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1 Priifung und Genehmigung von Antragen auf Einfuhr und Verwendung menschlicher
embryonaler Stammzellen zu Forschungszwecken

1.1 Berichtsauftrag und Berichtszeitraum

Dieser Erfahrungsbericht erfolgt aufgrund von § 15 des Gesetzes zur Sicherstellung des Embryonenschutzes im
Zusammenhang mit der Einfuhr und Verwendung menschlicher embryonaler Stammzellen (Stammzellgesetz —
StZG) vom 28. Juni 2002 (BGBI. I S. 2277), zuletzt gedndert durch das Gesetz zum Abbau verzichtbarer Anord-
nungen der Schriftform im Verwaltungsrecht des Bundes vom 29. Mirz 2017 (BGBI I S. 626). Er umfasst den
Zeitraum vom 1. Januar 2020 bis zum 31. Dezember 2021 (zehnter Berichtszeitraum).

1.2 Genehmigte Antrage und Genehmigungsverfahren
1.2.2 Ubersicht iiber die im Berichtszeitraum genehmigten Forschungsvorhaben

Im vorangegangenen Berichtszeitraum (1. Januar 2018 bis 31. Dezember 2019, neunter Berichtszeitraum) waren
im Zusammenhang mit inhaltlich eigenstindigen Projekten 21 Genehmigungen fiir die Einfuhr und/oder Verwen-
dung humaner embryonaler Stammzellen (hES-Zellen) erteilt worden, von denen 19 inhaltlich verschieden waren
(133. bis 153. Genehmigung nach dem StZG). In zwei Féllen waren jeweils identische Genehmigungen an jeweils
zwei Antragsteller erteilt worden. Uber einen der im neunten Berichtszeitraum gestellten Antriige war am Ende
des Berichtszeitraums noch nicht entschieden worden.

Im aktuellen Berichtszeitraum (1. Januar 2020 bis 31. Dezember 2021) wurden 19 inhaltlich eigenstéindige An-
trage auf Genehmigung der Einfuhr und Verwendung bzw. Genehmigung der Verwendung von hES-Zellen ge-
méafB § 6 StZG an das Robert Koch-Institut (RKI) als zustédndige Genehmigungsbehdrde gestellt. Ferner war ein
Antrag aus dem vorherigen Berichtszeitraum anhingig, der zu Beginn des aktuellen Berichtszeitraums genehmigt
wurde. Zwei Antrige wurden durch zwei bzw. drei Forschergruppen gemeinsam gestellt; hier ergingen in beiden
Fillen gesonderte, jeweils identische Genehmigungen, so dass sich die Anzahl der bis zum Ende des Berichts-
zeitraums erteilten Genehmigungen auf 22 belduft. Uber einen Antrag war am Ende des Berichtszeitraums noch
nicht entschieden worden.

Die im Berichtszeitraum erteilten 22 Genehmigungen ergingen an 16 Personen bzw. Institutionen, von denen
sechs bereits im Besitz wenigstens einer zuvor erteilten Genehmigung fiir die Einfuhr und Verwendung von hES-
Zellen waren. Zehn Personen bzw. Institutionen erhielten folglich erstmals eine Genehmigung nach dem StZG;
an einigen Institutionen ist weiterhin mehr als eine Forschergruppe mit hES-Zell-Forschung befasst.

Insgesamt wurden vom Inkrafttreten des StZG im Juli 2002 bis zum Ende des Berichtszeitraumes 175 Genehmi-
gungen fiir die Einfuhr und/oder Verwendung von hES-Zellen an natiirliche bzw. juristische Personen erteilt. Im
Berichtszeitraum wurden insgesamt 13 in der Vergangenheit genehmigte Forschungsvorhaben beendet, 32 wei-
tere Vorhaben waren bereits zuvor abgeschlossen worden. Die entsprechenden Genehmigungen nach dem StZG
sind folglich erloschen. Am Ende des Berichtszeitraumes bestanden somit 130 Genehmigungen fiir die Durch-
fithrung von Forschungsvorhaben unter Verwendung von hES-Zellen, die teilweise mehrfach erweitert wurden.
Derzeit sind insgesamt ca. 100 Arbeitsgruppen, die an ca. 60 Institutionen (Universitdten, Universititsklinika,
Forschungsinstituten, Unternehmen etc.) tétig sind, im Besitz jeweils wenigstens einer Genehmigung fiir die Ein-
fuhr von hES-Zellen und deren Verwendung fiir Forschungszwecke.

Im aktuellen Berichtszeitraum wurden ferner vier Antrage auf Erweiterung bereits bestehender Genehmigungen
gestellt; zwei solcher Antrdge lagen noch aus dem vorherigen Berichtszeitraum vor. Alle sechs Antrdge wurden
positiv beschieden.

1.2.2 Angaben zu den im Berichtszeitraum genehmigten Forschungsvorhaben

Bis zum 31. Dezember 2019 (Ende des neunten Berichtszeitraumes) waren 153 Genehmigungen nach dem StZG
erteilt worden.

Die insgesamt 154. Genehmigung fiir die Einfuhr und Verwendung von hES-Zellen erging am 11. Februar 2020
an das Max-Delbriick-Centrum fiir Molekulare Medizin, Berlin. Im Rahmen der genehmigten Forschungsarbeiten
soll die Frage geklért werden, ob und auf welchem Wege humanspezifische zirkuldre RNAs (circRNAs) an der
Regulation von frithen Entwicklungsprozessen menschlicher Zellen beteiligt sind, insbesondere an der Aufrecht-
erhaltung von Pluripotenz und an der neuronalen Differenzierung. Hierfiir sollen relevante circRNAs in pluripo-
tenten und sich neuronal differenzierenden Zellen identifiziert, mogliche Wechselwirkungen zwischen verschie-
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denen RNA-Spezies bestimmt und insbesondere circRNAs identifiziert werden, die an der Regulation des Splei-
Bens beteiligt sind. Dabei soll u. a. die Rolle spezifischer circRNAs fiir das Spleilen durch differentielle Analyse
von Spleil-Isoformen vor dem Hintergrund der Prasenz und Abwesenheit spezifischer circRNAs verifiziert und
die Lokalisation der miteinander interagierenden RNAs bestimmt werden. Aus den Forschungsarbeiten werden
neue Erkenntnisse {iber Prozesse erwartet, die auf Ebene von circRNAs und deren Wechselwirkungen an der
Aufrechterhaltung zelluldrer Pluripotenz sowie an der Entwicklung von Nervenzellen wihrend der frithen Ent-
wicklung des Menschen bedeutsam sind. Da circRNAs sowohl fiir die neuronale Entwicklung als auch fiir die
Funktion der Synapsen bedeutsam sind und in jiingerer Zeit zunehmend Hinweise auf eine Regulation von Spleif3-
Prozessen durch circRNAs gefunden wurden, konnte eine Dysregulation von circRNAs und dadurch bedingte
Veranderungen in Splei3-Prozessen auch mit der Pathogenese neurodegenerativer Erkrankungen assoziiert sein.
Insofern kann sich im Ergebnis der genehmigten Forschungsarbeiten auch ein relevanter Erkenntnisgewinn iiber
molekulare Grundlagen bestimmter Erkrankungen des Menschen ergeben.

Die 155. Genehmigung nach dem StZG wurde am 8. April 2020 ebenfalls an das Max-Delbriick-Centrum fiir
Molekulare Medizin, Berlin, erteilt. Erforscht werden soll, ob und auf welchem Wege eine spezifische Mutation
im KCNQ1-Gen-Lokus des Menschen die physiologischen Funktionen von pankreatischen Beta-Zellen beein-
trachtigen, die aus genetisch entsprechend verdnderten hES-Zellen gewonnen werden. Hintergrund dieser For-
schungsfrage ist die Identifizierung eines Patienten mit neonatalem Diabetes mellitus, der eine spezifische und
bislang nicht charakterisierte Mutation im KCNQ1-Gen aufweist, was mit dem Verlust der Féhigkeit zur Bildung
bestimmter Kaliumkanéle verbunden ist und in der Folge zu einer verminderten glukoseabhéngigen Insulinsek-
retion fiithrt. Die entsprechende Mutation im KCNQ1-Gen soll daher in hES-Zellen etabliert werden, und die
genetisch veridnderten Zellen sollen dann in Richtung pankreatischer Beta-Zellen differenziert und deren Eigen-
schaften detailliert untersucht werden, insbesondere in Hinblick auf die Funktion der ATP-abhdngigen Kalium-
kanéle. Die Untersuchungen sollen Aufschluss iiber potentielle, durch die Mutation bedingte Differenzierungsde-
fizite und damit in Zusammenhang stehende funktionale Verdnderungen geben. Erwartet werden neue Erkennt-
nisse iiber die Rolle des KCNQ1-Genprodukts im pankreatischen Differenzierungsprozess und iiber den Zusam-
menhang zwischen der Mutation und der mit ihr assoziierten Erkrankung, insbesondere iiber eine verdnderte
Funktion des KCNQ1-Proteins, eine ggf. beeintrachtigte Differenzierung zu Beta-Zellen sowie iiber deren veréan-
derte Eigenschaften.

Die 156. Genehmigung erging am 29. April 2020 an Herrn Professor Alexander Kleger, Universitétsklinikum
Ulm. Vor dem Hintergrund, dass eine Infektion mit SARS-CoV-2 bei einem nicht unerheblichen Teil der Er-
krankten auch zu Symptomen einer gastrointestinalen Infektion fiihrt, sollen molekulare Grundlagen der Infektion
des menschlichen Gastrointestinal-Traktes durch SARS-CoV-2 in aus hES-Zellen abgeleiteten menschlichen
Darm-Organoiden untersucht werden. Hierfiir sollen hES-Zellen zu Darm-Organoiden differenziert, diese mit
SARS-CoV-2 infiziert und anschlieBend umfassend untersucht werden. Ziel ist es u. a., jene intestinalen Zelltypen
zu bestimmen, die fiir das Virus permissiv sind bzw. die infolge der Infektion Schadigungen aufweisen. Ferner
sollen durch die Infektion mit SARS-CoV-2 bedingte molekulare Verdnderungen, beispielsweise im Transkrip-
tom der Zellen, bestimmt werden. SchlieBlich soll getestet werden, ob und inwieweit bereits fiir die Behandlung
von Menschen zugelassene Wirkstoffe die Infektion von intestinalen Zellen bzw. die Vermehrung/Assemblierung
des Virus in intestinalen Zellen hemmen konnen. Aufer der Identifizierung der fiir SARS-CoV-2 permissiven
Zellen des Verdauungstraktes dienen die Arbeiten dem Ziel, ggf. verdnderte Genexpressionsmuster in infizierten
Zellen zu bestimmen und dadurch Erkenntnisse iiber die Folgen einer SARS-CoV-2-Infektion auf molekularer
Ebene zu gewinnen, beispielsweise iiber die Interferenz des Virus mit zelluldren Signaltransduktionskaskaden.
Die geplanten Arbeiten konnen wesentliche Erkenntnisse dariiber erbringen, auf welche Weise SARS-CoV-2 mit
Zellen des Intestinal-Traktes interagiert und auf welche zellbiologischen und molekularen Verdnderungen die bei
COVID-19-Patienten beobachteten Symptome gastrointestinaler Erkrankungen zuriickzufiihren sind. Dies kann
ggf. fiir das Therapie-Regime relevant sein. Aus der geplanten Untersuchung der Wirkungen insbesondere anti-
viral wirksamer Pharmaka im angestrebten Infektionsmodell konnen sich zudem neue Ansétze fiir die Behandlung
der von SARS-CoV-2 verursachten Symptome im Magen-Darm-Trakt ergeben.

Im Rahmen der 157. Genehmigung, die am 11. Juni 2020 dem Klinikum rechts der Isar der Technischen Univer-
sitdt Miinchen erteilt wurde, soll in einem Groftiermodell (Schwein) gepriift werden, ob aus hES-Zellen abgelei-
tete kardiale Vorlduferzellen sich zur Zellersatztherapie von Herzmuskelschddigungen eignen, die beim Men-
schen infolge von Infarkten, Herzmuskel-Entziindungen oder genetisch bedingten Erkrankungen sehr haufig auf-
treten. Hierfiir sollen hES-Zellen zunédchst zu groen Mengen kardialer Vorlduferzellen differenziert, diese in eine
experimentell erzeugte Myokard-Narbe in Schweineherzen injiziert und die entsprechenden Herzen nach Explan-
tation umfassend untersucht werden, wobei u. a. Fragen beziiglich der Proliferations- und Migrationsfahigkeit
sowie der Reifung der Vorlduferzellen gekliart werden sollen. Ferner sollen in einem Herzinfarktmodell des
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Schweins verschiedene Methoden fiir die Applikation der kardialen Vorlduferzellen getestet und optimiert sowie
die Eigenschaften und Effekte des Transplantats auf funktionaler und molekularer Ebene iiber ldngere Zeitrdume
erfasst werden. Da eine (bei Xenotransplantation erforderliche) dauerhafte Immunsuppression beim Menschen
mit teils erheblichen Nebenwirkungen verbunden ist, sollen die oben genannten Untersuchungen auch unter Ver-
wendung einer mehrfach transgenen hypoimmunogenen hES-Zell-Linie durchgefiihrt werden. Durch die For-
schungsarbeiten soll u. a. bestétigt werden, dass die noch juvenilen Eigenschaften der transplantierten Vorlaufer-
zellen (wie ihre Fahigkeit zur Migration, zur Proliferation und zur durch die Gewebe-Nische stimulierte Reifung)
diese Zellen fiir eine Anwendung in der Gewebeersatztherapie des Herzens besonders geeignet machen. Durch
die Optimierung der Applikationsform der Zellen und die in Blick genommene Kliarung der Frage, ob durch Nut-
zung einer hypoimmunogenen hES-Zell-Linie als Ausgangspunkt flir die Gewinnung der zu transplantierenden
Zellen die AbstoBungsreaktion des Empfanger-Organismus gegen das Transplantat zumindest gehemmt werden
kann, sollen Fragen von grundsitzlicher Bedeutung fiir die Zellersatztherapie von kardialen Erkrankungen beant-
wortet werden.

Im Rahmen der 158. Genehmigung, die am 9. Juli 2020 an Herrn Dr. Claudio Acuna Goycolea, Universititskli-
nikum Heidelberg, erging, sollen Astrozyten aus hES-Zellen gewonnen und fiir die Beantwortung verschiedener
Forschungsfragen genutzt werden. Zunéchst sollen aus hES-Zellen gewonnene Astrozyten anstelle muriner Ast-
rozyten als trophischer Support fiir die Ko-Kultivierung mit Neuronen in zwei bereits genehmigten Forschungs-
vorhaben verwendet werden (142. und 144. Genehmigung nach dem Stammzellgesetz). Durch die Erzeugung
funktionaler neuraler Netzwerke, die ausschlieBlich aus humanen Zellen bestehen, sollen die in diesen For-
schungsvorhaben zu kldrenden Fragestellungen besser als bislang moglich beantwortet werden. Ferner soll die
Rolle von Astrozyten und die Funktion der von Astrozyten sekretierten Faktoren auf die Fahigkeit von humanen
Neuronen zur Synapsenbildung untersucht werden. Hierfiir sollen Gene, deren Produkte mutmaBlich eine synap-
togene Aktivitdt aufweisen, in hES-Zellen funktional deletiert, die modifizierten Zellen zu Astrozyten differen-
ziert und gemeinsam mit aus hES-Zellen abgeleiteten Neuronen kultiviert werden. Die Effekte der jeweiligen
Mutationen auf die Anzahl, Struktur und Funktion von in den entsprechenden neuralen Netzwerken gebildeten
Synapsen soll dann im Detail bewertet werden. Hieraus sollen sich neue Erkenntnisse iiber Wechselwirkungen
zwischen Astrozyten und Neuronen, {iber deren Beitrag zur Bildung und Integritit von Synapsen sowie iiber die
bislang wenig verstandenen molekularen Prozesse ergeben, die diesen Wechselwirkungen zugrundeliegen. Es
wird erwartet, dass von Astrozyten produzierte Faktoren identifiziert bzw. verifiziert werden konnen, die die Ei-
genschaften neuraler Netzwerke regulieren und insbesondere in Hinblick auf die Bildung und Plastizitdt von Sy-
napsen bedeutsam sind. Schliellich soll geklirt werden, ob und auf welche Weise mit neuropsychiatrischen Er-
krankungen assoziierte Mutationen, die zu einer verdnderten Funktion von Astrozyten fiihren, zur Auslésung und
Pathogenese der entsprechenden Erkrankungen beitragen. Hierfiir sollen die entsprechenden Mutationen in hES-
Zellen erzeugt, die genetisch verdnderten hES-Zellen zu Astrozyten differenziert und der Effekt der mutierten
Astrozyten auf humane Neurone im Rahmen entsprechender neuraler Netzwerke untersucht werden. Diese For-
schungsarbeiten werden voraussichtlich zu einem verbesserten Verstindnis von den molekularen Ursachen der
jeweiligen Erkrankungen fiihren.

Die inhaltsgleichen 159. und 160. Genehmigungen ergingen am 10. August 2020 an Herrn Dr. Varun Venkatara-
mani und Herrn Dr. Claudio Acuna Goycolea, Universitdtsklinikum Heidelberg. Ziel der genehmigten For-
schungsarbeiten ist es, ein besseres Verstindnis der Wechselwirkungen zwischen Tumorzellen und Nervenzellen
bei der Entstehung und Entwicklung von Glioblastomen zu erlangen. Hierbei soll insbesondere untersucht wer-
den, welche Rolle Synapsen, die zwischen Neuronen und Tumorzellen gebildet werden, bei der Progression von
Gliomen und Hirnmetastasen spielen. Hierfiir sollen entsprechende Ko-Kultursystemen etabliert und analysiert
werden, die aus primédren Tumorzellen und aus bestimmten Typen hES-Zell-abgeleiteter neuraler Zellen bestehen.
In diesen Zellmodellen sollen dann die Effekte der gemeinsamen Kultivierung auf das Wachstum der Tumorzellen
und auf deren Eigenschaften bestimmt und die zwischen den verschiedenen Zelltypen entstehenden Synapsen auf
morphologischer, molekularbiologischer und funktionaler Ebene umfassend charakterisiert werden. Durch ver-
gleichende Transkriptomanalysen sollen Gene, identifiziert werden, die im Ergebnis der Ko-Kultur in Neuronen
oder Tumorzellen differentiell exprimiert werden, und die Effekte von deren Ausschaltung oder Uberexpression
auf Tumorwachstum und Genexpression ermittelt werden. SchlieBlich soll untersucht werden, ob und inwieweit
mit den angestrebten Ko-Kulturmodellen die Wirkung von ionisierender Strahlung und von Chemotherapeutika
in vitro nachgebildet werden kann.

Die Forschungsarbeiten, die im Rahmen der am 21. Oktober 2020 an Herrn Dr. Jacob J. Metzger, Max-Delbriick-
Centrum fiir Molekulare Medizin, Berlin, erteilten 161. Genehmigung durchgefiihrt werden, zielen auf die Etab-
lierung optimierter Methoden fiir die reproduzierbare Gewinnung menschlicher kortikaler Organoide. An diesen
sollen dann Fragestellungen zur Entwicklung des menschlichen Cortex beantwortet und molekulare und zellulédre
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Grundlagen neuronaler Entwicklungsstdrungen sowie neurodegenerativer Krankheiten untersucht werden kon-
nen. Die Entwicklung der Organoide soll hierbei in spezifischen Mikrostrukturen erfolgen, wodurch die raumliche
Ausdehnung der Organoide begrenzt und eine hohe Reproduzierbarkeit der Eigenschaften der Organoide erreicht
werden soll. In diesen Organoiden soll dann die weitere Reifung dieser Zellen iiber einen ldngeren Zeitraum
analysiert und insbesondere Untersuchungen zur Synaptogenese und zur Entstehung der mehrlagigen Struktur des
Cortex durchgefiihrt werden. AnschlieBend sollen bestimmte neuronale Entwicklungsstérungen bzw. neurodege-
nerative Erkrankungen unter Nutzung von aus hES-Zellen abgeleiteten kortikalen Organoiden modelliert werden.
Zu diesem Zweck sollen mit den entsprechenden Erkrankungen/Entwicklungsstdrungen assoziierte Mutationen
in hES-Zellen erzeugt, die Zellen zur Herstellung von Organoiden verwendet und mogliche Unterschiede zur
Wildtyp-Situation in der Entwicklung und in den Eigenschaften der Organoide bestimmt werden. Dabei sollen
die Ergebnisse, die unter Verwendung genetisch verdnderter hES-Zellen erlangt werden, mit Resultaten aus ent-
sprechenden Versuchen auf Grundlage von humanen induzierten Stammzellen verglichen werden, die entweder
analog mutiert wurden oder aus (von entsprechenden Erkrankungen/Entwicklungsstorungen betroffenen) Patien-
tinnen und Patienten stammen. Durch die Forschungsarbeiten sollen neue, auf menschlichen Nervenzellen basie-
rende In-vitro-Modellsysteme geschaffen werden, die die Entwicklung des menschlichen Kortex nachbilden und
an denen komplexe Entwicklungsvorgénge und die mit neuronalen Entwicklungsstdrungen und neurodegenerati-
ven Krankheiten einhergehenden Verdnderungen sowie die zugrundeliegenden molekularen und zellbiologischen
Prozesse untersucht werden sollen. Im Hinblick auf letzteres konnen ggf. Riickschliisse auf spezifische Prozesse
und Signalwege gezogen werden, die infolge des Vorliegens krankheitsassoziierter Mutationen beeintriachtigt
sind, was ggf. auch zu neuen Ansatzpunkten fiir die Entwicklung entsprechender Therapien beitragen kann.

Die am 4. November 2020 erteilte 162. Genehmigung erging an Herrn Prof. Dr. Wolfram-Hubertus Zimmermann,
Universitiatsmedizin Gottingen. Im Rahmen der Forschungsarbeiten sollen hES-Zellen fiir die Etablierung und
Optimierung dreidimensionaler menschlicher In-vitro-Modelle fiir Skelettmuskel, Bindegewebe, Nervengewebe
und Leber genutzt werden. Fiir die Herstellung der humanen Gewebe sollen die pluripotenten Stammzellen zum
einen in verschiedene (Vorldufer-)Zelltypen differenziert und diese anschlieend mit Biomaterialien zu dreidi-
mensionalen Strukturen kombiniert werden. Zum anderen sollen Organoid-Ansitze entwickelt werden, bei denen
sich die Zellen wéhrend des von auflen gesteuerten Differenzierungsprozesses selbst zu Gewebe- und Organstruk-
turen organisieren. Die aus pluripotenten Stammzellen abgeleiteten Gewebemodelle sollen vor allem zur Klarung
pharmakologisch-toxikologischer Fragestellungen genutzt werden: Es wird erwartet, dass Priifverfahren, die auf
den angestrebten 3D-Gewebemodellen mit menschlichen Zellen basieren, die Wirkungen und Nebenwirkungen
von Arzneistoffen besser vorhersagen konnen, als dies unter Nutzung von herkdmmlichen zweidimensionalen
Zellkulturen bislang mdglich ist. Zudem konnten derartige Gewebemodelle aber auch Grundlage fiir die kiinftige
Entwicklung von Gewebeersatztherapien sein. Die angestrebten Gewebemodelle sollen ferner mit entsprechenden
Gewebemodellen verglichen werden, die aus humanen induzierten pluripotenten Stammzellen (hiPS-Zellen) her-
gestellt wurden, um deren Aquivalenz zu bestitigen bzw. Unterschiede bestimmen zu kénnen, was einen Erkennt-
nisgewinn iiber die Eignung beider Zelltypen zur In-vitro-Gewinnung der benannten Gewebemodelle erwarten
lasst.

Die 163. Genehmigung nach dem StZG, die mit der zeitgleich erteilten 164. Genehmigung und der etwas spéter
erteilten 167. Genehmigung inhaltsgleich ist, erging an drei Personen bzw. Institutionen, die die genehmigten
Forschungsarbeiten in enger Kooperation durchfiihren, an Frau Prof. Dr. Brenda Schulman und Herrn Prof. Dr.
Franz-Ulrich Hartl vom Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Martinsried, sowie an die Universitidtsmedizin Got-
tingen. Im Rahmen der Forschungsarbeiten sollen die molekularen und zellbiologischen Mechanismen von Zell-
schiadigungen untersucht werden, die bei sog. Synucleinopathien auftreten, also neurodegenerativen Erkrankun-
gen, die mit der Akkumulation von a-Synuclein-Aggregaten in neuralen Zellen einhergehen, beispielsweise die
Parkinsonsche Krankheit oder Multiple Systematrophie. Ziel ist es, detaillierte Einblicke in die subzellulidre Ar-
chitektur dieser toxischen Proteinaggregate sowie in Defekte zelluldrer Signalwege zu erlangen. Hierfiir sollen
zundchst In-vitro-Modelle fiir die Bildung von derartigen Proteinaggregaten in aus hES-Zellen abgeleiteten hu-
manen neuralen Zellen etabliert werden, an denen dann die Feinstruktur der Aggregate detailliert untersucht, ihre
toxischen Wirkungen auf die Ultrastruktur der Zellen analysiert und Wechselwirkungspartner dieser Proteinag-
gregate mit anderen zelluldren Molekiilen/Strukturen identifiziert werden sollen. Ferner sollen in aus hES-Zellen
abgeleiteten neuralen Zellen die Prozesse des Abbaus von Mitochondrien (Mitophagie) auf ultrastruktureller
Ebene untersucht werden. Da die fiir die Integritéit der Zelle erforderliche storungsfreie Mitophagie bei den ge-
nannten neurodegenerativen Erkrankungen auf verschiedene Weise beeintrachtigt ist, werden Kenntnisse {iber
molekulare und zellulire Grundlagen der pathologischen Verdnderungen erwartet. Zudem soll der Einfluss der
Prisenz von Mutationen, die mit familidr bedingten Formen der Parkinsonschen Krankheit assoziiert sind, insbe-
sondere auf die Mitophagie und die mit ihr verbundenen Signalwege in aus hES-Zellen abgeleiteten neuralen
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Zellen bestimmt werden. Aus den Forschungsarbeiten werden sich voraussichtlich wichtige neue Erkenntnisse
iiber ultrastrukturelle Eigenschaften und Besonderheiten der genannten Aggregate, liber ihre Ausbreitung im Ge-
hirn sowie liber ihre zelluldiren Wechselwirkungspartner ergeben, ferner iiber die an der Aggregatbildung betei-
ligten zelluldren Komponenten sowie {iber die molekularen Grundlagen der Aggregattoxizitit. Zudem kann aller
Voraussicht nach zur Klarung der Frage beigetragen werden, auf welche Weise insbesondere mit der Parkinson-
schen Krankheit assoziierte Mutationen an der Mitophagie beteiligte Prozesse verindern bzw. hemmen und so
den fiir die Krankheit spezifischen Phianotyp ausldsen oder verstirken konnen, womit ggf. zur weiteren Aufkli-
rung der molekularen Grundlagen der Pathogenese der Parkinson-Krankheit beigetragen werden kann.

Die 165. Genehmigung nach dem StZG, wurde am 31. Mérz 2021 an Herrn Dr. Claudio Acuna Goycolea, Uni-
versititsklinikum Heidelberg, erteilt. Die Forschungsarbeiten unter Verwendung von hES-Zellen erfolgen vor
dem Hintergrund, dass Erkrankungen aus dem Feld der Autismus-Spektrum-Stérungen (ASS) héufig mit Muta-
tionen in Genen assoziiert sind, die fiir Komponenten von Synapsen codieren. Um dies néher untersuchen zu
konnen, sollen hES-Zellen zunichst fiir die Etablierung von Zellmodellen genutzt werden, an denen molekulare
und zellbiologische Effekte spezifischer Mutationen mit potentieller Relevanz fiir ASS untersucht werden sollen.
Hierfiir sollen — unter Verwendung eines innovativen und effizienten, auf der CRISPR/Cas-Technologie basie-
renden Mutageneseverfahrens — fiir synaptische Komponenten codierende Gene in hES-Zellen (mono- oder bial-
lelisch) mit krankheitsassoziierten Mutationen versehen und entsprechende genetisch stabil verdnderte hES-Zell-
Linien etabliert werden. Nach umfassender Charakterisierung sollen die hES-Zellen dann in Neurone und Astro-
zyten differenziert, diese zur Etablierung neuronaler Netzwerke genutzt und in diesen Netzwerken die Effekte der
pathogenen Mutationen auf die Eigenschaften der Neurone und auf deren Funktionalitdt bestimmt werden. Ins-
besondere sollen umfassende Untersuchungen zur Struktur, Ultrastruktur und zu den elektrischen Eigenschaften
der Synapsen durchgefiihrt, deren molekularen Eigenschaften analysiert und auf diesem Wege mdgliche mutati-
onsbedingte Verdnderungen in der Struktur und Funktion der Synapsen bestimmt werden. Die Arbeiten sollen
zum einen zu neuen Erkenntnissen tiber die Funktion der jeweiligen Genprodukte fiir die Bildung, Aufrechterhal-
tung und Funktion menschlicher Synapsen fiihren und zu einem besseren Verstindnis dariiber beitragen, auf wel-
che Weise und in welchem Mal3e sich mit ASS assoziierte Mutationen auf die Differenzierung und Entwicklung
menschlicher neuronaler Zellen auswirken. Zudem soll ein tieferer Einblick in die Konsequenzen ASS-assoziier-
ter Mutationen auf molekularer Ebene gewonnen werden und die molekularen Konsequenzen moglicher Verin-
derungen von Molekiilen und Signalwegen offengelegt werden, die fiir eine authentische Synapsen-Struktur und
eine storungsfreie synaptische Funktion erforderlich sind.

