Fragestellung — auch auf hiPS-Zellen Ubertragen werden soll.

Ein nicht unbeachtlicher Teil der im Berichtszeitraum genehmigten Projekte zielt bereits auf
die Schaffung von Grundlagen flr die Entwicklung neuer therapeutischer und praventiver
Verfahren — i. allg. =zusatzlich zur Beantwortung von Fragestellungen der
Grundlagenforschung. Im Mittelpunkt steht dabei die Schaffung neuartiger Testsysteme zur
Uberpriifung der Toxizitdt von Substanzen auf einen bestimmten Zelltyp bzw. zur
Identifizierung neuartiger Substanzen mit einer spezifischen Wirkung auf einen aus hES-
Zellen gewonnenen Zelltyp. Eine entsprechende Zielstellung war in acht der genehmigten
Vorhaben formuliert und bei der Bewertung der Hochrangigkeit jeweils bericksichtigt
worden. Einerseits stehen namlich fir pharmakologisch-toxikologische Forschungen haufig
nur primare Zellkulturen nicht-menschlichen Ursprungs zur Verflgung, an denen fir den
Menschen typische Wirkungen von Substanzen nicht oder nicht ausreichend Uberprift
werden kdnnen. Andererseits weisen derzeit verfligbare menschliche, beispielsweise auf
immortalisierten Zellen beruhende Zellkulturen haufig nicht mehr die physiologischen
Eigenschaften primarer Zellen auf, wie sie fir die zuverlassige Testung beispielsweise
toxischer Nebenwirkungen von Arzneimitteln wiinschenswert sind. Die Entwicklung von auf
menschlichen Zellen beruhenden in vitro - Testsystemen, die eine zuverlassigere
toxikologische Prifung von Wirkstoffen als bislang mdglich zulassen, ist daher von
erheblicher Bedeutung. Dasselbe gilt fur die Entwicklung entsprechender Zellkultursysteme
fr die Identifizierung neuer Wirkungen pharmakologisch wirksamer Substanzen bzw. fir
deren vertiefte Untersuchung. Ferner wurden in einigen Antragsverfahren auch langerfristige
Zielstellungen mit Blick auf eine kinftig ggf. mégliche therapeutische Nutzung von aus hES-
Zellen differenzierten Zellen formuliert. Dies betrifft beispielsweise Zellen des Herzens, die —
selbst bei einer kinftig denkbaren Verfligbarkeit von aus hiPS-Zellen herstellbaren
patientenspezifischen Zellen — beispielsweise aufgrund der Dringlichkeit ihrer Verflgbarkeit
nicht jeweils gesondert im Zuge der Reprogrammierung hergestellt werden kdnnten.
Zusatzlich wurde in verschiedenen Antréagen die begriindete Aussicht formuliert, dass die fur
hES-Zellen etablierten Vorgehensweisen (z. B. bei der Gewinnung gréBerer Mengen an
differenzierten Zellen, Etablierung verbesserter Differenzierungsprotokolle) auch von
erheblicher Bedeutung flr eine kiinftig vorstellbare klinische Nutzung von hiPS-Zellen sein
kénnen.

Auch im vergangenen Berichtszeitraum wurden in den Antragsverfahren von den
Antragstellern die erforderlichen Darlegungen darlber erbracht, dass die von lhnen
geplanten Vorhaben an tierischen Zellen oder in Tiermodellen vorgeklart worden sind. Dazu
wurde sowohl auf Ergebnisse eigener Arbeiten als auch auf von anderen Gruppen in der
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wissenschaftlichen Literatur publizierte Ergebnisse verwiesen. Die jeweiligen Darlegungen
haben nach Auffassung der Genehmigungsbehdrde den gesetzlichen Voraussetzungen des
§ 5 Nr. 2 a) StZG entsprochen und konnten den Ubergang zur Nutzung humaner
embryonaler Stammzellen rechtfertigen. In groBem Umfang wurden in Antragsverfahren des
Berichtszeitraumes Darlegungen zu bereits erfolgten Untersuchungen an humanen
embryonalen Stammzellen des Menschen erbracht, die zur jeweiligen Thematik bereits
auBerhalb Deutschlands durchgefuhrt worden waren. Sinn des Vorklarungserfordernisses
des StZG ist es, durch Darlegungen zu bereits erfolgten Untersuchungen an tierischen
Materialien vor Genehmigung sicherzustellen, dass die im Vorhaben zu klarenden
Fragestellungen den Einsatz von hES-Zellen rechtfertigen. So kdnnten bereits durch
Untersuchungen an tierischem Material erhebliche Schwéchen des jeweiligen
Versuchsansatzes erkannt und somit ein unnétiger Einsatz von hES-Zellen vermieden
werden. Sofern ein experimenteller Ansatz infolge entsprechender internationaler Forschung
an hES-Zellen bereits als wissenschaftlich fundiert betrachtet werden kann, kann sich eine
zusatzliche Voruntersuchung der Fragestellung an tierischen Zellen oder im Tierversuch
gegebenenfalls ertibrigen. Dies betrifft beispielsweise Projekte, in denen bereits publizierte
Protokolle fir eine gerichtete Differenzierung von hES-Zellen zu einem bestimmten Zelltyp
modifiziert und Uber das bereits Bekannte hinaus optimiert werden soll. In solchen Féllen
sind weitere Darlegungen zur Vorklarung der entsprechenden Vorhabensaspekte an
tierischen Zellen aus dem oben genannten Grunde nicht in jedem Fall erforderlich. Hinzu
kommt, dass eine vertiefte Untersuchung der Fragestellung, beispielsweise an murinen ES-
Zellen, nicht in allen Fallen zu einem fir die formulierten Forschungsziele wesentlichen
Erkenntnisgewinn flhren wirde. Dies betrifft beispielsweise Projekte, in denen Grundlagen
der Pluripotenz menschlicher ES-Zellen untersucht werden sollen und von denen bekannt
ist, dass sie sich erheblich von denen tiersicher ES-Zellen unterscheiden. Ahnliches gilt fir
Projekte zu den immunologischen Eigenschaften von ES-Zellen und deren Derivaten. Auch
fur die Differenzierung in bestimmte Zelltypen, beispielsweise des Blutes, ist mittlerweile gut
bekannt, dass sich an murinen Zellen etablierte Protokolle nicht auf humane Zellen
Ubertragen lassen und folglich weiterflhrende Voruntersuchungen mit diesen Zellen zur
Vorklarung der jeweiligen experimentellen Fragestellung nicht sinnvoll sind.

Entsprechend § 5 Nr. 2 b) StZG wurde jeweils CGberprift, ob der mit dem
Forschungsvorhaben angestrebte wissenschaftliche Erkenntnisgewinn voraussichtlich nur
mit humanen embryonalen Stammzellen erreichbar ist. Die Eignung und Verflgbarkeit
maoglicher Alternativen zu humanen embryonalen Stammzellen wurde jeweils
einzelfallbezogen geprift und bewertet. Anhand der vom Antragsteller eingereichten
Unterlagen wurde Uberprift, ob die jeweils fir das Vorhaben formulierten Forschungsziele
voraussichtlich weder unter Nutzung pluripotenter Stammzellen anderer Spezies
(beispielsweise der Maus) noch unter Verwendung anderer menschlicher Zellen (z.B. von
Zellen des Nabelschnurblutes) erreichbar sind. Im Mittelpunkt der Prifung stand dabei haufig
die Frage, ob induzierte pluripotente Stammzellen des Menschen geeignet sind, anstelle von
hES-Zellen zur Klarung der wissenschaftlichen Fragestellung genutzt zu werden. Im
November 2007 war erstmals Uber die erfolgreiche Reprogrammierung humaner
somatischer Zellen berichtet worden. Allerdings sind die Eigenschaften von hiPS-Zellen bis
heute erst wenig untersucht, die Methoden zu ihrer Herstellung variieren, die Zellen zeigen
eine hohe Variabilitédt in ihrem Differenzierungsverhalten und es ist nach wie vor nicht
endgultig geklart, in welchem MaBe hiPS-Zellen und hES-Zellen identische oder nur ahnliche
Eigenschaften aufweisen. Angesichts des noch lickenhaften Kenntnisstandes Uber diese
Zellen ist es nach Auffassung des RKI derzeit nicht gerechtfertigt, einem Antragsteller, der
eine spezifische Fragestellung anhand von hES-Zellen klaren méchte, die Nutzung von hES-
Zellen zu versagen, solange fir die Fragestellung nicht mit ausreichender Sicherheit geklart
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ist, dass sich hES- und hiPS-Zellen tatsachlich identisch verhalten. Zudem soll in mehreren
Forschungsvorhaben Uberprift werden, ob die an hES-Zellen gewonnenen Erkenntnisse
auch far hiPS-Zellen Gultigkeit haben. Dadurch soll erst geklart werden, ob sich hES- und
hiPS-Zellen bezlglich der jeweils untersuchten Eigenschaft tatsachlich gleichen oder aber
voneinander unterscheiden. Dies erfordert, zuséatzlich zu den oben angefiihrten Griinden, die
Verwendung von hES-Zellen.

Im Rahmen der Priifung der Genehmigungsvoraussetzungen nach § 6 Abs. 4 Nr. 2 StZG hat
die Genehmigungsbehérde bei allen genehmigten Antragen in Ubereinsstimmung mit den
jeweiligen Stellungnahmen der ZES die ethische Vertretbarkeit der betreffenden
Forschungsvorhaben im Sinne der Erflllung der gesetzlichen Voraussetzungen nach § 5
StZG bejaht.

1.4. Prifung und Bewertung durch die Zentrale Ethik-Kommission fir
Stammzellenforschung (ZES)

Die unabhéangige, interdisziplindr zusammengesetzte Zentrale Ethik-Kommission fir
Stammzellenforschung (ZES) nach § 8 StZG, die von der Bundesregierung zum 1. Juli 2008
zum dritten mal berufen wurde, hat die gesetzliche Aufgabe, Antrdge auf Einfuhr und
Verwendung humaner embryonaler Stammzellen zu Forschungszwecken 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 gegenlber der
Genehmigungsbehdérde eine schriftliche Stellungnahme abzugeben. Das Vorliegen einer
Stellungnahme der ZES ist nach § 6 Abs. 4 Nr. 3 StZG eine Voraussetzung fir die
Entscheidung dber einen Antrag auf Einfuhr und Verwendung humaner embryonaler
Stammzellen zu Forschungszwecken.

Die ZES hat in ihren begriindeten Stellungnahmen zu den Forschungsvorhaben, die
Gegenstand der 26 genehmigten Antrage sowie der Genehmigungserweiterung fir ein
bereits in der Vergangenheit beflrwortetes Forschungsvorhabens sind, die gesetzlichen
Voraussetzungen nach § 5 StZG als erflillt und die Forschungsvorhaben in diesem Sinne als
ethisch vertretbar bewertet. Sie hat die Wahrnehmung ihrer Aufgaben in ihren
Tétigkeitsberichten nach § 14 der ZES-Verordnung (ZESV) vom 18. Juli 2002 (BGBI. | S.
2663) fur den Zeitraum vom 1. Dezember 2007 bis 30. November 2008 (6. Tatigkeitsbericht
der ZES) und fir den Zeitraum vom 1. Dezember 2008 bis 30. November 2009 (7.
Tétigkeitsbericht der ZES) dargestellt. Die Tétigkeitsberichte sind unter anderem auf den
Internetseiten des Bundesministeriums far Gesundheit veroffentlicht
(http://www.bmg.bund.de/SharedDocs/Standardartikel/DE/AZ/S/Glossarbeqgriff-
Stammzellgesetz.html).
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2. Stand der Forschung mit pluripotenten menschlichen Stammazellen
2.1.  Einleitung

Im hier vorliegenden vierten Erfahrungsbericht der Bundesregierung zur Durchfihrung des
Stammzellgesetzes werden aufbauend auf den vorherigen Berichten die wesentlichen neuen
wissenschaftlichen Erkenntnisse und Entwicklungen der Forschung mit humanen
embryonalen Stammzellen und anderen Stammzellen zusammengestellt. Nicht alle
fachlichen Grundlagen werden erneut dargestellt, hierzu wird vielmehr auf die drei
vorangegangenen Berichte verwiesen.

Im ersten Erfahrungsbericht der Bundesregierung zur Durchfihrung des Stammzellgesetzes
(Drucksache 15/3639 der 15. Wabhlperiode vom 03. August 2004) wurden die
Rahmenbedingungen, Ergebnisse und Ausblicke der Grundlagenforschung und mégliche
zukinftige Einsatzgebiete von embryonalen und adulten Stammzellen in der modernen
Medizin bis einschlieBlich 2003 dargestellt. Der folgende zweite Erfahrungsbericht
(Drucksache 16/4050 der 16. Wahlperiode vom 11. Januar 2007) beschreibt wichtige seit
dem ersten Bericht erzielte Fortschritte, Beispiele noch offener Fragen im Bereich der
Forschung bis einschlieBlich 2005 sowie Perspektiven eines mdglichen therapeutischen
Einsatzes von embryonalen und adulten Stammzellen. Im dritten Erfahrungsbericht wurden
die weiteren wissenschaftlichen Erkenntnisse bis einschlieBlich 2007 zusammengefasst.
Hinsichtlich humaner embryonaler Stammzellen (hES-Zellen) standen dabei die
Charakterisierung, Standardisierung und der experimentelle Einsatz im Vordergrund.
Dartber hinaus wurden alternative Verfahren und Techniken zur Generierung pluripotenter
Zellen dargestellt, die zwischenzeitlich breiten Raum in der Forschungslandschaft
einnehmen und gegenwartig intensiv vergleichend mit humanen embryonalen Stammzellen
erforscht werden.

Die hohe Bedeutung der Erforschung alternativer Quellen pluripotenter Stammzellen bildet
sich auch in den im Berichtszeitraum 2008-2009 erteilten 26 weiteren Genehmigungen zum
Import von humanen ES-Zellen ab. Eine kursorische Durchsicht der bislang erteilten
Genehmigungen ergibt, dass bis einschlieBlich 2009 in etwa 35 deutschen Laboren mit
humanen embryonalen Stammzellen gearbeitet wurde.

2.2. Bestand und Kultur der menschlichen embryonalen Stammzelllinien

Seit der erstmaligen Beschreibung der erfolgreichen Generierung humaner embryonaler
Stammgzelllinien (hES-Zelllinien) durch James Thomson (Universitat von Wisconsin, USA) im
Jahr 1998 sind nach Schatzungen von Experten bis Ende 2009 weltweit Uber 1000 hES-
Zelllinien generiert worden, von denen knapp 700 in englischsprachigen Fachzeitschriften
publiziert wurden [Léser et al., 2010]. Im Vergleich zum vorherigen Berichtszeitraum hat sich
die Anzahl an humanen ES Zelllinien wahrend der zwei Jahre 2008 und 2009 annahernd
verdoppelt.

Prinzipiell wird der Ableitung vollstandig xeno-freier hES-Linien — also Zellen, die ohne
jegliche Kontamination mit Produkten anderer Spezies hergestellt wurden — eine wichtige
Bedeutung beigemessen, da Stammzellen durch Kontakt mit tierischen Bestandteilen
(Xenogenen) beziehungsweise mit tierischen Krankheitserregern kontaminiert sein kénnen,
was ihre Eignung fir einen mdéglichen Einsatz am Menschen reduziert. Dennoch sind nur
wenige Linien beschrieben, die diese Kriterien erfullen, was mdglicherweise darauf zurlck zu
fihren ist, dass wissenschaftlich unstrittig gezeigt wurde, wie solche Linien hergestellt
werden kdnnen. Damit ist die Verfeinerung der Methodik fir die akademische Forschung nur
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noch wenig interessant. Die Industrie-getriebenen Forschungsaktivitdten hingegen werden
kaum publiziert und stehen der Offentlichkeit somit nicht zur Verfligung. Wie im 3.
Stammzellbericht bereits dargestellt wurde, sind manche der xeno-freien Zelllinien
zwischenzeitlich im hES-Zell-Register der Européaischen Union (www.hESCreg.eu) oder
anderen Stammzellbanken als ,verfligbar gelistet, so dass beispielsweise die im Oktober
2006 publizierte Linie SA611 der schwedischen Firma Cellartis grundséatzlich auch
deutschen Forschern zur Verflgung stiinde.

Eine sehr bemerkenswerte Zunahme an publizierten hES-Zelllinien gibt es bei
krankheitsspezifischen hES-Zelllinien, die von im Rahmen einer Pra-Implantations-
Diagnostik identifizierten Embryonen abgeleitet wurden. Hier sind zwischenzeitlich 116
Linien for 33 Erkrankungen beschrieben. Einige dieser Linien sind in bei Stemride
International Ltd. (http://stemride.com/Stem_Cell_Bank.htm) katalogisiert, wobei die aktuell
einsehbare Liste (Stand vom August 2009) mittlerweile mehr als 80 Linien fir 23
verschiedene Erkrankungen umfasst. Die Einfuhr und Verwendung dieser Zellen ist in
Deutschland nach dem Stammzellgesetz verboten.

Zusammengefasst lasst sich feststellen, dass die Mehrzahl neuerer hES-Zelllinien wohl
generiert wurde, um hES-Zelllinien mit geringerer Anzahl an vorherigen Zellteilungen
(Passagen) unter verbesserten Zellkulturbedingungen zur Verfigung zu stellen. Denn ein
Vergleich der mit verschiedenen hES-Zelllinien gewonnenen Forschungsergebnisse zeigt,
dass die jingeren Zelllinien deutlich stabilere und reproduzierbarere Versuchsergebnisse
ermoglichen (siehe 2.3.1).

Bisher scheint sich eine gewisse regionale Praferenz fir hES-Zell-Anbieter entwickelt zu
haben [Lbser et al., 2010], die im Wesentlichen wohl auf Kooperationen und direkten
Interaktionen beruht. So verwenden neben den USA auch das Vereinigte Kénigreich, Israel
und sogar China préferentiell hES-Zelllinien von WiCell (Wisconsin, USA), wéahrend
Australien eher Linien von ES-International (Singapur) und Schweden die meisten Linien von
Cellartis (Goéteborg, Schweden) beziehen. Auch in Deutschland scheint eine Praferenz fir
amerikanische hES-Zellen vorzuliegen. So wurden in beinahe jedem der bis Ende 2009
gestellten Importantrdge Zellen von WiCell beantragt (in 47 der 49 genehmigten
Projektantrédge). Zellen von ES-International (Singapur) wurden hingegen nur fir 17 Projekte
beantragt. Die erst 2004 publizierten hES-Zelllinien der Harvard Universitdt wurden
zwischenzeitlich 13-mal beantragt, und sind damit die am haufigsten beantragten Zellen, die
nach dem urspringlichen Stichtag (01.01.2002) generiert wurden und erst nach der StZG-
Novellierung mit neuem Stichtag (1.05.2007) zum Import beantragt werden konnten. hES-
Zelllinien aus Haifa (Israel) wurden 9-mal beantragt, die Linien der Karolinska-Universitat
(Schweden) ebenfalls 9-mal und die der schwedischen Firma Cellartis 7-mal. Neuere Linien
aus Sheffield und New Castle (UK), die ebenfalls erst nach der StZG-Novellierung Stichtags-
konform waren, wurden in 4 beziehungsweise 3 Projekten beantragt.

Die vorhandenen Zelllinien bzw. Informationen dariber werden in verschiedenen
internationalen Stammzellbanken bzw. —registern gesammelt. Zusatzlich zu den im 3.
Erfahrungsbericht  der  Bundesregierung  aufgefihrten ~ Stammzellregistern  und
Stammzellbanken ist das hESC-Register (www.hescreg.eu) der Europaischen Union zu
nennen. Gegenwartig stellt es fir deutsche Wissenschaftler eine hilfreiche Ressource dar,
um Charakteristika verschiedener Stammzelllinien in einer einfach zu bedienenden
Datenbank zu vergleichen. Insbesondere zur Auswahl derjenigen hES-Zelllinien, die fir die
geplanten Experimente besonders sinnvoll eingesetzt werden koénnen, stellen diese
Informationen eine wichtige Grundlage dar. Darliber hinaus beinhaltet das Register
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Informationen zu verschiedenen humanen induzierten pluripotenten Stammzelllinien (iPS
Zellen) wichtiger internationaler Zentren. Informationen zu verfligbaren iPS-Zellen sind in
den etablierten Registern des NIH, der britischen UK Stem Cell Bank oder der ISCF
(International Stem Cell Foundation) gegenwartig nicht zu finden.

2.3. Aktuelle Aspekte zur Forschung mit humanen embryonalen Stammzellen

Einleitend ist festzustellen, dass humane embryonale Stammzellen derzeit fir zwei
unterschiedliche Zwecke eingesetzt werden. Zum einen finden hES-Zellen zunehmend in
vergleichenden Studien mit pluripotenten Zellen aus alternativen Quellen Verwendung, da
sie den ,Goldstandard” fiir Fragen der Selbsterneuerung, Pluripotenz und Differenzierbarkeit
darstellen (s. auch 2.3.3). Zum anderen ist die Forschung an hES-Zellen jedoch weiterhin ein
eigenstandiges Forschungsgebiet. So werden hES-Zellen eingesetzt, um die menschliche
Embryonalentwicklung und die frihesten Differenzierungsschritte wahrend der Anlage der
unterschiedlichen Gewebearten weiter zu erforschen. Auch fir die Untersuchung der
bestimmenden Merkmale pluripotenter Zellen, die derzeit nur in Ansétzen verstanden sind,
ist die Verwendung von hES-Zellen unabdingbar (s. 2.3.3). Darliber hinaus sind hES-Zellen
auch zur Etablierung neuer Methoden haufig am besten geeignet, weil die Kultur- und
Differenzierungseigenschaften von induzierten pluripotenten Stammzellen zusatzlich von den
eingebrachten gentechnischen Veranderungen beeinflusst werden, was diesbezigliche
Analysen und Optimierungsbemihungen erschwert. So werden die meisten methodischen
Entwicklungen zum  Gentransfer (s. 2.3.4) oder zur Optimierung von
Differenzierungsprotokollen gegenwartig Uberwiegend an hES-Zellen erarbeitet und sollen
dann teils auf andere Formen pluripotenter Stammzellen Ubertragen werden.

Im Folgenden sind einige wichtige Bereiche der Forschung an hES-Zellen dargestellt.

2.3.1. Unterschiede zwischen hES-Zelllinien

Wie im vorangegangenen dritten Stammzellbericht bereits dargestellt wurde, scheinen sich
verschiedene hES-Zelllinien in ihren Differenzierungseigenschaften deutlich zu
unterscheiden. In einer Studie mit 17 hES-Zelllinien (HUES1-17), die 2004 unter
Verwendung des gleichen Verfahrens an der Harvard-Universitat generiert wurden, lieBen
sich groBe Unterschiede hinsichtlich des jeweiligen Differenzierungspotentials beobachten
[Osafune et al., 2008]. Die Untersuchung der Frage, welche molekularen Mechanismen daftir
verantwortlich gemacht werden kdnnen, wird gegenwartig ausgeweitet. Bereits im Vorfeld
gab es Hinweise, dass hier vor allem Unterschiede in der Steuerung der Aktivitat von Genen
eine Rolle spielen, die entweder durch Unterschiede in der genetischen Information (DNA-
Sequenz) selbst zustande kommen oder durch andere Modifikationen der DNA-Molekdle,
welche die Starke der Gen-Aktivitdt beeinflussen (epigenetische Regulation): Unter
Federfuhrung der International Stem Cell Initiative (ISCI) wurden Daten zu 46 verschiedenen
Linien erhoben, die zum Teil in unterschiedlichen Laboren kultiviert wurden, und es lieBen
sich, wie im 3. Stammzellbericht bereits dargestellt, hinsichtlich des Musters der Genaktivitat
(Genexpressionsprofile) aber auch der epigenetischen Regulation deutliche Unterschiede
feststellen [Andrews et al., 2007]. Dies trifft insbesondere auf die Gene zu, die
normalerweise nur vom miutterlichen beziehungsweise nur vom vaterlichen Chromosom
(Allel) abgelesen werden. lllustrativ ist die Inaktivierung des zweiten X-Chromosoms in
weiblichen hES-Zellen. ErwartungsgemaB sollten in weiblichen hES-Zellen beide X-
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Chromosomen ,aktiv* sein. Dies ist allerdings nur in 18 von 31 in den von Andrews et al.
untersuchten Proben der Fall und in den verbleibenden 13 hES-Zelllinien zeigt sich eine
Inaktivierung eines der beiden X-Chromosomen, wie sie flr weiter differenzierte Zellen
typisch ware. Interessanterweise scheinen diese Diskrepanzen auch innerhalb vermeintlich
,gleicher® hES-Zelllinien aufzutreten, die in unterschiedlichen Laboren mit unterschiedlichen
Bedingungen kultiviert wurden.