Gegenstand der Forschungsarbeiten, deren Durchfithrung dem Universitdtsklinikum Erlangen am 19. April 2021
mit der 166. Genehmigung nach dem StZG genehmigt wurde, ist die Untersuchung von aus hES-Zellen abgelei-
teten mikroglialen Zellen hinsichtlich ihrer physiologischen Funktionen und ihrer Wechselwirkungen mit Neuro-
nen und Oligodendrozyten in einem hES-Zell-abgeleiteten neuralen Gewebemodell, in dem sowohl physiologi-
sche als auch bestimmte pathologische Bedingungen simuliert werden sollen. Ziel der Forschungsarbeiten ist es,
die Ursachen neurodegenerativer und entziindlicher Prozesse unterschiedlicher Provenienz besser als bislang zu
verstehen. Untersucht werden sollen zum einen Erkrankungen, die genetisch bedingt sind (beispiclsweise die
Hereditdre Diffuse Leukenzephalopathie mit Sphiroiden (HDLS)), zum anderen durch virale Infektionen (Huma-
nes Immundefizienz-Virus 1 (HIV-1) und West-Nil-Virus (WNV)) verursachte Entziindungsprozesse und
schlieBlich durch toxische Proteinaggregate ausgeloste inflammatorische Vorginge, wie sie bei der Parkinson-
Krankheit (PD) oder der Multisystemathrophie (MSA) auftreten. In einem ersten Teilprojekt soll ein Modell fiir
eine genetisch bedingte neurodegenerative Erkrankung des Menschen (HDLS) etabliert werden. Hierfiir sollen
fiir HDLS ursdchlichen Mutationen in hES-Zellen erzeugt und die genetisch verdnderten Zellen in Richtung
mikroglialer Zellen differenziert werden. In Kokultur mit aus hES-Zellen gewonnenen Oligodendrozyten, Neu-
ronen und/oder neuralen Organoiden sollen dann die Effekte der Mutation(en) auf die Eigenschaften der mikrog-
lialen Zellen sowie auf deren Wechselwirkungen mit den genannten Zelltypen untersucht werden. Durch umfas-
sende Analysen des Transkriptoms, Epigenoms, Proteoms und Sekretoms der Zellen sollen entziindliche Prozesse
auf molekularer Ebene néher charakterisiert und ggf. krankheitsrelevante Gene und Signalwege identifiziert wer-
den. In einem zweiten Teilprojekt soll anhand von zwei neuralen Infektionsmodellen die Rolle mikroglialer hu-
maner Zellen bei durch Virusinfektionen ausgeldsten entziindlichen Prozessen in humanen neuralen Gewebemo-
dellen untersucht werden. Hierfiir sollen die Kokulturen aus hES-Zell-abgeleiteten Mikrogliazellen und neuralen
Zellen/Organoiden mit HIV-1 bzw. WNYV infiziert, die molekularen Ursachen der durch die Infektion bedingten
entziindlichen Prozesse ndher untersucht und die Effekte von in der klinischen Praxis genutzten anti-retroviral
bzw. anti-inflammatorisch wirksamen Substanzen auf zelluldrer und molekularer Ebene bestimmt werden. In ei-
nem dritten Teilprojekt soll schlieBlich die Frage beantwortet werden, welche Rolle aktivierte Mikrogliazellen
bei der Pathogenese bestimmter Synucleinopathien spielen, wobei PD und MSA als Modellkrankheiten dienen.
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Dabei sollen der Einfluss verschiedener Synuclein-Spezies auf den Grad der Entziindung und auf die Wechsel-
wirkungen von Mikroglia und Neuronen (im Falle von PD) bzw. mit Oligodendrozyten (im Falle von MSA)
bestimmt und insbesondere die mikrogliale Aktivierung eingehend charakterisiert werden. Mit den Forschungs-
arbeiten werden wichtige neue Erkenntnisse iiber die Verdnderungen in den Wechselwirkungen von Mikroglia
und neuralen Zellen angestrebt, die wiahrend entziindlicher Prozesse im Zentralnervensystem auftreten, wodurch
ein besseres Verstandnis der Pathogenese entziindlicher degenerativer neuronaler Erkrankungen erlangt werden
soll.

Die 168. Genehmigung nach dem StZG erging am 11. Mai 2021 ebenfalls an das Universitétsklinikum Erlangen.
Im Rahmen der genehmigten Forschungsarbeiten sollen unter Verwendung von hES-Zellen neurale Zellmodelle
entwickelt werden, an denen auf molekularer und zelluldrer Ebene die Effekte von Mutationen untersucht werden
sollen, die mit sog. prasynaptischen Synaptopathien assoziiert sind. Dabei sollen insbesondere Mutationen in Ge-
nen untersucht werden, deren Produkte prasynaptische Komponenten darstellen und Funktionen beim Membran-
transport und bei der Membransortierung haben bzw. an der metabolischen Homdostase der Synapse beteiligt
sind. Die mit entsprechenden Erkrankungen assoziierten Gene sollen zunéchst in hES-Zellen mutiert, die mutier-
ten hES-Zellen charakterisiert und anschlieBend in Richtung von kortikalen Neuronen, Motoneuronen, Astrozyten
und Oligodendrozyten differenziert werden. Die differenzierten Zellen sollen dann zur Etablierung von verschie-
denen Ko-Kultursystemen genutzt werden, an denen die Effekte der jeweiligen Mutation auf die Eigenschaften
der Neurone untersucht werden sollen, wobei insbesondere Untersuchungen zu den Eigenschaften der Synapsen
geplant sind, beispielsweise zu ihrer Bildung und Reifung, zum prasynaptischen Membrantransport, zur Memb-
ransortierung sowie zum prasynaptischen Stoffwechsel. Die genehmigten Forschungsarbeiten zielen u. a. auf die
Klarung der Frage, welche spezifischen Effekte krankheitsassoziierte Mutationen in Genen fiir présynaptische
Komponenten auf den prasynaptischen Membrantransport, auf die prasynaptische Membransortierung sowie auf
den synaptischen Energiehaushalt in neuralen Zellen haben. Ferner werden Erkenntnisse {iber Verdnderungen in
der neuralen Differenzierung, der Neurogenese, der Synaptogenese und bei der Entstehung funktionaler neuraler
Netzwerke infolge der Prisenz spezifischer Mutationen in den untersuchten prasynaptischen Genen sowie zu der
Frage erwartet, auf welche Weise die Integritét der Prasynapse infolge der Prasenz bestimmter Mutationen gestort
wird. Zudem werden die hier angestrebten, komplexen humanen neuralen Zellmodelle voraussichtlich auch ge-
eignet sein, weitere molekulare und zelluldre Prozesse zu erforschen, die bei der Entstehung von Synaptopathien
und anderen neurologischen Erkrankungen ablaufen.

Inhaber der 169. Genehmigung nach dem StZG, die am 21. Juni 2021 erteilt wurde, ist das Universitétsklinikum
Essen. Die Forschungsarbeiten sind auf die Aufklarung von Wechselwirkungen gerichtet, die zwischen den Zellen
eines Retinoblastoms (eines bereits im frithen Kindesalter auftretenden Tumors des Auges) und den Zellen der
Retina bzw. anderen Zellen der Tumormikroumgebung auftreten. Vor dem Hintergrund, dass die Behandlung von
Retinoblastomen mit Chemotherapeutika hiufig zu einer Resistenzentwicklung im Tumor fiihrt, soll insbesondere
geklart werden, ob und auf welche Art und Weise derartige Wechselwirkungen die Eigenschaften des Tumors
verdndern und ggf. zur Resistenz des Retinoblastoms gegen Arzneimittel fiihren koénnen. Zu diesem Zweck soll
ein Gewebemodell etabliert werden, in dem aus hES-Zellen differenzierte Retina-Organoide mit (priméren) Re-
tinoblastom-Zellen in Kontakt gebracht werden, wobei retinale Organoide und Tumorzellen entweder gemeinsam
kultiviert oder aber Tumorzellen in die Organoide injiziert werden, jeweils ggf. auch gemeinsam mit Zellen
mikroglialen Ursprungs. Die Konsequenzen der Wechselwirkungen zwischen Tumorzellen und Retina-Organoi-
den sollen dann auf morphologischer, molekularer und genetischer Ebene umfassend untersucht werden, u. a.
beziiglich moglicher Verdinderungen in den Genexpressionsmustern der retinalen Zellen oder in Hinblick auf die
zelluldre Zusammensetzung der Retinoblastome. Ferner sollen Rezeptor-Liganden-Interaktionen zwischen Tu-
morzellen, retinalen Zellen und Mikroglia-Zellen identifiziert und deren Einfluss auf das Transkriptom der jewei-
ligen Zellen bestimmt werden. SchlieBlich soll iiberpriift werden, ob und inwieweit sich die Reaktion von Re-
tinoblastom-Zellen auf die Behandlung mit bestimmten Arzneistoffen in Anwesenheit von retinalen Zellen und
Mikroglia verdndert, wobei vor allem Apoptose- und Zellzyklus-Parameter bestimmt und Verdnderungen im
Transkriptom analysiert werden sollen. Die genehmigten Forschungsarbeiten werden aller Voraussicht nach zu
neuen Erkenntnissen iiber die Biologie und Pathogenese des Retinoblastoms beitragen, insbesondere {iber Inter-
aktionen von Tumorzellen mit Retinazellen bzw. Mikrogliazellen, von denen angenommen wird, dass sie eine
zentrale Rolle bei der Resistenzentwicklung gegeniiber Chemotherapeutika spielen konnten. Durch die geplanten
vergleichenden Analysen der Transkriptome kénnen zudem Molekiile und Signalwege identifiziert werden, die
fiir die gegeniiber herkommlichen Retinoblastom-Kulturen verdnderten Effekte von Wirkstoffen im hier zu etab-
lierenden, starker komplexen Tumormodell verantwortlich sind, wodurch Erkenntnisse {iber Ursachen von The-
rapieversagen bei Retinoblastomen gewonnen und ggf. Grundlagen fiir neue Therapieansétze geschaffen werden
konnten.
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Die 170. Genehmigung nach dem StZG wurde am 31. August 2021 an die Leibnitz-Institut DSMZ — Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH — erteilt. Auch in diesem Forschungsvorhaben soll ein
Gewebemodell fiir die Untersuchung des Retinoblastoms etabliert werden, wobei hier die erbliche Variante dieses
Tumors im Zentrum des Interesses steht. Zur Etablierung entsprechender Gewebemodelle soll das RB1-Gen in
hES-Zellen zunéchst auf einem Allel mit artifiziellen oder in Patientinnen und Patienten anzutreffenden Mutati-
onen versehen werden. Entsprechend stabil modifizierte hES-Zellen sollen dann in Richtung retinaler Organoide
differenziert und zu verschiedenen Zeitpunkten der Differenzierung durch AAV-vermittelten, zelltypspezifischen
Transfer der Komponenten des CRISPR/Cas-Systems mit einer (ggf. ebenfalls patientenspezifischen) weiteren
Mutation auf dem zweiten Allel des RB1-Gens versehen werden. Die in beiden Allelen mutierten Zellen sollen
dann zu retinalen Organoiden differenziert und diese umfassend charakterisiert werden, beispielsweise hinsicht-
lich der Priasenz und Charakteristika spezifischer retinaler Zellpopulationen und der korrekten Organisation des
retinalen Organoids, beziiglich der Expression retinaler Marker-Gene sowie in Hinblick auf das Transkriptom
bestimmter retinaler Zellpopulationen und die Prasenz von Tumor-Antigenen. Ziel ist es, die Effekte verschiede-
ner Mutationen auf die retinale Differenzierung bzw. auf die Desorganisation der sich entwickelnden retinalen
Organoide sowie ein ggf. kritisches Zeitfenster fiir die (zur Ausldsung der Tumorentstehung erforderliche) zweite
Mutation zu bestimmen. Zudem sollen jene Zelltypen zweifelsfrei identifiziert werden, die bei Vorliegen spezifi-
scher Mutationen den Ausgangspunkt fiir die Tumorbildung darstellen. Mit den Forschungsarbeiten soll die ver-
mutete Korrelation zwischen der Etablierung der zweiten Mutation in einem spezifischen Zelltyp (Vorldufer von
Photorezeptoren des Zapfen-Typs) und der erwarteten Desorganisation des Organoids als Anzeichen fiir eine
Entartung bestétigt werden, was den zelluldren Ursprung des Retinoblastoms bestétigen soll. Zudem soll ein mog-
licherweise kritisches Zeitfenster bestimmt werden, in dem die Inaktivierung der zweiten RB1-Gen-Kopie mit
hoher Effizienz zur Tumorentstehung fiihrt. Ferner sollen sich Erkenntnisse dariiber ergeben, welche Effekte be-
stimmte Mutationen im RB1-Gen auf die Eigenschaften des durch sie verursachten Tumors haben, beispielsweise
auf das Tumorwachstum oder den Grad der Malignitét. Dies kann fiir die Abschitzung des Tumor-Risikos bei
Vorliegen spezifischer Mutationen Bedeutung haben und daher kiinftig von Nutzen fiir betroffene Patientinnen
und Patienten sein.

Inhaberin der ebenfalls am 31. August 2021 erteilten 171. Genehmigung nach dem StZG ist die Helmholtz Zent-
rum Miinchen GmbH. Im Rahmen der genehmigten Forschungsarbeiten soll untersucht werden, inwieweit und
auf welchem Wege Ferroptose, eine durch eisenabhingige Peroxidation von Membran-Phospholipiden bedingte
Form des regulierten Zelltodes, die Pluripotenz und die neurale Differenzierung von hES-Zellen beeinflusst. Hin-
tergrund fiir die vermutete Relevanz der Ferroptose insbesondere fiir neurale Differenzierungsprozesse beim Men-
schen sind neuere Erkenntnisse iiber die Beteiligung von Ferroptose an der Entwicklung verschiedener neurode-
generativer Erkrankungen. Daher soll u. a. untersucht werden, ob die in gidngigen Differenzierungsmedien be-
findlichen und fiir die Aufrechterhaltung von Pluripotenz und eine erfolgreiche neurale Differenzierung essenti-
ellen Antioxidantien wéihrend der Differenzierung der Ferroptose entgegenwirken. In diesem Zusammenhang soll
die Differenzierung zu verschiedenen Typen neuronaler Zellen und Gehirn-Organoiden untersucht und der Ein-
fluss der Inhibitoren/Aktivatoren der Ferroptose auf die Morphologie der Zellen/Organoide sowie auf deren Tran-
skriptom, Proteom, Lipidom und Metabolom sowie auf intrazelluldre Signalwege bestimmt werden. Fiir den Fall,
dass in diesen Untersuchungen Gene oder Signalwege identifiziert werden, die an Ferroptose-hemmenden oder -
fordernden Prozessen potentiell beteiligt sind, sollen diese im Detail untersucht werden, beispielsweise durch
Uberexpression bzw. knockout/knockdown der entsprechenden Gene und durch pharmakologische Aktivierung
bzw. Hemmung der identifizierten Signalwege. Die jeweiligen Effekte auf die Pluripotenz und Differenzierung
von hES-Zellen zu neuralen Zellen/Organoiden soll anschlieBend auf den o. g. Ebenen analysiert werden. Die
angestrebten Erkenntnisse sollen zum Verstindnis der Bedeutung von Ferroptose fiir die Aufrechterhaltung der
Pluripotenz menschlicher pluripotenter Stammzellen beitragen und einen Beitrag zur Kliarung der Frage leisten,
welche mit Ferroptose in Zusammenhang stehende Prozesse insbesondere fiir die neurale Differenzierung — und
folglich ggf. bei der Degeneration von Neuronen — eine Rolle spielen, welche Gene daran beteiligt und welche
Signalwege involviert sind. Zudem lassen sich aus den angestrebten Forschungsergebnissen ggf. auch Riick-
schliisse darauf ziehen, auf welche Weise Ferroptose an krankhaften Verdnderungen in menschlichen Neuronen
beteiligt ist.

Die 172. Genehmigung nach dem StZG, deren Inhaberin ebenfalls die Helmholtz Zentrum Miinchen GmbH ist,
wurde am 22. September 2021 erteilt. Die Forschungsarbeiten erfolgen vor dem Hintergrund, dass die Transpro-
grammierung von glialen Zellen in funktionale Neurone moglicherweise eine Option fiir die kiinftige Therapie
neurodegenerativer Erkrankungen darstellen kdnnte. Im Rahmen der genehmigten Forschungsarbeiten sollen da-
her die molekularen Grundlagen von neuralen Transprogrammierungsprozessen im Menschen erforscht und die
fiir humane neuronale Zellidentitdten mafigeblichen Faktoren bestimmt werden. Hierflir werden hES-Zellen, die
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im Ausland bereits umfangreich genetisch modifiziert wurden, zunichst zu Astrozyten differenziert. Die Aktivitét
von Genen soll in den aus hES-Zellen abgeleiteten Astrozyten dann moduliert und mégliche Verdnderungen der
glialen Zellidentitdt in Richtung einer neuronalen Zellidentitdt bestimmt werden. Dieser Ansatz soll auch auf aus
hES-Zellen gewonnene Neurone verschiedener Spezifitit und auf neurale Organoide ausgedehnt werden, um un-
ter anderem Gene/Faktoren zu bestimmen, die fiir die zelluldre Identitdt verschiedener neuronaler Subtypen be-
stimmend sind. Ferner soll getestet werden, ob durch Induktion der Expression bestimmter Gene die gliale Iden-
titdt von Astrozyten stabilisiert, die Eigenschaften von Neuronen in Richtung einer stirker glialen Identitét ver-
dndert und die Transprogrammierung von Astrozyten zu Neuronen gehemmt werden kann. Schlie8lich sollen
genomweite Ansitze zur Identifizierung von Faktoren zum Einsatz kommen, die die neuronale Transprogram-
mierung ausldsen, begiinstigen oder hemmen. Die Forschungsarbeiten zielen auf die Klarung der wichtigen Frage,
ob gliale Zellen durch die gezielte Anschaltung eines oder mehrerer Gene zu Neuronen transprogrammiert werden
koénnen und ob eine erfolgreiche neurale Transprogrammierung ggf. eine Kombination von Aktivierung neurona-
ler Zellidentititsfaktoren mit gleichzeitiger Hemmung glialer Zellidentitétsfaktoren erfordern wiirde. Dies ist fiir
die kiinftige Nutzung derartiger Vorgehensweisen in der regenerativen Medizin von wesentlichem Interesse. Zu-
dem sind Erkenntnisse dariiber zu erwarten, auf welchem Wege sich spezifische und bislang in vitro nicht effizient
gewinnbare neuronale Subtypen besser als bislang aus pluripotenten Stammzellen herstellen lassen, beispiels-
weise durch gezielte Induktion spezifischer Genaktivitaten und Transkriptionsnetzwerken.

Die am 7. Okotober 2021 erteilte 173. Genehmigung nach dem StZG erging an die TWINCORE, Zentrum fiir
Experimentelle und Klinische Infektionsforschung GmbH, Hannover. Gegenstand des komplexen Forschungs-
vorhabens ist die Etablierung eines aus hES-Zellen abgeleiteten Zellmodells fiir die Infektion menschlicher He-
patozyten mit dem Hepatitis-D-Virus (HDV), an dem bislang ungeklérte Fragen zur Biologie und Immunologie
dieses Virus untersucht werden sollen. HDV ist fiir eine der schwersten Formen der Virushepatitis, die Delta-
Hepatitis, verantwortlich. Im Rahmen der genehmigten Forschungsarbeiten sollen hES-Zellen zunéchst in Rich-
tung hepatozytendhnlicher Zellen (hepatocyte like cells, HLCs) differenziert, diese umfassend charakterisiert und
die Permissivitét von HLCs sowie ihrer Vorlduferzellen fiir eine Infektion mit HDV analysiert werden. Dabei
sollen die fiir die Infektion durch HDV erforderlichen Wirtszellfaktoren identifiziert und deren Relevanz fiir die
Infektion mit HDV bestétigt werden. Zudem soll untersucht werden, ob und inwieweit bestimmte Wege der an-
geborenen Immunantwort, durch die eine virale Infektion kontrolliert werden kann, in HLCs funktionell aktiv
sind und durch eine HDV-Infektion aktiviert werden kdnnen. SchlieBlich sollen dann stirker authentische HLC-
basierte Zellmodelle fur die Infektion mit HDV etabliert werden, in denen eine Ko-Infektion mit einem fur die
Bildung infektidser Partikel erforderlichen Helfervirus (insbesondere mit dem Hepatitis-B-Virus, HBV) erfolgt
bzw. in denen die fiir eine produktive Infektion erforderlichen HBV-Gene zur Expression gebracht werden. Ziel
des Forschungsvorhabens ist es, ein relevantes HDV-Infektionsmodell zu etablieren sowie Kenntnisse dariiber zu
gewinnen, welche Prozesse der angeborenen Immunantwort durch eine HDV-Infektion in menschlichen Leber-
zellen aktiviert werden. Zudem sollen Genexpressionsprogramme und Signalwege identifiziert werden, die durch
eine HDV-Infektion in infizierten und nicht-infizierten HLCs induziert, moduliert oder inhibiert werden. Ange-
sichts der mangelnden Verfiigbarkeit authentischer Zellmodelle fiir die Infektion mit HDV ist bereits die Etablie-
rung des Zellmodells ein hochrelevantes Forschungsziel, dessen Erreichung dazu beitragen kann, das Versténdnis
der zwischen HDV und seinen Wirtszellen auftretenden Wechselwirkungen zu erweitern, die Aufkldrung der
Pathogenitdt des Virus voranzutreiben und Grundlagen fiir neuartige Therapiekonzepte fiir diese schwere Infek-
tionskrankheit zu entwickeln.

Die 174. Genehmigung nach dem StZG wurde am 27. Oktober 2021 an Herrn Professor David Keays, Ludwig-
Maximilians-Universitidt Miinchen, erteilt. Gegenstand der genehmigten Forschungsarbeiten ist die Untersuchung
des Effektes von Mutationen in Genen, die fiir Mikrotubuli-Assoziierte Proteine (MAP) codieren, auf die neurale
Differenzierung von hES-Zellen und auf die Entwicklung menschlicher neuronaler Organoide. Dabei sollen ins-
besondere Mutationen in den Genen fiir Mikrotubuli-assoziierte Serin/Threonin-Kinasen (MAST) untersucht wer-
den, die u. a. mit einer VergroBerung des Corpus Callosum und daraus resultierenden Entwicklungsstdrungen und
neuronalen Fehlfunktionen in Zusammenhang stehen. Die Gene fiir entsprechende MAST-Proteine sollen in hES-
Zellen zunéchst ausgeschaltet oder patientenspezifisch mutiert und die Zellen dann zu zerebralen Organoiden und
zu Corpus-Callosum-Organoiden entwickelt werden, die wahrend verschiedener Entwicklungsphasen umfassend
beziiglich der Genese und Migration neuraler Zellen, der neuronalen Differenzierung sowie des Grades der
Apoptose analysiert werden. Um die Effekte der MAST-Gen-Mutationen auf molekularer Ebene im Detail zu
bestimmen, sollen das Transkriptom, das Proteom und das Phosphoproteom in verschiedenen Entwicklungspha-
sen der Organoide analysiert, Verdnderungen in der Kinase-Aktivitdt der MAST-Proteine bestimmt und zelluldre
Wechselwirkungspartner der MAST-Proteine identifiziert werden. Signalwege, an denen die Wechselwirkungs-
partner der MAST-Proteine beteiligt sind, sollen dann nédher untersucht und der Effekt von Mutationen in den
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MAST-Proteinen auf deren Integritdt bestimmt werden. Es wird erwartet, dass die Forschungsarbeiten zu einem
verbesserten Verstidndnis der zelluldren Prozesse beitragen, die infolge von Mutationen in Genen fiir wichtige
Proteinkinasen beeintrachtigt sind, wodurch Verdanderungen in der neuronalen Entwicklung verursacht und in der
Folge neurologische Entwicklungsstorungen/Erkrankungen ausgeldst werden konnen.

Inhaber der ebenfalls am 27. Oktober 2021 erteilten 175. Genehmigung nach dem StZG ist das Max-Planck-
Institut fiir molekulare Physiologie, Dortmund. Gegenstand der Forschungsarbeiten ist die Ergriindung der mole-
kularen Mechanismen, die die artspezifische Dynamik der Zelldifferenzierung regulieren. Dies soll durch verglei-
chende Analysen an murinen und humanen embryonalen Stammzellen erfolgen. Hierfiir soll zunichst ein stan-
dardisiertes experimentelles System etabliert werden, mit dem die Dynamik der Zelldifferenzierung und der zel-
luldre Energieumsatz unter vergleichbaren Bedingungen in Stammzellen aus Maus und Mensch gemessen werden
kann. AnschlieBend soll dieses System genutzt werden, um die Mechanismen artspezifischer Differenzierungs-
dynamiken zu untersuchen. Hierfiir soll der zelluldre Metabolismus durch Inhibitoren gehemmt oder durch gene-
tische Manipulation der Zellen aktiviert und die Effekte auf Pluripotenz und Differenzierungsgeschwindigkeiten
bestimmt werden. Mittels umfangreicher Transkriptomanalysen sollen mdgliche Unterschiede in Ausmal} und
Dynamik der Expression orthologer Gene in murinen und humanen Zellen bestimmt werden, die vor allem mit
dem Zellstoffwechsel in Zusammenhang stehen. Dabei identifizierte (unterschiedlich aktive) Kandidatengene sol-
len hinsichtlich ihrer Aktivitdt moduliert und die Effekte auf Pluripotenz, metabolische Aktivitit und Differen-
zierungsdynamik bestimmt werden. Ziel ist die Identifizierung und Validierung von Genen, deren Produkte {iber
eine Modulation der metabolischen Aktivitéit die Differenzierungsgeschwindigkeit beeinflussen konnen. Im Wei-
teren sollen ggf. auch pluripotente Stammzellen weiterer Spezies in die Untersuchungen einbezogen werden. Ins-
gesamt zielen die Forschungsarbeiten auf die Gewinnung neuer Erkenntnisse iiber die genetischen und moleku-
laren Ursachen unterschiedlicher Entwicklungsdynamiken in verschiedenen Sdugerspezies.

Fiir die folgenden bereits in der Vergangenheit genehmigten Forschungsvorhaben wurden die Genehmigungen
auf Antrag hin inhaltlich erweitert und die entsprechenden Eintrige im Register nach § 11 StZG auf den Internet-
seiten des Robert Koch-Instituts ggf. ergénzt bzw. aktualisiert:

90. Genehmigung nach dem StZG, erweitert am 10. Februar 2021. Die hier urspriinglich genehmigten For-
schungsarbeiten zielen u. a. auf die Entwicklung effizienterer Vorgehensweisen fiir die Gewinnung von pankrea-
tischen Beta-Zellen aus hES-Zellen und die Erlangung eines tieferen Versténdnisses iiber die dieser Differenzie-
rung zugrundeliegenden molekularen Prozesse. Dieses Ziel bleibt unverdndert, allerdings sollen zur Beurteilung
der Differenzierungseffizienz sowie der physiologischen Funktion von aus hES-Zellen gewonnenen Beta-Zellen
spezifische Reportergene eingesetzt, die Aktivitit von an der pankreatischen Entwicklung beteiligten Genen in
hES-Zellen moduliert und hES-Zellen auch fiir die Herstellung endothelialer Zellen verwendet werden. Der Ein-
fluss von Endothelzellen auf die Reifung und Funktion von Beta-Zellen soll im Kontext pankreatischer Cluster
detailliert untersucht werden. Aus den Ergebnissen der Arbeiten werden weiterhin neue Erkenntnisse iiber mole-
kulare und zellbiologische Prozesse erwartet, die insbesondere an der Reifung pankreatischer Vorlauferzellen und
ihrer Entwicklung zu funktionsfahigen Zellen des Pankreas beteiligt sind.

102. Genehmigung nach dem StZG, erweitert am 28. Januar 2020. Gegenstand der genehmigten Forschungsar-
beiten ist u. a. die Entwicklung von Verfahren zur Anreicherung von aus hES-Zellen abgeleiteten neuralen Vor-
lauferzellpopulationen, die zunéchst ausschlielich in vitro charakterisiert werden sollten. In Erweiterung der bis-
lang genehmigten Arbeiten soll nun auch eine Charakterisierung der Zellen in vivo erfolgen, und zwar nach
Transfer in Hithnerembryonen. Die Arbeiten dienen weiterhin der Gewinnung besser charakterisierter und reine-
rer Populationen menschlicher neuraler Vorlduferzellen, als sie bislang verfiigbar sind.

120. Genehmigung nach dem StZG, erweitert am 11. Mai 2021. Ziel des Forschungsvorhabens ist die Erlangung
eines besseren Verstindnisses molekularer Prozesse, die bei der Diversifizierung menschlicher Motoneurone ab-
laufen. Ferner sollen verbesserte Vorgehensweisen fiir eine effiziente In-vitro-Differenzierung von pluripotenten
Stammzellen des Menschen in spezifische Typen von Motoneuronen entwickelt und erprobt werden. In Erweite-
rung der urspriinglich genehmigten Forschungsarbeiten soll nun die Rolle verschiedener HOX-Gene fiir die Ent-
wicklung positionsspezifischer Motoneuronen im Detail untersucht werden. Hierfiir sollen zum einen Reporter-
gene in die Loci verschiedener HOX-Gene eingebracht werden, zum anderen sollen HOX-Gene iiberexprimiert
und damit die Differenzierung von Motoneuronen spezifischer Identitidten angestoflen bzw. verstiarkt werden. Die
genetisch verdnderten Zellen sollen dann zur Bildung von positionsspezifischen Riickenmark-Organoiden genutzt
werden, die hinsichtlich ihrer weiteren Entwicklung und der Aktivitét der in ihnen aktiven Signalwege analysiert
werden sollen. Zudem soll der Einfluss einer Vaskularisierung der Organoide auf die Entwicklung und funktionale
Reifung von Riickenmark-Organoiden untersucht und die Prozesse analysiert werden, die bei der Entwicklung
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der motorischen Endplatte (also des Kontaktes von Nerven- und Muskelzellen) ablaufen. Auch aus den Ergebnis-
sen dieser Arbeiten werden neue Erkenntnisse {iber die der neuromuskuldren Entwicklung zugrundeliegenden
biologischen Mechanismen erwartet.

123. Genehmigung nach dem StZG, erweitert am 2. April 2020. Wéhrend die Untersuchung zu den Folgen ioni-
sierender Strahlung, ggf. in Kombination mit Tumormedikamenten, bislang allein an Populationen spezifischer
Neurone bzw. an zerebralen Organoiden erfolgte, sollen im Rahmen der genehmigten Forschungsarbeiten durch
Kultivierung von Neuronen bzw. zerebralen Organoiden mit Tumorzellen sowie durch Vaskularisierung der Or-
ganoide stérker realitdtsnahe Modelle fiir die Bewertung von Strahlenschédden auf humane neurale Zellen etabliert
werden. Hierfiir sollen aus hES-Zellen abgeleitete zerebrale Organoide mit primédren Tumorzellen kokultiviert
und nach Bestrahlung bzw. Behandlung mit Zytostatika beziiglich mdglicher Schiden analysiert werden. Ferner
soll in den Organoiden eine Vaskularisierung angeregt und mogliche toxische Effekte von Strahlung/Zytostatika
auf die Neurone ermittelt werden. Zudem sollen weitere Tumormodelle durch gezielte Uberexpression spezifi-
scher Onkogene bzw. durch Hemmung der Expression von Tumorsuppressor-Genen in den Zellen zerebraler Or-
ganoide induziert und diese fiir die Untersuchung moglicher schidigender Wirkungen von Strahlung/Zytostatika
auf neurale Zellen genutzt werden. Mit den nunmehr genehmigten Forschungsarbeiten sollen auch weiterhin neue
Erkenntnisse iiber die zellbiologischen und molekularen Prozesse gewonnen werden, die in menschlichen Ner-
venzellen bei der Bestrahlung bzw. Chemotherapie von Hirntumoren auftreten.

125. Genehmigung nach dem StZG, erweitert am 21. Januar 2020 und 24. Februar 2021. Die urspriinglich geneh-
migten Forschungsarbeiten zielen auf die Aufklarung der Rolle des humanen endogenen Retrovirus H (HERV-
H) bei der Aufrechterhaltung der Pluripotenz von hES-Zellen. Das Ziel der Forschungsarbeiten bleibt grundsétz-
lich unveréindert, jedoch hat sich aufgrund von im Forschungsvorhaben erlangten neuen Kenntnissen die Notwen-
digkeit zur Durchfiihrung erginzender Forschungsarbeiten ergeben. So wurde u. a. festgestellt, dass das Produkt
des durch HERV-H regulierten Gens ESRG mit Proteinen interagiert, die an der Aufrechterhaltung der Telomeren
beteiligt sind, was einen Mechanismus der Aufrechterhaltung der Pluripotenz iiber die Regulation der Lange der
Telomeren vermuten lésst. Ferner wird nunmehr vermutet, dass die Prasenz von HERV-H die Aktivitét phyloge-
netisch junger transponierbarer Elemente kontrolliert, frithe embryonale Zellen vor Apoptose schiitzt und auch
auf diesem Wege zur Aufrechterhaltung der Pluripotenz beitragt. Dies soll durch die ergédnzend genehmigten
Arbeiten experimentell bestitigt werden. Im Rahmen einer erneuten Erweiterung der Genehmigung wurde zudem
die Verwendung von hES-Zellen zur Durchfithrung von Kontrollexperimenten genehmigt, mit denen die For-
schungsergebnisse weiter verifiziert werden sollen. Die Arbeiten sollen auch weiterhin zu einem besseren Ver-
stdndnis dariiber beitragen, auf welche Weise HERV-H an der Regulation der Pluripotenz menschlicher Stamm-
zellen beteiligt ist.

Weitere Angaben zum Gegenstand der im Berichtszeitraum erteilten Genehmigungen sowie zu den mafigeblichen
Griinden, die jeweils zu einer Bejahung der Frage nach dem Vorliegen der Bedingungen des § 5 StZG gefiihrt
haben, sind im Register nach § 11 StZG auf den Internetseiten des Robert Koch-Instituts verdffentlicht'.

1.3 Erfiillung der Voraussetzungen nach § 4 StZG

Im Rahmen der Bewertung von Antrdgen nach dem StZG ist jeweils zu priifen, ob die hES-Zellen, deren Einfuhr
und/oder Verwendung beantragt wurde, den Bedingungen des § 4 StZG entsprechen. Die Priifung erfolgt auf
Grundlage einer vom Antragsteller beigebrachten Dokumentation iiber die entsprechenden hES-Zell-Linien. In
Féllen, in denen die Einfuhr und Verwendung von hES-Zellen beantragt wird, {iber die dem RKI bereits eine
entsprechende Dokumentation aus einem vorherigen Antragsverfahren vorliegt, ist eine erneute Erbringung der
entsprechenden Dokumentation nicht erforderlich. Im Berichtszeitraum wurden die Einfuhr und/oder Verwen-
dung von insgesamt 21 verschiedenen hES-Zell-Linien genehmigt; fiir alle Linien lag die nach § 6 Absatz 2 Num-
mer 3 StZG erforderliche Dokumentation am RKI bereits vor. Griinde nach § 4 Absatz 2 Nummer 2 StZG standen
der Einfuhr und Verwendung der hES-Zellen jeweils nicht entgegen. Tatsachen, nach denen die Genehmigung
entsprechend § 4 Absatz 3 StZG zu versagen wire, waren jeweils ebenfalls nicht bekannt.

Vollstindige Angaben dariiber, welche humanen embryonalen Stammzell-Linien in den jeweiligen Forschungs-
vorhaben verwendet werden diirfen, finden sich im Register nach § 11 StZG auf den Internetseiten des RKI?.

' http://www.rki.de/DE/Content/Gesund/Stammzellen/Register/register_node.html

2 http://www.rki.de/DE/Content/Gesund/Stammzellen/Register/register_node.html
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Fiir die Durchfiihrung der meisten Forschungsvorhaben wurden auch im aktuellen Berichtszeitraum die Einfuhr
und Verwendung mehr als einer humanen embryonalen Stammzell-Linie beantragt, durchschnittlich zwischen
drei und vier Linien (3, 34). Dies ist weiterhin u. a. dadurch begriindet, dass sich verschiedene hES-Zell-Linien
beziiglich ihrer Charakteristika unterscheiden konnen, beispielsweise in ihrer Féhigkeit zur Differenzierung in
einen bestimmten Zelltyp. Da das jeweilige Differenzierungspotential nicht in jedem Fall bekannt ist, kann erst
im Laufe des Forschungsvorhabens ermittelt werden, welche hES-Zell-Linie fiir die Beantwortung der jeweiligen
Forschungsfrage am besten geeignet ist. Zudem konnen Schwierigkeiten bestehen, Zugang zu bestimmten hES-
Zell-Linien zu erlangen bzw. die hES-Zellen in der gewiinschten Qualitét (z. B. in geringer Passagenzahl) zu
erhalten.

Seit dem Inkrafttreten des Gesetzes zur Anderung des Stammzellgesetzes vom 14. August 2008 (BGBI 1 S. 1708)
besteht infolge der Verschiebung des Stichtags die Mdglichkeit der Einfuhr und Verwendung von hES-Zellen,
die nach dem 1. Januar 2002 und vor dem 1. Mai 2007 gewonnen wurden (im Folgenden als ,,neue* hES-Zell-
Linien bezeichnet). Zuvor war die Nutzung nur weniger ,,alter hES-Zell-Linien statthaft, d. h. von Linien, die
vor dem im StZG urspriinglich festgesetzten Stichtag gewonnen worden waren, also vor dem 1. Januar 2002. Fiir
alle im Berichtszeitraum genehmigten Forschungsvorhaben wurde die Einfuhr und/oder Verwendung wenigstens
einer vor dem 1. Januar 2002 hergestellten (,,alten) hES-Zell-Linie beantragt und genehmigt, wahrend in 13
Forschungsvorhaben (59 Prozent) auch Linien zum Einsatz kommen, die zwischen dem 1. Januar 2002 und 31.
Mai 2007 abgeleitet worden waren. 52 Prozent der hES-Zell-Linien, deren Einfuhr und/oder Verwendung im
Berichtszeitraum genehmigt wurden, waren ,,neue Linien. Insgesamt wurden bis zum 31. Dezember 2021 die
Einfuhr von 40 verschiedenen ,,neuen* hES-Zell-Linien und ihre Verwendung in insgesamt 112 Forschungsvor-
haben entweder im Zusammenhang mit der Entscheidung {iber einen neuen Antrag oder im Rahmen der Erweite-
rung bereits bestehender Genehmigungen nach dem StZG bewilligt.

Die Beschriankung fiir in Deutschland tétige Forscherinnen und Forscher auf die bis zum 31. Mai 2007 hergestell-
ten hES-Zell-Linien stellt zwar kein so gravierendes Forschungshemmnis dar, dass dadurch die Forschung an und
mit hES-Zellen unméglich wiirde. Da die Aussichtslosigkeit entsprechender Antragsbegehren nach derzeitiger
Rechtslage offensichtlich ist, wurden Antrdge auf Einfuhr und Verwendung von hES-Zell-Linien, die erst nach
dem 1. Mai 2007 abgeleitet worden sind, auch weiterhin nicht gestellt. Fiir die groBe Mehrzahl der im Berichts-
zeitraum beantragten Forschungsvorhaben ist die Nutzung vor langer Zeit etablierter und in vielerlei Hinsicht gut
charakterisierter hES-Zellen hinreichend, was sich in der vielfachen Nutzung ,,alter hES-Zell-Linien widerspie-
gelt. So soll die Linie H9, die bereits 1998 etabliert wurde, in 20 der 22 im Berichtszeitraum genehmigten For-
schungsvorhaben genutzt werden (91 Prozent), die ebenfalls 1998 hergestellte Linie H1 in 14 Projekten (63,6
Prozent). Untersucht werden dabei iiberwiegend grundlegende Fragestellungen ohne unmittelbare Beziige zu
kiinftiger medizinischer Anwendung. Beschriankend wirkt sich die Stichtagsregelung hingegen in den folgenden
Féllen aus:

a) Eine Fortsetzung von Forschungsprojekten, die im Ausland unter Verwendung nicht stichtagsgerechter hES-
Zell-Linien begonnen wurden und die — durch Wechsel an eine Forschungseinrichtung in Deutschland —
hierzulande weitergefiihrt werden sollen, ist nach gegenwértiger Rechtslage nicht moglich.

b) Die Stichtagsregelung ist filir die Kldrung einiger spezifischer Fragestellungen, die in genehmigten For-
schungsvorhaben bearbeitet werden, beispielsweise im Zusammenhang mit naiver Pluripotenz, hinderlich.
Fiir derartige Forschungsvorhaben wére die Nutzung von hES-Zellen wiinschenswert, die bereits unter fiir
naive Pluripotenz erforderlichen Kulturbedingungen etabliert wurden und daher ein weniger artifizielles Sys-
tem darstellen als die durch Reprogrammierung geprigter hES-Zellen gewonnenen stichtagsgerechten,
naiven hES-Zellen; allerdings wurden derartige natiirlich-naive hES-Zell-Linien erst nach dem in Deutsch-
land geltenden Stichtag etabliert.

¢) Esexistieren mehrere nach dem 1. Mai 2007 abgeleitete hES-Zell-Linien, die aufgrund ihrer Ableitung unter
den Bedingungen guter Herstellungspraxis (good manufacturing practice, GMP) deutlich besser fiir die im-
mer starker in den Blick riickende Herstellung klinisch nutzbaren Materials geeignet sind als vor dem Stich-
tag hergestellte hES-Zellen. Die Verwendung von nach dem 1. Mai 2007 etablierten hES-Zell-Linien wére
also insbesondere in jenen Féllen erforderlich, in denen bestimmte Fragen der Entwicklungsbiologie des
Menschen oder der Etablierung spezifischer Voraussetzungen fiir die Entwicklung und Produktion von Zell-
therapeutika unter GMP-Bedingungen beantwortet werden sollen.

Es sei darauf hingewiesen, dass es im Berichtszeitraum auch mit Blick auf die Situation auB3erhalb Deutschlands
weiterhin keine Anhaltspunkte dafiir gibt, dass die nach wie vor sehr umfangreiche internationale hES-Zell-For-
schung einen stdndig wachsenden Bedarf an neuen hES-Zell-Linien verursacht. Vielmehr wurden trotz der nach
wie vor intensiven weltweiten Forschung an hES-Zellen in den vergangenen beiden Jahren weltweit nur wenige
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neue hES-Zell-Linien hergestellt: wiahrend im Berichtszeitraum 2010/2011 die Herstellung von mehr als 250
neuen hES-Zell-Linien in circa 50 wissenschaftlichen Publikationen beschrieben wurden, waren es im aktuellen
Berichtszeitraum (2020/2021) lediglich circa 20 Linien, deren Gewinnung in weniger als 10 wissenschaftlichen
Publikationen beschrieben ist. Auch fiir die Forschung im Ausland werden zum ganz iiberwiegenden Teil dltere
und gut charakterisierte hES-Zell-Linien verwendet; hES-Zell-Linien, die in der Literatur innerhalb der vergan-
genen 5 Jahre (2017 bis 2021) erstmals beschrieben wurden, wurden nach Kenntnis des RKI nur in einem Bruch-
teil der seither publizierten Studien verwendet.

1.4 Erfiillung der Voraussetzungen nach § 5 StZG

Im Rahmen der Priifung der Genehmigungsvoraussetzungen nach § 6 Absatz 4 Nummer 2 StZG hat die Geneh-
migungsbehodrde bei allen im Berichtszeitraum abschlieBend bewerteten Antriigen in Ubereinstimmung mit den
jeweiligen Stellungnahmen der Zentralen Ethik-Kommission fiir Stammzellenforschung (ZES) die ethische Ver-
tretbarkeit der betreffenden Forschungsvorhaben im Sinne der Erflillung der gesetzlichen Voraussetzungen nach
§ 5 StZG bejaht.

Hochrangigkeit der Forschungsziele

Die Forschungsarbeiten, die im Rahmen der 22 im Berichtszeitraum genehmigten Vorhaben unter Verwendung
von hES-Zellen durchgefiihrt werden sollen, zielen mehrheitlich weiterhin auf einen hochrangigen Erkenntnisge-
winn zu verschiedenen Fragestellungen der Grundlagenforschung. Weiterhin sollen Fragen nach den molekularen
Grundlagen von Differenzierung und Entwicklung menschlicher Zellen beantwortet werden, héufig in Zusam-
menhang mit Fragen nach den Konsequenzen von Mutationen oder einer Fehlregulation von Signalwegen fiir die
Pathogenese verschiedener Erkrankungen des Menschen. HES-Zellen werden nach wie vor zur Entwicklung ver-
besserter Vorgehensweisen fiir die Bereitstellung ausreichender Mengen differenzierter und funktional aktiver
humaner Zellen genutzt, ferner fiir die Entwicklung von Zellmodellen fiir verschiedene Erkrankungen des Men-
schen. Ein Teil der genehmigten Forschungsvorhaben zielt dabei auch auf die Klarung konkreter Fragestellungen,
die mit einem kiinftigen Einsatz von hES-Zellen als Ausgangsmaterial fiir Zelltherapeutika in Zusammenhang
stehen. Schlielich wurden hES-Zellen auch im vergangenen Berichtszeitraum als Standard- und Referenzmate-
rial fiir die Klarung von Forschungsfragen unter Nutzung von hiPS-Zellen benétigt. Im Berichtszeitraum wurden
Einfuhr und Verwendung von hES-Zellen im Wesentlichen fiir die Kldrung folgender Fragestellungen genehmigt:

Erstens zielen einige der im Berichtszeitraum genehmigten Forschungsvorhaben nach wie vor auf die Kldrung
von Forschungsfragen, die die molekularen Grundlagen der Aufrechterhaltung der Pluripotenz von hES-Zellen
und spezifische molekulare Verdnderungen wéhrend frither Differenzierungsprozesse betreffen. Dabei soll in ei-
nem Vorhaben die Rolle zirkuldrer RNA-Spezies bei der Aufrechterhaltung der Pluripotenz und beim Ubergang
in stirker differenzierte Entwicklungsstadien beleuchtet werden, in einem weiteren Vorhaben sollen die bei Fer-
roptose ablaufenden Prozesse hinsichtlich ihrer Relevanz fiir die Pluripotenz und frithe neurale Differenzierung
untersucht werden. In einem dritten Vorhaben sollen die molekularen Ursachen fiir unterschiedliche Dynamiken
der Zelldifferenzierung in verschiedenen Spezies ergriindet werden. Ferner sollen in mehreren Vorhaben neuro-
nale Entwicklungsprozesse im Rahmen neuraler Organoide untersucht und dabei insbesondere die Rolle von
Wechselwirkungen zwischen verschiedenen Zelltypen, beispielsweise flir die Entwicklung und Funktion von Sy-
napsen, nidher beleuchtet werden. Mit diesen Forschungsarbeiten soll vorrangig zu einem verbesserten Verstind-
nis molekularer Grundlagen der Pluripotenz und spezifischer Differenzierungsprozesse von hES-Zellen beigetra-
gen werden. Zudem sollen Erkenntnisse {iber die molekularen Grundlagen von Differenzierungsentscheidungen
menschlicher Zellen gewonnen und die Rolle bestimmter Proteine, RNAs und/oder Signaliibertragungswege so-
wie von Zell-Zell-Wechselwirkungen bei der Ausldsung und beim Fortgang von Differenzierungsprozessen auf-
geklart werden. Daraus lassen sich dann voraussichtlich Schlussfolgerungen hinsichtlich frither Prozesse der
menschlichen Embryonalentwicklung ziehen.

Zweitens zielt der ganz iiberwiegende Teil der im Berichtszeitraum genehmigten Forschungsvorhaben darauf,
humane Zellmodelle fiir die Aufklidrung von molekularen und zelluldren Ursachen von Erkrankungen bereitzu-
stellen und funktionale Konsequenzen von Gendefekten fiir die Pathogenese von Erkrankungen des Menschen
auf zelluldrer Ebene zu bestimmen. Dabei stehen weiterhin vor allem neurologische Erkrankungen und Entwick-
lungsstorungen im Mittelpunkt des Interesses (beispielsweise Synaptopathien, degenerative Erkrankungen des
Zentralnervensystems, mit Gendefekten assoziierte Entwicklungsstrungen). Ein Projekt zielt auf die Untersu-
chung des Zusammenhangs zwischen einem spezifischen Gendefekt und der Entwicklung eines juvenilen Diabe-
tes mellitus. In diesen Vorhaben sollen in hES-Zellen iiblicherweise ein genetischer Defekt in (ggf. potentiell)
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krankheitsrelevanten Genen erzeugt und die Konsequenzen fiir die Differenzierung der Zellen sowie die Funkti-
onalitéit der differenzierten Zellen bestimmt werden. Die rasante Entwicklung neuer Verfahren auf dem Feld des
gene editing (insbesondere CRISPR/Cas) und erhebliche Fortschritte insbesondere bei der Etablierung neuraler
Organoide bilden hierfiir eine wichtige Grundlage. Erwartet werden neue Erkenntnisse iiber Prozesse, die bei der
jeweils interessierenden Erkrankung auf zelluldrer Ebene auftreten, wodurch deren molekulare Pathogenese bes-
ser als bislang verstanden werden soll. Die Arbeiten sollen teils auch zur Identifizierung moglicher Zielstrukturen
(targets) fiir pharmakologische Interventionen fithren und damit letztlich zur Entwicklung neuer therapeutischer
Verfahren zur Behandlung dieser schweren und teils nur inaddquat behandelbaren Erkrankungen beitragen.

Drittens sollen in einigen Forschungsvorhaben Zellmodelle fiir die Untersuchung der Ursachen bzw. der Patho-
genese maligner Erkrankungen etabliert werden. Dabei geht es in einem Fall um die Untersuchung der Wechsel-
wirkungen zwischen Neuronen und Zellen eines Glioblastoms, wobei insbesondere die mit der Progression des
Glioblastoms in Zusammenhang stehende Synapsenbildung zwischen diesen Zellen detailliert untersucht werden
soll. In zwei Forschungsvorhaben sollen die genetischen und molekularen Grundlagen der Entwicklung des Re-
tinoblastoms und mogliche molekulare und zellbiologische Ursachen fiir die hdufig beobachtete Therapieresistenz
von Retinoblastomen untersucht werden. Diese Arbeiten haben neben einem tieferen Verstdndnis der Tumor-
Pathogenese auch das Ziel, mogliche neue Angriffspunkte fiir Therapien zu identifizieren.

Viertens sollen hES-Zellen zum Einsatz kommen, um Gewebe-Modelle fiir schwerwiegende Infektionskrankhei-
ten des Menschen zu etablieren und an diesen molekulare Vorgidnge von Virusinfektionen zu studieren. In einer
entsprechenden Studie werden hierfiir intestinale Organoide aus hES-Zellen hergestellt, um die zellbiologischen
und molekularen Vorgénge bei Infektion des von Zellen des Verdauungstraktes durch SARS-Cov-2 zu untersu-
chen. Zum anderen wird ein Leberzell-Modell etabliert, an dem die Infektion mit dem Hepatitis-Delta-Virus ins-
besondere unter dem Gesichtspunkt der Aktivierung des angeborenen Immunsystems analysiert werden soll.
Beide Projekte zielen auf ein vertieftes Verstéindnis der Pathogenese der viralen Infektion, aber auch auf die Iden-
tifizierung antiviral wirksamer Substanzen zur Behandlung dieser Infektionskrankheiten.

Fiinftens zielt ein Vorhaben vorrangig auf die Gewinnung von aus humanen pluripotenten Stammzellen (hPS-
Zellen) abgeleiteten Zellen zur Entwicklung dreidimensionaler Zell- und Gewebemodelle, die als Grundlage fiir
pradiktive toxikologische und pharmakologische In-vitro-Testsysteme dienen kénnen. Derartige menschliche In-
vitro-Modelle bilden die In-vivo-Situation im Menschen deutlich besser nach als bislang verwendete Testsysteme.
So konnten zukiinftig neue Wirkstoffe in einer Umgebung getestet werden, die der Situation im Menschen deut-
lich ndherkommt, als dies zweidimensionale menschliche Zellkulturen oder Versuchstiere konnen. Dies ist fiir
eine prézisere Bewertung der Risiken und der Wirksamkeit neuer Wirkstoffe bedeutsam.

Sechstens werden in einigen der im aktuellen Berichtszeitraum bewerteten Projekte die Forschungsarbeiten unter
Verwendung von hES-Zellen mit der ausdriicklichen Zielstellung verfolgt, Zellprodukte herzustellen und zu tes-
ten, die auch fiir kiinftige klinische Anwendungen zum Einsatz kommen konnen. In einem Projekt werden aus
hES-Zellen abgeleitete kardiale Zellen hinsichtlich ihrer therapeutischen Wirksamkeit in einem Groftiermodell
fiir ischdmische Herzerkrankungen getestet, in einem weiteren Projekt sollen Verfahren fiir die Herstellung drei-
dimensionaler menschlicher In-vitro-Gewebemodelle fiir Skelettmuskel, fiir Bindegewebe, fiir Nervengewebe
und fiir die Leber auf verschiedenen Wegen etabliert werden, die mittelfristig auch fiir therapeutische Verfahren
Anwendung finden konnen. Zudem soll untersucht werden, ob und inwieweit sich aus hES- und hiPS-Zellen
hergestellte Zellen/Gewebe/Organoide gleichen bzw. in welchen Parametern sie sich voneinander unterscheiden.
Zwar zielen diese Vorhaben auch weiterhin nicht unmittelbar auf die Durchfiihrung entsprechender klinischer
Studien, jedoch sollen Vorgehensweisen entwickelt werden, um die fiir klinische Anwendungen erforderlichen
Zellen in der erforderlichen Menge, Reinheit und Qualitét bereitstellen zu konnen. In einem weiteren Vorhaben
soll ein innovativer Ansatz zur Transprogrammierung neuraler Zellen etabliert und unter verschiedenen Aspekten
beleuchtet werden. Obwohl das primére Ziel der Arbeiten in der Erlangung eines vertieften Verstiandnisses der
molekularen Grundlagen neuraler Zellidentitdten erfolgt, werden die Arbeiten auch mit dem Ziel durchgefiihrt,
diesen Ansatz hinsichtlich seiner Ubertragbarkeit in die klinische Praxis zu untersuchen.

Die Schaffung materieller Grundlagen fiir die klinische Anwendung hES-Zell-basierter Zell- und Gewebepro-
dukte ist angesichts der internationalen Entwicklung auf diesem Gebiet weiterhin von groBer Relevanz; allerdings
werden klinische Studien auf der Basis von hES-Zell-abgeleiteten Zellprodukten in Deutschland bislang nicht
durchgefiihrt. Hingegen wurden bis Ende des Jahres 2021 auflerhalb Deutschlands wenigstens 47 derartige klini-
sche Studien begonnen, in denen aus hES-Zellen gewonnene Zellen/Gewebe zur Therapie bislang unheilbarer
Krankheiten genutzt werden. Als Teil klinischer Forschung kdnnen klinische Studien, die auf hES-Zellen basie-
ren, nach dem StZG zwar zuléssig sein, soweit die Genehmigungsvoraussetzungen erfiillt sind. Jedoch ist — auf-
grund des Forschungsvorbehaltes des StZG — eine routineméfBige Nutzung von hES-Zellen zur Herstellung eines
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in klinischen Studien gepriiften und fiir therapeutische Zwecke einsetzbaren Zellproduktes in Deutschland nicht
zuldssig. Angesichts des erheblichen Aufwandes, der mit der klinischen Priifung neuer Zell- und Gewebeprodukte
verbunden ist, werden entsprechende Studien mangels wirtschaftlicher Verwertbarkeit der Ergebnisse in Deutsch-
land bei unverdnderter Gesetzeslage vermutlich auch kiinftig nicht durchgefiihrt. Zwar ist nach § 5 Nummer 1
StZG das Ziel der Erlangung von wissenschaftlichen Erkenntnissen fiir die Entwicklung neuer therapeutischer
Verfahren zur Anwendung bei Menschen geeignet, die Hochrangigkeit eines Forschungsvorhabens als eine der
Voraussetzungen fiir die Verwendung von hES-Zellen in Deutschland zu begriinden. Die Herstellung von auf
hES-Zellen basierenden Medizinprodukten, die im Rahmen klinischer Studien erfolgreich gepriift wurden und
ggf. zur Behandlung von bislang unheilbaren Erkrankungen eingesetzt werden kdnnten, ist in Deutschland jedoch
nicht statthaft.

Insgesamt ist festzuhalten, dass auch mit den im zehnten Berichtszeitraum genehmigten Forschungsarbeiten fast
ausschlieBlich jeweils ein eigenstidndiger Erkenntnisgewinn {iber hES-Zellen bzw. iiber aus hES-Zellen abgelei-
tete Zellen angestrebt wird. Nur in einem Teil der genehmigten Forschungsvorhaben (vier von 22) werden hES-
Zellen gemeinsam mit hiPS-Zellen eingesetzt. Dabei sollen in drei Vorhaben die unter Nutzung von hES-Zellen
gewonnenen Erkenntnisse in hiPS-Zellen bestitigt werden, um stirker generalisierte Aussagen iiber die Eigen-
schaften pluripotenter Stammzellen des Menschen und ihrer Derivate hinsichtlich der jeweils untersuchten For-
schungsfrage machen zu kénnen. In nur einem Forschungsvorhaben werden hES-Zellen als Referenzmaterial ge-
nutzt, um zu iiberpriifen, ob die aus hES- und hiPS-Zellen hergestellten Gewebe/Organoide identische Eigen-
schaften haben. Allerdings sind hier die Eigenschaften, beziiglich derer hiPS- und hES-Zellen verglichen werden
sollen, fiir die aus hES-Zellen abgeleiteten Gewebe/Organoide nicht umfassend untersucht, so dass auch hier ein
eigenstindiger Erkenntnisgewinn {iber hES-Zellen erwartet wird. Die seit der Etablierung der ersten hiPS-Zellen
im Jahr 2007 wiederholt geduBerte Auffassung, dass hES-Zellen bereits in naher Zukunft iiberwiegend oder gar
ausschlieBlich als Referenzmaterial fiir die Forschung mit hiPS-Zellen genutzt werden wiirden, ist aus heutiger
Sicht unzutreffend. Vielmehr nahm die Anzahl der nach dem StZG genehmigten Forschungsvorhaben, in denen
neben hES-Zellen auch hiPS-Zellen verwendet werden sollen, weiter ab: wihrend im siebenten Berichtszeitraum
(2014 bis 2015) noch in etwa 70% der genehmigten Forschungsvorhaben sowohl hES- als auch hiPS-Zellen ver-
wendet werden sollten, sank diese Zahl auf ca. 55% im achten Berichtszeitraum (2016 bis 2017) und auf 30% im
neunten Berichtszeitraum (2018 bis 2019). Im aktuellen Berichtszeitraum liegt dieser Wert bei nur noch ca. 18%.
Diese Tendenz zeigt, dass sich die Forschung an und mit hES- und hiPS-Zellen jeweils eigenstindig entwickelt
und weiter diversifiziert. Auch in der internationalen, sehr umfangreichen Forschung an hiPS-Zellen wird deutlich
seltener Bezug auf hES-Zellen genommen, als dies in der Vergangenheit der Fall war; hES-Zellen werden hinge-
gen weiterhin fiir die Beantwortung einer Vielzahl spezifischer Forschungsfragen als vielversprechender und ge-
eigneter angesehen als hiPS-Zellen, obwohl der Zugang zu ihnen in vielen Féllen deutlich stirker reguliert ist als
jener zu hiPS-Zellen.

Vorklirung der Forschungsfragen

Gemal § 5 Nummer 2 Buchstabe a) StZG hat der Antragsteller wissenschaftlich begriindet darzulegen, dass die
im Forschungsvorhaben vorgesehenen Fragestellungen nach dem anerkannten Stand der Wissenschaft ,,so weit
wie moglich bereits in In-vitro-Modellen mit tierischen Zellen oder in Tierversuchen vorgeklart worden sind.
Fiir die im zehnten Berichtszeitraum genehmigten Forschungsvorhaben wurden in den Antrdgen die erforderli-
chen Darlegungen jeweils erbracht. Dabei wurden sowohl Ergebnisse eigener Vorarbeiten des jeweiligen Antrag-
stellers als auch Erkenntnisse anderer Arbeitsgruppen dargelegt, die in der Fachliteratur verdffentlicht wurden.
Die jeweiligen Darlegungen haben nach Auffassung der Genehmigungsbehorde den gesetzlichen Voraussetzun-
gen des § 5 Nummer 2 Buchstabe a) StZG geniigt und rechtfertigen jeweils die Nutzung von hES-Zellen.