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

Bereits vor dem Berichtszeitraum legten vergleichende Untersuchungen mit murinen
Stammezelllinien — also Stammzelllinien von Mausen - nahe, dass humane ES-Zellen sich
von murinen ES-Zellen deutlich unterscheiden und in einigen Merkmalen eher murinen
Stammzellen &hneln, die aus einem spateren entwicklungsbiologischen Stadium, dem
Epiblasten, abgeleitet wurden [Brons et al., 2007]. Dies gilt zum Beispiel fir die oben
beschriebene Inaktivierung eines X-Chromosoms in vielen weiblichen hES-Zellen, wie sie
auch in murinen Epiblast-Zellen, nicht aber in murinen ES-Zellen beobachtet wird. Die initiale
Schlussfolgerung, dass humane ES-Zelllinien also eher murinen Epiblaststammzellen
gleichzusetzen waren, ist heute der Erkenntnis gewichen, dass es zwar mehr
Gemeinsamkeiten zwischen humanen ES-Zellen und murinen Epiblaststammzellen als
zwischen humanen ES- und murinen ES-Zellen gibt, sich dennoch deutliche Unterschiede
festmachen lassen, unter anderem in den fir die Selbsterneuerung relevanten Signalwegen
[Greber et al., 2010]. Da zwischenzeitlich aber gezeigt werden konnte, dass murine
Epiblaststammzellen durch veranderte Zellkulturbedingungen wieder auf das Niveau —
entwicklungsbiologisch friiherer — embryonaler Stammzellen zurlick gebracht werden kénnen
[Bao et al.,, 2009] bekommt die Forschung hinsichtlich optimierter Zellkulturbedingungen
auch far humane ES-Zellen neue Bedeutung. Wegweisend sind zum Einen die Erkenntnisse
von Austin Smith (Cambridge, UK) zur Definition von Zellkulturbedingungen, die mittels
Hemmung zweier Signalkaskaden die Pluripotenz von Stammzellen stabilisieren [Ying et al.,
2008]. Zum Anderen scheint auch die Kultivierung unter reduziertem Luft-Sauerstoffgehalt,
wie er physiologischerweise in den Geweben des Kérpers ware, die Pluripotenz und
Stabilitat von hES-Zellen zu unterstitzen [Forsyth et al., 2008].

2.3.3. Bestimmende Merkmale pluripotenter Stammzellen

Die im vorangegangenen Kapitel beschriebenen Erkenntnisse fliihren dazu, dass Epigenetik
und Expressionsmuster von hES-Zellen intensiv mit anderen Stammzellen wie den
induzierten pluripotenten Stammzellen (iPS-Zellen) verglichen werden. Gegenwartig sind
lediglich in Bezug auf die Aktivitat bestimmter Gene Unterschiede zwischen humanen iPS-
und ES-Zellen beschrieben [Chin et al., 2009; Doi et al., 2009]. Eine Aussage welche dieser
Unterschiede in Hinblick auf die molekularen Mechanismen fir die Pluripotenz und das
Differenzierungspotential relevant sind, lasst sich jedoch mit dem gegenwartigen Wissen
noch nicht treffen. Die Aufklarung dieser Fragen hat aber besondere Bedeutung, weil im
Gegensatz zu murinen ES-Zellen das volle entwicklungsbiologische Potential (die
Pluripotenz) von hES-Zellen nicht durch Injektion in Blastozysten (Chimé&ren-Modelle)
untersucht werden kann. Somit ist eine Weiterentwicklung der molekularen
Charakterisierung von humanen Stammzelllinien essentiell, um geeignete Marker zu
definieren, die vollstdndig pluripotente Stammzellen von nur teilweise reprogrammierten
Zellen oder bereits differenzierten Zelllinien unterscheiden kénnen. Dieses Wissen wiederum
ist von entscheidender Bedeutung fiir eine Standardisierung von Differenzierungs-
Protokollen, um mit verschiedenen Ausgangszellen vergleichbare Differenzierungsstadien zu
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erhalten. Dies ist letztlich eine der Grundvoraussetzungen, um aussagekréftige Resultate im
Bereich der stammzellbasierten Medikamententestung zu ermdglichen oder sichere
stammzellbasierte Zell- bzw. Gewebeersatztherapien zu entwickeln. Letztlich sind
entsprechende Kenntnisse zudem eine entscheidende Voraussetzung, um die Gite
alternativer Quellen pluripotenter Stammzellen charakterisieren zu kénnen.

2.3.4. Verfahren zur gezielten gentechnischen Modifikation embryonaler Stammzellen

Das Einbringen fremder Gensequenzen in humane embryonale Stammzellen ist fur
unterschiedliche Fragestellungen und Anwendungen von Bedeutung. So ist die stabile
Integration von Reporter- Konstrukten in das Stammzellgenom entscheidend fir die Klérung
grundlegender entwicklungsbiologischer Fragestellungen. Zum Beispiel kénnen durch
gezieltes An- und Ausschalten bestimmter zu testender Gene (,gain of function®, ,loss of
function®) das Zusammenspiel dieser Gene und deren Regulationsmechanismen wahrend
friher Phasen der Embryonalentwicklung analysiert werden. Konkret lasst sich somit
beispielsweise die Notwendigkeit eines bestimmten Faktors fur die Bildung gemeinsamer
Vorlauferzellen aller Nervenzellen untersuchen. Dartber hinaus sind humane ES-Zellen mit
integrierten Reporter- und Selektionsmarkern auch wichtige Hilfsmittel fur die Entwicklung
pharma- / toxikologischer Testsysteme sowie fiir die Optimierung von verbesserten Kultur-
und Differenzierungstechniken oder die ldentifikation z.B. neuer Differenzierungsfaktoren.
Weiterhin kénnten gezielte genetische Modifikationen zuklnftig auch fir potentielle klinische
Anwendungen von Stammzellderivaten von sicherheitsrelevantem Nutzen sein. So werden
gegenwartig Verfahren entwickelt, um einmal transplantierte Zellen durch Aktivierung eines
kinstlichen Stoffwechselsystems absterben zu lassen. Dies kdnnte beispielsweise zum
Einsatz kommen, falls eine unerwilnschte Entstehung von Teratomen (Mischtumoren, die
aus verschiedenen Gewebetypen bestehen) beobachtet wird oder transplantierte Zellen bei
einer spateren Fehlfunktion wieder entfernt werden sollen.

Seit der erstmaligen Beschreibung humaner ES-Zellen in 1998 qilt es als schwierig, diese
Zellen gentechnisch zu veradndern. Anders als in ES-Zellen der Maus waren nicht-virale
Methoden zur Einbringung fremden genetischen Materials in Zellen (Transfektionsmethoden)
in diesen Zellen bislang ausgesprochen ineffizient und einzig der Einsatz verschiedener
Viren als Transportvehikel (Vektor) erlaubte eine effiziente genetische Manipulation [Ma et
al., 2003]. Leider zeigte sich in den vergangenen Jahren jedoch, dass der Nutzen stabil
gentechnisch verénderter ES-Zelllinien (insbesondere nach Verwendung von so genannten
Lentiviren als Vektoren) durch die Inaktivierung (so genanntes ,Silencing“) der Ubertragenen
fremden Gensequenz (Transgen) in ES-Zellen betrachtlich eingeschrankt wird [Xia et al.,
2007]. Dies ist wohl darauf zurlck zu flhren, dass menschliche Zellen evolutionar
Mechanismen entwickelt haben, um von Viren eingebrachte DNA-Sequenzen recht effizient
auszuschalten. Wéhrend des Berichtzeitraums wurden allerdings neue
Transfektionsprotokolle etabliert, welche nun auch eine effiziente, nicht-virale genetische
Manipulation humaner ES-Zellen mit Transfektionsraten von ca. 50% (statt der bislang
Ublichen ca. 5 %) erlauben [Schwanke et al., 2010]. Damit ist nun die dauerhafte
gentechnische Veranderung humaner ES-Zelllinien in der Zellkultur effizient und stabil
maoglich.

Allerdings fihren all diese klassischen Gentransfer-Methoden zu einer zufélligen Integration
des Transgens in das genetische Material (Genom) der Wirtszelle. Dies hat zum einen den
Nachteil, dass die Aktivitdt des Transgens stark abhangig vom Integrationsort ist. Zum
anderen besteht das Risiko, dass das eingefligte Transgen zur Aktivierung benachbarter
Krebsgene (Onkogene) und damit zur Entstehung von Tumorzellen flhren kann. Zumindest
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im Hinblick auf die klinische Verwendung von Stammzellderivaten ist dies problematisch. In
jungerer Vergangenheit konnten nun auch diesbezlglich Lésungsansatze entwickelt und in
hES-Zellen umgesetzt werden. So konnte eine gezielte Transgen—Insertion an bestimmten
Orten des humanen Genoms erreicht werden, welche als unbedenklich bekannt sind (so
genannte ,safe harbor sites®) [Irion et al., 2007]. Basierend auf zelleigenen Mechanismen zur
DNA-Modifikation lassen sich durch einen spontanen Austausch ann&hernd gleicher DNA-
Sequenzen (homologe Rekombination) gezielt einzelne Modifikationen in die DNA einfligen.
In hES-Zellen ist diese Technik allein relativ ineffizient [Ruby and Zheng, 2009], kann aber
durch eine weitere molekularbiologische Technik zur absichtlichen Erzeugung von DNA-
Briichen (Zinkfinger-Nuklease-Technologie, [Cathomen and Joung, 2008]) effizient gesteigert
werden, so dass kirzlich die gezielte Modifikation von humanen pluripotenten Stammzellen
mit dieser Technik beschrieben wurde [Hockemeyer et al., 2009; Zou et al., 2009]. Zuklnftig
sollte es mit dieser Methode erreichbar sein, Gendefekte in pluripotenten Stammzellen ganz
gezielt zu korrigieren, um beispielsweise den Effekt eines Gens auf eine bestimmte
Krankheits-Ursache in vitro (also in Zellkultur-Tests) untersuchen zu kénnen.

Gegenwartig kommen vorrangig hES-Zellen als Ausgangsmaterial fir Untersuchungen
dieser Art in Frage. lhre Eigenschaften sind weit genug erforscht. An ihnen kénnen deshalb
schadigende Effekte erkannt oder sicher ausgeschlossen werden, die durch gentechnische
Manipulation entstehen kénnten. Bis zum Beispiel humane iPS-Zellen als Ersatz in Frage
kommen, muss erst festgestellt werden, ob diese tatsachlich hES Zellen ahnlich genug sind
(siehe 2.4.5). Sollte sich dies bestatigen, werden sicherlich mittelfristig auch iPS-Zellen
genutzt werden kénnen, z.B. um krankheitsspezifische Gendefekte zu korrigieren (siehe
auch hierzu 2.4.5).

2.4. ErschlieBung neuer Quellen menschlicher Stammzellen

Die in den vorangegangenen Erfahrungsberichten bereits beschriebenen weltweiten
Anstrengungen, alternative Quellen zur Gewinnung pluripotenter humaner Stammzellen zu
erschlieBen, wurden im Berichtszeitraum ausgeweitet. Ziel ist es, die Verwendung
lebensfahiger menschlicher Embryonen oder totipotenter Zellen zu vermeiden, die sich unter
geeigneten Bedingungen zu einem Individuum entwickeln kénnen.

2.4.1. Gewinnung humaner embryonaler Stammzellen aus Blastomer-Biopsien

In friheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass aus einzelnen Blastomeren des 8-Zell-
Embryos pluripotente Stammzelllinien generiert werden konnten. Allerdings wurde dabei
nicht gezielt eine Blastomere enthommen, wie es technisch durchaus mdglich ist und im
Rahmen der Pra-Implantations-Diagnostik im Ausland eingesetzt wird, sondern es wurde der
gesamte Embryo ,des-integriert* und fir die Ableitung der Zellen eingesetzt [2.
Stammzellbericht; Klimanskaya et al., 2006]. Ahnlich wurden in einer weiteren Arbeit alle vier
Blastomere eines 4-Zell-Embryos verwendet, um embryonale Stammzellen abzuleiten
[Geens et al., 2009]. Zwischenzeitlich scheint es aber dem Team um Robert Lanza in der
kalifornischen Firma Advanced Cell Technology (Worcester, MA, USA) gelungen zu sein,
aus humanen Embryonen im 8-Zellstadium einzelne Blastomere mittels Biopsie so zu
entnehmen und embryonale Stammzellen abzuleiten [Chung et al., 2008], dass ca. 80 % der
biopsierten Ursprungsembryos sich bis zum Blastozystenstadium weiter entwickeln konnten.
Diese Studie lieB allerdings einige fir die Beurteilung des Verfahrens wichtige Fragen
unbeantwortet; beispielsweise mit welchem Risiko eine Schadigung des Embryos zu
beflirchten ist oder ob alle Einzel-Blastomere das gleiche Potential besitzen bzw. mit welcher
Wahrscheinlichkeit eine fir die Stammzellableitung geeignete Blastomere zuféllig
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Verwendung findet. Letztlich bleibt zusammen zu fassen, dass dieses Verfahren bisher keine
nennenswerte Verbreitung gefunden hat und weitere neuere wissenschaftliche Daten nicht
zur Verfigung stehen. Entsprechende Untersuchungen und Verfahren an menschlichen
Zellen waren in Deutschland nach dem Embryonenschutzgesetz verboten.