Der Wortlaut von § 5 Nummer 2 Buchstabe a StZG war auch in vergangenen Erfahrungsberichten Gegenstand
der Ausfiihrungen. Die Forderung, dass die Vorklarungen in tierischen Zell- oder Gewebekulturen oder in Tier-
versuchen erfolgt sein sollen, trigt zwar dem vor circa 20 Jahren aktuellen Kenntnisstand Rechnung. Nach den
Vorstellungen bei Verabschiedung des StZG sollte durch eine moglichst umfassende Vorkldrung in einem nicht-
humanen System die zur Anwendung kommende wissenschaftliche Vorgehensweise plausibilisiert werden. Dar-
iiber hinaus soll durch das Vorklarungskriterium gewéhrleistet werden, dass das Forschungsvorhaben eine sinn-
volle und folgerichtige Fortsetzung zuvor erfolgter Arbeiten an tierischen Zellen darstellt, insbesondere an emb-
ryonalen Stammzellen der Maus, die zum Zeitpunkt der Verabschiedung des StZG bereits in vielen Laboren ge-
nutzt wurden und gut charakterisiert waren. Gleichzeitig sollte sichergestellt werden, dass hES-Zellen nicht fiir
Forschungsansitze verbraucht werden, die bereits unter Nutzung von tierischen Zellkulturen oder im Tierversuch
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nicht erfolgreich waren, wenn aus diesem Grunde davon ausgegangen werden kann, dass entsprechende For-
schungsarbeiten auch unter Nutzung von hES-Zellen nicht zu den angestrebten Ergebnissen fithren werden. Zum
anderen sollte der Einsatz von hES-Zellen auf Fragen beschrinkt werden, die sich trotz intensivster Forschung
nicht mit anderen Zellen als hES-Zellen und auch nicht unter Nutzung von Versuchstieren beantworten lassen.

Eine hinreichende Vorklarung, die die Relevanz der Fragestellung und die Plausibilitét des geplanten experimen-
tellen Vorgehens belegt, ist ein grundsatzliches Erfordernis wissenschaftlicher Antrdge sowohl im Bemiihen um
Forschungsforderung als auch in Verwaltungsverfahren wie bei Antrdgen nach dem Tierschutzgesetz. Die im
StZG aufgestellte Forderung, dass die Vorklarung der in Blick genommenen Forschungsfrage an tierischen Zellen
oder an Versuchstieren erfolgt sein muss, war offenbar der Tatsache geschuldet, dass zum Zeitpunkt der Formu-
lierung des StZG nur wenige publizierte Ergebnisse der Forschung mit hES-Zellen vorlagen und tierische Zellen
und Versuchstiere daher als die am besten geeigneten Modellsysteme fiir eine Vorklarung von wissenschaftlichen
Fragestellungen angesehen wurden. Offensichtlich bestand um die Jahrtausendwende die fiir diese Zeit durchaus
nachvollziehbare Vorstellung, dass durch Versuche insbesondere mit embryonalen Stammzellen der Maus bzw.
mit Mausembryonen die jeweilige Forschungsfrage bereits weitgehend beantwortet werden konne und man die
Ergebnisse dieser Forschung letztlich nur noch auf das humane Modell zu iibertragen brauche, um die entspre-
chenden biologischen Prozesse im Menschen verstehen zu konnen. Es wurde bereits in den Berichten fiir die
vergangenen fiinf Berichtsperioden umfassend erldutert, dass sich dieser Kenntnisstand bereits seit langerem er-
heblich veréndert hat. In den mehr als 20 Jahren der Forschung an und mit hES-Zellen wurden bereits tausende
Studien verdffentlicht, in denen die Ergebnisse einer experimentellen Verwendung von hES-Zellen dokumentiert
wurden. Zahlreiche Fragestellungen zu hES-Zellen, die zu Beginn der Forschung an diesen Zellen eine Vorkla-
rung an tierischen Zellen aus wissenschaftlicher Sicht tatsiachlich erforderlich erscheinen lieBen, sind mittlerweile
umfassend beantwortet. In der gegenwirtigen internationalen Forschung und in den im Berichtszeitraum bewer-
teten Forschungsvorhaben geht es seit vielen Jahren um die Klarung sehr viel stirker detaillierter und speziali-
sierter Forschungsfragen. Zu einer Vielzahl dieser Fragestellungen liegen mittlerweile umfangreiche Kenntnisse
aus Forschungen an hES-Zellen selbst vor, aber auch aus der Forschung mit anderen menschlichen Zelltypen, die
eine hohere Aussagekraft im Hinblick auf die Vorklarung der jeweiligen wissenschaftlichen Fragestellung haben,
als Voruntersuchungen an tierischen Zellen oder in Tierversuchen sie liefern konnten. Aus diesem Grund kann
fiir viele an hES-Zellen zu kldrende Forschungsfragen kein fiir die Vorkldrung relevanter Erkenntnisgewinn mehr
aus Experimenten mit tierischen Zellen oder aus Tierexperimenten erwartet werden; es ist daher entbehrlich, in
diesen Fillen weitere Vorkldrungen unter Nutzung von ,,In-vitro-Modellen mit tierischen Zellen oder in Tierver-
suchen‘ zu fordern. Der Zweck der Vorkldrungsregelung, vor Einsatz von hES-Zellen eine Plausibilitétspriifung
fiir das Vorhaben vorzunehmen und die Verwendung von hES-Zellen nicht fiir Projekte zu genehmigen, die auf-
grund der Ergebnisse von Untersuchungen in tierischen Zellen absehbar nicht erfolgversprechend durchgefiihrt
werden konnen, wird vielmehr unter Beriicksichtigung des gesamten aktuellen wissenschaftlichen Kenntnisstan-
des, insbesondere von bereits publizierten Ergebnissen der hES-Zell-Forschung selbst, meist wesentlich besser
erreicht. Eine allein am Wortlaut der gesetzlichen Bestimmung orientierte Forderung, vor einer Genehmigung der
Verwendung von hES-Zellen zunéchst eine weitere Optimierung des Vorgehens bei der Differenzierung embry-
onaler Stammzellen der Maus in die jeweiligen Zelltypen vorzunehmen, wire aus wissenschaftlicher Sicht fiir die
Vorklarung der in Rede stehenden Forschungsfrage nicht sinnvoll.

Zudem hat sich aus der Forschung der letzten mehr als 20 Jahre die Erkenntnis ergeben, dass sich fiir viele For-
schungsfragen die Ergebnisse aus Untersuchungen an tierischen Zellen nicht auf das humane System {ibertragen
lassen. Beispiele hierfiir wurden in den vergangenen Berichten angefiihrt. So kdnnen beispielsweise Forschungen
zu molekularen Grundlagen der Pluripotenz und zur frithen Differenzierung menschlicher Zellen, bei denen seit
langem bekannte spezies-spezifische Unterschiede bestehen, nicht an tierischen Zellen vorgeklart werden. Auch
Forschungsvorhaben, in denen Zellmodelle fiir humane Krankheiten etabliert werden sollen, indem beispielsweise
die Expression bestimmter Gene unterdriickt wird, konnen im Mausmodell nicht mehr sinnvoll vorgeklért werden,
wenn bereits zum Zeitpunkt der Antragstellung bekannt ist, dass die entsprechende genetische Verdnderung in
der Maus einen anderen Phénotyp als im Menschen zur Folge hat. Offensichtlich wird dies beispielsweise in den
beiden im Berichtszeitraum genehmigten Forschungsvorhaben, die auf ein tieferes Verstindnis der molekularen
Pathogenese des Retinoblastoms zielen. Die genetischen Voraussetzungen fiir die Entstehung und die Bedingun-
gen fiir die Entwicklung dieser (wie auch vieler anderer) Erkrankungen sind in Maus und Mensch stark unter-
schiedlich. Auch Fragen zu den molekularen Ursachen insbesondere von neuralen Entwicklungsstorungen, von
(in mehreren im aktuellen Berichtszeitraum aufgeworfenen) Fragen zu (préd)synaptischen Erkrankungen oder zu
psychiatrischen Erkrankungen kénnen schwerlich in Mausmodellen adidquat abgebildet und folglich dort nicht
sinnvoll vorgeklirt werden.



Drucksache 20/10550 —18 - Deutscher Bundestag — 20. Wahlperiode

Uber die aus dem Obenstehenden resultierende, bereits seit vielen Jahren bestehende Art der Auslegung des Vor-
klarungserfordernisses des § 5 Nummer 2 Buchstabe a StZG durch die Genehmigungsbehdrde wurde bereits
mehrfach berichtet. Bei der Entscheidung dariiber, ob das Forschungsvorhaben den Bedingungen des § 5 Num-
mer 2 Buchstabe a StZG entspricht, werden von der Genehmigungsbehorde Sinn und Zweck des Vorklarungser-
fordernisses weiterhin so ausgelegt, dass die Forschungsfragen ,,wenigstens an tierischen Zellen oder im Tier-
versuch vorgeklért sein miissen. Das Erfordernis, dass die Forschungsfragen ,,so weit wie moglich® an tierischen
Zellen bzw. im Tierversuch untersucht sein sollen, wird so verstanden, dass die Forschungsfragen nach dem je-
weils aktuellen Stand des Wissens hinreichend vorgeklart sein miissen. Angesichts des gegenwirtigen internati-
onalen Forschungsstandes zu humanen pluripotenten Stammzellen (hPS-Zellen) und der Tatsache, dass die
Schliissigkeit eines Forschungsansatzes mittlerweile nicht selten allein mit dem bereits vorhandenen Kenntnis-
stand zu hES-Zellen begriindet werden kann, erscheint dieses Verstdndnis dem Normzweck des § 5 Nummer 2
Buchstabe a StZG deutlich besser zu entsprechen als eine strenge Orientierung am Wortlaut. Entsprechend wurde
auch im aktuellen Berichtszeitraum bei Darlegung ,.hinreichender Vorklarungen der wissenschaftlichen Frage-
stellungen, die im {ibrigen ggf. auch an anderen menschlichen Zellen als hES-Zellen durchgefiihrt worden sein
konnen, regelméBig keine Notwendigkeit fiir eine weitere Vorklarung derselben Fragestellung in ,,In-vitro-Mo-
dellen mit tierischen Zellen oder in Tierversuchen™ gesehen. Dieses Verstindnis der Vorgaben des StZG steht
auch in Einklang mit der Auffassung der ZES zu dieser Frage. Es trigt ferner im Ergebnis dazu bei, die Anzahl
der Tierversuche in Deutschland zu reduzieren, auch wenn Aspekte des Tierschutzes bei der Priifung des Vorlie-
gens einer hinreichenden Vorklarung der Forschungsfrage kein zuldssiger Grund sind, fiir notwendig befundene
Voruntersuchungen im Tiermodell nicht zu verlangen.

Erforderlichkeit der Verwendung von hES-Zellen

Gemal § 5 Nummer 2 Buchstabe b StZG ist durch den Antragsteller darzulegen, dass der mit dem Forschungs-
vorhaben angestrebte wissenschaftliche Erkenntnisgewinn voraussichtlich nur unter Verwendung von hES-Zellen
erreicht werden kann. In diesem Zusammenhang wird durch die Genehmigungsbehorde auf Grundlage der Dar-
legungen des Antragstellers jeweils gepriift, ob ggf. Alternativen zur Nutzung von hES-Zellen bestehen und ob
gef. hinreichende Belege dafiir existieren, dass die Forschungsziele auch unter ausschlieBlicher Nutzung anderer
Zellen als hES-Zellen erreicht werden konnen. In diesem Fall wéren die Einfuhr und/oder Verwendung von hES-
Zellen nicht genehmigungsfahig. Im aktuellen Berichtszeitraum wurde in allen Antragsverfahren von den Antrag-
stellern auf Grundlage des aktuellen Stands des Wissens jeweils dargelegt, dass die Verwendung von hES-Zellen
zur Erreichung der Forschungsziele erforderlich ist. Dabei wird jeweils insbesondere gepriift, ob sich nach ge-
genwirtigem Kenntnisstand die Forschungsfragen ggf. unter Nutzung (i) nicht-humaner Zellen bzw. unter Nut-
zung von Versuchstieren, (i1) menschlicher nicht-pluripotenter Zellen oder Stammzellen oder (iii) humaner indu-
zierter pluripotenter Stammzellen beantworten lassen.

Die mit den im zehnten Berichtszeitraum genehmigten Antrdgen angestrebten Forschungsziele lassen sich, wie
in den entsprechenden Antrdgen teils umfangreich dargelegt wurde, jeweils nicht unter Nutzung tierischer Zellen
erreichen. Dies ist durch bereits bekannte speziesspezifische Unterschiede in den Eigenschaften der Zellen be-
griindet und ergibt sich zwingend aus den jeweils verfolgten Forschungszielen. Hiervon sind beispielsweise For-
schungsvorhaben betroffen, in denen Zellmodelle zur Erforschung molekularer Grundlagen von Erkrankungen
des Menschen etabliert und genutzt werden sollen. Derartige Modelle konnen nicht auf Grundlage tierischer Zel-
len etabliert werden, wenn beispielsweise die den jeweiligen Erkrankungen zugrundeliegenden genetischen Ver-
dnderungen in der Maus andere phinotypische Effekte verursachen, als sie beim Menschen beobachtet werden.
Mehrere der im Berichtszeitraum genehmigten Forschungsvorhaben zielen zudem auf ein vertieftes Verstindnis
menschlicher Synapsen bzw. durch Mutationen in sog. synaptischen Genen bedingter Erkrankungen. Hier ist er-
heblich, dass — trotz der Konservierung einer Reihe synaptischer Gene in der Phylogenese — die Genprodukte in
verschiedenen Spezies teils unterschiedliche Funktionen in den Synapsen haben, was die Nutzung von murinen
Zellen oder Méusen zur Erreichung der Forschungsziele bereits ausschlieft. Zudem unterscheiden sich Neurone
von Nagern, die fiir Untersuchung bestimmter synaptischer Funktionen in der Vergangenheit durchaus auch als
Modellorganismen gedient haben, in zahlreichen Aspekten deutlich von denen im Menschen. Grundsétzliche Un-
terschiede bestehen in den molekularen Grundlagen von Pluripotenz, die im nicht-humanen System fiir den Men-
schen nicht untersucht werden kénnen oder in der Genetik und molekularen Pathogenese des Retinoblastoms. So
machen Unterschiede in den molekularen Eigenschaften von experimentell erzeugten Retinoblastomen der Maus
und Retinoblastomen im Menschen beziiglich Euploidie und epigenetischer Charakteristika deutlich, dass Riick-
schliisse iiber die Genese des Retinoblastoms beim Menschen aus Ergebnissen, die unter Verwendung von muri-
nen Zellen gewonnen wurden, ohne weiteres nicht gezogen werden konnen. Auch die Entwicklung von Vorge-
hensweisen flir die Bereitstellung von humanem Zellmaterial, wie es fiir zukiinftige klinische Anwendungen oder
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fiir die Untersuchung pharmakologisch-toxikologischer Fragestellungen mit Spezifitit fiir den Menschen benétigt
wird, erfordert die Nutzung humaner Zellen.

Auch die in vorherigen Berichten benannten Einschrankungen, derentwegen nicht-pluripotente Zellen des Men-
schen als fiir die Erreichung der Forschungsziele regelméBig als nicht geeignet angesehen werden, bestehen un-
verandert fort. Die Mdglichkeit zur Nutzung solcher Zellen als mogliche Alternative zu hES-Zellen wird von der
Genehmigungsbehorde jeweils gepriift. Primdre somatische Zellen des Menschen stehen im Allgemeinen nicht in
der fiir die jeweilige Projektdurchfiihrung erforderlichen Menge und nicht in reproduzierbarer Qualitdt zur Ver-
figung. Somatische (adulte) Stammzellen des Menschen sind in vielen Féllen nicht oder nur schwer zuganglich,
lassen sich in Kultur teils nur zu fiir die Projektdurchfiihrung unzureichenden Zellzahlen vermehren oder haben
bereits die im jeweiligen Forschungsvorhaben zu analysierenden Entwicklungsstadien durchlaufen. Zudem ist fiir
humane somatische Stammzellen teils nicht oder nur unzureichend untersucht, ob und inwieweit sie genetischen
Veranderungen zugénglich sind, die in fast allen Forschungsvorhaben an den jeweiligen Ausgangszellen vorge-
nommen werden sollen. Eine gute Zuganglichkeit fiir genetische Modifikationen war daher zwingende Voraus-
setzung fiir die Durchfiihrbarkeit fast aller der im Berichtszeitraum genehmigten Forschungsvorhaben. Diese Ein-
schrankungen gelten auch fiir die denkbare Verwendung von (Stamm)Zellen aus abgetrieben menschlichen Foten,
deren Nutzung bei gleicher Eignung zur Erreichung der Forschungsziele gemdB § 5 Nummer 2 Buchstabe b StZG
einer Verwendung von hES-Zellen vorgezogen werden muss. In diesem Fall diirfte ein Antrag auf Einfuhr und
Verwendung von hES-Zellen nicht genehmigt und der Antragsteller auf die Moglichkeit der Nutzung von Zellen
aus fiir die Forschung gespendeten abgetriebenen Foten verwiesen werden. Tumorzell-Linien und (immortali-
sierte) Zell-Linien, die z. B. aus abgetriebenen Foten stammen konnen, weisen jedoch die fiir die jeweilige Pro-
jektdurchfiihrung erforderlichen biologischen Eigenschaften in den im Berichtszeitraum vorliegenden Fillen
nicht auf.

Weiterhin ist zu priifen, ob das formulierte Forschungsziel voraussichtlich unter ausschlieBlicher Verwendung
von hiPS-Zellen erreicht werden kann. Wéhrend die Ungeeignetheit tierischer oder nicht-pluripotenter menschli-
cher Zellen fiir die Erreichbarkeit eines spezifischen Forschungsziels hidufig ohne weiteres offensichtlich ist, ist
die Bewertung einer ggf. bestehenden alternativen Nutzbarkeit von hiPS-Zellen deutlich schwieriger und auf-
wendiger, da hES- und hiPS-Zellen zumindest teilweise sehr dhnliche Eigenschaften aufweisen. Wie bereits in
vergangenen Berichten ausgefiihrt, ist die Auslegung des unbestimmten Terminus der ,,Voraussichtlichkeit™ hier
von besonderer Bedeutung. Denkbar wire eine Auslegung, wonach durch die Genehmigungsbehdrde eine Ab-
schitzung der Wahrscheinlichkeit vorgenommen werden soll, mit der die Verwendung eines anderen als des vom
Antragsteller vorgesehenen Zelltyps, hier also hiPS-Zellen, potentiell ebenfalls zur Erreichung des angestrebten
Forschungsziels fithren wiirde, ohne dass es hierfiir bereits hinreichende wissenschaftliche Belege gibt. In der
Konsequenz wiirde dem Antragsteller durch eine derartige Praxis, also eine bloBBe Prognose der Wahrscheinlich-
keit, die letztlich Vermutungscharakter hat, aber ein anderes Forschungsprojekt abverlangt werden als das von
ihm beantragte, namlich die Kldrung der Frage, ob die jeweilige wissenschaftliche Fragestellung auch unter Nut-
zung anderer Zellen erfolgen kann, was letztlich zur Schaffung eines neues Sachstandes fithren wiirde. Fiir Ent-
scheidungen iiber die Antrige ist allerdings ausdriicklich der Stand von Wissenschaft und Technik zum Zeitpunkt
der Entscheidung liber den Antrag maB3geblich. Die Verwendung von hES-Zellen kann nur dann untersagt werden,
wenn zum Zeitpunkt der Entscheidung iiber den Antrag die Eignung anderer Zellarten fiir die Beantwortung der
konkreten Fragestellung des Projekts nach dem Stand der Wissenschaft bereits mit hinreichender Sicherheit fest-
steht. Die blofle — wissenschaftlich noch nicht hinreichend geklérte — Vermutung, dass die jeweils zu beantwor-
tenden Forschungsfragen ggf. durch ausschlieliche Nutzung von anderen Zellen, beispielsweise hiPS-Zellen,
gekldrt werden konnten, dass also beispielsweise hiPS- und hES-Zellen beziiglich der zu untersuchenden Eigen-
schaft voraussichtlich identisch sein konnten, ist flir eine Versagung der Genehmigung nicht hinreichend. Viel-
mehr miissten zum Zeitpunkt der Entscheidung iiber den entsprechenden Antrag bereits Forschungsergebnisse
vorliegen, die mit hinreichender Sicherheit belegen, dass die Forschungsziele unter alleiniger Nutzung von bei-
spielsweise hiPS-Zellen tatsdchlich erreichbar sind. Die Genehmigung konnte auch versagt werden, wenn die
Gleichheit von hES- und hiPS-Zellen beziiglich der interessierenden Eigenschaft auch ohne Vorliegen entspre-
chender Daten bereits hinreichend evident ist.

Fiir alle im zehnten Berichtszeitraum genehmigten Forschungsvorhaben wurde im jeweiligen Antrag wissen-
schaftlich begriindet dargelegt, dass nach dem gegenwértigen Stand der Wissenschaft eine vergleichbare Eignung
von hiPS-Zellen zur Erreichung der Forschungsziele nicht bekannt ist. Der angestrebte Erkenntnisgewinn war
daher voraussichtlich nicht durch ausschlieBliche Nutzung von hiPS-Zellen erreichbar, und die Verwendung von
hES-Zellen war jeweils erforderlich. Die Vergleichbarkeit von hES- und hiPS-Zellen ist dabei stets mit Blick auf
die konkrete Forschungsfrage neu zu beurteilen. In zahlreichen Antrdgen wurde darauf hingewiesen, dass in der
wissenschaftlichen Literatur weiterhin teils widerspriichliche Angaben dariiber vorliegen, ob und inwieweit hES-
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und hiPS-Zellen identische Eigenschaften haben. Unterschiede zwischen beiden Zelltypen werden weiterhin re-
gelméBig beobachtet. Insbesondere weisen hiPS-Zellen im Vergleich zu hES-Zellen eine erhebliche Variabilitét
in ihrem Differenzierungsvermogen auf, was u. a. durch die Methode der Reprogrammierung, den fiir die Repro-
grammierung genutzten somatischen Zelltyp und ein durch ggf. unvollstindige Reprogrammierung bedingtes epi-
genetisches Gedéchtnis verursacht sein kann. Auch die in der Literatur vielfach beschriebene Prasenz von Muta-
tionen in hiPS-Zellen, deren Ursprung in den somatischen Ausgangszellen oder im Reprogrammierungsprozess
liegen kann, sowie dokumentierte epigenetische Unterschiede zwischen hES- und hiPS-Zellen wurden héufig als
Griinde fiir die Notwendigkeit der Nutzung des stirker urspriinglichen Materials, also hES-Zellen, fiir die Beant-
wortung der Forschungsfragen genannt. Allgemeine Betrachtungen zur Vergleichbarkeit und Unterschieden von
hES- und hiPS-Zellen waren jedoch nur dann entscheidungsrelevant, wenn die entsprechenden Erkenntnisse fiir
die Fragestellungen des jeweiligen Projektes erheblich waren.

Ein erheblicher Teil der im aktuellen Berichtszeitraum genehmigten Forschungsvorhaben zielt auf die Etablierung
von Zellmodellen fiir Krankheiten, deren genetische Ursachen gut verstanden sind und bei denen hES-Zellen die
Moglichkeit bieten, die Krankheit vor einem isogenen genetischen Hintergrund durch gerichtete genetische Ver-
dnderung der Zellen und die anschliefende Differenzierung in den jeweils betroffenen Zelltyp zu modellieren.
Derartige Forschungsvorhaben sind vor dem Hintergrund eines ansonsten unverdnderten, stark urspriinglichen
und nicht durch Mutationen belasteten Genoms, wie es hES-Zellen iiblicherweise haben, ggf. wissenschaftlich
deutlich aussagekriftiger als identische Arbeiten an patientenspezifischen hiPS-Zellen, die ggf. im Zuge der Re-
programmierung erworbene bzw. in den zur Reprogrammierung genutzten somatischen Zellen bereits vorhandene
genetische Veridnderungen aufweisen konnen. Fiir andere Forschungsvorhaben sind Zellen mit einem nach Mog-
lichkeit stark urspriinglichen Epigenom erforderlich, was die Nutzung von hES-Zellen n6tig macht, da hiPS-Zel-
len ggf. epigenetische Modifikationen erfahren haben konnen, die nicht mehr der in hES-Zellen anzutreffenden
(urspriinglichen und natiirlichen) Situation entsprechen.

Weiterhin und in zunehmendem MafBle werden zur Beantwortung der aufgeworfenen Fragestellungen hES-Zell-
Linien benotigt, in denen auBBerhalb Deutschlands bereits spezifische und teils sehr umfangreiche und aufwendige
genetische Verdnderungen vorgenommen wurden. Dabei handelt es sich beispielsweise um Reporter-Zelllinien
oder um Zelllinien, die Komponenten spezifischer CRISPR/Cas-Systeme enthalten. Diese (teilweise mehrfach)
transgenen Zelllinien waren auf Grundlage von hES-Zellen bereits etabliert und charakterisiert worden, waren
aber auf der Grundlage von hiPS-Zellen nicht verfiigbar. Die Notwendigkeit der Nutzung von hES-Zellen wurde
in den entsprechenden Antrégen folglich auch damit begriindet, dass die Erreichung der Forschungsziele die Nut-
zung dieser spezifischen transgenen pluripotenten hES-Zellen erfordere, da die Prasenz der entsprechenden ge-
netischen Modifikationen fiir die Beantwortung der jeweiligen Forschungsfragen zwingend erforderlich sei und
dhnlich gut charakterisierte transgene hiPS-Zellen nicht zur Verfiigung stiinden. Hierzu wird die — im Ubrigen
auch von der ZES geteilte — Auffassung vertreten, dass die Verfiigbarkeit bereits etablierter und gut charakteri-
sierter transgener hES-Zelllinien ein tragfihiges und hinreichendes Argument fiir die Erforderlichkeit der Ver-
wendung von hES-Zellen ist, wenn derartige Linien zum Zeitpunkt der Antragstellung auf der Basis von hiPS-
Zellen nicht verfiigbar sind. In diesem Zusammenhang ist zu beachten, dass transgene pluripotente Stammzellen
haufig unikale Eigenschaften aufweisen: es ist nicht ohne weiteres moglich, sichere Vorhersagen iiber die Effekte
einer identischen genetischen Verédnderung in verschiedenen Zelltypen (beispielsweise in spezifischen hES- und
hiPS-Zell-Linien) zu treffen. Die bloe Vermutung, dass identische genetische Verdnderungen in hiPS-Zellen zu
einem identischen Phénotyp fithren konnten, ist auch hier nicht hinreichend, um die Nutzung der hES-Zellen zu
versagen. Zudem haben die Darlegungen des Antragstellers (und folglich auch die Bewertung des Vorliegens der
Voraussetzungen des § 5 StZG) auf der Grundlage des aktuellen Kenntnisstandes zu erfolgen. Der Antragsteller
kann nicht verpflichtet werden, vor einer Befiirwortung seines Antrags erst einen neuen Kenntnisstand zu schaf-
fen, beispielsweise durch die Etablierung genetisch verédnderter hiPS-Zellen. In den vorliegenden Féllen wére aber
die Forderung, zunéchst entsprechende Experimente an hiPS-Zellen durchzufiihren, de facto eine Forderung nach
Schaffung eines neuen Stands von Wissenschaft und Technik zu hiPS-Zellen, bevor die Nutzung von hES-Zellen
genehmigt werden kann. Dies wiire aber nicht in Ubereinstimmung mit den Erfordernissen des § 5 Nummer 2
Buchstabe b StZG.

Wie bereits in den vorherigen Erfahrungsberichten ausgefiihrt wurde, sind die noch offenen Fragen nach der ge-
netischen und epigenetischen Stabilitdt von hiPS-Zellen sowie nach ihrer Fahigkeit zur Differenzierung in spezi-
fische Zelltypen auch im Hinblick auf eine kiinftige klinische Nutzung pluripotenter Stammzellen des Menschen
von groem Interesse. Es ist derzeit weiterhin nicht absehbar, welche Art pluripotenter menschlicher Stammzellen
kiinftig Ausgangspunkt flir welche Therapien zur Behandlung welcher bislang nicht heilbarer Erkrankungen sein
konnte. Bis zum Ende des Berichtszeitraums (Dezember 2021) wurden weltweit wenigstens 96 klinische Studien
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zur Therapie bislang unheilbarer Erkrankungen durchgefiihrt bzw. begonnen, in denen auf pluripotenten Stamm-
zellen basierende Zellprodukte zur Anwendung kommen, darunter 47 Studien mit aus hES-Zellen abgeleiteten
Zellen, und 46 Studien auf Grundlage von hiPS-Zellen, die im Ubrigen zum allergroBten Teil auf der Basis allo-
gener Zellen erfolgen. Die fiir hiPS-Zell-basierte Zelltherapien urspriinglich gemachte Prognose, dass hier The-
rapeutika auf autologer Basis hergestellt und genutzt werden kdnnten, wodurch die Notwendigkeit einer Immun-
suppression zumindest gemindert wiirde, hat sich bislang nicht erfiillt. Ferner werden derzeit drei weitere klini-
sche Studien durchgefiihrt, die unter Nutzung von aus durch Kerntransfer hergestellten hES-Zellen erfolgen bzw.
auf parthenogenetisch erzeugten pluripotenten Stammzellen basieren. Die klinischen Studien mit den verschiede-
nen Zellen sind auf die Therapie unterschiedlicher Erkrankungen gerichtet, wobei es nur teilweise Uberlappungen
gibt. Insofern kann auch fiir Forschungsvorhaben, die zur Schaffung von Grundlagen fiir eine spétere klinische
Nutzung von aus pluripotenten Zellen abgeleiteten Zellen/Geweben beitragen wollen, eine Nutzung von hES-
Zellen nicht verwehrt werden, wenn die Gleichwertigkeit der Verwendung von hiPS-Zellen nicht bereits belegt
ist.

1.5 Priifung und Bewertung durch die Zentrale Ethik-Kommission fiir Stammzellenfor-
schung (ZES)

Die ZES, die von der Bundesregierung zum 20. August 2020 zum siebten Mal berufen wurde, hat die gesetzliche
Aufgabe, Antrage auf Einfuhr und Verwendung von hES-Zellen anhand der eingereichten Unterlagen hinsichtlich
der Frage zu priifen und zu bewerten, ob die betreffenden Forschungsvorhaben die gesetzlichen Voraussetzungen
nach § 5 StZG erfiillen und entsprechend § 9 StZG in diesem Sinne ethisch vertretbar sind. Sie hat hierzu gegen-
iiber der Genehmigungsbehorde eine schriftliche Stellungnahme abzugeben. Das Vorliegen einer Stellungnahme
der ZES ist nach § 6 Absatz 4 Nummer 3 StZG eine Voraussetzung fiir die Entscheidung iiber einen Antrag auf
Einfuhr und Verwendung von hES-Zellen zu Forschungszwecken.

Die ZES hat in ihren Stellungnahmen zu den Forschungsvorhaben, die Gegenstand der im Berichtszeitraum ge-
nehmigten Forschungsvorhaben sind, im Ergebnis die gesetzlichen Voraussetzungen nach § 5 StZG als erfiillt
und die Forschungsvorhaben als in diesem Sinne ethisch vertretbar bewertet. Sie hat die Wahrnehmung ihrer
Aufgaben in ihren Tatigkeitsberichten nach § 14 der ZES-Verordnung (ZESV) vom 18. Juli 2002 (BGBI. I S.
2663) fiir den Zeitraum vom 1. Januar 2020 bis 31. Dezember 2020 (18. Tatigkeitsbericht der ZES) und fiir den
Zeitraum vom 1. Januar 2021 bis 31. Dezember 2021 (19. Tatigkeitsbericht der ZES) dargestellt. Die Tétigkeits-
berichte der ZES werden unter anderem auf der Internetseite des Bundesministeriums fiir Gesundheit, in engli-
scher Ubersetzung auch auf der Internetseite des RKI, verdffentlicht® 4.

https://www.bundesgesundheitsministerium.de/service/begriffe-von-a-z/z/zentrale-ethik-kommission-fuer-stammzellenforschung.html

4 https://www.rki.de/DE/Content/Kommissionen/ZES/Tactigkeitsberichte/tactigkeitsbericht_node.html


https://www.bundesgesundheitsministerium.de/service/begriffe-von-a-z/z/zentrale-ethik-kommission-fuer-stammzellenforschung.html

Drucksache 20/10550 -22 - Deutscher Bundestag — 20. Wahlperiode

2 Stand der Forschung mit pluripotenten und multipotenten menschlichen Stammzellen
21 Einleitung

Der zehnte Erfahrungsbericht der Bundesregierung zur Durchfithrung des StZG umfasst den Berichtszeitraum
2020 und 2021 und behandelt aktuelle Entwicklungen im Forschungsfeld der humanen embryonalen Stammzellen
(hES-Zellen) und der humanen induzierten pluripotenten Stammzellen (hiPS-Zellen). Weiterhin werden auch
Neuerungen bei anderen Arten von Stammzellen verschiedener Gewebe (adulte Stammzellen) vorgestellt. Dieser
Stammzellbericht fokussiert weiterhin auf der Entwicklung der Technologie der Organoide, d.h. organ-dhnliche
3-dimensionale (3D) Strukturen und Embryoide, Gastruloide and Blastoide. Der Stammzellbericht zeigt die
Grundlagen in der Forschung auf, die flir das Verstdndnis der dargestellten Entwicklungen relevant sind. Fiir
weitere Grundlagen wird auf die vorhergehenden Erfahrungsberichte und die einschlégige Fachliteratur verwie-
sen (zusammengefasst in Bartfeld et al., 2020a; Gerke, 2020).

In den vorangegangenen neun Erfahrungsberichten der Bundesregierung zur Durchfithrung des StZG sind jeweils
die aktuellen Entwicklungen im Berichtszeitraum sowie im Entstehen begriffene Themenfelder abgedeckt wor-
den. Diese Berichte aus den einzelnen Berichtszeitraumen, die jeweils auf den etablierten Grundlagen ihrer Vor-
génger basieren, stellen folgende Themen dar:

1. Der erste Erfahrungsbericht der Bundesregierung zur Durchfithrung des StZGs im Zeitraum 2002/2003
(Bundestagsdrucksache 15/3639) stellte die Rahmenbedingungen, Ergebnisse und Ausblicke der Grundla-
genforschung und mogliche zukiinftige Einsatzgebiete von embryonalen und adulten Stammzellen in der
modernen Medizinvor.

2. Im zweiten Erfahrungsbericht 2004/2005 (Bundestagsdrucksache 16/4050) wurden die seit dem ersten Be-
richt erzielten Fortschritte, die noch offenen Fragen im Bereich der Forschung sowie Perspektiven eines
moglichen therapeutischen Einsatzes von embryonalen und adulten Stammzellen beschrieben.

3. Imdritten Bericht 2006/2007 (Bundestagsdrucksache 16/12956) wurden wissenschaftliche Erkenntnisse bis
einschlieBlich 2007 zusammengefasst. Zu diesem Zeitpunkt war die Forschung mit hES-Zellen bereits welt-
weit etabliert. Neu in diesem Berichtszeitraum war die Entwicklung der Reprogrammierung (Takahashi and
Yamanaka, 2006). iPS-Zellen aus Korperzellen erwachsener Individuen werden durch das Einbringen der
vier Transkriptionsfaktoren OCT4, SOX2, KLF4 und cMYC (OSKM) in einen pluripotenten Zustand ver-
setzt, der auch in embryonalen Stammzellen vorliegt. Die Kombination aus OSKM wird nach ihrem Entde-
cker Shinya Yamanaka auch als ,,Yamanaka-Cocktail“ bezeichnet.

4.  Fiir den Zeitraum 2008/09 erschien der vierte Bericht (Bundestagsdrucksache 17/4760) und beschrieb die
wesentlichen wissenschaftlichen Erkenntnisse und Entwicklungen der Forschung mit hES-Zellen und ande-
ren Stammzellen. Schwerpunkt des Berichtes war die Generierung von hiPS-Zellen, die 2007 erstmals be-
schrieben wurden (Takahashi et al., 2007; Yu et al., 2007). Es wurde besonders auf die Unterschiede zwi-
schen hiPS-Zellen und hES-Zellen sowie verschiedener hES-Zellen eingegangen.

5. Im flinften Bericht flir den Zeitraum 2010/2011 (Bundestagsdrucksache 17/12882) wurde auf die verschie-
denen Anwendungsfelder, besonders die Entwicklung von In-vitro-Testmethoden fiir toxikologische und
pharmakologische Untersuchungen sowie auf die Entwicklung von stammzellbasierten Therapien eingegan-
gen.

6. Der den Berichtszeitraum der Jahre 2012/2013 umfassende sechste Erfahrungsbericht (Bundestagsdrucksa-
che 18/4900) gab einen Uberblick iiber aktuelle Entwicklungen der Forschung mit hES-Zellen und mit hiPS-
Zellen sowie iiber aktuelle Entwicklungen zu anderen biomedizinisch einsetzbaren adulten Stammzellen. Im
Bericht wurde ein besonderes Augenmerk auf neue Methoden zur punktgenauen genetischen Verdnderung
von pluripotenten Stammzellen (Genom-Editierung) und auf die Fortschritte bei der direkten Umprogram-
mierung (Transprogrammierung) eines somatischen Zelltyps in einen anderen sowie die Vorbereitung von
klinischen Studien mit Derivaten aus hES-Zellen gerichtet.

7. Imsiebten Bericht (Bundestagsdrucksache 18/12761) fiir die Jahre 2014/2015 wurden die neuen Forschungs-
aktivitdten zu den im sechsten Bericht dargestellten Entwicklungen vertieft vorgestellt und iiber aktuelle
Entwicklungen von biomedizinisch einsetzbaren Stammzellen berichtet. Der Bericht stellte vor, wie Verfah-
ren der Genom-Editierung in der Stammzellforschung eingesetzt werden und erléuterte Zellkulturtechniken
zur Erzeugung dreidimensionaler Aggregate, der sogenannten Organoide.

8. Im achten Erfahrungsbericht der Bundesregierung (Bundestagsdrucksache 19/10060) fiir die Jahre 2016 und
2017 wurden die neuen wissenschaftlichen Entwicklungen in der Erforschung humaner pluripotenter
Stammzellen (hPS-Zellen), zu denen sowohl hES-Zellen als auch hiPS-Zellen zihlen, beleuchtet. Es wurden
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Weiterentwicklungen in den Bereichen der Organoide, der Modellsysteme zu Erkrankungen, zur Wirkstoff-
forschung (Medikamenten- und Toxizitéts-Tests) und der Genom-Editierung mit Designernukleasen vorge-
stellt. Ein weiterer Schwerpunkt lag auf der Entwicklung von Technologien fiir Einzelzellanalysen, die we-
sentlich prazisere Erkenntnisse zur Entwicklungsbiologie von Stammzellen ermdglichen. Der Bericht wid-
mete sich umfassend den weltweit durchgefiihrten klinischen Studien mit pluripotenten Stammzellen bzw.
den daraus abgeleiteten Zelltypen.

9. Im September 2021 erschien der neunte Erfahrungsbericht (Bundestagsdrucksache 19/32595). Er fiihrte die
Darstellung der Entwicklungen in der internationalen Stammzellforschung, insbesondere im Bereich der
hPS-Zellen, also hES-Zellen und hiPS-Zellen, aus den Jahren 2018 und 2019 fort.

Der vorliegende zehnte Erfahrungsbericht betrachtet die Jahre 2020 und 2021. Es ist anzumerken, dass das wis-
senschaftliche Feld der Stammzellforschung sich im Berichtszeitraum derart entwickelt hat, dass eine umfassende
Ubersicht mittlerweile nicht mehr méglich ist. Das Forschungsfeld gliedert sich in eine Vielzahl von Einzelfel-
dern, die groBe Mengen an Forschungsergebnissen hervorbringen. Weiterhin hat sich auch der Bereich der hPS-
Zellen dahingehend konsolidiert, so dass viele wichtige Einzelbefunde zu verschiedenen Fragestellungen publi-
ziert werden, allerdings keine grundlegenden neuen Forschungsdurchbriiche, vergleichbar etwa der induzierten
Pluripotenz, Entwicklung der Genom-Editierung in Stammzellen, die Einzelzellanalyse oder die Organoidtech-
nologie, zu berichten sind.

2.2 Bestand der menschlichen embryonalen Stammzelllinien

Seit der ersten erfolgreichen Gewinnung von hES-Zellen im Jahr 1998 (Thomson et al., 1998) sind mehrere Tau-
send hES-Zelllinien weltweit etabliert worden. Eine genaue Bestimmung der Anzahl ist inzwischen schwierig, da
genaue Daten hierzu z. B. aus der Forschung in China nicht vorliegen bzw. nicht publiziert werden. In der ,,Human
Pluripotent Stem Cell Registry (hpscreg.eu), einem durch die EU-Kommission geforderten Online-Informati-
onsportal, werden seit 2007 Informationen zu hPS-Zellen zusammengetragen (Kurtz et al., 2022; Seltmann et al.,
2016). Am 31. Dezember 2021 waren in dem Register 820 hES-Zelllinien und 2978 hiPS-Zelllinien verzeichnet
(hPSC-Registry, 2022). Beide Zelltypen werden zusammengefasst als hPS-Zellen bezeichnet. Zum Vergleich:
Am 31. Dezember 2019 waren 754 hES-Zelllinien und 2275 hiPS-Zelllinien erfasst. Somit ist, wie bereits im
letzten Stammzellbericht gezeigt, weltweit wieder ein signifikanter Zuwachs an registrierten hiPS-Zelllinien (703
Linien) und hES-Zelllinien zu verzeichnen (66 Linien). Diese Registrierungen umfassen auch bereits frither re-
gistrierte Zelllinien, die genetisch verdndert wurden.

Die US-amerikanischen Gesundheitsbehorden ,,National Institutes of Health® (NIH) fiihren seit 2001 ebenfalls
ein Register, welches hES-Zelllinien erfasst, die fiir Forschungsprojekte mit 6ffentlicher NIH-Forderung verwen-
det werden diirfen (National Institutes of Health, 2022). Zum 31. Dezember 2021 waren dort 486 hES-Zelllinien
verzeichnet. Im Jahr 2020 sind 73 Linien, davon 69 aus Israel vom Shaare Zedek Medical Center, Jerusalem, und
im Jahr 2021 lediglich zwei Linien hinzugekommen. 71 der 75 neuen Zelllinien sind aufgrund von Mutationen in
krankheitsrelevanten Genen aus Blastozysten, die in In-vitro Fertilizationsbehandlungen entstanden, generiert
worden, darunter auch alle Linien aus Israel. Diese kdnnen zu Modellsystemen fiir diese Erkrankungen entwickelt
werden. Die britische UK Stem Cell Bank (UK-SCB) des National Institute for Biological Standards and Control
(NIBSC) erfasst britische hES-Zelllinien, von denen 18 Linien fiir klinische Studien nach den Richtlinien der
Europdischen Kommission fiir Gewebe- und Zell-Transplantation (EU Tissue and Cells Directive - EUTCD) in
Patientinnen und Patienten verwendet werden konnen (UK-Stem-Cell-Bank/NIBSC, 2022). Die UK Stem Cell
Bank listet 23 hES-Zellinien auf, die fiir Forschungszwecke zur Verfligung stehen, inklusive zweier Zelllinien
aus Indien. Wenige dieser beschriebenen Linien konnen fiir die Forschung in Deutschland verwendet werden, da
sie nach dem Stichtag 1. Mai 2007, der im StZG festgelegt ist, generiert wurden. Insbesondere bei den hES-
Zelllinien, die aufgrund von Mutationen generiert wurden, kommt hinzu, dass hier eine Selektion stattgefunden
hat, deren Import nach Deutschland nach dem StZG nicht erlaubt ist. Diese Zelllinien wurden aus Embryonen
gewonnen, welche aus ,,Griinden, die an den Embryonen selbst lagen®, nicht implantiert worden sind.

Insgesamt lésst sich feststellen, dass weltweit immer weniger neue hES-Zelllinien generiert werden. Diese Ten-
denz zeichnete sich bereits im neunten Stammzellbericht ab und setzt sich fiir den aktuellen Berichtszeitraum fort.
Neue hES-Zelllinien werden derzeit hauptsichlich fiir Forschungszwecke gewonnen, die der Erforschung von
Erbkrankheiten und der Etablierung von Krankheitsmodellen dienen und zum Testen von neuen Wirkstoffen ver-
wendet werden konnen.
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In Deutschland wurde im Berichtszeitraum vorwiegend mit einigen wenigen hES-Standardzelllinien gearbeitet.
Entsprechend den 22 neuen Genehmigungen im Berichtszeitraum (gesamt 175 Genehmigungen) zur Einfuhr und
Verwendung von hES-Zelllinien nach § 11 StZG (Robert Koch-Institut, 2022), bezichen sich alle Antrige auf
etablierte Standardzelllinien (Thomson-Zelllinien) wie H1 und H9 vom WiCell Research Institute, Madison, WI,
USA (Thomson et al., 1998). Zehn der 22 genehmigten Projekte beschrénken sich ausschlieBlich auf die urspriing-
lichen Thomson-hES-Zelllinien. Alle anderen Projekte beinhalten auch Experimente mit Zelllinien vom Harvard
Stem Cell Institute (USA), von der Rockefeller University (USA) und der University of Sheffield (UK) sowie
Israel, Singapur, und Japan. In vielen Forschungsprojekten sowohl in der Grundlagenforschung als auch der an-
gewandten Forschung in klinischen Studien werden hES-Zelllinien verwendet, die bereits Anfang der 2000er
Jahre gewonnen wurden. Sie sind nach wie vor ein wichtiger Referenzpunkt fiir die Forschung, da sie sehr gut
erforscht und in ihrer Charakteristik beschrieben sind. Auch Uberlegungen zur Herkunft der Zellen, da bei hiPS-
Zellen immer ein lebender Spender existiert, der eventuell Anspriiche geltend machen kann (informierte Einwil-
ligung der spendenden Person), gegeniiber hES-Zellen, die keinen direkten lebenden Spender haben, konnen bei
der Auswahl von hPS-Zelllinien fiir klinischen Studien eine Rolle spielen.

Fiir die Kultivierung von hES- und hiPS-Zelllinien werden heutzutage routineméfig chemisch definierte xeno-
genfreie (d. h. frei von Tierprodukten) Medien und Faktoren verwendet. Weiterhin werden Laborprotokolle zur
Differenzierung von hPS-Zellen zu spezifischen Zelltypen stetig optimiert, und teilweise werden neue Faktoren
oder neue Behandlungsregime beschrieben.

23 Grundlagen zur Forschung mit humanen pluripotenten Stammzellen

Die folgenden Kapitel geben einen Uberblick iiber wichtige Entwicklungen und Fortschritte in der Forschung mit
hES-Zellen und hiPS-Zellen fiir die Jahre 2020 und 2021. Beide Zelltypen werden zu hPS-Zellen zusammenge-
fasst. Verschiedene Publikationen bieten detaillierte Zusammenfassungen der Forschungstrends mit hPS-Zellen
(Bar and Benvenisty, 2020; Gassner and Spranger, 2020a; Hansen et al., 2020; Liu et al., 2020). Weiterhin haben
hPS-Zellen auch bereits ihren Einzug in die Entwicklung von Therapien fiir Erkrankungen gefunden (Yamanaka,
2020). hPS-Zellen haben das Potenzial, sich in Hunderte von Zelltypen zu differenzieren, doch ist es duBerst
schwierig, sie ausschlieBlich in einen einzigen gewiinschten Zelltyp zu differenzieren. Angesichts der Tatsache,
dass von hPS-Zellen abgeleitete Zellpopulationen in iiber 30 laufenden klinischen Studien in Patientinnen und
Patienten transplantiert wurden oder werden, sind Fragen zur Differenzierung und auf die kritische Bewertung
der Identitét und Reinheit der resultierenden Zellpopulationen von aktueller Bedeutung. Wihrend viele In-vitro-
Differenzierungsprotokolle vorgeben, die Entwicklung "nachzuahmen", sind die genaue Anzahl und Identitét der
Zwischenschritte, die eine pluripotente Zelle durchlduft, um sich in vivo in einen bestimmten Zelltyp zu differen-
zieren, noch weitgehend unbekannt. Folglich fithren die meisten Differenzierungsversuche zwangsléufig zu einer
heterogenen Zellpopulation, wie die Einzelzellsequenzierungen und andere Analysen zeigen. Das Vorhandensein
unerwiinschter Zelltypen in differenzierten Zellpopulationen erschwert die Entwicklung von Transplantationsthe-
rapien. Das Ziel ist eine prézise und zuverldssige Differenzierung in die gewiinschte Richtung zu lenken - bei-
spielsweise durch logische Blockierung der Bildung unerwiinschter Zelltypen oder durch Uberexpression von
Transkriptionsfaktoren, die die Abstammungslinie spezifizieren. Alternativ zur Optimierung von Differenzie-
rungsprotokollen kénnen auch Separationstechnologien eingesetzt werden, die eine selektive Aufreinigung der
gewiinschten Zelltypen und die Verwerfung von unerwiinschten Zelltypen ermoglicht. Im Gegensatz dazu werden
bei Ansétzen zur Differenzierung dreidimensionaler Organoide aus hPS-Zellen absichtlich heterogene Zellpopu-
lationen erzeugt. Damit soll die reiche zelluldre Vielfalt sich entwickelnder Gewebe nachgeahmt werden. Ob
jedoch alle diese Organoide in einer Weise rdumlich organisiert sind, die nativen Organen &hnelt, bedarf genauerer
Untersuchung (zusammengefasst in Fowler et al., 2020).

2.3.1  Vergleichende Untersuchungen zum naiven und gepragten Zustand humaner pluripo-
tenter Stammzellen

Die Frage nach der Vergleichbarkeit von hES-Zellen und ES-Zellen der Maus (mES-Zellen) wurde bereits im
siebten Erfahrungsbericht (2014/2015) intensiv diskutiert. Im achten Erfahrungsbericht wurden die verschiedenen
Zustinde hES-Zellen im Vergleich zu mES-Zellen vorgestellt. Im neunten Stammzellbericht (2018/2019) ist von
vielen Publikationen der naive, also der natiirliche oder grundlegende, Zustand gegeniiber einem ,,primed* oder
gepragten Zustand im humanen System eingehend untersucht worden (zusammengefasst in Dong et al., 2019).
Diese beiden Zustinde sind in mES bereits vor einigen Jahren beschrieben worden (Martello and Smith, 2014).
Auch in der aktuellen Berichtsperiode gab es weitere wichtige Verdffentlichungen zum naiven Zustand in hPS-
Zellen.
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Eine grundlegende Herausforderung bei der Untersuchung biologischer Systeme ist die Beschreibung der Dyna-
mik von Zellzustinden. Bei Ubergiingen zwischen Zellzustinden kann sich eine Vielzahl von Parametern &ndern
— von den aktiven Promotoren bis hin zu den RNAs und Proteinen, die exprimiert und verdndert werden. Die
Zellen konnen auch eine andere Form annehmen, ihre Beweglichkeit verdndern und ihre Abhéngigkeit von Zell-
Zell-Verbindungen oder Adhésion dndern. Diese Parameter sind entscheidend dafiir, wie sich eine Zelle verhilt,
und definieren gemeinsam den Zustand, in dem sich eine Zelle befindet. Der von The Company of Biologists
organisierte virtuelle Workshop mit dem Titel 'Cell State Transitions: Approaches, Experimental Systems and
Models" versuchte, diese Frage zu beantworten (Mulas et al., 2021). Jiingste Studien an kultivierten pluripotenten
Stammzellen der Maus und des Menschen (hPSCs) haben nun auch Zellen identifiziert, die fiir ein Zwischensta-
dium (den so genannten formativen Zustand) zwischen naiver Pluripotenz (entspricht dem prdimplantéren
Epiblast) und geprégter Pluripotenz (entspricht dem spéten postimplantiren Epiblast) reprasentativ sind. Inwie-
weit dieses Zellstadium zwischen dem naiven und dem gepriagten Zustand fiir die weitere Forschung und die
Anwendung der Zellen relevant ist, sollen zukiinftige Studien zeigen (Pera and Rossant, 2021). Die Variabilitét
zwischen pluripotenten Stammzelllinien (PS-Zelllinien) ist ein vorherrschendes Problem, das nicht nur die expe-
rimentelle Reproduzierbarkeit, sondern auch grof3 angelegte Anwendungen und personalisierte zellbasierte The-
rapien behindert. Diese Variabilitit konnte auf epigenetische und genetische Faktoren zuriickzufiihren sein, die
das Verhalten der Stammzellen beeinflussen. Naive Kulturbedingungen minimieren epigenetische Fluktuationen
und kdnnten Unterschiede im Differenzierungspotenzial von PS-Zelllinien ausgleichen. Der genetische Hinter-
grund der verschiedenen Zelllinien spielt allerdings eine dominante Rolle bei der phinotypischen Variabilitét, wie
in PS-Zellen von verschiedenen Mausestimmen gezeigt werden konnte (Ortmann et al., 2020).

Naive hPS-Zellen haben Entwicklungspotenzial sowohl in alle Zelltypen, die den ausgewachsenen Organismus
bilden, als auch in alle extraembryonalen Zelltypen, welche alle Strukturen au3erhalb des Embryos, wie die Pla-
zenta, die sich aus dem Trophoblast entwickelt, bilden (Guo et al., 2021; Santis and Brivanlou, 2021). Die Sig-
naliibertragungswege, welche fiir den naiven Zustand in hPS-Zellen benétigt werden, wurden aufgeklirt und es
wurde festgestellt, dass die Mehrzahl der Signalwege der frithen Embryogenese im naiven Zustand abgeschaltet
sind (Bayerl et al., 2021). Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass Blastoide, die natiirlichen menschlichen
Blastozysten dhneln, von naiven hPS-Zellen etabliert werden konnen (Santis and Brivanlou, 2021; Yu et al.,
2021a). Die Entwicklungsschritte von naiven Stammzellen hin zu Blastoiden ist mittels Einzelzellanalysen unter-
sucht. Es konnte gezeigt werden, dass spezifische Isoformen der Protein Kinase C eine entscheidende Funktion
fiir diese Entwicklung haben (Santis and Brivanlou, 2021; Yu et al., 2021a). In weiteren Studien konnte aufgezeigt
werden, wie sich naive hPS-Zellen in extraembryonale Strukturen aus Trophoblasten entwickeln (Dong et al.,
2020; Io et al., 2021). Weiterhin ist auch untersucht worden, wie die Blutgefd3e des Embryos in der Plazenta nach
der Einnistung in die Gebarmutter mit dem Blutsystem der Mutter interagieren (Govindasamy et al., 2021, zu-
sammengefasst in Posfai et al., 2021).

Zur epigenetischen Kontrolle des Genoms von hPS-Zellen sind weitere wichtige Ergebnisse publiziert worden.
Es konnte geklart werden, dass repressive Polycomb-Komplexe 1 und 2 (PRC1 und PRC2) wichtige epigenetische
Entwicklungsregulatoren in der Pluripotenz sind und als zwei unabhéngige Gegenspieler funktionieren, die ein
repressives Sicherheitsnetz bereitstellen, das die Abstammungsidentitét schiitzt und bewahrt (Cohen et al., 2021;
Long et al., 2020).

Zusammengefasst werden die verschiedenen Stadien der friihen Embryogenese in Sdugetieren immer weiter auf-
gekldrt und neue intermedidre Zustinde, wie der formative Zustand, beschrieben. Die Aufklarung des exakten
Ablaufs der frithen Entwicklung in der Zellkultur auch im humanen System erlaubt ein besseres Verstindnis der
natlirlichen In-vivo-Prozesse und bildet die Grundlage fiir die Entwicklung von Modellen fiir die Entstehung von
Krankheiten und die Wirkstoffforschung sowie Ansétze zu Therapien in der regenerativen Medizin.

2.3.2 Untersuchungen zu Mechanismen der Reprogrammierung von Koérperzellen zu iPS-Zel-
len

Eine Reihe von Studien in den Jahren 2020 bis 2021 untersucht die Mechanismen zur Reprogrammierung von
humanen Korperzellen zu hPS-Zellen (siche Erfahrungsberichte 2006/07 und 2008/09; zusammengefasst in
Yamanaka, 2020). Die Technologie ist seit der Erstbeschreibung durch Takahashi und Yamanaka in Mauszellen
(Takahashi and Yamanaka, 2006) und der Anwendung in humanen Zellen (Takahashi et al., 2007; Yu et al., 2007)
kontinuierlich weiterentwickelt, und die Mechanismen, die dem Prozess zugrunde liegen, immer besser erforscht
worden. Es ist festzustellen, dass die Technologie der Reprogrammierung inzwischen weitgehend aufgeklart ist
und kaum Publikationen im aktuellen Berichtszeitraum erschienen sind, die signifikant neue Erkenntnisse zu den
Mechanismen der Reprogrammierung darstellen. Es sei hier auf die Darstellungen im 9. Erfahrungsbericht fiir
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den Berichtszeitraum 2018 und 2019 verwiesen, in dem nochmals einige wichtige Prozesse dargestellt wurden:
Die jiingste aktuelle Zusammenfassung der Reprogrammierung von Korperzellen zu iPS-Zellen wurde 2018 in
Cell Stem Cell publiziert (Matoba and Zhang, 2018). Im Berichtszeitraum fiir den zehnten Erfahrungsbericht
wurden weitaus mehr Studien publiziert, welche die Differenzierung von hPS-Zellen in diverse Zelltypen analy-
sieren. Eine wichtige Studie analysisert das Genom von hiPS-Zellen und Gensequenzen, die aus dem Genom von
Neandertalern stammen. Es zeigt sich, dass ein gro3es iPS-Zell-Repository umfangreiche Neandertaler-DNA ent-
hilt, darunter Allele, die zu menschlichen Phénotypen und Krankheiten beitragen (Dannemann et al., 2020).

2.3.3 Pluripotente Stammzellen von anderen Tierspezies

Wie im vorhergehenden Erfahrungsbericht dargestellt, fokussiert sich die Forschung an pluripotenten Zellen be-
reits seit einiger Zeit neben humanen Zellen und Zellen der Maus auch auf Zellen anderer Tierspezies. Die Ge-
winnung von pluripotenten Zellen anderer Séugetiere spielt eine Rolle bei der Erhaltung der Biodiversitit und der
Bewahrung genetischer Informationen einer Vielzahl von Spezies. PS-Zellen von Nutztieren des Menschen sind
fiir die Ziichtungsforschung von grofier Bedeutung.

Die Entwicklung des Menschen wird seit mehr als einem Jahrhundert erforscht, aber die molekularen Mechanis-
men, die der menschlichen Embryogenese zugrunde liegen, sind aufgrund technischer Schwierigkeiten und ethi-
scher Fragen noch weitgehend unbekannt. Dementsprechend wurden Mause als Modell fiir die Entwicklung von
Saugetieren verwendet und ausgiebig untersucht, um Riickschliisse auf die menschliche Biologie zu ziehen, die
auf der Vergleichbarkeit grundlegender Prozesse zwischen den beiden Arten beruhen. Mit dem Fortschreiten der
Forschung wurden jedoch artspezifische Unterschiede zwischen Nagetieren und Primaten deutlich. Nichtmensch-
liche Primaten wurden ebenfalls fiir die biomedizinische Forschung verwendet und bilden ein Modell fiir die
menschliche Entwicklung. Ein aktueller Ubersichtsartikel fasst die Primatenarten aus evolutionirer und genomi-
scher Sicht zusammen. Er gibt einen Uberblick iiber die aktuellen Probleme und Fortschritte in der Genmodifi-
kationstechnologie fiir Primaten und erértert die jiingsten Studien zur frithen Embryogenese von Primaten und
die Zukunftsperspektiven (Nakamura et al., 2021).

Inzwischen gibt es eine regelrechte Menagerie von Stammzellmodellen aus vielen verschiedenen Spezies (Mad-
husoodanan, 2020). Bereits publizierte Ergebnisse lassen hoffen, dass die Etablierung von undifferenzierten PS-
Zellen gemeinsam mit neuen assistierten Reproduktionstechniken (ART) eine praktikable Strategie zur Rettung
aussterbender Tierarten darstellen konnte. Die Spezies des nordlichen Breitmaulnashorns, welche nur noch zwei
weibliche Tiere seiner Art aufweist und damit de facto ausgestorben ist, konnte vielleicht mithilfe von Stammzel-
len und Eizellen vom siidlichen Breitmaulnashorn wieder reetabliert werden. Ein Erfolg dieser Studien wére von
groBer Bedeutung, da dann die Hoffnung bestiinde, dass diese Techniken auch auf andere gefiahrdete grofle Séu-
getierarten {ibertragen werden konnten (Hildebrandt et al., 2021; Photopoulos, 2021). iPS-Zellen wurden bisher
nur fiir einige wenige Arten der Ordnung Carnivoren hergestellt: Schneeleopard, Bengalischer Tiger, Serval, Ja-
guar, Katze, Hund, Frettchen und Amerikanischer Nerz. Nun wurden zum ersten Mal iPS-dhnliche Zellen von der
Ringelrobbe (Phoca hispida), einer weiteren Spezies der Carnivoren, gewonnen (Beklemisheva and Menzorov,
2020). Wenn herkémmliche Labormodelle zum Studium biologischer Phinomene wie Winterschlaf, Virusinfek-
tionen oder Fettspeicher nicht geeignet sind, konnen Stammzellen von Eichhornchen, Robben und anderen Arten
alternative Modellsysteme darstellen (Madhusoodanan, 2020). Ebenso sind in Studien eine ganze Reihe von iPS-
Zellen aus Nutztierarten entstanden, welche nahezu unbeschrinkte Zellquellen fiir die Untersuchung der Embry-
onalentwicklung und Zelldifferenzierung dieser Arten darstellen (zusammengefasst in Kumar et al., 2021). Sie
finden ebenfalls Anwendung beim Screening und der Etablierung erwiinschter Merkmale fiir eine verbesserte
landwirtschaftliche Produktion sowie als veterindrmedizinische und préklinische therapeutische Instrumente fiir
tierische und menschliche Krankheiten (Punetha et al., 2022; Su et al., 2020).