2.4.2. Kerntransfer-Verfahren

Eine Mdglichkeit, passende Zellen fir einen bestimmten Patienten herzustellen, die bei einer
Transplantation von dessen Immunsystem nicht abgestoBen wirden (autologe Zellen), ist
die Erzeugung von Zellen mit gleichem Erbmaterial durch den gezielten Transfer eines
Zellkerns aus einer Kérperzelle (somatischen Zelle) in eine “entkernte” Eizelle (somatic cell
nuclear transfer, SCNT oder NT). Diese Technik wird seit einigen Jahren zur Erschaffung
von tierischen ES-Zellen genutzt, die das gleiche Erbmaterial wie der Spenderorganismus
haben (,Klonen®). In Deutschland sind solche Arbeiten an humanen Zellen nach dem
Embryonenschutzgesetz als nicht zulassig anzusehen.

Im November des Jahres 2007 konnte eine Gruppe aus Oregon (USA) erstmals zeigen, dass
dieses Verfahren mit Zellen von nichtmenschlichen Primaten (Makaken) erfolgreich
durchfihrbar ist [Byrne et al., 2007].

Anfang des Jahres 2008 wurde erstmals gezeigt, dass Embryonalstadien bis zur
Blastozyste nach Transfer der Kerne humaner Bindegewebszellen (Fibroblasten) in
entkernte humane Eizellen generiert werden kénnen [French et al., 2008]. Ein Jahr spater
verdffentlichte eine chinesische Arbeitsgruppe vom Shandong Research Center of Stem Cell
Engineering eine effizientere Methode zur Entkernung von Zellen (Enukleation), mit deren
Hilfe humane Kerntransfer-Embryonen bis zum Blastozystenstadium generiert werden
konnten [Li et al., 2009]. Letztlich wurde aber in keiner der beiden Publikationen
beschrieben, ob sich aus diesen ,Klon*-Blastozysten tatséchlich embryonale Stammzellen
ableiten lassen.

Eine wesentliche Limitation der Generierung patientenspezifischer Stammzellen mittels
Kerntransfer stellt die Verfligbarkeit von Spendereizellen dar. Es gibt jedoch Uberlegungen,
nicht humane Eizellen, sondern Eizellen von Tieren flir den Kerntransfer einzusetzen. Bereits
im Jahre 2003 hatte eine chinesisch-amerikanische Arbeitsgruppe angeblich erfolgreiche
Experimente mit Kaninchen-Eizellen publiziert. Diese Arbeiten konnten jedoch
zwischenzeitlich nicht unabhangig reproduziert werden. Aufsehen erregte im Frihjahr 2007
der Antrag eines britischen Forscherteams, fir den Kerntransfer humaner Spenderkerne
auch Eizellen von Kuhen einzusetzen (http://www.hfea.gov.uk/474.html). Dieser Antrag
fihrte zu einer breiten 6ffentlichen Debatte in GroBbritannien und im Ausland und mindete
letztlich 2008 in der Erteilung einer Lizenz durch die HFEA (Human fertilisation and
embryology authority), in welcher die Verwendung tierischer Eizellen fir humane
Kerntransferexperimente ermdglicht wurde.

Eine neuere Arbeit widerspricht sogar dem Konzept, dass eine normale Entwicklung nach
einem Kerntransfer mdglich ist, wenn Eizelle und Zellkern von unterschiedlen Spezies
stammen. Nach Transfer von Kernen menschlicher Koérperzellen in entkernte humane
Eizellen, sowie Rinder- und Kaninchen-Eizellen entstanden Entitaten, die auf den ersten
Blick einem frihen Embryo &hneln. Genauere Untersuchungen ergaben aber, dass nur die
Gen-Expressions-Profile derjenigen Entitdten denen normaler Embryonen &hnelten, die aus
Kerntransfer in humane Eizellhillen hervorgegangen waren. Nach Ubertragung in Rinder-
oder Kaninchen-Eizell-Hlullen wurden Embryoblasten-spezifische Gene nicht aktiviert, es
fand also keine entsprechende Reprogrammierung des lbertragenen Zellkerns statt. [Chung
et al., 2009]. Deshalb und nicht zuletzt weil, wie unter 2.4.3 ausgefihrt wird, zwischenzeitlich
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neuere Methoden zur Reprogrammierung somatischer Zellen zur Verflgung stehen, werden
- nach Auskunft eines der beteiligten Forscher (Stephen Minger) - die urspriinglich von den
britischen Arbeitsgruppen geplanten und im 3. Stammzellbericht erwahnten Arbeiten in
keinem Labor weiter verfolgt.

2.4.3. Gewinnung von Stammzellen ausgehend von Keimzellen und deren
Vorlauferzellen

Wahrend der normalen Embryonal- beziehungsweise Foétalentwicklung wandern die
Vorlauferzellen der spateren Ei- bzw. Spermienzellen (Primordiale Keimzellen) aus einer
Region des Dottersacks in die Keimleiste, wo sie spater in den Gonaden (Eierstock bzw.
Hoden) weiter ausreifen. Wenn diese Zellen jedoch wéahrend ihrer Wanderung durch
unbekannte Faktoren aufgehalten werden, kdénnen sie sich zu einem spateren Zeitpunkt
spontan vermehren und zu Teratomen flhren. Primordiale Keimzellen scheinen demnach die
Fahigkeit zu besitzen, sich spontan in pluripotente Stammzellen umzuwandeln. Werden
fotale Primordiale Keimzellen gezielt isoliert und mit Hilfe geeigneter Zellkulturbedingungen
kultiviert, lassen sich aus ihnen pluripotente Zelllinien etablieren, die im wissenschaftlichen
Sprachgebrauch semantisch nicht ganz korrekt ,embryonic germ cells* (EG-Zellen) genannt
werden. Diese Zellen lieBen sich bisher allerdings nicht so stabil wie humane embryonale
Stammzellen kultivieren [Turnpenny et al., 2006], so dass EG-Zellen gegenwartig keine
nennenswerte Verbreitung in der internationalen Forschung finden. Allerdings zeigt die
prinzipielle Verflgbarkeit solcher Zellen, dass sich Keimzellen unter geeigneten
Bedingungen ohne genetische Manipulationen zu pluripotenten Stammzellen umwandeln
lassen. Wie bereits im dritten Stammzellbericht dargelegt, konnte gezeigt werden, dass sich
auch aus dem Hodengewebe erwachsener Mause noch pluripotente Stammzelllinien
generieren lassen. Dabei sind wohl die eigentlich ,unipotenten® spermatogonialen
Stammzellen (Vorlduferzellen von Spermien) diejenigen Zellen, welche sich unter geeigneten
Zellkultur-Bedingungen spontan in pluripotente Stammzellen umwandeln lassen [Ko et al.,
2009]. Kurzlich wurden weitere Optimierungen zur Generierung dieser Zellen veréffentlicht
[Guan et al., 2009]. Im Berichtszeitraum wurden diese Erkenntnisse auf menschliche Zellen
Ubertragen und erstmals aus humanen Hoden abgeleitete Stammzellen als pluripotent
beschrieben [Conrad et al., 2008; Gallicano et al., 2009; Golestaneh et al., 2009]. Diese
Ergebnisse konnten allerdings in anderen Stammzelllaboren bisher nicht reproduziert
werden und sind daher noch umstritten. Da sich weibliche Keimzellen vor allem dadurch von
mannlichen unterscheiden, dass sie bereits vor der Geburt reifen, lassen sich aus den
Eierstocken weiblicher Organismen keine Stammzelllinien ableiten. Wie im dritten
Stammzellbericht bereits ausgefihrt wurde, lassen sich allerdings reife Eizellen
,parthenogenetisch* aktivieren, so dass sich der bei der vorherigen Reifeteilung
abgeschnirte Chromosomensatz (das Polkérperchen) wieder mit dem Eizell-
Chromosomensatz vereint und eine Entitat entsteht, die sich zunachst wie eine befruchtete
Eizelle weiter entwickeln kann, jedoch nicht voll entwicklungsfahig ist. Im Berichtszeitraum
hat die Gruppe um Jose Cibelli, der als Pionier der Forschung an parthenogenetischen
embryonalen Stammzellen angesehen werden kann, humane pluripotente Stammzelllinien
aus parthenogenetisch aktivierten humanen Eizellen beschrieben [de Fried et al., 2008] und
erhartete damit Daten einer chinesischen und einer russischen Arbeitsgruppe, die Ahnliches
zuvor weniger konklusiv publiziert hatten.

Far das Differenzierungsverhalten von aus Keimzellen abgeleiteten Stammzellen spielen ihre
Keimzell-spezifischen Besonderheiten nur eine untergeordnete Rolle, sodass sich die mit
ES-Zellen etablierten Differenzierungsprotokolle auch auf diese Keimzell-abgeleiteten
pluripotenten Stammzellen Ubertragen lassen.
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Obwohl die beschriebenen Verfahren zur Ableitung von Stammzelllinien aus menschlichen
Eizellen die Mdglichkeit bieten kénnten, ohne Embryonenverbrauch immun-kompatible
Zellen far zukUnftige Therapien zur Verfigung zu stellen, ist das Konzept aber bisher kaum
weiter verfolgt worden. Griinde hierflr sind vor allem Erfolge mit induzierten pluripotenten
Stammzellen und ethische und medizinische Probleme mit Eizell-Spenden.

Verschiedene  Arbeitsgruppen in  Deutschland  beleuchten  gegenwartig  das
Differenzierungspotential aus Maus — Keimzellen abgeleiteter pluripotenter Stammzellen im
Hinblick auf Differenzierung zu Nervenzellen [Dinger et al., 2008; Streckfuss-Bomeke et al.,
2009], zu Herzmuskelzellen [Guan et al., 2007] und Leberzell-Differenzierung [Loya et al.,
2009].

2.4.4. Fotale Stammzellen

Fotale Stammzellen kénnen entweder nach erfolgten Schwangerschaftsabbriichen direkt aus
Foten, oder im Rahmen einer Chorionbiopsie bzw. Amniozenthese aus dem Amnion
beziehungsweise Chorion (die den Fo6tus umgebenden Hillen) gewonnen werden.
Stammzellen aus Aminon oder Chorion scheinen sich in  verschiedene
Entwicklungsrichtungen differenzieren zu lassen und werden teilweise als Alternative zu
embryonalen Stammzellen diskutiert. Berichte, welche die Pluripotenz solcher Zellen zu
belegen scheinen sind, wie bereits im dritten Stammzellbericht dargelegt, jedoch nach wie
vor wissenschaftlich sehr umstritten und konnten auch wéahrend dieser Berichtsperiode nicht
erhartet werden.

Aufgrund ihres friihen entwicklungsbiologischen Zustands besitzen fétale Zellen eine héhere
Teilungsfahigkeit als reife, adulte Zellen und lassen sich zumeist effizienter in Gewebe
transplantieren. Aus diesen Grunden ist in den letzten Jahren auch die Transplantation von
(stammzellhaltigen) Zellpraparationen, die aus Féten isoliert werden kénnen, in Erwagung
gezogen und in wenigen Féllen auch klinisch durchgefihrt worden.

Nachdem es in den letzten Jahren bereits erfolgreiche klinische Studien zur Transplantation
fotaler Zellen fUr die Therapie der Parkinson-Erkrankung gegeben hatte [Mendez et al.,
2008], wurden im Berichtszeitraum weltweit weitere klinische Studien genehmigt. So hat die
US Firma ,Neuralstem® von der FDA die Erlaubnis erhalten, fétale Stammzellen des
Nervensystems (neurale Stammzellen) in Patienten mit amyotropher Lateralsklerose zu
testen. Die Firma ReNeuron bekam in GroBbritannien die Zulassung fir eine klinische Studie
an Schlaganfall-Patienten mit genetisch modifizierten, fétalen neuralen Stammzellen.
StemCells Inc. erhielt die Erlaubnis fir eine Phase | Studie mit neuralen fétalen Stammzellen
bei Pelizaeus-Merzbacher Disease, einer neurodegenerativen Erkrankung bei Kindern.
AuBerdem sollen fétale Zellen auch (wieder) zur Therapie der Parkinsonschen Erkrankung
eingesetzt werden [Isacson, 2009].

Solche Therapien eréffnen die Méglichkeit zur Therapie bisher unheilbarer Krankheiten, sind
jedoch nicht ohne Risiken. Die méglichen Auswirkungen einer Behandlung (insbesondere
unter schlecht validierten und kontrollierten Bedingungen) wurden kirzlich offenbar, als bei
einem Patienten mit Louis-Bar-Syndrom nach Transplantation fétaler Zellen Hirntumoren
auftraten [Amariglio et al., 2009].
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2.4.5. Reprogrammierung von Koérperzellen

Die Reprogrammierung (Umwandlung) adulter humaner Kérperzellen in pluripotente, ES-
artige Stammzellen wurde erstmals 2006 und 2007 von S. Yamanaka an Hautzellen gezeigt.
Anfangs war die zugrundeliegende Technologie ineffizient und auf Hautzellen beschranki.
Die urspringlich verwendete Technologie wéare bei einer klinischen Anwendung mit dem
Risiko behaftet, dass bei der Reprogrammierung Tumorzellen entstehen. Dies liegt zum
einen daran, dass ins Genom integrierende Viren (so genannte y-Retroviren oder Lentiviren)
als Transportvehikel verwendet werden, um die notwendigen Faktoren in die Zelle
einzubringen (siehe auch Kap. 2.3.4), wodurch unvorhersehbare Veranderungen der
Genaktivitat entstehen kénnen. Zum anderen werden potentiell krebserzeugende Faktoren
wie cMYC oder KLF4 in die Zelle eingeschleust.

Im Berichtszeitraum konnten jedoch zum Teil erhebliche Fortschritte erzielt werden: Dies
betrifft sowohl Erkenntnisse Uber die zu Grunde liegenden Mechanismen als auch
technische Aspekte der Reprogrammierung. So ist unterdessen deutlich geworden, dass
insbesondere in der initialen Phase der Reprogrammierung die Regulation des Zellzyklus
eine entscheidende Rolle spielt [Utikal et al., 2009]. Eine zentrale Regulationsrolle wird hier
anscheinend von einem aus der Krebsforschung bekannten Protein (dem Tumorsuppressor
,p53“) wahrgenommen, was einmal mehr verdeutlicht wie eng verknlpft die Mechanismen
von Krebsentstehung und Reprogrammierung sind [Kawamura et al., 2009]. Andererseits
kristallisierte sich das Pluripotenz-Gen OCT4 als entscheidender Faktor der
Reprogrammierung heraus. Dementsprechend konnte die Zahl der notwendigen
Reprogrammierungsfaktoren abhangig vom verwendeten Zelltyp bis auf diesen einen Faktor
reduziert werden [Kim et al., 2009b]. Neben der Verwendung besonders geeigneter
Zelltypen gelang dies auch durch Einsatz definierter chemischer Substanzen [Shi et al.,
2008a; Shi et al., 2008b]. Solche ,niedermolekularen Substanzen“ (small molecules)
erméglichten darlber hinaus auch die Entwicklung eines 200-fach effizienteren
Reprogrammierungsprotokolls [Lin et al., 2009]. Wahrend anfangs 1 iPS-Zelle pro 10.000
Ausgangszellen reprogrammiert wurde, gelingt dies bei Standardbedingungen unter
Verwendung dieser Substanzen nun bei bis zu 200 iPS-Zellen.

Mittlerweile stehen eine Reihe unterschiedlicher Technologien zu Verflgung, bei denen
keine in das Genom inserierenden und damit potentiell Tumor-auslésenden (onkogenen)
Vektoren fur das Einbringen der Reprogrammierungsfaktoren mehr verwendet werden
mussen [Fusaki et al., 2009; Jia et al., 2010; Kim et al., 2009a; Okita et al., 2008; Stadtfeld et
al.,, 2008; Yu et al., 2009; Zhou et al.,, 2009]. Zum Einen wurden verschiedene nicht-
integrierende Vektoren verwendet, bei denen die neu eingebrachte genetische Information
nach der Reprogrammierung verloren geht. Zum anderen wurden die
Reprogrammierungsfaktoren direkt als Protein oder als fertige Boten-RNA-Sequenzen, die
nur noch in die Proteine umgewandelt werden missen, in die zu reprogrammierenden Zellen
eingeschleust, womit nach der Reprogrammierung ebenfalls keine dauerhaften genetischen
Anderungen in den Zellen verursacht werden. AuBerdem wurden weitere Molekile (Z. B.
sog. Mikro-RNAs) identifiziert, welche die Reprogrammierungseffizienz deutlich erh6hen und
in der Lage sind, einzelne Reprogrammierungsfaktoren zu ersetzen [Judson et al., 2009].

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass nicht nur humane Hautfibroblasten
(Bindegewebszellen der Haut), sondern auch eine ganze Reihe verschiedener Zelltypen,
darunter solche mit hoher klinischer Relevanz, wie Zellen des Nabelschnurblutes oder
Haarzellen, reprogrammierbar sind [Aasen et al., 2008; Giorgetti et al.; Haase et al., 2009].
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Interessant wird es in diesem Zusammenhang sein, zu untersuchen, ob iPS-Zellen aus
Patienten fortgeschrittenen Alters die gleiche Qualitat aufweisen wie iPS-Zellen, die aus
jungen Zellquellen wie Nabelschnurblut generiert wurden. Basierend auf den
Beobachtungen, dass sich wahrend des Lebens Fehler (Mutationen) im Erbgut von
Kdérperzellen anhaufen, gilt es als wahrscheinlich, dass eine erhdhte Zahl von Mutationen in
iPS-Derivaten alterer Spender vorliegen dirfte. Diese Anhaufung von Mutationen gilt als
einer der entscheidenden Grunde fur altersbedingte Krebserkrankungen und
Funktionsverlust von Organen und kdénnte zu einer erhdhten Entartungsfrequenz und zu
einer verminderten Funktionalitat von iPS-Derivaten flhren.

Obwohl insbesondere die nicht-viralen Reprogrammierungs-Protokolle noch deutlich
optimiert werden mdissen, um Effizienzen von wenigstens 10 iPS-Zellen pro 10.000
Ausgangszellen zu liefern, hat sich die Induktion pluripotenter Stammzellen mittlerweile zu
einer Standardtechnologie entwickelt, die in vielen Laboren weltweit durchgefihrt wird. Im
Gegensatz zur Kerntransfertechnologie scheint das Herstellen von iPS-Zellen prinzipiell
automatisierbar, weswegen die Aspektie der Effizienzsteigerung fur eine standardisierte
automatisierte Herstellung von besonderem Interesse sind.

Waéhrend die Reprogrammierung muriner Zellen recht leicht zu etablieren und auch in relativ
vielen deutschen Laboren verflgbar ist, ist die erfolgreiche Reprogrammierung humaner
Zellen stark abhangig von einer ausgedehnten Expertise in der Kultur humaner embryonaler
Stammzellen. Da derartige Erfahrungen hierzulande nur in einer sehr begrenzten Zahl von
Arbeitsgruppen verflgbar ist, konnten im Berichtszeitraum auch nur von wenigen deutschen
Laboren Arbeiten mit humanen iPS-Zellen publiziert werden [Haase et al., 2009; Kim et al.,
2009b].

Unklar ist derzeit noch, ob humane iPS-Zellen tatséchlich wie erhofft nahezu identisch mit
humanen, embryonalen Stammzellen sind. Fir andere Spezies lasst sich dies relativ einfach
testen. Beispielsweise fir iPS-Zellen der Maus konnte durch einen Pluripotenztest
(tetraploide Embryo-Komplementierung), zweifelsfrei gezeigt werden, dass sich bei einer
Aggregation von murinen iPS- Zellen mit depotenzierten Mausembryonen ein kompletter
Organismus mit dem Erbgut der murinen iPS- Zellen entwickeln kann, d.h., dass die murinen
iPS-Zellen tatséchlich pluripotent sind [Boland et al., 2009; Zhao et al., 2009b]. Aufgrund von
entwicklungsbiologischen Unterschieden lassen diese Ergebnisse jedoch nur bedingt
Rackschlisse auf humane Zellen zu. Darlber hinaus sind die genannten Methoden fir
humane Zellen nicht anwendbar. Deshalb kann das Entwicklungspotential menschlicher
Stammzellen nur indirekt mit weniger aussagekraftigen Tests untersucht werden. Da noch
nicht vollstdndig verstanden ist, welche Faktoren fir Selbsterneuerung und
Entwicklungspotential einer Zelle entscheidend sind, sind weitere Untersuchungen zur
molekularen Charakterisierung verschiedener Typen von Stammzellen unabdingbar (siehe
auch 2.3.3).

Wahrend viele humane iPS-Zelllinien sowohl in Bezug auf ihre Genexpression als auch im
Hinblick auf Kulturverhalten und Differenzierungscharakteristik kaum von humanen
embryonalen Stammzellen zu unterscheiden sind, sind allerdings anscheinend nicht alle als
induzierte pluripotente Stammzellen bezeichneten Zelllinien voll reprogrammiert. Zum einen
scheint die vollstandige Entfernung bzw. das Neuanlegen epigenetischer Modifikationen des
genetischen Materials nicht immer ausreichend gut zu gelingen. Zum anderen mussen die
Reprogrammierungsfaktoren auch wieder effizient abgeschaltet werden. Werden die
Faktoren mittels Viren in die Zellen eingebracht, kann dies durch das oben beschriebene
spontane ,Silencing“ (siehe 2.3.2) geschehen, was in diesem Fall nach erfolgter
Reprogrammierung ein gewinschter Effekt ist.
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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 fiir den gewinschten Einsatz geeigneten iPS-Zelllinien zu
identifizieren.

Humane iPS-Zellen ermdglichen Forschungsansatze, welche unter Verwendung
embryonaler Stammzellen kaum mdglich gewesen wéaren. Zu nennen ist hier vor allem die
Generierung und Verwendung von iPS-Zellen aus Patienten mit erblichen Erkrankungen. Es
bestehen groBe Hoffnungen, dass patientenspezifische iPS-Zellen zukilinftig die Darstellung
komplexer Erkrankungen im Reagenzglas erlauben und damit wichtige Werkzeuge nicht nur
bei der Aufklarung von Krankheitsmechanismen, sondern auch bei der Entwicklung neuer
therapeutischer Strategien und Wirkstoffe darstellen werden [Nishikawa et al., 2008]. So
wurden bereits eine ganze Reihe von iPS-Linien von Patienten mit unterschiedlichen
Erkrankungen wie z.B. amyotropher Lateralsklerose [Dimos et al., 2008], Typ 1 Diabetes,
Parkinsonscher Erkrankung [Park et al., 2008] oder Spinaler Muskelatrophie [Ebert et al.,
2009] generiert und charakterisiert. Derartige Linien werden nun untersucht, um neue
Erkenntnisse zu den betreffenden Krankheiten zu gewinnen.

Ob iPS-Zellen tatsachlich generell genauso gut differenzieren wie ES-Zellen, muss erst noch
in umfangreichen, vergleichenden Studien gezeigt werden. Auch aus diesem Grund sind in
Zukunft weitere Arbeiten mit humanen ES-Zellen notwendig. Gerade durch die Erforschung
alternativer Zellen wird es vorerst eher zu einer Zunahme an Forschungsprojekten, in denen
hES-Zellen eingesetzt werden, kommen.

2.4.6. Transdifferenzierung

Der Begriff Transdifferenzierung bezeichnet die Differenzierung von (Stamm-)Zellen, die
bereits auf eine bestimmte Gewebeart festgelegt sind (Multipotenz) in andere Zelltypen
davon verschiedener Gewebe, ohne das Zwischenstadium pluripotenter Zellen zu
durchlaufen. Wéhrend der Embryonalentwicklung sind solche
Transdifferenzierungsvorgange natdrlicherweise bekannt, und scheinen auch bei
Erwachsenen bei der Bildung ,orts-fremden Gewebes, z.B. - von Magen-Epithel in der
Speiserdhre (Barret-Syndrom) als Antwort auf eine chronische Reflux-Krankheit, aufzutreten.