Aus PS-Zellen gewonnene Organoide versprechen einen neuen Ansatz fiir die aktuellen Herausforderungen in
der Grundlagen- und biomedizinischen Forschung. Organoide von Sdugetieren sind jedoch durch die lange Ent-
wicklungszeit, den variablen Erfolg und das Fehlen eines direkten Vergleichs mit einer In-vivo-Referenz be-
grenzt. Um diese Einschrinkungen zu liberwinden und die artspezifische zelluldre Organisation zu erforschen,
wurden Organoide aus Zellen von niederen Wirbeltieren, die sich schneller entwicklen, gewonnen. Es wurde
gezeigt, wie sich primére EPS- Zellen vom japanischen Reisfisch (Medaka) und vom Zebrafisch effizient zu vor-
deren neuralen Strukturen, insbesondere der Retina, entwickeln. Innerhalb von vier Tagen fiithren die Zellaggre-
gate im Blastula-Stadium reproduzierbar wichtige Schritte der Augenentwicklung durch: Netzhautspezifikation,
Morphogenese und Differenzierung. Die hohe Effizienz und schnelle Entwicklung von aus Fischen gewonnenen
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Organoiden in Kombination mit fortschrittlichen Genom-Editing-Techniken ermdglicht es, Aspekte von Entwick-
lung und Krankheit zu untersuchen und die Auswirkungen der physikalischen Umgebung auf Morphogenese und
Differenzierung systematisch zu erforschen (Zilova et al., 2021).

Die Bildung von Chiméren zwischen verschiedenen Spezies mit hPS-Zellen kdnnte eine vielversprechende Stra-
tegie flir verschiedene Anwendungen in der regenerativen Medizin sein, einschlie8lich der Erzeugung von Orga-
nen und Geweben zur Transplantation. Studien mit Maus- und Schweineembryonen deuten darauf hin, dass hPS-
Zellen bei Arten, die evolutiondr vom Menschen entfernt sind, nicht zuverldssig zur Bildung von Chiméren bei-
tragen. Aktuelle Ergebnisse zu Chiméren von hPS-Zellen mit Embryonen von Primaten (Makaken) zeigen, dass
die Zellen hier weitaus besser integrieren. Diese Ergebnisse konnen dazu beitragen, die frithe menschliche Ent-
wicklung und die Evolution der Primaten besser zu verstehen und Strategien zur Verbesserung des Chimérismus
bei evolutiondr weit entfernten Arten zu entwickeln (Mascetti and Pedersen, 2021; Tan et al., 2021). Weitere
Tiermodelle, in denen hPS-Zellen fiir Studien zum Chimérismus verwendet, sind von Bedeutung, um in Zukunft
moglicherweise Organe fiir die Organtransplantation beim Menschen zu erzeugen (zusammengefasst in Leslie,
2021; Zheng et al., 2021). Nach Einschétzung von Forschenden konnte eines Tages diese Technik, die als Blasto-
zysten-Komplementierung zwischen verschiedenen Spezies bekannt ist, Realitdt werden. Der aktuelle Stand der
Blastozystenkomplementierung zwischen verschiedenen Spezies wurde in einem Ubersichtartikel dargestellt
(Zheng et al., 2021).

2.3.4 Untersuchungen zu generellen molekularen Mechanismen in Stammazellen

Die Techniken zur Einzelzellanalyse differenzierender Zellen mittels Sequenzierung sind im achten und neunten
Erfahrungsbericht eingefiihrt und detailliert beschrieben worden. Diese Technologie wurde auch iiber die Be-
richtsperiode wieder entscheidend weiterentwickelt und ist inzwischen auch wesentlich giinstiger geworden, so
dass viele Labore diese Technologie einsetzen konnen. Ein exzellentes Beispiel der Weiterentwicklung ist die
Verbindung von Einzelzellanalysen mit einer rdumlichen Darstellung von mRNA Transkripten, welche eine mo-
lekulare und rdumliche Darstellung der Stammzellnische im Knochenmark und der beteiligten Zelltypen erlaubt
(Baccin et al., 2020).

PS-Zellen konnen sich in alle embryonalen Keimschichten differenzieren, doch die Gesamtheit der Gene, die fiir
diese Zellschicksalstransitionen beim Menschen wesentlich sind, sind nach wie vor nicht vollstindig aufgeklart.
Die essenziellen Gene fiir die Differenzierung von hPS-Zellen in die drei Keimschichten sind in einer kiirzlich
erschienenen Studie kartiert worden, indem eine genomweite Loss-of-Function-Bibliothek in haploiden hPS-Zel-
len angelegt wurde. Haploide Zellen haben nur einen einfachen elterlichen Chromosomensatz und kénnen Gen-
mutationen nicht durch das jeweils zweite Allel des zweiten elterlichen Chromosomensatzes kompensieren. Auf-
fallend ist, dass ein hoher Anteil essentieller Gene beobachtet wurde, deren Proteinprodukte mit der Plasmamemb-
ran assoziiert sind und Signalwege kontrollieren, die fiir die Differenzierung der einzelnen Zelllinien bendtigt
werden. Die Studie wirft ein Licht auf die Gen-Netzwerke, die die frithen Gastrulationsereignisse beim Menschen
regulieren, indem wesentliche Treiber fiir spezifische embryonale Keimschichtschicksale und wesentliche Gene
fiir den Austritt aus der Pluripotenz charakterisiert werden (Yilmaz et al., 2020).

Haas, Velten und Kollegen haben hochaufldsende Einzelzell-Proteogenomik-Referenzkarten von menschlichem
Blut und Knochenmark erstellt, die die Expression von ca. 200 Zelloberflachenmarkern quantitativ mit zelluldren
Identititen und biologischen Prozessen in allen wichtigen hdmatopoetischen Zelltypen bei gesundem Altern und
Leukémie verkniipfen. Diese Referenzkarten ermdglichen den automatischen Entwurf kosteneffizienter Hoch-
durchsatz-Zytometriesysteme, die den Stand der Technik iibertreffen, komplexe Topologien zelluldrer Systeme
genau widerspiegeln und die Aufreinigung genau definierter Zellzustinde ermdglichen (Triana et al., 2021).

In weiteren Studien wurden Methoden der Nachverfolgung von Zellschicksalen und der Einzelzellsequenzierung
unabhéngig voneinander eingesetzt, um die Zellentwicklung bzw. die molekularen Phénotypen zu beschreiben.
Weinreb et al. (2020) und Pei et al. (2020) vertreten den gemeinsamen Grundsatz, dass eine gleichzeitige Erfas-
sung der klonalen und transkriptionellen Trajektorien entscheidende neue Erkenntnisse {iber die Organisation und
Entscheidungsfindung in der Himatopoese liefert (diskutiert in Chahi and Hope, 2020).

Auf europdischer Ebene hat sich in den letzten Jahren ein Konsortium mit einer groBen Anzahl von européischen
Forschungslaboren zu diesen neuen Einzelzelltechnologien etabliert. Das LifeTime Konsortium hat zum Ziel,
Zellen wihrend der Entstehung und des Fortschreitens komplexer Erkrankungen zu verfolgen, zu verstehen und
gezielt zu regulieren sowie die Effekte von Therapien auf klinisch relevante Zelltypen in Einzelzellanalysen auf-
zukldren (Rajewsky et al., 2020). Ein weiteres Konsortium, welches sich im Rahmen eines EU Flagship Projekts
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gegriindet hat, RESTORE, zielt darauf ab, ein nachhaltiges europiisches Okosystem zu schaffen, das transdiszip-
lindre Forschung, klinische Zentren, Pharma-, Biotech- und Grundlagentechnologie-Industrien, Regulierungsbe-
horden, Patientinnen und Patienten und die 6ffentliche Gesellschaft einbindet, um technologische und regulatori-
sche Hindernisse in Europa zu iiberwinden, damit neuartige Therapien mit weitreichenden Auswirkungen auf
Patientinnen und Patienten und die Gesellschaft auf breiter Basis eingefiihrt werden kénnen (Volk et al., 2020).

2.3.5 Stammzellforschung im Weltraum

Um mehr {iber menschliches Gewebe zu erfahren, haben einige Forschende Experimente im Weltraum gestartet.
2020 schickte ein Forscherteam der Universitdt Ziirich 250 Reagenzgldser mit sorgfiltig préparierten menschli-
chen Stammzellen an das U.S. National Laboratory auf der Internationalen Raumstation (ISS). Sie wollen unter-
suchen, wie sich die nahezu schwerelose Umgebung der ISS mit ihrer Mikrogravitation auf diese Zellen auswirkt,
in der Hoffnung, in dieser Umgebung einige der Geheimnisse ihres Wachstums, ihrer Teilung und ihrer Gewebe-
bildung zu verstehen (Dhar, 2020). Die Kultur von mesenchymalen Stromazellen auf der Erde ist schwierig und
auf wenige Populationsverdopplungen beschrankt. Die standardméBige zweidimensionale (2D) Kulturumgebung
ist eine unnatiirliche Bedingung fiir das Zellwachstum. Daher konnte die Kultivierung von Stammzellen an Bord
der ISS unter Mikrogravitation eine natiirlichere dreidimensionale Umgebung fiir die Expansion von Stammzellen
und die Organentwicklung bieten. In einer Studie wurden im Weltraum geziichtete humane mesenchymale
Stammzellen (MSCs) untersucht, um ihren potenziellen Nutzen fiir kiinftige klinische Anwendungen auf der Erde
und wihrend des Langzeit-Raumflugs zu ermitteln (Huang et al., 2020b). 2021 haben auch Forscher der Univer-
sity of California San Diego Blutstammzellen an Bord einer SpaceX Falcon 9 Rakete in den Weltraum gebracht,
um die stressbedingte Alterung zu untersuchen und zu erforschen, wie sich Stammzellen und ihre Nachkommen
in Pra-Krebs- und Krebsstammzellen verwandeln (UC-San-Diego, 2021). Im Rahmen des Symposiums "Bioma-
nufacturing in Space 2020" wurde sich mit der weltraumgestiitzten Forschung im Bereich der regenerativen Me-
dizin befasst und die Nutzung erdnaher Umlaufbahnen zur Férderung des Biomanufacturing fiir regenerative Me-
dizinanwendungen erortert. Dort wurden Bereiche identifiziert, in denen finanzielle Investitionen Fortschritte bei
der Uberwindung technischer Hindernisse fordern konnten (Sharma et al., 2021).

Da ldngere Aufenthalte auf der ISS immer haufiger vorkommen, miissen die Auswirkungen der Mikrogravitation
auf die Herzfunktion besser verstanden werden. Kardiomyozyten, die aus hiPS-Zellen abgeleitet worden sind,
wurden im Weltraum analysiert, um die Auswirkungen der Mikrogravitation auf die Herzfunktion und die Gen-
expression auf Zellebene zu untersuchen. Die Kardiomyozyten wurden sechs Wochen an Bord der ISS kultiviert
und ihre Genexpression, Struktur und Funktionen wurden mit Kardiomyozyten aus der Bodenkontrolle vergli-
chen. Eine RNA-Sequenzierungsanalyse zeigte, dass tiber 2.500 Gene in den Flug-, Nachflug- und Bodenkon-
trollproben unterschiedlich exprimiert wurden, darunter auch Gene, die am mitochondrialen Stoffwechsel betei-
ligt sind (Wnorowski et al., 2019).

24 Technologien der Stammzellforschung: Organoide

Multizelluldre Organismen verschiedener Komplexitét organisieren sich in der Natur selbst. Organoide sind In-
vitro-3D-Strukturen, die wichtige Aspekte der Anatomie und Physiologie ihrer In-vivo-Gegenstiicke aufweisen
und sich aus pluripotenten oder gewebespezifischen Stammzellen durch einen Selbstorganisationsprozess entwi-
ckeln. Die Grundlagen der Modellsysteme aus Organoiden sind in vorherigen Erfahrungsberichten vorgestellt
worden (zusammengefasst in Kim et al., 2020; Schutgens and Clevers, 2020). Zu diesem Thema ist im Jahr 2020
ein umfangreicher Ubersichtsband im Nomos Verlag erschienen, welcher die verschiedenen Aspekte der Bedeu-
tung von Organoiden in Forschung und Medizin eingehend darstellt (Bartfeld et al., 2020). In diesem Zusammen-
hang sind die Kernaussagen aus dem Buch (Bartfeld et al., 2020b) und ein journalistischer Text zur Forschung in
einem White Paper des German Stem Cell Network, der Interdisziplindren Arbeitsgruppe Gentechnologiebericht
der Berlin-Brandenburgischen Akademie der Wissenschaften und dem Berlin Institute of Health (BIH) zusam-
mengefasst’ (Graf et al., 2020). Durch die Moglichkeiten, die Organoide im allgemeinen und speziell menschliche
Organoide bieten, kann die Architektur und Physiologie bestimmter Teile menschlicher Organe in bemerkens-
werter Detailtreue nachgebildet werden.

Humane Organoide bieten einzigartige Moglichkeiten fiir das Studium menschlicher Krankheiten und ergénzen
nicht nur Tiermodelle, sondern koénnen in bestimmten Féllen sogar Ergebnisse liefern, die durch Tierversuche
nicht gewonnen werden konnen. In einem weiteren Ubersichtsartikel wird das multidisziplindre Konzept der "syn-

5 https://www.gscn.org/Portals/0/Dokumente/White%20Paper/GSCN-White-Paper_dt_11-2020_web.pdf
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thetischen Entwicklungsbiologie" mit Organoiden beschrieben, bei dem ingenieurwissenschaftliche Ansétze ein-
gesetzt werden, um die multizelluldre Organisation in einer experimentellen Umgebung zu steuern. Es wird eror-
tert, wie technische Hilfsmittel dazu beitragen konnten, die derzeitigen Beschrankungen bei der Konstruktion von
Organoiden zu iiberwinden (zusammengefasst in Zarkesh et al., 2022). In zukiinftigen Studien sollte aufgeklart
werden, inwieweit Stadien der menschlichen Entwicklung mit der Entwicklung von hPS-Zellen-abgeleiteten Or-
ganoiden in der Gewebekulturschale {ibereinstimmen (zusammengefasst in Frum and Spence, 2020; Hofer and
Lutolf, 2021). Mit der Ausweitung der Organoidforschung wéchst auch der Bedarf an klaren Definitionen und
Nomenklaturen zur Beschreibung dieser Systeme. Um die wissenschaftliche Kommunikation und die einheitliche
Interpretation zu erleichtern, wurde ein Konzept fiir Organoide vorgestellt und ein intuitives Klassifizierungssys-
tem und eine Nomenklatur zur Beschreibung dieser 3D-Strukturen eingefiihrt, welche auf dem Konsens von Ex-
pertinnen und Experten auf diesem Gebiet beruhen (Marsee et al., 2021).

241 Organoide des Herzen — Kardioide

Wihrend fiir alle wichtigen Organe bereits selbstorganisierende Organoide beschrieben wurden, bildete das
menschliche Herz bisher eine bemerkenswerte Ausnahme. Kiirzlich wurden nun von mehreren Gruppen unab-
héngig selbstorganisierende Herz Organoidmodelle (,,Kardioide) aus menschlichen PS-Zellen hergestellt, die
sich selbst spezifizieren, strukturieren und in kammerartige Strukturen mit einem Hohlraum umwandeln (Hof-
bauer et al., 2021; Jahnel and Mendjan, 2021). Weitere Ergebnisse zu Studien der Interaktion von verschiedenen
Geweben aus PS-Zellen belegen deren {iberraschendes morphogenetisches Potenzial, um Schliisselaspekte der
Organogenese durch die koordinierte Entwicklung von mehreren Geweben auszufiihren. Eine entsprechende
Plattform mit Organoiden ist ein hervorragendes Instrument fiir die Untersuchung der Herzentwicklung in noch
nie dagewesenem Detail und Durchsatz (Rossi et al., 2021). Die aktuellen Berichte in Cell Stem Cell (Rossi et
al., 2021; Silva et al., 2021) sowie in Nature Biotechnology aus der Medizinischen Hochschule Hannover
(Drakhlis et al., 2021b, 2021a) haben nun die gemeinsame Entwicklung von embryonalem Mesoderm und En-
doderm mit hPS-Zellen rekapituliert, um die Bildung sowohl von komplexen Herz- als auch von Darmorganoiden
zu ermoglichen (diskutiert in Gu and Zorn, 2021). Dadurch kénnen Fehlbildungen der Herzentwicklung unter-
sucht werden ebenso wie die (Neben-)Wirkung chemischer und pharmakologischer Wirkstoffe auf Entwicklungs-
prozesse.

242 Organoide der Niere

Die Nieren sind wichtige Organe, die das Blut filtern, Abfallstoffe aus dem Urin entfernen und gleichzeitig die
Fliissigkeits- und Elektrolythomdostase aufrechterhalten. Derzeitige konventionelle Forschungsmodelle wie sta-
tische Zellkulturen und Tiermodelle haben Einschriankung bei der Abschétzung der komplexen menschlichen In-
vivo-Situation. Tiermodelle sind allerings zu Einschitzung der Auswirkung von Effekten auf einen Gesamtorga-
nismus auch in der Zukunft unerlésslich. Die Entwicklung von menschlichen Nierenorganoiden erlaubt nun al-
lerdings ein besseres Verstindnis der Nephrogenese (zusammengefasst in Gupta et al., 2020). Das For-
schungsteam von Melissa Little und Kollegen demonstrierte die Plastizitdt des Epithels des distalen Nephrons in
Nierenorganoiden und zeigte, dass dieses dazu gebracht werden kann, einen uretischen Epithelphénotyp in der
Kultur anzunehmen. Die anschlieBende Reifung dieses Epithels fiihrte zur Bildung von Sammelkanilen, was fiir
die genaue Modellierung der autosomal-rezessiven polyzystischen Nierenerkrankung verwendet werden kann
(Howden et al., 2021; diskutiert in Bhattacharya et al., 2021). Eine weitere Studie zu Nierenorganoiden berichtet
iiber die Erzeugung eines expandierbaren, verzweigten 3D-Ureterknospen Organoid-Kulturmodells, das aus pri-
miren Vorldufern aus fotalen Nieren von Méusen und Menschen oder de novo aus hPS-Zellen gewonnen werden
kann. Das Sammelkanalsystem in der Niere wird modelliert, indem Vorlduferzellen der Harnleiterknospe zur
Erzeugung von Organoiden verwendet werden. Mit dieser komplexen Struktur kdnnen die angeborenen Anoma-
lien der Niere und der Harnwege modelliert werden (Zeng et al., 2021).

2.4.3 Zerebrale Organoide

Die Herstellung und Methodiken zu zerebralen Organoiden sind in vorausgegangenen Erfahrungsbericht einge-
hend beschrieben worden. Innovationen bei organoidbasierten Modellen menschlicher Gewebe haben auch ze-
rebrale Organoide zu einer interessanten Versuchsplattform filir die Untersuchung von Organentwicklung und
Krankheit gemacht. Diese Modelle miissen jedoch systematisch mit Primidrgewebe verglichen werden, um ihren
Wert zu ermitteln (zusammengefasst in Bhaduri et al., 2020). Im Folgenden werden einige weiterfiihrende Studien
zu diesen Forschungsobjekten aufgefiihrt.
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Die Stammzelltechnologie ermdglicht die Herstellung von dreidimensionalen organdhnlichen Strukturen, aber die
Entwicklung einer gewebeiibergreifenden Anatomie hat sich als schwierig erwiesen. Neuronen in der GroBhirn-
rinde sind iiber absteigende Bahnen mit dem Hinterhirn und dem Riickenmark verbunden, um Muskeln zu akti-
vieren und Bewegungen zu erzeugen. Eine Studie in Cell Stem Cell hat gezeigt (Martins et al., 2020), dass die
Erzeugung einer gemeinsamen Vorlduferzelle fiir das hintere Riickenmark und die Muskulatur die Bildung funk-
tioneller neuromuskuldrer Verbindungen in einzelnen Organoiden ermdglicht (Ichida and Ko, 2020). In einer
weiteren Studie wurden Organoide hergestellt, die der GroBhirnrinde bzw. dem Hinterhirn/Riickenmark &dhneln,
und mit menschlichen Skelettmuskel-Sphéroiden zusammengefiigt, um kortiko-motorische 3D-Assembloide zu
erzeugen (Andersen et al., 2020). Einzelzellgenomische Methoden bieten leistungsstarke Ansétze zur Erforschung
der Zellzusammensetzung, der Differenzierungswege und der genetischen Stérungen in hirnorganoiden Syste-
men. Computergestiitzte Technologien erlauben nun die Strukturierung von Hirnorganoiden, den Entwicklungs-
zustand und die Zellidentitdt durch Vergleiche mit rdumlichen und einzelligen Transkriptom-Referenzdaten zu
bewerten (Fleck et al., 2021). In einer weiteren Studie zu neuronalen Organoiden konnte gezeigt werden, dass
diese Organoide eine frithe neuronale Netzwerkbildung und -reifung zeigen und Hinweise auf einen Polaritéts-
wechsel durch einen Neurotransmitter (Gamma-aminobutyric acid (GABA)) und Langzeitpotenzierung liefern
(Zafeiriou et al., 2020).

Es ist gezeigt worden, dass zerebrale Organoide eine intrinsische Fahigkeit zur Bildung von Gewebestrukturen in
spezifischen Mustern haben und spontan bilateral symmetrische optische Vesikel aus der Vorderhirn-ghnlichen
Region bilden konnen. Diese inhdrente Fahigkeit von Hirnorganoiden, optische Strukturen zu bilden, ermoglicht
Studien zur Interaktion zwischen verschiedenen Geweben innerhalb eines einzigen Organoids (Gabriel et al.,
2020). Eine weitereStudie berichtet {iber die Entwicklung von augendhnlichen Strukturen aus Organoiden des
Vorderhirns mit Lichtempfindlichkeit, Signalverarbeitung und Konnektivitit, was die Beantwortung dieser kom-
plexen Frage néher bringt (Rao et al., 2021).

Um die Vielseitigkeit und Zuverldssigkeit von menschlichen 3D-Hirnorganoiden bei der Modellierung von
Glioblastomen zu verbessern, wurde eine Reihe von Methoden entwickelt, die eine schnelle und effiziente Unter-
suchung der Invasion von Stammzellen des Glioblastoms ermdglichen. Die beschriebenen Ergebnisse konnen zur
Untersuchung der Tumorinvasion, der Integration, der Interaktion mit reifen Neuronen und des Wirkstoffscree-
nings verwendet werden (Goranci-Buzhala et al., 2020; zusammengefasst in Kretzschmar, 2020). Eine weitere
aktuelle Studie zeigte ebenfalls, dass die Interaktion mit tumor-assoziierten Stammzellen des Blutsystems eine
wichtige Rolle bei der Entwicklung von Glioblastomen spielt (Lu et al., 2021). Eine Virusinfektion in der Friih-
schwangerschaft ist eine der Hauptursachen flir Mikrozephalie. Wie verschiedene Viren die Entwicklung des
menschlichen Gehirns beeintrdchtigen, ist jedoch noch wenig bekannt. Menschliche Hirnorganoide wurden ver-
wendet, um die Mechanismen zu untersuchen, die der durch das Zika-Virus und das Herpes-Simplex-Virus ver-
ursachten Mikrozephalie zugrunde liegen. Die Ergebnisse decken virusspezifische Mechanismen und eine kom-
plexe zellulire Immunabwehr auf, die mit virusbedingter Mikrozephalie in Verbindung stehen (Krenn et al.,
2021).

244 Andere Organoidsysteme und Organ-on-a-Chip

Wie oben fiir Hirnorganoide beschrieben, konnen Stammzellen Organoide aus menschlichem Gewebe ex vivo
generieren, was die Untersuchung von Wirt-Mikroben-Interaktionen mit experimenteller Kontrolle ermdglicht.
So wurden ebenfalls Methoden zur Kokultur von Diinndarm- und Dickdarmorganoiden mit entprechendem Mik-
robiom entwickelt, die fremden Bakterienarten ausgesetzt wurden. Diese Protokolle umfassen verschiedene Me-
thoden zur Kokultur von Organoiden mit Mikroben, einschlielich Mikroinjektion in das Lumen und die Periphe-
rie von 3D-Organoiden (Puschhof et al., 2021). Weiterhin ermdglichen Organoide, die dem Gang der Bauchspei-
cheldriise dhneln, In-vitro und In-vivo-Studien zur Plastizitdt, Dysplasie und Krebsbildung der Bauchspeichel-
driise vor einem genetisch definierten Hintergrund (Breunig et al., 2021; Huang et al., 2021). Das Zusammenspiel
zwischen Organoiden aus Epithelzellen mit Immunzellen konnte eine Reihe neuer Erkenntnisse produzieren. Hier
zeigte sich die Rolle der Interaktionen zwischen Epithelzellen und Immunzellen bei der Gewebeentwicklung und
-homoostase sowie bei Krankheiten wie Krebs (Bar-Ephraim et al., 2020). In einer weiteren Studie wurden Or-
ganoide aus der Trénendriise von Maus und Mensch generiert, die als Studienobjekte fiir die Trédnendriise in vitro
dienen konnen. In einer Einzelzell-Transkriptomanalyse konnten die wichtigsten Zelltypen der menschlichen Tri-
nendriise nachgewiesen werden. Menschliche Trénendriisenorganoide sezernierten Trianenfliissigkeit und konn-
ten in ein Mausmodell transplantiert werden (Bannier-Hélaouét et al., 2021).
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Darmkrebs-Stammzellen werden fiir das Fortschreiten der Krankheit, das Wiederauftreten des Tumors und die
Chemoresistenz verantwortlich gemacht. In einer Kohorte von aus Patientenzellen gewonnenen Darmkrebs-Or-
ganoiden wurde die Expression verschiedener Stammzellmarker und deren Expression mit der Empfindlichkeit
gegen Chemotherapeutika untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass die Expression von Stammzellmarkern zwi-
schen den Tumoren variiert und dass die Expression einiger Gene sowohl mit einer geringeren Uberlebensdauer
der Patientinnen und Patienten als auch mit vermehrten Riickfillen der Krankheit korreliert. Diese und weitere
Studien zeigen, dass Organoide abgeleitet von Krebsgewebe geeignet sind, Behandlungen mit Zytostatika zur
Chemotherapie zu bewerten und zu optimieren (Engel et al., 2020; Yao et al., 2020).

Das Tissue Engineering hat sich seit seinen Anfangen in den 1980er Jahren auch durch die Entwicklung von
Organoid-Modellen deutlich weiterentwickelt. Die Technologien der iPS-Zellen und adulter Stammzellen ermog-
lichen Studien zur Organregeneration und Krankheitsmodellierung in einem patientenspezifischen Kontext.
Durch die Kombination von verschiedenen Organoidmodellen, z. B. Lunge, Herz und Endothel mit hdmatopoe-
tischen Stammzellen in "Organ-on-a-Chip"-Systemen konnen komplexere Interaktionen von verschiedenen Ge-
weben untersucht und verstanden werden. Die Entwicklungen konnen zukiinftig das Potenzial des Tissue Engi-
neerings hin zu der Anwendung verbessern (zusammengefasst in Tavakol et al., 2021). Der Ubersichtsartikel von
Tavakol et al. wurde kritisch diskutiert auf dem ,,2020 Till & McCulloch Meeting Compelling Communication
Workshop®. Ein zentraler Kommentar hierzu war, dass der Begriff "Organ-on-a-Chip" im wissenschaftlichen Feld
eindeutiger definiert werden sollte (Abbasi et al., 2021).

245 Organoide und Stammzellen in der Erforschung von COVID-19

Viele pathogene Viren, die Menschen infizieren kdnnen, sind artspezifisch, was die Verwendung von Tiermodel-
len einschrinkt. Die Erforschung der Virusbiologie und die Identifizierung potenzieller Behandlungsmethoden
profitieren daher von der Entwicklung von In-vitro-Zellsystemen, welche die menschliche Physiologie genau
nachahmen. Wahrend der COVID-19-Pandemie waren wissenschaftliche Erkenntnisse von grofter Bedeutung,
um die Auswirkungen auf die 6ffentliche Gesundheit und die Gesellschaft zu begrenzen. Organoide entwickeln
sich zu vielseitigen Instrumenten, um das Verstindnis der Biologie von SARS-CoV-2 voranzutreiben und die
Suche nach neuen Behandlungsmethoden zu unterstiitzen (zusammengefasst in Clevers, 2020; Geurts et al., 2021;
Mallapaty, 2020a). Zur Pathophysiologie von COVID-19 gehdren u. a. Atemprobleme, aber auch andere Organ-
systeme wie Darm, Leber, Herz und Bauchspeicheldriise sind betroffen. Yang et al. prasentierten eine experimen-
telle Plattform, die aus Zell- und Organoidderivaten von hPS-Zellen besteht. Aus hPS-Zellen abgeleitete Zellen
und Organoide sind wertvolle Modelle fiir das Versténdnis der zelluldren Reaktionen menschlicher Gewebe auf
die SARS-CoV-2-Infektion und fiir die Krankheitsmodellierung von COVID-19 (Yang et al., 2020).