Versuche, das Phanomen der Transdifferenzierung klinisch zu nutzen, sind weitgehend
verfriiht. Viele verheiBungsvolle Berichte, die vor einigen Jahren beispielsweise zur
spontanen Transdifferenzierung von Knochenmarkszellen in Herzmuskelzellen nach einer
Transplantation publiziert worden waren, konnten molekular- und zellbiologisch nicht belegt
werden [Gruh and Martin, 2009], so dass Protagonisten der Internationalen Gesellschaft fur
Stammzellforschung (ISSCR) die zukiinftige Anwendung stammzellbasierter Therapien an
einen wissenschaftlichen Anforderungskatalog knipfen [Weissman, 2009].

In jungster Zeit erschienen jedoch erste Arbeiten, in denen die Genregulation der
Ausgangszellen gezielt durch das Einschleusen von Faktoren, welche spezifisch fir den
gewlnschten Zelltyp sind, verandert wurde. So konnten das Programm und damit die
Funktion der Ursprungszellen so umgewandelt werden, dass dabei der gewlinschte Zelltyp
entstand. Diese Arbeiten wurden insbesondere durch die Erkenntnisse zur Herstellung von
iPS-Zellen inspiriert, bei denen ebenfalls die Genregulation durch spezifische Faktoren
verandert wird. In vivo (also im lebenden Organismus) gelang es im Mausmodell, Zellen in
schlagende Herzmuskelzellen (Kardiomyozyten) umzuwandeln, wenn wahrend der fétalen
Entwicklung zwei entscheidende Faktoren zusétzlich eingeschleust werden [Takeuchi and
Bruneau, 2009]. Ahnliches wurde in adulten Mausen fir die Bauchspeicheldriise gezeigt,
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indem die Generierung von Insulin-produzierenden Zellen aus anderen Zelltypen der
Bauchspeicheldrise [Zhou et al., 2008] nach Zugabe dreier Faktoren induziert wurde.

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 (publiziert 2010 in Nature, [Vierbuchen et al., 2010]).

Ob sich die gezielte Transdifferenzierung als Forschungsbereich etablieren wird, bleibt
abzuwarten. Unklar ist zurzeit, inwieweit solche Arbeiten therapeutische Relevanz haben
kénnen, d.h. ob es sinnvoller ist, einen bendtigten Zelltyp Uber Transdifferenzierung
herzustellen, oder ob der Umweg Uber die Induktion pluripotenter Stammzellen und die
anschlieBende gezielte Differenzierung am Ende zielfihrender ist. Im Hinblick auf die fur die
meisten Zelltherapien bendtigten sehr groBen Zellmengen (geschatzt mehr als eine Billion
Herzmuskelzellen nach Herzinfarkt oder Insulin-produzierender Zellen bei Diabetes), wére
die Verwendung von Zellen, die aus gut vermehrbaren pluripotenten Stammzellen generiert
wurden, die gegenwartig genauer charakterisierte Option. In Analogie zu den Unterschieden,
die bei der Generierung induzierter pluripotenter Stammzellen in einzelnen Zelllinien
gesehen werden, ist aller Voraussicht nach davon auszugehen, dass die direkte
Transprogrammierung zu einer Mischung unterschiedlich weit transdifferenzierter Zellen
fuhrt. Andererseits wird die Tatsache, dass nach Transplantation transdifferenzierter Zellen
keine Teratombildung zu erwarten ist, als Vorteil derartiger Methoden angefihrt. Inwieweit in
solchen Zellpréparationen allerdings Veranderungen der Chromosomen auftreten und
entartete Zellen vorkommen, die zur Tumorbildung fihren kdnnen, ist bisher nicht detailliert
untersucht worden. [Takeuchi and Bruneau, 2009]

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

2.5.1. Weiterentwicklung von Differenzierungsprotokollen humaner pluripotenter
Stammzellen

Hinausgehend Uber den im letzten Bericht dargestellten Stand der Forschung gab es keine
grundlegend neuen Erkenntnisse im Bereich der gezielten Differenzierung humaner
pluripotenter Stammzellen. Allerdings gibt es in den unterschiedlichen Gebieten durchaus
Detailfortschritte, welche zu einer spezifischeren und effizienteren Differenzierung fUhrten.
Hervorzuheben sind hier vor allem verschiedene chemische Substanzen, die fir die gezielte
Differenzierung humaner embryonaler Stammzellen in verschiedene Zelltypen nitzlich sind.
Inspiriert durch die von S. Yamanaka 2006 eingefiihrte Anderung der Aktivitat verschiedener
Gene zu Reprogrammierungszwecken, wurden auch Kombinationen von verschiedenen
Proteinen mit Einfluss auf die Genaktivitat identifiziert, welche fir die gezielte und effiziente
Differenzierung in verschiedene Zelltypen genutzt werden kdnnen. Eingeteilt werden die
unterschiedlichen Zelltypen dabei nach Keimblattern, also den Zellschichten des Embryos,
aus denen sich spater die verschiedenen Gewebe entwickeln. Aus dem sogenannten
Ektoderm entstehen dabei Haut und Nervensystem, aus dem Mesoderm werden z.B.
Knochen, Muskulatur und BlutgefaBe 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)

Unverandert sind umfangreiche Forschungsaktivitditen im Bereich der neuroektodermalen
Differenzierung embryonaler Stammzellen zu verzeichnen. Auch wenn embryonale
Stammzellen meist vergleichsweise gut in Richtung neuroektodermaler Zelltypen
differenzieren, missen die bestehenden Differenzierungsprotokolle fir Neuronen
(Nervenzellen) und Begleitzellen kontinuierlich optimiert werden, damit die abgeleiteten
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Zellen als Ausgangsmaterial fir mogliche Therapien in Betracht kommen. Wie bei Zellen
anderer Keimblatter werden auch hier Verfahren zur spontanen Differenzierung mit
Kulturbedingungen zur gerichteten Differenzierung kombiniert. Unterdessen wurden
essentielle Signalwege identifiziert, welche eine hocheffiziente Differenzierung humaner ES-
Zellen in neurale Zelltypen erlauben [Chambers et al., 2009]. Auch in Deutschland wurden in
diesem Bereich Forschungsarbeiten durchgefiihrt [Koch et al., 2009].

Differenzierung von hES-Zellen in mesodermale Zellen

Ein weiterer Schwerpunkt der Arbeiten mit humanen embryonalen Stammzellen ist die
Etablierung und Optimierung von Protokollen zur Generierung von mesodermalen
Zellderivaten. Von Kklinischem Interesse sind hier vor allem Zellen der BlutgeféaBe,
Herzmuskelzellen (Kardiomyozyten), welche unter anderem verwendet werden kénnten, um
z.B. nach einem Herzinfarkt die Funktionalitdt des Herzmuskels wieder herzustellen, sowie
Knochen- und Knorpelzellen. Besonders im Bereich der Kardiomyozytendifferenzierung sind
international bemerkenswerte Fortschritte erzielt worden. In Zellen der Maus wurden
Faktoren identifiziert, welche derartige Differenzierungen auslésen bzw. verstarken, oder
auch hemmen kénnen [David et al., 2008; Takeuchi and Bruneau, 2009; Xu et al., 2008].
Basierend auf dem zeitlich abgestimmten Einsatz von Differenzierungsfaktoren konnten auch
Zellkulturprotokolle entwickelt werden, welche eine effiziente kardiale Differenzierung
humaner embryonaler Stammzellen erlauben [Yang et al., 2008]. Allerdings sind derartige
Protokolle alles andere als robust, d.h. sie missen in jedem Labor und fur jede Zelllinie neu
etabliert bzw. adaptiert werden. Erwahnenswert sind auch Fortschritte, welche in Bezug auf
gentechnische und nicht-genetische Methoden zur Anreicherung, bzw. Konzentrierung
stammzellabgeleiteter Herzmuskelzellen, also Kardiomyozyten, erzielt worden sind [Hattori
et al., 2010; Xu et al., 2009]. So kénnen Kardiomyozyten z.B. Uber kinstlich eingebrachte
Antibiotikaresistenzen von weniger ausdifferenzierten Zellen unterschieden und selektiert
werden, die von Herzmuskel-spezifischen Kontrollelementen gesteuert werden. Eine andere
Methode nutzt die Tatsache, dass Mitochondrien, die ,Kraftwerke der Zelle®, in Muskelzellen
in besonders hoher Zahl vorkommen. Uber Farbung der Zellen mit einem Mitochondrien-
spezifischen Farbstoff lassen sich ausdifferenzierte Herzmuskelzellen aus Zellkulturen mit
Zellen in verschiedenen Differenzierungsstadien aussortieren und damit anreichern.

Differenzierung von hES-Zellen in entodermale Zellen

Im Hinblick auf die zunehmende Bedeutung von Lungenerkrankungen steht auch die
Herstellung von Zelltypen der Lunge aus ES-Zellen zunehmend im Fokus der Forschung.
Generell ist dieses Forschungsgebiet allerdings noch stark unterreprasentiert, und die
Differenzierung zu Zellen der Lunge gestaltet sich schwierig bzw. ist bisher noch relativ
ineffizient [Mauritz and Martin, 2010]. Die Mehrzahl der bisher publizierten Studien
beschéftigt sich noch mit Zellen der Maus. Erst wenige Publikationen sind zu humanen ES-
Zellen erschienen [Samadikuchaksaraei et al., 2006; Wang et al., 2007; Wang et al., 2010],
diese werden allerdings recht kontrovers diskutiert.

Im dritten Stammzellbericht wurde bereits ausfuhrlich auf die Strategien zur Differenzierung
von hES-Zellen in Leber- und Pankreaszellen eingegangen.

Neuere Ergebnisse haben die an der Differenzierung beteiligten Signalwege genauer
beleuchtet [Hay et al., 2008], Uber die eine hdhere Effizienz der Differenzierung erreicht
werden kann. Einzelne Gruppen berichten von Uber 75% Zellen, die sich so in Leber-
Vorlauferzellen pragen lassen; andere Gruppen erreichen schwéachere Effizienzen im
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Bereich von ca. 30%. Basierend auf dem Konzept, wahrend der in vitro-Differenzierung
moglichst viele Aspekte der Embryonalentwicklung zu imitieren, wird angestrebt, einen klar
definierten Vorlaufer-Zelltyp zu generieren, der sowohl Leber- als auch Gallengangszellen
bilden kann [Zhao et al., 2009a]. Dieses Bestreben wird von Untersuchungen unterstitzt, in
denen niedermolekulare Substanzen (small molecules) zur Pragung sehr friher Keimblatt-
spezifischer Stadien entdeckt wurden [Borowiak et al., 2009].

Auch zur Unterstitzung der Differenzierung pankreatischer Zellen wurde ein solcher
niedermolekularer Wirkstoff (Indolactam) beschrieben [Chen et al., 2009]. Diese beiden
Arbeiten zeigen paradigmatisch, dass eine alleinige Modulation der Zellkulturbedingungen
mit biologischen Wachstumsfaktoren zur gerichteten Differenzierung von hES-Zellen nur
sehr ineffizient zu ausreichend spezialisierten Zellen flihrt und die Zugabe beispielsweise
solcher niedermolekularer Substanzen spezifizierende Effekte hat. Darlber hinaus werden
gegenwartig weitere Konzepte =zur direkten Modulation der gewebespezifischen
Genaktivitaten entwickelt.

Differenzierung von humanen, pluripotenten Stammzellen in Keimzellen

Eine Herstellung befruchtungsfahiger Keimzellen aus humanen pluripotenten Stammzellen
ist bisher nicht gelungen. Eine 2009 veréffentlichte Arbeit, die suggerierte, Spermien aus ES-
Zellen generiert zu haben, wurde kurz nach ihrem Erscheinen unter anderem wegen
Uneinigkeiten der beteiligten Wissenschaftler Uber die Dateninterpretation wieder
zurickgezogen [Nayernia et al., 2009]. Immerhin konnten zwischenzeitlich die Kenntnisse
Uber die initialen Differenzierungsschritte von einer anderen Arbeitsgruppe vertieft werden
[Kee et al., 2009], so dass zumindest eine Vorstufe von Keimzellen (haploide Gameten)
mittlerweile zuverldssig und reproduzierbar hergestellt werden kann. Auch mit murinen
embryonalen Stammzellen konnten zwischenzeitlich verfeinerte Protokolle zur Generierung
Lprimordialer Keimzellen®, also von spezifischen Vorlauferzellen von Keimzellen, erarbeitet
werden [Eguizabal et al., 2009].

2.5.2. Pharmakologische / Toxikologische Substanztestung & Wirkstoffscreening

Die internationalen und nationalen Rechtsvorschriften fir die toxikologische und
pharmakologische Bewertung von Substanzen, Umweltchemikalien und pharmazeutischen
Wirkstoffen erfordern in erheblichem Umfang tierexperimentelle Studien. Sowohl
Tierschutzgrinde als auch die in der Regel hohen Kosten von Tierversuchen haben bereits
zur Entwicklung von Alternativmethoden geflihrt, die in vielen Fallen auf tierischen oder
menschlichen Zellkulturen basieren.

Als gute Beispiele kénnen hier derzeit verfligbare in vitro Testmethoden zur toxikologischen
und pharmakologischen Charakterisierung inhalativ verabreichter Substanzen oder die
Substanztestung in Bezug auf unerwinschte Effekte auf das Herz-Kreislaufsystem gelten
(z.B. der hERG Fluorescence Polarisation Assay, ein kommerziell erhaltlicher Test, ob
bestimmte Substanzen Herzrhythmusstérungen auslésen kénnen). Wahrend in den letzten
Jahren groBe Fortschritte im Hinblick auf die verwendete Messtechnik und
Automatisierbarkeit von Zellkultur-basierten Tests fur die Uberprifung von Substanzen
erzielt werden konnten, ist die Datenqualitit der entwickelten Hochdurchsatz-Testsysteme,
insbesondere im Hinblick auf die Ubertragbarkeit auf den menschlichen Organismus, in
vielen Fallen noch weit von tierexperimentellen Daten entfernt [van der Heyden et al., 2008].

Abgesehen von der Tatsache, dass in vitro —Tests an Zellkulturmodellen keine systemischen
Effekte erfassen kénnen und daher nur fir bestimmte Fragestellungen geeignet sind, liegt
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die begrenzte Datenqualitat bzw. die mangelhafte Ubertragbarkeit auf den Menschen haufig
ursachlich im Fehlen geeigneter humaner Zellquellen begrindet. Direkt von Patienten
gewonnene (,primare*) Zellquellen sind, wenn Uberhaupt verflgbar, meist schwierig zu
isolieren und zu kultivieren. Zudem sind sie oft kaum vermehrbar und nicht standardisiert
erhaltlich. Die h&ufig verwendeten transformierten oder von Tumoren abgeleiteten
immortalisierten (unsterblich gemachten) humanen Zelllinien unterscheiden sich hinsichtlich
ihrer Merkmale und funktionell meist deutlich von ihren Ursprungszellen und verandern sich
darOber hinaus in der Regel mit der Kulturdauer. Mit der Isolierung tierischer Primarzellen
versucht man dieses Problem zu umgehen. Jedoch ist, in Abhangigkeit von der verwendeten
Spezies, die Ubertragbarkeit der erzielbaren Daten auf das humane System vielfach nur
begrenzt méglich. Dartber hinaus ist die Isolierung dieser Primarzellen kostenintensiv und
erfordert ebenso die Durchfihrung von Tierversuchen.

Man geht davon aus, dass mit pluripotenten humanen Stammzellen grundséatzlich geeignete
Zellquellen zur Verfigung stehen, mit denen mittelfristig in groBem MafBstab funktionelle
Zellderivate wie z.B. Nerven- oder Herzmuskelzellen fir pharmakologische/toxikologische in
vitro Testung zu Verfigung gestellt werden kénnen. In den n&chsten Jahren werden noch
betrachtliche Anstrengungen von Noten sein, um pluripotente Stammzelltechnologien in
groBem MaBstab fur Uberprifungen von Wirkstoffen einschlieBlich Tests in Bezug auf
unerwiinschte Nebenwirkungen und die von der EU vorgeschriebene Testung von
Chemikalien (REACH) nutzbar zu machen. Entscheidende Hirden, die derzeit weltweit in
vielen Arbeitsgruppen schon angegangen werden, betreffen die Vermehrung
undifferenzierter Zellen in groBem MaBstab, die Optimierung von Differenzierungsprotokollen
und deren Anwendung im groBen MaBstab, die Anreicherung des gewlinschten Zelltyps
(z.B. Leberzellen) sowie die Etablierung von Techniken zur Aufbewahrung der Zellen (in
flussigem Stickstoff tiefgefroren). Entscheidend ist es weiterhin zu zeigen, dass die
hergestellten Stammzellderivate funktionell vergleichbar mit priméren Zellen sind, dass sie in
standardisierter Qualitat hergestellt werden kdnnen, und dass sie im Hochdurchsatz-
Verfahren gemessen werden kénnen.

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 kbnnen Patienten-spezifische iPS-Zellen
sogar Vorteile gegentber embryonalen Stammzellen aufweisen. So geht man davon aus,
dass Derivate von iPS-Zellen aus Patienten mit bestimmten Gendefekten sensitiver auf
unerwlinschte Substanznebenwirkungen reagieren als Zellen von gesunden Individuen. Als
Beispiel kénnen hier iPS-Zellen von Patienten mit Long-QT-Syndromen (Herzkrankheiten,
die zum plétzlichen Herztod flihren kdnnen) [Priori et al., 2003] gelten, bei denen man davon
ausgeht, dass sie sensitiver auf einige die Herzkontraktion beeintrachtigende Substanzen
reagieren. Bei der Medikamentenentwicklung kénnte somit die Abschatzung der Wirksamkeit
bzw. Risiken flr Patienten mit spezifischen Erkrankungen verbessert werden.

Es ist davon auszugehen, dass derartige Stammzell-basierte Testsysteme eine wesentlich
héhere Datenqualitdt und bessere Ubertragbarkeit auf den menschlichen Organismus
gegenuber existierenden in vitro Systemen bieten und fir manche Fragestellungen in Bezug
auf ihre Aussagekraft tierexperimentellen Studien Uberlegen sein kénnen. Darlber hinaus
konnte durch Etablierung von Hochdurchsatzverfahren ein Einsatz stammzellbasierter
Testsysteme zur Testung einer groBen Zahl verschiedener Substanzen bereits in friihen
Entwicklungsphasen mdglich werden.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die Entwicklung stammzellbasierter in vitro
Testmethoden fur Toxikologie und Arzneimittelentwicklung weltweit einen wichtigen
Schwerpunkt der Forschung an humanen pluripotenten Stammzellen darstellt.
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2.5.3. Entwicklung von Therapien mit embryonalen und induzierten pluripotenten
Stammazellen

Vorbereitung klinischer Studien

Bislang existieren keine wissenschaftlich und regulatorisch anerkannten Routine-Therapien
mit Derivaten aus humanen ES- oder iPS-Zellen. Gegentber dem vorherigen 3.
Erfahrungsbericht der Bundesregierung befinden sich jedoch deutlich mehr Therapien in der
Entwicklung bzw. in der Vorbereitung fir klinische Studien. Die Vorhaben einiger
amerikanischer Firmen sind dabei bislang am weitesten gediehen.

Die kalifornische Firma Geron bereitet seit Jahren eine klinische Studie mit aus hES-Linien-
abgeleiteten Nervenzellen zur Behandlung von Ruckenmarksverletzungen auf Hoéhe der
Brustwirbelsaule vor. Nachdem im Januar 2009 die Zulassung zu einer Phase-I-Studie von
der amerikanischen Zulassungsbehérde (FDA) erteilt wurde, zeigten neuerliche
Sicherheitsstudien im Tiermodell eine erhdhte Haufigkeit von Zysten-Bildung an der
Applikationsstelle. Aus diesem Grund wurde die Studienzulassung im August 2009
ausgesetzt, und Geron etabliert gegenwartig verbesserte Aufreinigungsstrategien. Am
30.07.2010 berichtete Geron, dass die FDA nach erfolgreichen Sicherheits-Analysen die
Aussetzung der Studie aufgehoben hat. Zudem waren die bisher verwendeten Zellen im
Tierversuch so erfolgreich, dass Geron die fir diese Studie entwickelten Zellen auch fir
Verletzungen der Halswirbel-assoziierten  Rickenmarkssegmente ausweiten  will.
Rlackenmarksverletzungen in diesem Bereich fihren in der Regel zu wesentlich
schwerwiegenderen Lahmungen, weil je nach exakter H6he der Verletzung eine vollsténdige
Lahmung auch der Arme resultiert.

Interessant ist, dass immer mehr anwendungsorientierte Forschung mit hES-Zellen in Firmen
stattfindet. Geron hat neben den oben beschriebenen neuralen Zellen unter anderem auch
hES-Zellen-abgeleitete Kardiomyozyten, Insulin-produzierende Zellen, Knorpelzellen und
Osteoblasten hergestellt. Nach dem Zusammenschluss mit GE Healthcare werden von
Geron nun auch hES-Zell-basierte zelluldare Testsysteme flr pharmako-toxikologische
Untersuchungen mit entwickelt.

Die Firma Advanced Cell Technology, Inc. (ACT) bereitet ebenfalls eine Zulassung fur die
klinische Prifung von hES-Zell-Derivaten bei der FDA vor. Geplant ist der Einsatz von aus
hES-Zellen hergestellten Zellen der Netzhaut zur Behandlung der Makula-Degeneration,
einer Augenerkrankung, die zur Erblindung fuhren kann. In einer 2008 publizierten Studie
haben Wissenschaftler von ACT zudem aus hES-Zellen hergestellte rote Blutkdrperchen
beschrieben, die allerdings noch zu unreif waren, um fir Bluttransfusionen eingesetzt
werden zu kénnen [Lu et al., 2008].

Die Firma Novocell, welche die im dritten Stammzellbericht beschriebenen verbesserten
Protokolle zur Generierung von Insulin-produzierenden Zellen aus hES-Zellen [Kroon et al.,
2008] erarbeitet hat, firmiert zwischenzeitlich unter dem Namen ViaCyte, Inc. Deren Pro-
IsletTM-Zellen sollen durch Verkapselung in ein Tragermaterial an der Ausbreitung aus dem
Inselzell-Transplantat gehindert werden. Noch unter dem alten Namen Novocell hat die
Firma kirzlich eine Phase I/l —Studie abgeschlossen, welche eine erfolgreiche Verwendung
verkapselter Inselzellen aus Spenderorganen ohne Langzeit-Immunsuppression bei Typ 1-
Diabetikern zeigte. Nach der Neuausrichtung der Firma ist unklar, in wie weit der Ansatz, die
Verkapselung auch fir Stammzell-abgeleitete Inselzellen einzusetzen, weiter verfolgt wird.
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2.5.4 Entwicklung méglicher Stammzell-Therapien in praklinischen Tiermodellen

Einige weitere therapeutische Anwendungen befinden sich derzeit noch in der praklinischen
Phase, wo sie vor dem ersten Einsatz am Menschen zunachst im Tiermodell getestet oder
erst entwickelt werden. In einigen préklinischen ,proof of concept-, also Machbarkeits-
Studien in Mausmodellen wurden humane embryonale Stammzellen erfolgreich eingesetzt.
So differenzierte beispielsweise die Gruppe um Dan Kaufman (Minneapolis, USA) kurzlich
bestimmte Zellen des Immunsystems (,natural killer cells“, NK-Zellen) aus hES-Zellen und
implantierte diese Zellen in ein Mausmodell mit humanen Leukamie-Zellen. Die NK-Zellen
vermittelten dabei erfolgreich eine gegen die Tumorzellen gerichtete Immunantwort [Woll et
al., 2009]. Eine franzdsische Arbeitsgruppe hat Hautzellen (Keratinozyten) aus hES-Zellen
generiert, die nach Transplantation in geeignete Empfangermduse voll funktionsfahige
Hautabschnitte bilden konnten [Guenou et al., 2009].

Eine nordamerikanische, tierexperimentelle Studie zur Verhinderung kognitiver Defizite nach
Bestrahlung von Hirnregionen verwendete undifferenzierte hES-Zellen. So wurden
immundefizienten Ratten zwei Tage nach einer Schédel-Bestrahlung hES-Zellen in eine
bestimmte Hirnregion injiziert, woraufhin diese Ratten weniger kognitive Defizite als
Kontrolltiere entwickelten [Acharya et al., 2009]. Uberraschenderweise konnten noch vier
Monate nach der Behandlung hES-Zellen nachgewiesen werden, die sich in Nervenzellen
differenziert haben, ohne dass es zur Entstehung von Teratomen oder anderen Tumoren
gekommen ist. Dennoch bedarf es noch vielfaltiger weiterer Sicherheitsanalysen, bevor an
eine humanmedizinische Anwendung zu denken ware.

Eine Arbeit aus der Gruppe von Lorenz Studer (New York, USA) konnte in einem
Mausmodell fir den Morbus Parkinson zeigen, dass mittels Kerntransfer generierte, murine
nt-ES-Zellen (nuclear transfer ES-Zellen) in Dopamin-bildende Nervenzellen differenziert und
ohne immunologische Reaktionen transplantiert werden konnten [Tabar et al., 2008].