Die Lunge ist eine der wichtigsten Eintrittspforten fiir xenobiotische Stoffe und Infektionserreger in den Koérper
und unterliegt einer Reihe von Funktionsstérungen und Krankheiten, die fiir eine betrdchtliche Zahl von Todes-
fallen verantwortlich sind. Zellmodelle basierend auf hiPS-Zellen, die der menschlichen Lunge dhneln, enthalten
die Zelltypen, die fiir ein Epithelmodellsystem erforderlich sind, produzieren Schleim und funktionelle Zilien und
konnen die Infektion/Replikation von SARS-CoV-2 und die Sekretion von Zytokinen in einer Weise abbilden,
die derjenigen der Atemwege in vivo dhnelt. Diese Technologie bietet ein leicht zugidngliches und hochgradig
skalierbares Protokoll fiir die Herstellung von Modellen der oberen Atemwege, die bei der Entwicklung von The-
rapien fiir Virusinfektionen der Atemwege und bei der Bewertung der Toxizitdt von Medikamenten in der
menschlichen Lunge Anwendung finden kdnnten (Djidrovski et al., 2021; Huang et al., 2020a; Youk et al., 2020).
SARS-CoV-2 befillt in erster Linie das Epithel der Atemwege und kann in der Lunge zu einem akuten Atemnot-
syndrom fiihren. Klinische Studien haben allerdings gezeigt, dass COVID-19 eine Multiorganerkrankung ist, die
charakteristische Komplikationen verursacht. Stammzellmodelle verschiedener Organsysteme - vor allem Lunge,
Darm, Herz und Gehirn - stehen im Mittelpunkt von Studien, die darauf abzielen, die Rolle der direkten Infektion
bei der Multiorgan-Dysfunktion von COVID-19 zu verstehen (Simoneau and Ott, 2020). Aus hPS-Zellen abge-
leitete kardiovaskulédre Zellen wurden zur Untersuchung von COVID-19 eingesetzt und es konnte gezeigt werden,
welches Potenzial sie fiir ein besseres Verstdndnis der Herzpathologie und fiir die therapeutische Entwicklung
haben (zusammengefasst in Yiangou et al., 2020). Weitere Studien haben aufgedeckt, dass die virale Replikation
und zytopathische Wirkung in Kardiomyozyten zum Einstellen der Kontraktionen und zu Apoptose, dem pro-
grammierten Zelltod, fithren. Die Infektion mit SARS-CoV-2 aktiviert die angeborene Immunantwort und anti-
virale Clearance-Genwege, wihrend der Zellmetabolismus gehemmt wird. Dieses Modell kann zur Aufklarung
der Infektionsmechanismen verwendet werden und moglicherweise eine herzspezifische Screening-Plattform fiir
antivirale Medikamente darstellen (Sharma et al., 2020).
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Es ist beschrieben worden, dass das Angiotensin Converting Enzyme 2 (ACE2) der entscheidende Rezeptor fiir
das Coronavirus (SARS-CoV und SARS-CoV-2) ist und ACE2 die Lunge vor Schidigungen schiitzt, was eine
molekulare Erklarung fiir das schwere Lungenversagen und den Tod infolge von SARS-CoV-Infektionen liefert.
Rekombinantes humanes ACE2 in klinischer Qualitét kann die SARS-CoV-2-Infektion in Zellen und in mehreren
menschlichen Organoidmodellen reduzieren (Monteil et al., 2020). Bei einigen Patientinnen und Patienten wur-
den auch neurologische Symptome nach der Infektion mit SARS-CoV-2 beobachtet. In zerebralen Organoiden
wurde der Neurotropismus des Virus untersucht. Der virale Rezeptor ACE2 war allerdings nur auf reifen Ader-
hautplexuszellen zu finden, aber nicht in Neuronen oder anderen Zelltypen. Eine Infektion mit SARS-CoV-2
schidigt das Epithel des Plexus choroideus, was zu einem Durchsickern durch diese wichtige Barriere fiihrt, die
normalerweise das Eindringen von Krankheitserregern, Immunzellen und Zytokinen in den Liquor und das Gehirn
verhindert (Pellegrini et al., 2020). Allerdings zeigen weitere Studien, dass auch Neuronen in humanen Hirnor-
ganoiden vom Virus befallen werden. Die neurotoxischen Wirkungen von SARS-CoV-2 sind anhand von Hirn-
organoiden aufgezeigt worden und es konnte verdeutlicht werden, wie Hirnorganoide das Verstindnis von Infek-
tionen weiter verbessern konnen (Gabriel et al., 2020; Ramani et al., 2020, 2021).

Es wurden zahlreiche klinische Studien mit mesenchymalen Stroma-/Stammzellen (MSC) als neue Behandlungs-
methode filir die durch Coronaviren ausgeloste Krankheit (COVID-19) registriert, die meisten davon auf der
Grundlage einer intravendsen Infusion. Es gibt im Berichtszeitraum keine zugelassene wirksame Therapie fiir
COVID-19, aber MSC-Therapien haben sich als vielversprechend bei der Behandlung von Lungenentziindung
sowie Entziindung und Sepsis im Rahmen des akuten Atemnotsyndroms erwiesen, die zu den haufigsten Todes-
ursachen von COVID-19-Patientinnen und Patienten zéhlen. Auch die International Society of Stem Cell Rese-
arch (ISSCR) hat sich zu Behauptungen geduBert, dass Stammzellen zur Behandlung von Menschen, die mit
COVID-19 infiziert sind, als therapeutische Mallnahme verwendet werden konnen. Wéhrend die Stammzellen-
forschung fiir zahlreiche Krankheiten und Leiden vielversprechend ist, gibt es derzeit keine zugelassenen stamm-
zellenbasierten Ansétze flir die Pravention und Behandlung von COVID-19-Infektionen (ISSCR, 2020). Die er-
hebliche Morbiditdt und Mortalitdit von COVID-19 hat einen weltweiten Wettlauf um die Entwicklung neuer
Therapien ausgelost. Dazu gehoren auch Behandlungen mit zellbasierten oder aus Zellen gewonnenen Produkten,
von denen mehrere in klinischen Studien getestet werden. Die Suche nach zellbasierten COVID-19-Therapien
war jedoch auch mit iibertriebenen Behauptungen, der Missachtung wichtiger regulatorischer, wissenschaftlicher
und ethischer Normen und einer verzerrten Kommunikation der Forschungsergebnisse verbunden (diskutiert in
Turner, 2020; Turner et al., 2021).

2.4.6 In-vitro-Analyse der friihen Embryogenese mithilfe pluripotenter Stammzellen: Embry-
oide, Blastoide und Gastruloide

Der begrenzte Zugang zu Embryonen hat die Erforschung der menschlichen Embryogenese und von Fehlentwick-
lungen, die wihrend der frilhen Schwangerschaft auftreten, erschwert. hPS-Zellen bieten eine Alternative, um die
menschliche Entwicklung im Labor zu untersuchen. Jiingste Fortschritte bei partiellen Embryonenmodellen aus
hPS- Zellen haben es ermoglicht, die menschliche Entwicklung in frithen Stadien nach der Einpflanzung zu un-
tersuchen (Yu et al., 2021a).

Die Embryonalentwicklung wird traditionell als ein induktiver Prozess angesehen, der durch exogene miitterliche
Einflisse und extraembryonale Signale gesteuert wird. Es gibt jedoch immer mehr Hinweise darauf, dass die
Entwicklung des Embryos neben exogenen Signalen auch eine endogene Selbstorganisation beinhaltet. In jlings-
ter Zeit wurde dieses Selbstorganisationspotenzial durch eine Reihe von Stammzellmodellen, den sogenannten
Embryoiden, hervorgehoben, die verschiedene Aspekte der Embryogenese in vitro rekapitulieren kénnen. Ver-
schiedene Studien zeigen, dass die Embryonalentwicklung als ein gesteuerter selbstorganisierender Prozess zu
betrachten ist, bei dem die embryonale Musterbildung und Morphogenese durch eine Kombination aus exogenen
Signalen und endogener Selbstorganisation gesteuert werden (Yanagida et al., 2021; zusammengefasst in Morales
etal., 2021; Steventon et al., 2021). Ein weiterer Ubersichtsartikel beschreibt die Signaliibertragungsprozesse, die
den Entscheidungen {iber das Zellschicksal wihrend der Bildung von Embryoiden in Raum und Zeit zugrunde
liegen (Liu and Warmflash, 2021). Mit der Weiterentwicklung menschlicher Stammzellkulturen und dem Inte-
resse am Verstdndnis der menschlichen Embryogenese wurden menschliche Blastozysten-dhnliche Strukturen,
sogenannte menschliche Blastoide, entwickelt. Um die Identifizierung von Zelllinien in menschlichen Embryo-
nenmodellen zu erleichtern, sind eine Reihe menschlicher Marker fiir das amniotische Ektoderm und das
Trophektoderm identifiziert worden, die zur Unterscheidung dieser beiden Linien verwendet werden kdnnen.
Dariiber hinaus wurde ein auf einem neuronalen Netz basierendes Online-Vorhersagetool entwickelt, mit dem die
vollstindige zelluldre Zusammensetzung von Blastoiden genau bestimmt werden kann (Zhao et al., 2021a).
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Die Spezifikation der Zelllinien der Keimbahnen (lineage specification) wéihrend der menschlichen Praimplanta-
tionsentwicklung ist nach wie vor nicht aufgeklart. Mittels moderner Technologien zur Sequenzierung von RNA
(scRNA-seq), Pseudozeitanalyse mit Einzelzellanalyse und Immunfluoreszenzvalidierung konnte die Abfolge
molekularer Ereignisse rekonstruiert werden, die in menschlichen Praimplantationsembryonen im Zeitraffer ab-
laufen. Diese Ergebnisse kliren die Spezifikation, das Timing und die Zelltranskriptome in den frithen Stadien
der menschlichen Entwicklung (Meistermann et al., 2021, diskutiert in Weltner and Lanner, 2021). Zur Induktion
der wichtigsten mesodermalen Linien und Zelltypen der mittleren Keimschicht fehlen weitgehend experimentelle
Modellsysteme, die komplexere Merkmale der menschlichen Mesoderm-Entwicklung und -Musterung rekonstru-
ieren konnen. Die schrittweise In-vitro-Induktion des prasomitischen Mesoderms und seiner Derivate ist experi-
mentell gezeigt worden und erlaubt verschiedene Aspekte der menschlichen Somitogenese zu modellieren
(Matsuda et al., 2020).

Gastruloide sind embryoédhnliche Strukturen, die wichtige Merkmale der Embryonalentwicklung nach der Im-
plantation aufweisen. Ob sie jedoch die Embryogenese in vivo vollstdndig rekapitulieren, ist nach wie vor unge-
klirt. Es wurde eine hochaufldsende Genexpressionsanalyse durchgefiihrt, um signifikante Ahnlichkeiten zwi-
schen Maus-Gastruloiden, welche die Phase der Gastrulation rekapitulieren, und In-vivo-Embryonen wahrend der
Gastrulation in Bezug auf die Segregation der Positionslinien und die Somitenbildung, festzustellen (Brink et al.,
2020, diskutiert in Rosado-Olivieri and Brivanlou, 2020). Eine weitere Studie beschreibt, dass die Instruktion von
Aggregaten embryonaler Stammzellen der Maus mit einem experimentell hergestellten Morphogen-Signalzent-
rum, das als Organisator fungiert, fiir die Entwicklung von Embryoiden entscheidend ist (Xu et al., 2021).

2.4.7 Ethische Betrachtungen zu Embryoiden

In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl von In-vitro-Modellen der Sdugetierentwicklung beschrieben, die ein
immenses Potenzial fiir die Erforschung grundlegender Fragen der Entwicklungsbiologie bieten, insbesondere im
Fall des menschlichen Embryos, wo ethische und rechtliche sowie technische Beschrankungen die Forschung
eingrenzen. Diese Technologien werfen schwierige Fragen im Hinblick auf ethische, rechtliche und soziale Ge-
sichtspunkte auf, die gebiihrend beriicksichtigt werden sollten (Moris et al., 2021). Gleiches gilt fiir innovative
Technologien zu Embryoiden (Nicolas et al., 2020). Die internationale Abstimmung zu diesen Fragen gestaltet
sich vor dem Hintergrund verschiedener Kulturkreise und Rechtssysteme duBerst komplex. Nicolas et al. regen
an, dass ein aufgeklérter und rationaler Dialog zu diesen neuen Technologien gefiihrt werden solle. Beim gegen-
wirtigen Stand der Technik lisst sich noch nicht abschitzen, ob sich diese Modelle langer als ein paar Tage in
vitro entwickeln kénnen und ob sie sich im Tiermodell bis zu einem geborenen Organismus entwickeln konnen.
Es solle davon ausgegangen werden, dass die Zellkulturmethoden sich iiber die néchsten Jahre so weit verbessern,
dass die Modelle Schliisselmerkmale der friihen menschlichen Entwicklung aufweisen und dem menschlichen
Embryo immer dhnlicher werden konnen. Eine ethische Einordnung dieser Strukturen ist bisher nicht hinreichend
erfolgt, insbesondere, wenn hiPS-Zellen als Ausgangsmaterial verwendet werden und nicht hES-Zellen (siche
weitere Ausfithrungen im Kapitel 2.9 Ethische, rechtliche und soziale Aspekte (ELSA) der Stammzellforschung).

25 Verfahren zur Genom-Editierung in Stammzellen

Die Moglichkeiten der Genom-Editierung von Stammzellen und insbesondere von pluripotenten Stammzellen ist
in vorhergehenden Erfahrungsberichten eingehend beschrieben worden. Die Kombination von Stammzell- und
Gentherapien wird fiir ein breites Spektrum an Krankheiten neue Optionen fiir die Therapie aufzeigen. Insbeson-
dere wenn Genmutationen die Grundlage der Erkrankung bilden, kann in autologen (patienteneigenen) Stamm-
zellen durch das Hinzufiligen eines nicht mutierten Genes oder iiber die gezielte Genverdnderung die Mutation
korrigiert werden und Patientinnen und Patienten mit gesunden eigenen Stammzellen behandelt werden. Genom-
Editierung hat sich als vielversprechend fiir die klinische Umsetzung erwiesen, aber auch das Risiko der Genoto-
xizitit durch Off-Target-Effekte programmierbarer Nukleasen aufgezeigt. Zwei Studien, die grole DNA-Deleti-
onen und Umstrukturierungen zeigen, verstérken die Sicherheitsbedenken in Bezug auf vererbbare Genom-Edi-
tierung (Alanis-Lobato et al., 2021; Zuccaro et al., 2020; diskutiert in Ledford, 2020a). Eine neue Analyse von
Chromosomenaberrationen wurde beschrieben, die durch Single Targeted Linker-vermittelte PCR-Sequenzierung
(CAST-Seq), einem praklinischen Test zur Identifizierung und Quantifizierung von Chromosomenaberrationen,
die durch On-Target- und Off-Target-Aktivitdten von CRISPR-Cas-Nukleasen bzw. transkriptionellen Aktivator-
dhnlichen Effektornukleasen (TALENS) in menschlichen hdmatopoetischen Stammzellen entstehen. CAST-Seq-
Analysen konnen fiir die therapeutische Genom-Editierung von besonderer Bedeutung sein, um eine griindliche
Risikobewertung vor der klinischen Anwendung von gen-editierten Produkten, nicht nur in HSCs, zu erméglichen
(Turchiano et al., 2021). Auch andere Forschergruppen haben kostengiinstige und breit anwendbare Tools zur
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quantitativen Genotypisierung mittels PCR (qgPCR) und Einzel-Nukleotid-Polymorphismus (SNP) entwickelt
und schlagen deren Einsatz als zusitzliche Qualitétskontrollen nach dem Editing vor (Weisheit et al., 2020).

251 Genom-Editierung mit dem CRISPR/Cas9 System

Die Bedeutung der neuen Verfahren zur Gen-Editierung wird unterstrichen durch die Vergabe des Nobelpreises
fiir Chemie 2020 an die beiden Erfinderinnen der CRISPR/Cas9 Technologie, Emmanuelle Charpentier, Leiterin
der Max-Planck-Forschungsstelle flir die Wissenschaft der Pathogene in Berlin, und Jennifer Doudna, UC Ber-
kley. Das Nobelpreiskomitee wiirdigte Charpentier fiir ihre Entdeckung der bisher unbekannten tracer-RNA im
Bakterium Streptococcus pyogenes, die den Anstof fiir die Entwicklung dieser Technologie gab. Charpentier
berichtete 2011, dass tracer-RNA eine entscheidende Rolle bei der Reifung der CRISPR-RNA spielt. Im selben
Jahr begannen Charpentier und Doudna mit der Zusammenarbeit, um diese Gen-Editierungsmaschinerie zu un-
tersuchen, zu reinigen und zu vereinfachen. Im Jahr 2012 zeigten Jennifer Doudna und Emmanuelle Charpentier,
wie das System fiir die ortsspezifische DNA-Editierung eingesetzt werden konnte (Mullard, 2020; Ledford und
Callaway, 2020). Basierend auf diesem System und weiteren Systemen mit Designernukleasen sind in der Zukunft
weitere neue Therapien fiir Erkrankungen zu erwarten.

Die CRISPR/Cas-Technologie hat die biologische Forschung revolutioniert und birgt gro3es therapeutisches Po-
tenzial. Einen Uberblick iiber CRISPR/Cas-Systeme und ihre neuesten Entwicklungen mit Schwerpunkt auf der
Anwendung auf menschliche Zellen gibt die Veroffentlichung von Hendriks et al., 2020. Der Artikel erortert
auch, wie verschiedene CRISPR-basierte Strategien eingesetzt werden kdnnen, um ein bestimmtes Genom-Edi-
tierungs-Ziel zu erreichen. Es wird auch dargestellt, wie verschiedene CRISPR-Tools beim Genom-Engineering
menschlicher Stammzellen in vitro eingesetzt wurden, und zwar sowohl im Bereich der pluripotenten (iPS-Zellen
/ES-Zellen) als auch der somatischen adulten Stammzellen und insbesondere der 3D-Organoidkulturen. Beson-
ders auf den therapeutischen Nutzen dieser Technologien wurde hingewiesen.

Multiplex-CRISPR-Technologien, bei denen zahlreiche guide RNAs (gRNAs) oder Cas-Enzyme gleichzeitig ex-
primiert werden, haben leistungsféhige biologische Engineering-Anwendungen ermdglicht und den Umfang und
die Effizienz der genetischen Bearbeitung und Transkriptionsregulierung erheblich verbessert (McCarty et al.,
2020). Um genetische Vorwirts-Screens auf krebsrelevante Gene in menschlichen Epithelien zu ermdglichen,
entwickelten Michels et al. eine gepoolte CRISPR/Cas9-Bibliotheks-Screening-Strategie in menschlichen Dick-
darm-Organoiden. Dies ermoglichte die Identifizierung von Tumorsuppressoren in vitro und nach der Transplan-
tation in vivo (Michels et al., 2020).

Mukoviszidose (CF) ist eine monogene Erkrankung, die durch Mutationen im Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator-Gen verursacht wird. Die Sterblichkeit von CF-Patientinnen und Patienten ist meist auf
die Folgen der Atemwegserkrankung zuriickzufiihren. Eine publizierte Studie unterstiitzt nun die weitere Ent-
wicklung der genetisch korrigierten autologen Atemwegsstammezelltransplantation als Behandlungsmethode fiir
Mukoviszidose (Vaidyanathan et al., 2020). Die Korrektur krankheitsverursachender Mutationen in menschlichen
Embryonen birgt auch das Potenzial, die Belastung durch vererbte genetische Storungen zu verringern und die
Fruchtbarkeitsbehandlungen fiir Paare mit krankheitsverursachenden Mutationen anstelle der Embryonenauswahl
zu verbessern. Es konnte gezeigt werden, dass es moglich ist, die DNA in Chromosomen zu manipulieren, aller-
dings stellt die Korrektur von Mutationen in menschlichen Embryonen weiterhin eine gro3e Herausforderung dar
(Zuccaro et al., 2020). Obwohl aktuelle Entwicklungen und Verbesserungen der CRISPR/Cas-Technologien die
Prizision bei der Zielgenauigkeit signifikant erhohen (Ledford, 2020b), ist der Einsatz in menschlichen Embryo-
nen, wie in China 2019 durchgefiihrt (Marx, 2021), abgesehen von den massiven ethischen Bedenken, die eine
solche Anwendung des Genengineering aufwerfen wiirde, bei weitem noch nicht sicher (Ledford, 2020c).

2.6 Entwicklung von Keimzellen

Keimzellen durchlaufen eine epigenetische (Neu-)Programmierung, replizieren genetische Informationen mit ho-
her Zuverldssigkeit und schaffen genetische Vielfalt durch meiotische Rekombination. Aufgrund der Fortschritte
im Verstdndnis der Mechanismen, die der Keimzellenentwicklung und den Stammzellen-/Reproduktionstechno-
logien zugrunde liegen, hat die Forschung in den letzten zwei Jahrzehnten zur In-vitro-Rekonstruktion der Keim-
zellenentwicklung bei Sdugetieren gefiihrt: Im Mausmodell kdnnen jetzt mPS-Zellen in primordiale keimzelldhn-
liche Zellen (primodial germ cell-like cells, PGCLC) induziert und dann in voll funktionsfdhige Oozyten und
Spermatogonien differenziert werden. hPS-Zellen wiederum konnen durch epigenetische Reprogrammierung in
PGCLCs und in frithe Oozyten sowie Prospermatogonien induziert werden. Die Erforschung wichtiger Grundla-
gen der Keimzellenbiologie wird fiir die Entwicklung innovativer medizinischer Anwendungen von entscheiden-
der Bedeutung sein (zusammengefasst in Saitou, 2021). Aus Zwischenstadien zwischen naiven und geprigten
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Zellen, sog. XPS-Zellen oder auch ,,formativen® Zellen, ist es kiirzlich gelungen, Keimzellen zu generieren (Yu
et al., 2021b). Die Studie zeigt diese Entwicklung sowohl fiir humane Zellen als auch fiir pluripotente Zellen von
Maiusen und von Pferden. Die Entwicklung von Keimzellen aus diesem embryonalen Zwischenstadium ist somit
evolutionér konserviert und ldsst darauf schlieBen, dass auch in anderen Sdugetierspezies dieser Prozess konser-
viert ist und bei Nutztieren verwendet werden kann. Eine weitere Forschergruppe hat gleichzeitig dhnliche Daten
publiziert (Kinoshita et al., 2021; diskutiert in Shyh-Chang and Li, 2021).

Spermatogoniale Stammzellen sind flir die Erzeugung von Spermien unerldsslich und haben einen potenziellen
therapeutischen Wert fiir die Behandlung ménnlicher Unfruchtbarkeit, von der weltweit mehr als 100 Millionen
Manner betroffen sind. In einer neuen Studie werden menschliche spermatogoniale Stammzellen auf molekularer
Ebene untersucht und es werden definierte Bedingungen etabliert, die ihre Kultur begiinstigen. Die Modulation
von Signalwegen durch pharmakologische Wirkstoffe, z. B. die Inhibition der Kinase Akt, kdnnte in Zukunft zur
In-vitro-Kultur menschlicher spermatogoniale Stammzellen fiir therapeutische Anwendungen genutzt werden
(Tan et al., 2020). Weitere neueste Forschungsergebnisse zeigen ebenfalls die Herstellung von murinen Zellen
der ménnlichen Keimbahn (Ishikura et al., 2021; Lord and Nixon, 2020). Die Entwicklung der ménnlichen Keim-
zellen von Siugetieren ist ein schrittweiser Prozess des Ubergangs verschiedener Stadien, wobei das vollstindige
Entwicklungsprofil ménnlicher Keimzellen weiterhin nicht detailliert beschrieben ist. Durch eine Untersuchung
eines hochprézisen Transkriptom-Atlas von {iber 11.000 Zellen, der 28 kritische Zeitpunkte in dieser Entwicklung
abdeckt, konnte gezeigt werden, dass der Ubergang des Zellstatus von mitotischen zu postmitotischen primordi-
alen Keimzellen von einer Rekonfiguration auf Transkriptom-Ebene begleitet wird. Durch die Einzelzellsequen-
zierung konnte die Transkriptom-Landschaft der mannlichen Keimzellen der Maus wéhrend der gesamten Ent-
wicklung untersucht werden und mehrere kritische Regulatoren fiir die pranatale Bestimmung des Zellschicksals
identifiziert werden (Zhao et al., 2021b).

Aktuelle Fortschritte haben die Erzeugung von Eizellen aus PS-Zellen in vitro ermdglicht. Diese Zellen bendtigen
jedoch eine spezifische Umgebung bzw. Nische, die den Keimdriisen dhnelt, um sich vollstindig als reproduktive
Zellen zu entwickeln (diskutiert in Yang and Ng, 2021). Wenn Eierstock-Gonadengewebe, das von mES-Zellen
abgeleitet wurde, mit frithen primordialen Keimzellen oder in vitro gewonnenen PGCLC kombiniert wurde, ent-
wickelten sich die Keimzellen in den rekonstituierten Follikeln zu lebensfahigen Eizellen. Diese konnten befruch-
tet werden und filihrten zu lebensfahigen Nachkommen. Dieses System ermoglicht eine alternative Methode zur
Herstellung von Méuse-Gameten und vergroBert unser Versténdnis der Fortpflanzung und Entwicklung von Séu-
getieren (Yoshino et al., 2021).

27 Aktuelle Forschung zu Gewebestammzellen und Erkrankungen

Die Initiative Human Developmental Cell Atlas (HDCA), die Teil des Human Cell Atlas ist, zielt darauf ab, eine
umfassende Referenzkarte aller Zellen wiahrend der Entwicklung zu erstellen. Dies ist von entscheidender Bedeu-
tung fiir das Verstindnis der normalen Organogenese, der Auswirkungen von Mutationen, Umweltfaktoren und
Infektionserregern auf die menschliche Entwicklung, von angeborenen und kindlichen Stérungen sowie der zel-
luliren Grundlagen von Alterung, Krebs und ebenso fiir die regenerative Medizin. Ahnlich wie das Humange-
nomprojekt wird das HDCA die Ergebnisse einer wachsenden Gemeinschaft von Wissenschaftlerinnen und Wis-
senschaftlern, die die menschliche Entwicklung kartieren, in einen einheitlichen Atlas integrieren (Haniffa et al.,
2021).

Die Forschung an verschiedenen Gewebestammzellen und ihre Rolle in der Entstehung von Erkrankungen sowie
der therapeutische Ansatz zur Behandlung von Erkrankung wurden im vorhergehenden Erfahrungsbericht umfas-
send dargestellt. Die Entwicklung in diesen Bereichen ist weiterhin rasant und die detaillierte Beschreibung der
Ergebnisse zu Stammzellen (fast) aller Gewebe ist an dieser Stelle nicht hinreichend darstellbar. Daher werden
im Weiteren die Forschungsergebnisse im Berichtszeitraum zu vier wichtigen therapeutisch relevanten Geweben
und Organen beispielhaft dargestellt: dem Gehirn (neurodegenerative Erkrankungen), der Bauchspeicheldriise
(Diabetes), dem Herz und dem Blutsystem.

2.71  Gehirnentwicklung, neurale Stammzellen und neurodegenerative Erkrankungen

Die In-vitro-Generierung von Spenderzellen fiir regenerative Ansdtze wurde bisher durch die Anwendung von
extrinsischen Wachstumsfaktoren und Morphogenen dominiert. Fortschritte in der Zelltechnik wie die Repro-
grammierung somatischer Zellen in iPS-Zellen und die direkte Programmierung von nicht-neuralen Zellen in
neurale Zellen haben eindrucksvoll gezeigt, dass die Zellidentititen durch die Uberexpression von Transkripti-
onsfaktoren, die das Zellschicksal bestimmen, manipuliert werden kdnnen. Diese Strategien werden nun zuneh-
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mend zur Transkriptionsfaktor-gesteuerten Differenzierung neuraler Vorlduferzellen und zur Vorwértsprogram-
mierung pluripotenter Stammzellen in Richtung spezifischer neuraler Subtypen eingesetzt (zusammengefasst in
Flitsch et al., 2020).

Neurodegenerative Erkrankungen sind durch einen fortschreitenden Zellverlust gekennzeichnet, der zu einer Sto-
rung der Struktur und Funktion des zentralen Nervensystems fiihrt. Die amyotrophe Lateralsklerose (ALS) war
eine der ersten dieser Erkrankungen, die in patientenspezifischen hiPS-Zellen modelliert wurden, und Erkennt-
nisse haben zu einigen der ersten klinischen Studien gefiihrt. Am Beispiel der ALS kann der Stand der Modellie-
rung neurodegenerativer Erkrankungen mit hiPS-Zellen dargestellt werden, einschlie8lich der Methoden zur Ab-
leitung und Verwendung krankheitsrelevanter neuronaler und glialer Linien (Giacomelli et al., 2022).

Die Parkinson-Krankheit des jungen Alters (Young-onset Parkinson's Disease, YOPD), definiert durch den Be-
ginn im Alter von <50 Jahren, macht etwa 10 % aller Parkinson-Fille aus. Wéhrend einige Fille mit bekannten
genetischen Mutationen assoziiert sind, sind die meisten Ursachen nicht bekannt. iPS-Zellen von Kontrollperso-
nen und von Patientinnen und Patienten mit YOPD ohne bekannte Mutationen wurden erzeugt und in Kultur zu
dopaminergen Neuronen differenziert. Dieser Zelltyp ist bei der Entstehung von Parkinson betroffen. Dopami-
nerge Neuronen, die von iPS-Zellen von YOPD-Patientinnen und -Patienten abgeleitet wurden, weisen moleku-
lare Anomalien auf, darunter erhéhtes a-Synuclein und lysosomale Dysfunktion, die durch Phorbolester-Behand-
lung normalisiert werden kdnnen (Laperle et al., 2020).

Autismus ist eine klinisch heterogene neurologische Entwicklungsstorung, die u. a. durch beeintrachtigte soziale
Interaktionen, eingeschriankte Interessen und repetitive Verhaltensweisen gekennzeichnet ist. In einer Studie
wurde eine Multiplex-Plattform fiir hPS-Zellen vorgestellt, bei der 30 isogene Krankheitslinien in einer einzigen
Schale gepoolt und in préfrontale Kortexzelllinien differenziert wurden, um frilhe Entwicklungshypothesen des
Autismus effizient zu testen. Die Ergebnisse bieten einen Rahmen, um die genetische Heterogenitit im Zusam-
menhang mit Autismus zu entflechten, und weisen auf konvergierende molekulare und entwicklungsbezogene
Pfade verschiedener Autismus-assoziierter Mutationen hin (Cederquist et al., 2020).