Der erste ,proof of concept* dafiir, dass iPS-Zellen therapeutisch eingesetzt werden kénnen,
wurde von Rudolf Jaenisch (Cambridge, USA) in einem Mausmodell der Sichelzell-Anamie
erbracht (siehe auch 3. Stammzellbericht). Eine weitere Arbeit aus dem Labor von Jaenisch
konnte zeigen, dass iPS-Zellen der Maus auch im Parkinsonmodell der Ratte eine
funktionale Verbesserung bewirken konnten [Wernig et al., 2008]. Allerdings bildeten sich in
einigen Tieren Teratome, die wohl auf nicht ausreichend aufgereinigte und mit
undifferenzierten Zellen vermischte Zelltransplantate schlieBen lassen.

Sollen Derivate von iPS-Zellen fir die Therapie genetisch bedingter Erkrankungen eingesetzt
werden, ist eine effiziente und dauerhafte Korrektur des Gendefekts in den iPS-Zellen
notwendig. Aus diesem Grund hat das Forschungsgebiet der iPS-Zellen zwischenzeitlich
auch reges Interesse bei Forschern aus dem Bereich der Gentherapie geweckt.
Paradigmatisch hierflir ist eine Arbeit, in der iPS-Zellen von Patienten mit Fanconi-Anamie
generiert wurden [Raya et al., 2009]. Bei dieser Erkrankung liegt ein Defekt der DNA-
Reparaturmechanismen zu Grunde, so dass eine Vielzahl von Zellen schwere genetische
Schaden akquiriert, was sich unter anderem in einer massiv eingeschrankten Blutbildung
manifestiert. Unter den Autoren der Arbeit waren sowohl Spezialisten fir die Gentherapie
dieser Erkrankung, als auch Stammzellbiologen (welche die iPS-Zellen generierten), sowie
auf dem Gebiet der Blutbildung arbeitende Forscher (welche die genkorrigierten iPS-Zellen
in funktionale Blutzellen differenzierten). Auch wenn diese Arbeit noch nicht die
Transplantation der Zellen beinhaltete, zeigt sie die Vernetzung von Stammzellforschung und
Gentherapie als wegweisend flr zuklnftige innovative Therapien auf.
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3. Schlussfolgerungen

Die Forschung an humanen embryonalen Stammzellen (hES-Zellen) ist weiterhin
Uberwiegend eine Doméne der Grundlagenforschung, wenngleich sich zukinftige
Anwendungen insbesondere zur Erprobung neuer Medikamente oder Therapieverfahren,
sowie zu Zell- und Gewebeersatztherapien im Berichtszeitraum deutlich konkretisiert haben.

So ergeben sich im Bereich der Grundlagenforschung nach wie vor wichtige Fragestellungen
zum Verstandnis der menschlichen Embryonalentwicklung und der Mechanismen der friihen
Differenzierungsschritte. Weiterhin ergeben sich Fragen zu den physiologischen
Eigenschaften von hES- Zellen, zur Optimierung von hES-Zell-Kulturbedingungen, zur
gezielten gentechnischen Verdnderung und zu aussagekréftigen Pluripotenzmarkern bzw.
Markern flr eine vollstéandige ,naive“ Pluripotenz von hES-Zellen. Zunehmende Bedeutung
nehmen auch vergleichende Studien zu alternativen pluripotenten Stammzellen ein. Die
hierbei erhofften Fortschritte sind nur parallel mit einem vertieften Verstandnis von hES-
Zellen zu erzielen. Insbesondere auch fur Untersuchungen zur epigenetischen Regulation
scheint der direkte Vergleich zwischen vollstéandig pluripotenten hES-Zellen und nur partiell
reprogrammierten Zellen von entscheidender Bedeutung zu sein.

Besonders im Dritten Stammzellbericht war erkennbar, dass sich das Gebiet der
Stammzellforschung ausgehend von Erkenntnissen zu hES-Zellen zunehmend diversifiziert
hat, insbesondere auch im Bereich der ErschlieBung neuer Quellen pluripotenter Zellen.
Dieser Trend hat sich im Berichtszeitraum fortgesetzt. Die Dynamik des Gebietes zeigt sich
jedoch auch darin, dass manche der erst vor einigen Jahren erschlossenen neuen Methoden
zur Generierung pluripotenter Stammzellen mittlerweile als wenig vielversprechend bzw.
anderen Methoden unterlegen angesehen und daher nicht weiter verfolgt werden. Welcher
Zelltypus sich letztendlich als ,Goldstandard® fur bestimmte Fragestellungen bzw.
Anwendungsgebiete durchsetzen wird, ist zum jetzigen Zeitpunkt nicht absehbar. Daher wird
es weiterhin essentiell sein, die sich gegenseitig erganzenden Ansatze mit verschiedenen
Typen pluripotenter Stammzellen weiterzuverfolgen und miteinander zu vergleichen, um eine
maximale Ausnutzung und Weiterentwicklung der bisher generierten Ergebnisse zu
gewabhrleisten.

Insgesamt ist somit die Forschung an hES-Zellen durch die neuen Entwicklungen im Bereich
der alternativen Quellen fiir Stammzellen keinesfalls obsolet geworden. Dies zeigt sich nicht
zuletzt auch am ungebrochenen internationalen Interesse an der Forschung mit hES-Zellen:
Nach einer jingst veréffentlichten Studie Uberstieg die Zahl der in 2009 ver6ffentlichten
Primarpublikationen zu hES-Zellen (387) jene zu humanen iPS-Zellen (hiPS-Zellen, 85) um
mehr als das Vierfache, wobei in der Mehrzahl der Publikationen zu hiPS-Zellen auch hES-
Zellen verwendet wurden [Léser et al. 2010].

Kurz- und mittelfristig zielen anwendungsbezogene Forschungsvorhaben, in denen hES-
Zellen verwendet werden, eher auf Wirkstoff-Screening und pharmako-toxikologische Tests
ab, woflr zuklnftig auch ggf. krankheits-spezifische iPS-Zellen eine wichtige Bedeutung
bekommen kdnnten. Fir Anwendungen als Zelltransplantat in der Regenerativen Medizin hat
sich eine Zunahme der Industrie-getriebenen Forschungsaktivitdten ergeben, die sich auch
in einer gesteigerten Zahl an Studien-Ankindigungen bei der amerikanischen
Aufsichtsbehdérde FDA widerspiegeln.

Mit der Novellierung des Stammzellgesetzes wéhrend dieses Berichtzeitraums und der
Einflhrung eines neuen Stichtags (01.05.2007) wurde die hES-Zellforschung in Deutschland
auf eine tragfahige Basis gestellt und ist nunmehr international vernetzt méglich und damit
international wettbewerbsféhig. Dies zeigt sich auch an der deutlichen Zunahme an Antragen
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zum Import von hES-Zellen seit der Stichtagsnovellierung. Ebenfalls von groBer Bedeutung
ist, dass mit der Novellierung des Stammzellgesetzes Rechtssicherheit bezlglich des
Anwendungsbereiches des Stammzellgesetzes allein im Inland hergestellt worden ist. Dies

war ein wichtiges positives Signal fir die wissenschaftliche Zusammenarbeit im Rahmen von
internationalen Forschungskooperationen.
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Glossar

Adulte (somatische) Stammzellen: Stammzellen, die auch nach der Geburt (postnatales
Stadium) 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 aber im Vergleich zu embryonalen SZ
in Zellkulturen ein deutlich geringeres Selbsterneuerungsvermdgen und
Differenzierungspotential.

Allogen: Das zu transplantierende biologische Material wird von einem Spender (Donor) auf
einen genetisch nicht identischen Empféanger Ubertragen, woraus immunologische
Abwehrreaktionen resultieren.

Autolog: Das zu transplantierende biologische Material stammt vom Empfénger selbst, ist
genetisch identisch, und ist daher immunologisch kompatibel.

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

Chimaére: Nicht einheitlich verwendeter Begriff fir Lebewesen oder Gewebe aus Zellen
verschiedener genetischer Abstammung. In der Stammzellforschung hauptséchlich fr
Mause verwendet, die im Embryonalstadium zusétzlich “fremde” pluripotente Stammzellen
injiziert bekommen, die anschlieBend zur weiteren Entwicklung beitragen.

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

Dopamin: Dopamin ist ein wichtiger Neurotransmitter und damit ein Signalstoff des
Nervensystems, der Informationen von einer Nervenzelle zu anderen Zellen weiterleitet.
Dopaminerge Zellen sind Nervenzellen, die Dopamin produzieren.

Eifollikel: Kugeliges Eiblaschen bestehend aus einem zeitweise mehrschichtigen Epithel,
das eine Eizelle umschlieBt. Dabei werden bei der Reifung von Eizellen spezifische
Entwicklungsstadien durchlaufen.

Embryoblast: Die innere Zellmasse der Blastozyste.

Epigenetik/Epigenese: Die Epigenetik beschaftigt sich mit der Feinregulation der
Genexpression. Unter epigenetischer Vererbung wird die Weitergabe von Eigenschaften auf
die Nachkommen verstanden, die nicht auf Abweichungen in der DNA-Sequenz zurlick
gehen, 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: Embryonale Stammzellen (ES) sind 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 daher als pluripotent bezeichnet.
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Feederzellen: Nahr- oder Helferzellen, die gemeinsam mit pluripotenten Stammzellen
kultiviert werden. Bei hES-Zellen werden hierzu speziell behandelte embryonale Fibroblasten
(Maus oder Mensch) eingesetzt.

hESZ: humane (menschliche) embryonale Stammzellen

in vitro: (lateinisch, im Glas) Vorgénge, die auBerhalb 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,
die das embryonale Programm in der Zelle wieder anschalten und so
Stammzelleigenschaften induzieren.

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

Entoderm (auch: Endoderm): (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: (AuBenschicht) Keimblatt, aus dem sich Haut und Nervensystem entwickeln.

Plastizitat: Bezeichnet die Fahigkeit von Zellen sich auch in Zellen anderer Gewebe
entwickeln zu kénnen.

Potenzial: Entwicklungsméglichkeiten einer Zelle, unterschieden nach:

totipotent (oder omnipotent): Aus der Zelle kann sich ein vollstandiges 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 kénnen die daflr 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 fiir 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 Rickversetzung somatischer Zellen in einen
frihembryonalen, pluripotenten bzw. pluripotenzahnlichen Zustand bezeichnet.

SNCT (SNT), somatic cell nuclear transfer: Ist der Transfer eines Zellkerns aus einer
Kérperzelle (somatische Zelle) in eine “entkernte” Eizelle. Der entstandene Zellklon kann
anschlieBend fir 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.

Stammazelle (SZ): Zelle, die sich vermehren und in mehrere Zelltypen ausdifferenzieren
kann, unterschieden nach:
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embryonal: Diese Stammzellen bilden die innere Zellmasse (Embryoblast) der Blastozyste.
somatisch / adult: Stammzellen von fétalen (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 organahnlicher Mischtumor,
der aus verschiedenen Gewebearten besteht.

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

Trophoblast: Die duBere 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

Ausgewabhlte Internetadressen

http://www.rki.de/cln_178/nn_196928/DE/Content/Gesund/Stammzellen/Register/register__n
ode.html?__nnn=true

Ausgewahlte Internetadressen:

Erster Erfahrungsbericht der Bundesregierung tiber die Durchfiihrung des Stammzellgesetzes
vom 11. 01. 2004: http://dip21.bundestag.de/dip21/btd/15/036/1503639.pdf

Zweiter Erfahrungsbericht der Bundesregierung tiber die Durchfiihrung des
Stammzellgesetzes vom 11. 01. 2007:
http://dip21.bundestag.de/dip21/btd/16/040/1604050.pdf

Dritter Erfahrungsbericht der Bundesregierung iiber die Durchfiihrung des Stammzellgesetzes
vom 07.05.2009: http://dip21.bundestag.de/dip21/btd/16/129/1612956.pdf

UK Stem Cell Bank: http://www.ukstemcellbank.org.uk/ und
http://www.mrc.ac.uk/consumption/groups/public/documents/content/mrc003259.pdf

Singapore Stem Cell Bank: http://www.sscc.a-star.edu.sg/stemCellBank.php
National Stem Cell Bank (NSCB): http://nationalstemcellbank.com/

NIH-Register: http://stemcells.nih.gov/research/registry

International Stem Cell Forum: http://www.stemcellforum.org/isci project/the registry.cfm

Australian Stem Cell Centre (ASCC): http://www.stemcellcentre.edu.au/default.aspx

European Human Embryonic Stem Cell Registry: http://hescreg.charite.de/typo3/
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