Multiple Sklerose (MS) ist eine Autoimmunerkrankung, die vermutlich auf reaktive Immunzellen gegen die Mye-
linscheide der Neuronen zuriickzufiihren ist. MS ist die hdufigste demyelinisierende Erkrankung des zentralen
Nervensystems, die mit entziindlichen Plaques der Demyelinisierung der weiflen Substanz, der Zerstérung von
Oligodendrozyten, reaktiver Gliose und axonaler Degeneration einhergeht. Ein Ubersichtsartikel gibt einen Ein-
blick iiber den pathologischen Prozess der axonalen Degeneration bei MS und erortert, wie diese Verdnderungen
die klinischen Symptome der MS verursachen. Es wird gezeigt, dass die autologe hdmatopoetische Stammzell-
transplantation, die autoreaktive Immunzellen entfernt, bei Patientinnen und Patienten mit einer aggressiven Er-
krankung, die auf medikamentdse Therapien nicht ansprechen, wirksam sein kann. Die Forscher schlagen auch
die zukiinftigen Mdoglichkeiten der autologen hdmatopoetischen Stammzelltransplantation vor (Chahine and Lu,
2020).

2.7.2 Bauchspeicheldriise und Diabetes

Die Bauchspeicheldriise erwachsener Sdugetiere weist eine verzweigte Struktur auf, die Verdauungsenzyme, die
in den distalen Azini produziert werden, durch ein baumartiges Netzwerk von Géngen in den Zwolffingerdarm
transportiert. Im Gegensatz zu einigen anderen verzweigten Organen sind die Verzweigungsmuster nicht stereo-
typisch. AuBBerdem entstehen die Verzweigungen nicht durch dichotome Abspaltung eines urspriinglichen Stam-
mes, sondern durch die Bildung von Mikrolumen in einer Masse von Zellen. Diese Lumen fiigen sich nach und
nach zu einem hyperkonnektierten Netzwerk zusammen, das sich zum Zeitpunkt der Geburt zu einem Baum ver-
feinert. Ein Ubersichtsartikel fasst die Zellumbauvorginge und die molekularen Mechanismen zusammen, die die
Verzweigung der Bauchspeicheldriise steuern und berichtet {iber die Rolle des umgebenden Gewebes in diesem
Prozess (zusammengefasst in Flasse et al., 2020). Fiir die Entstehung der Bauchspeicheldriise ist die frithe Ent-
wicklung des Entoderm von zentraler Bedeutung. Hier konnte gezeigt werden, dass wéhrend der Gastrulation in
der Maus epitheliale Epiblastenvorldufer Foxa2 hochregulieren und das definitive Entoderm unabhéngig von ei-
nem vollstidndigen epitheliale zu mesenchymale Transition und mesenchymale zu epitheliale Transition-Zyklus
bilden (Scheibner et al., 2021).

Heutige Behandlungen flir Menschen, die insulinabhéngig sind, erfordern téglich mehrfache Insulininjektionen,
manchmal mit einer Insulinpumpe, verbunden mit regelmaBiger Blutzuckerkontrolle. Die Verfiigbarkeit modifi-
zierter Insuline, die jeweils zu unterschiedlichen Zeiten Spitzenwerte aufweisen, hat das Diabetesmanagement
verbessert. Andererseits wurden beeindruckende Ergebnisse erzielt, die zu einer Insulinunabhéngigkeit durch die



Deutscher Bundestag — 20. Wahlperiode 37~ Drucksache 20/10550

Transplantation von Inseln der Bauchspeicheldriise von verstorbenen Personen in Verbindung mit einer Immun-
suppression fiihrten. Ein aktueller Ubersichtsartikel befasst sich mit der Mdglichkeit, Diabetes mit Zelltransplan-
taten zu behandeln, insbesondere mit der Verwendung PS-Zellen, um durch gezielte Differenzierung einen prak-
tisch unbegrenzten und einheitlichen Vorrat an menschlichen inselartigen Clustern zu erzeugen (zusammengefasst
in Melton, 2021). Hundert Jahre nach der Entdeckung des Insulins berichten Kieffer und Kollegen (Ramzy et al.,
2021) sowie Foyt und Kollegen (Shapiro et al., 2021) iiber Zwischenergebnisse einer multizentrischen klinischen
Studie, in der die Insulinsekretion von transplantierten PS-Zellen aus endokrinen Vorlduferzellen bei Patienten
mit Typ-1-Diabetes nachgewiesen wurde (Koning and Carlotti, 2021; zusammengefasst in Drew, 2021).

2.7.3 Herzmuskelzellen (Kardiomyozyten) und Erkrankungen des Herzgewebes

Mit Hinsicht auf ,,reprogrammierte Stammzellen®, hiPS-Zellen, stellt ein Bericht in der Fachzeitschrift Nature im
Mai 2020 erstmalig Informationen vor, die sich auf zwei mannliche Personen in China beziehen, welche aus hiPS-
Zellen-abgeleitete in vitro hergestellte Herzmuskelzellen (sog. Kardiomyozyten) zur Behandlung von Herzer-
krankungen bekommen haben sollen (Mallapaty, 2020b). Diesen Mannern geht es nach einem Jahr angeblich gut.
Allerdings gibt es keine Moglichkeit, die Darstellung, dass die bisher unverdffentlichte Behandlung basierend auf
hiPS-Zellen funktioniert, unabhéngig zu bestitigen und zu belegen. Auch aus Japan wurden erste klinische Stu-
dien zur Verwendung von Herzmuskelzellen aus iPS-Zellen und deren Einsatz in die Transplantation in Patienten
berichtet (Muschner, 2020). Als eine der ersten in Europa, wurde Anfang 2020 auch in Deutschland eine klinische
Studie zum Zell- bzw. Gewebeersatz basierend auf hiPS-Zellen-abgeleitete Herzmuskelzellen zur Behandlung
von Herzerkrankungen gestartet, wobei komplexe, in vitro generierte Herzgewebekonstrukte transplantiert wer-
den (Universititsmedizin-Gottingen, 2021; Zimmermann, 2020).

Beim Menschen wie generell im Herzen erwachsener Sdugetiere, findet keine nennenswerte Erneuerung von Kar-
diomyozyten statt, so dass ein geschidigter Herzmuskel nicht regeneriert. Im Gegensatz dazu weisen fotale Her-
zen ein betrichtliches Regenerationspotenzial auf, da sie iiber weniger reife Kardiomyzyten verfligen, die noch
die Fahigkeit haben, sich zu vermehren. In einer bemerkenswerten Studie am Max-Planck-Institut in Bad Nau-
heim konnte gezeigt werden, dass bereits erwachsene Kardiomyozyten im adulten Herzen durch die ,,Reprogram-
mierungsfaktoren Oct4, Sox2, Kif4 und c-Myc (OSKM) zur ,,Dedifferenzierung* veranlasst werden kdnnen und
so die Regenerationsfahigkeit des erwachsenen Herzens in einem Mausmodell fordern (Chen et al., 2021). Dem-
gegeniiber ist es noch immer eine grofle Herausforderung, in vitro aus hiPS-Zellen-abgeleitete Kardiomyozyten
in der Reifung soweit voranzutreiben, dass sie adulte Zellen im Herzen funktionell voll nachbilden. Es ist nun
jedoch gezeigt worden, dass durch die Kombination von drei Herzzelltypen (Kardiomyzyten, Endothelzellen und
kardiale Fibroblasten/Bindegewebszellen), die alle aus hiPS-Zellen abgeleitet wurden, 3D-Mikroherzgewebe ge-
bildet werden kann, das die Reifung von Kardiomyozyten strukturell und funktionell unterstiitzt. In diesem In-
vitro-Modell hat der Austausch gesunder Fibroblasten durch Fibroblasten erkrankter Personen Aspekte der ar-
rhythmogenen Kardiomyopathie rekapituliert (Giacomelli et al., 2020; Mills and Hudson, 2020).

Theodoris et al. haben einen Ansatz des maschinellen Lernens entwickelt, um kleine Molekiile zu identifizieren,
die Gennetzwerke, die in einem menschlichen Modell einer hdufigen Herzerkrankung, die die Aortenklappe be-
trifft, dysreguliert sind, weitgehend korrigieren. Die Gennetzwerkkorrektur durch den wirksamsten therapeuti-
schen Kandidaten konnte auf primire Aortenklappenzellen von mehr als 20 Personen mit sporadischer Aorten-
klappenerkrankung {ibertragen werden und verhinderte in einem Mausmodell eine Aortenklappenerkrankung in
vivo (Theodoris et al., 2021).

2.7.4 Blutstammzellen (hamatopoetische Stammzellen) und Bluterkrankungen

Das Blut- und das Immunsystem entwickeln sich wihrend des frithen prénatalen Lebens parallel zueinander. In
anatomisch und zeitlich getrennten Wellen der Blutbildung entstehen zirkulierende und gewebebewohnende Im-
munzellen. Bisherige Beobachtungen stiitzten sich auf Tiermodelle, die sich sowohl in ihrem Entwicklungsverlauf
als auch in der Exposition gegeniiber Mikroorganismen vom Menschen unterscheiden. Die Entschliisselung der
Zusammensetzung des menschlichen Immunsystems ist jetzt mit Hilfe von Multi-Omics-Ansétzen fiir Einzelzel-
len machbar. Grof3 angelegte Einzelzellgenomik, Bildgebungstechnologien und die Human Cell Atlas Initiative
haben gemeinsam eine systemische Kartierung des sich entwickelnden menschlichen Immunsystems und seiner
sich entwickelnden Eigenschaften ermoglicht. Obwohl die genaue Rolle spezifischer Immunzellen wéihrend der
Entwicklung noch weiter untersucht werden muss, zeigt das System als Ganzes formbare und reaktionsfahige
Eigenschaften je nach Entwicklungsbedarf und Umweltanforderungen (Park et al., 2020). Die Verfolgung der
Abstammungslinie gibt Aufschluss tiber das Schicksal hdmatopoetischer Stammzellen (HSC), wéhrend die Ein-
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zelzell-RNA-Sequenzierung Momentaufnahmen der HSC-Transkriptome liefert. Die Verkniipfung von Zellent-
wicklungen mit einzelnen HSC-Transkriptomen lieferte Informationen, die erforderlich waren, um transkriptio-
nelle Signaturen von HSC-Differenzierungen zu identifizieren, die in einzelnen HSC-Transkriptomen allein nicht
erkennbar waren. Die kombinierten Analysen von Zellschicksalen und Transkriptom unter physiologischen Be-
dingungen konnten den Weg zur Identifizierung molekularer Determinanten von HSC-Zustdnden ebnen (Pei et
al., 2020).

Somatische Mutationen, die mit zunehmendem Alter in gesunden Geweben erworben werden, sind ein wichtiger
Faktor fiir das Krebsrisiko. Ob spezifische Genvarianten einen Fitnessvorteil bieten oder zufillig zu nachweisba-
ren Haufigkeiten fiihren, ist noch weitgehend unbekannt. Blutsequenzierungsdaten von etwa 50 000 Personen
zeigen, wie Mutation, genetische Drift und Fitness die genetische Vielfalt von gesundem Blut (klonale Himato-
poese) formen. Es wurde gezeigt, dass nicht der Drift, sondern die positive Selektion die Hauptursache fiir die
klonale Hamatopoese ist. Diese Daten deuten darauf hin, dass die klonale Himatopoese durch ein anhaltendes
Risiko von Mutationen und klonalen Expansionen angetrieben wird, die mit dem Alter zunehmend nachweisbar
werden (Watson et al., 2020). Die Resistenz gegen Entziindungen ist die Grundlage fiir eine erhohte Fitness bei
klonaler Hamatopoese. Neuere Ergebnisse unterstiitzen ein Modell, bei dem die klonale Fitness mutierter HSC-
Klone durch eine erhdhte Resistenz gegeniiber Entziindungssignalen bestimmt wird (Avagyan et al., 2021). Eine
weitere Studie zur klonalen Himatopoese gibt Aufschluss iiber das Langzeitverhalten menschlichen HSC und die
jeweilige Entwicklung der klonalen Himatopoese unter verschiedenen Proliferationsbedingungen (Boettcher et
al., 2020).

Wihrend Blutplasma junger Menschen sich positiv auf die Zellteilung und Regenerationsfahigkeit von Geweben
auswirkt, sind seine Auswirkungen auf das gealterte Blutsystem selbst und auf alte HSC noch nicht geklért. Ho
et al. haben Transplantation, Parabiose, Plasmatransfer, Bewegung, Kalorienrestriktion und alternde mutierte
Mause verwendet, um die Auswirkungen altersregulierter systemischer Faktoren auf HSC und ihre Nische im
Knochenmark zu verstehen (Ho et al., 2021). Dignum et al. zeigen durch die Integration mehrerer Einzelzellan-
sdtze immunphénotypische und transkriptionelle Eigenschaften des hdmogenen Endothels (HE) auf, das Vorldu-
fer der ersten HSC ist. Sie identifizieren eine Population von HE mit klonalem multipotentem hdmatopoetischem
Potenzial, das sich von HSC-kompetentem HE unterscheidet, und decken arterienassoziierte Transkriptionspro-
gramme auf, die mit der HSC-Kompetenz verbunden sind (Dignum et al., 2021). Humanisierte Mausmodelle sind
zu immer wertvolleren Instrumenten fiir die Untersuchung der menschlichen Himatopoese und von Infektions-
krankheiten geworden. Die Differenzierung menschlicher T-Zellen in Mausmodellen bleibt jedoch ineffizient.
Coppin et al. konnten nun ein optimiertes Mausmodell fiir die Humanisierung vorstellen, um die menschliche T-
Zell-Differenzierung in vivo besser zu verstehen und ein menschliches Immunsystem mit einer besseren Anné-
herung an die menschlichen Lymphozytenverhéltnisse zu erzeugen (Coppin et al., 2021).

Die Einfiihrung zielgerichteter biologischer Therapien hat die Behandlungslandschaft fiir Autoimmunerkrankun-
gen erheblich verdndert. Obwohl diese Therapien spezifischer sind, erfordern sie eine kontinuierliche Verabrei-
chung und stellen nur selten Organfunktionen wieder her. In den letzten 25 Jahren wurde die hdmatopoetische
Stammzelltransplantation, auch als Immun-Reset bezeichnet, zunehmend zur Behandlung von Patientinnen und
Patienten eingesetzt, bei denen das Risiko-Nutzen-Verhiltnis dieser Behandlung akzeptabel ist. Im Gegensatz zur
chronischen Unterdriickung der Immunfunktion zielt dieses intensive, einmalige Verfahren darauf ab, durch die
Wiederherstellung der Selbsttoleranz behandlungsfreie Remissionen zu erzielen (zusammengefasst in Alexander
et al., 2020). Eine dhnliche Strategie konnte zur Behandlung der Infektion mit dem HI-Virus verwendet werden.
Die autologe Transplantation von hdmatopoetischen Stamm- und Vorlduferzellen mit einem mutierten CCR5-
Gen ist eine vielversprechende Strategie zur Erreichung einer Remission einer HI-Virus Infektion, da das Virus
CCRS als Korezeptor fiir die Infektion bendtigt. Ein mathematisches Modell erlaubt nun eine verbesserte Strategie
fiir solche Behandlungen (Cardozo-Ojeda et al., 2021)

Osteoporose wird durch ein Ungleichgewicht von Osteoklasten und Osteoblasten verursacht, welches in unmit-
telbarer Ndhe zu blutbildenden Zellen im Knochenmark auftritt. In Mausmodellen konnte nun gezeigt werden,
dass die epigenetische Deregulation des Genoms von HSC durch Mutationen in der DNA-Methyltransferase
Dnmt3a zu einer erhohten Generierung von Osteoklasten fiihrt, welche zu einer Abnahme der Knochenmasse
fiihrte. Die durch die Dnmt3a-Mutationen bedingte verstirkte Osteoklastenbildung konnte durch pharmakologi-
sche Behandlungen verbessert werden (Kim et al., 2021a).

Krebsstammzellen sind bei vielen Krebsarten fiir das Fortschreiten der Krankheit und den Riickfall verantwort-
lich. Eine tiefgreifende Charakterisierung dieser Stammzellen ist nach wie vor schwer. Bei der akuten myeloi-
schen Leukédmie (AML) liegen leukédmische Stammzellen (LSC) der Mortalitit zugrunde, sie sind aber aufgrund
ihrer geringen Haufigkeit und ihrer groBen Ahnlichkeit mit gesunden HSC schwer zu isolieren. Ein kiirzlich
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publizierter Ansatz ermoglicht die Identifizierung von LSC-spezifischen Genexpressionsprogrammen und die
Charakterisierung von Differenzierungsblockaden, die durch leukédmische Mutationen hervorgerufen werden. Die
Studie demonstriert die Leistungsfahigkeit von multizellulédren Ansétzen zur Charakterisierung von Krebsstamm-
zellen (Velten et al., 2021).

Wie oben beschrieben, bieten hiPS-Zellen eine vielversprechende Plattform fiir die Modellierung frither embry-
onaler Entwicklungsprozesse, fiir die Erstellung von Krankheitsmodellen, die mit Hilfe von Wirkstoffscreens
evaluiert werden kdnnen sowie fiir Proof-of-Concept-Experimente fiir die regenerative Medizin. Die Generierung
von hdmato-endothelialen und himatopoetischen Vorlduferzellen, die aus iPS-Zellen abgeleitet wurden, ist auf-
grund der variablen und begrenzten Zellzahlen eine Herausforderung, die ein enormes Upscaling oder die Ent-
wicklung anspruchsvoller Protokolle erfordert. Es wurde beschrieben, dass die Regulation von spezifischen Tran-
skriptionsfaktoren (SCL, LMO2, GATA2 und ETV2) fiir die frithe hdmato-endotheliale Spezifizierung essenziel
ist und durch Uberexpression dieser Faktoren ein vollstindig induzierbares himato-endotheliales Programmie-
rungssystem etabliert werden kann (Lange et al., 2020).

2.7.5 Beispiele aus der Forschung mit anderen Gewebestammzellen

Die Gewinnung gewebespezifischer Stammzellen aus hiPS-Zellen hitte weitreichende Auswirkungen auf die re-
generative Medizin. Es wurde {iber die gezielte Differenzierung von humanen iPS-Zellen in Basalzellen der Atem-
wege berichtet, einer Population, die den Stammzellen des Atemwegsepithels dhnelt (Hawkins et al., 2021). Das
Atmungssystem, zu dem die Luftrohre, die Atemwege und die distalen Alveolen gehoren, ist ein komplexes mehr-
zelliges Organ, das eng mit dem Herz-Kreislauf-System verbunden ist, um den Gasaustausch zu gewahrleisten.
In einem Ubersichtsartikel werden wichtige Aspekte der Lungenreparatur und -regeneration erdrtert (zusammen-
gefasst in Basil et al., 2020).

In zahlreichen klinischen Studien zur Zelltherapie mit mesenchymalen Stromazellen (MSC) wurde ein auflerge-
wohnliches Sicherheitsprofil fiir diese Zelltypen nachgewiesen (zusammengefasst in Stefanska et a., 2020). Es
fehlen jedoch noch zuverldssige Wirksamkeitstests, um die immunsuppressive Wirkung von MSC im klinischen
Umfeld vorherzusagen. MSC sind in Japan und Europa fiir die Behandlung von Graft-versus-Host und
Crohn'schen Fistelkrankheiten zugelassen. Eine Ubersicht zeigt potenzielle Wirkmechanismen fiir die therapeu-
tischen Effekte der MSC-Transplantation auf, stellt experimentelle Modelle, welche die gewebsmodulierende
Funktion von MSCs identifizieren, vor und beschreibt Ansitze zur Identifizierung von MSC-Effekten in vivo
durch die Integration von Biomarkern fiir Krankheiten und MSC-Aktivitdt (Krampera and Blanc, 2021).

2.7.6  Fortschritte in der Alternsforschung mit Stammzellmodellen

Eine Reihe von Veroffentlichungen im Berichtszeitraum beschiftigt sich mit der Alterung von Stammzellen. In
diesem Zusammenhang ist die Regulation der zirkadianen Tagesrhythmen durch die so genannte zirkadiane Uhr
intensiv erforscht worden. Es ist gezeigt worden, wie zirkadiane Rhythmen die Funktionen adulter Stammzellen
regulieren und synchronisieren und wie Verdnderungen der Uhrenfunktion wihrend des Alterns die extrinsischen
und intrinsischen Mechanismen modulieren, die die Homdostase adulter Stammzellen bestimmen (zusammenge-
fasst in Benitah und Welz, 2020).

Alterung fiihrt zu einer Abnahme der Funktion HSC. Es konnte kiirzlich gezeigt werden, dass die Alterung von
Endothelzellen, welche die Wand der BlutgefdBe bilden, im Knochenmark zu einem veridnderten Crosstalk zwi-
schen der Endothel-Nische und den hdmatopoetischen Stamm- und Vorlduferzellen fiihrt, der junge HSCs dazu
anleitet, sich wie gealterte HSCs zu verhalten. Eine pharmakologische Hemmung von mTOR mit Rapamycin in
HSCs hatte negative Auswirkungen auf die Himatopoese, was darauf schlielen lisst, dass die Inhibition dieses
Signalweges durch Endothelzellen in alten Organismen die Funktion von HSC beeintridchtigt (Ramalingam et al.,
2020). Bei der Analyse von 16 verschiedenen Datensétze zu Transkriptionsregulation in alternden HSC wurde
eine zentrale und robuste HSC-Alterungssignatur in der Transkription aufgedeckt. Interessanterweise konnte ge-
zeigt werden, dass es auch im gealterten Knochenmark noch Stammzellen mit einem ,,jungen‘ Transkriptions-
profil gibt (Svendsen et al., 2021). Weiterhin wurde beschrieben, dass die Proteostase, also die koordinierte Pro-
duktion und die Degradation von Proteinen fiir Alterungsprozesse der HSCs eine zentrale Rolle spielt (Kruta et
al., 2021). Die pharmakologische Regulation des Proteinhaushaltes der Zellen, insbesondere der Autophagie von
Proteinen, scheint daher ein vielversprechendes therapeutisches Ziel zur Verbesserung der Funktion von HSCs
unter Bedingungen wie Alterung oder Stammzelltransplantation zu sein (Dong et al., 2021). Primédre MSCs sind
im Knochenmark fiir die Nische der HSCs verantwortlich. Fiir MSCs, die von iPS-Zellen abgeleitet wurden (iM-
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SCs), konnte nun gezeigt werden, dass die Alterung dieser Zellen mit einer hochgradig reproduzierbaren alters-
bedingten Verdnderung des Metabolismus verbunden ist, der zur Analyse des Zustands der Zellalterung genutzt
werden kann (Fernandez-Rebollo et al., 2020).

Die Skelettmuskulatur enthélt eine bestimmte Population adulter Stammzellen, die sogenannten Satellitenzellen,
die im Allgemeinen ruhen. In der Homdostase vermehren sich die Satellitenzellen nur sporadisch und in der Regel
durch asymmetrische Zellteilung, um durch die tigliche Aktivitdt geschddigte Myofasern zu ersetzen und den
Stammzellenpool zu erhalten. Satellitenzellen konnen jedoch auch bei Gewebeverletzungen stark aktiviert wer-
den, worauthin sie sich symmetrisch teilen, um neue Stammzellen und zahlreiche proliferierende Myoblasten zu
bilden und so die Regeneration der Skelettmuskulatur zu unterstiitzen. Diese Prozesse werden durch zelleigene
Mechanismen und durch Signale aus der Nische gesteuert und sind bei der Alterung dereguliert, was zu einer
beeintrachtigten Muskelregeneration flihrt (zusammengefasst in Sousa-Victor et al., 2022). Fiir Satellitenzellen
wurden altersabhéngige Verdnderungen im Proteom der Stammzellen und ihrer Nische beschrieben. Hier wurde
gezeigt, dass diese altersabhéngigen Verdnderungen in der Nische die Funktionalitit von Muskelstammzellen und
damit die Regeneration von Skelettmuskeln beeintrachtigen (Schiiler et al., 2021).

Der Darm ist eines der Organe, die flir die Aufrechterhaltung der Gewebehomoostase auf die Funktion von
Stammzellen angewiesen sind. Erkenntnisse iiber die Alterung des Darms zeigen, dass sich die Architektur des
Darms, z. B. die Zottenldnge, die Grofle der Krypten und die Zellzusammensetzung, mit dem Altern stark veran-
dert. Die entsprechende Abnahme der Regenerationsfihigkeit des Darms ist hauptsédchlich auf eine Verringerung
der intestinalen Stammzellfunktion bei der Alterung zuriickzufiihren. Die zugrundeliegenden Mechanismen der
alternden intestinalen Stammzellen werden in aktuellen Studien entschliisselt (zusammengefasst in Nalapareddy
et al., 2022).

Neurale Stammzellen bilden im Gyrus dentatus des Hippocampus lebenslang Neuronen. Mit zunehmendem Alter
nimmt auch im Gehirn die Neurogenese stark ab, was mit einem Riickgang der Gedichtnisfunktion des Hippo-
campus in Verbindung gebracht wird. Die Expression des Lamins B1 im Kern nimmt mit dem Alter von neuralen
Stammzellen ab und die exogene Reexpression in gealterten neralen Stammzellen steigert die Stammzellenakti-
vitdt in vitro und erhoht die Progenitorzellproliferation und Neurogenese in vivo. Dies legt nahe, dass dieser
Lamin B1-abhingige Mechanismus den altersbedingten Riickgang der Neurogenese im Hippocampus von Séu-
getieren vermittelt (Imtiaz et al., 2021).

Das Altern ist einer der am besten untersuchten Risikofaktoren, die zu bosartigen Erkrankungen beitragen. Stu-
dien haben gezeigt, dass die Inzidenz bosartiger Erkrankungen mit dem Alter zunimmt. Es kann jedoch nicht
gefolgert werden, dass das Altern allein die Ursache ist. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das Altern zwar
ein natiirlicher Prozess ist, aber dennoch als Risikofaktor fiir bosartige Erkrankungen angesehen werden muss
(zusammengefasst in Elkashty et al., 2021).

2.7.7 Fortschritte beim Bioengineering mit Stammzellen

Trotz ihrer Bedeutung war das Verstdndnis der frithen Stadien der menschlichen Entwicklung bisher durch die
Verfiigbarkeit menschlicher Proben begrenzt. Embryomodelle, die auf pluripotenten Stammzellen basieren, etab-
lieren nun ein neues Forschungsfeld, das darauf abzielt, Stammzellen zur Konstruktion von In-vitro-Modellen zu
verwenden, um Momentaufnahmen der Entwicklung des Sdugetierkonzepts zu rekapitulieren. Dies erdffnet span-
nende Moglichkeiten, um das grundlegende Verstdndnis der menschlichen Entwicklung zu fordern und die Re-
produktions- und Regenerationsmedizin voranzubringen. Ein Ubersichtsartikel gibt einen Uberblick iiber den ak-
tuellen Wissensstand der frithen Sdugetierentwicklung, wobei die Entwicklung in der Maus und dem Menschen
als Modelle verwendet werden, und hebt deren Gemeinsamkeiten und entscheidenden Unterschiede hervor (Fu et
al., 2021).

Gezielte Bioengineering-Ansitze zur Bereitstellung definierter instruktiver externer Signale oder zur Modulation
interner zelluldrer Signale konnten einige Einschrinkungen der Herstellung von Organoiden iiberwinden. Die
technischen Entwicklungen werden in einem Ubersichtsartikel vorgestellt. Bioengineering wird die Optimierung
und externe Kontrolle von stammzellbasierten embryodhnlichen Strukturen weiter vorantreiben. In-vitro-Modelle
in Kombination mit hochentwickelten Bioengineering-Werkzeugen werden in Zukunft eine noch griindlichere
Analyse der Embryonalentwicklung ermdglichen (zusammengefasst in Gupta et al., 2021). Die Konvergenz von
Stammzellbiologie und Bioengineering bietet die Moglichkeit, Stimuli, die die frithe Embryonalentwicklung be-
einflussen, auf kontrollierte Art und Weise bereitzustellen, was zur Entwicklung von Ansétzen, die auf natiirlichen
Prozessen beruhen, fiihrt, um wesentliche Einschrankungen dieser im Entstehen begriffenen Technologie zu iiber-
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winden. Auf der Grundlage der aktuellen Entwicklungen kénnen die Errungenschaften und laufenden Herausfor-
derungen bei der Zusammenfithrung von Differenzierung von Organoiden, Bioengineering und Ethik hervorge-
hoben werden. Der Ubersichtsartikel von Garreta et al. (2021) unterstreicht die Notwendigkeit, technische L&-
sungen fiir die Kontrolle der Selbstorganisation und Funktionalitit von aus hPS Zellen gewonnenen Organoiden
bereitzustellen.

Antfolk und Jensen erortern in einem Review-Artikel, der sich auf Forschung zum Diinndarm konzentriert, wie
Studien an der Schnittstelle zwischen Bioengineering und Darmbiologie neue Einblicke in die Organfunktion
liefern. Der Artikel konzentriert sich insbesondere auf technisch hergestellte Biomaterialien, komplexe 3D-Struk-
turen, die der Architektur des Darms dhneln (Antfolk and Jensen, 2020). Es ist gezeigt worden, wie Biofabrikation
und Organoidtechnologie zusammengefiihrt werden konnen, um die Selbstorganisation von Geweben im Milli-
meter- bis Zentimetermalstab zu steuern und so neue Wege fiir die Arzneimittelforschung, Diagnostik und rege-
nerative Medizin zu er6fthen. Ein 3D-Bioprinting-Ansatz wurde entwickelt, um die Gewebemorphogenese zu
erleichtern, indem organoidbildende Stammzellen direkt in eine extrazellulire Matrix eingebracht wurden,
wodurch Darmepithelien und verzweigte vaskulidre Gewebekonstrukte erzeugt werden konnten (Brassard et al.,
2021). Insgesamt haben sich neue Technologien zum Drucken von biologischen Materialien, das sog. Bioprinting,
in den letzten Jahren im Bereich der Biofabrikation stark und exponentiell entwickelt (zusammengefasst in Mota
et al., 2020).

hiPS-Zellen bieten zwar neue Perspektiven fiir die Krankheitsmodellierung, doch die hohe phénotypische Varia-
bilitdt zwischen verschiedenen Linien erfordert die Verwendung groBBer Kohorten von hiPS-Zellen, um die Aus-
wirkungen einzelner genetischer Varianten zu entschliisseln. Die StemCellFactory ist eine automatisierte, modu-
lare Plattform, die den gesamten Prozess der hiPS-Zellproduktion abdeckt, von der Expansion adulter menschli-
cher Fibroblasten iiber die Sendai-Virus-basierte Reprogrammierung bis hin zur automatischen Isolierung und
parallelen Expansion von hiPS-Zellen-Klonen. Die Anlage ermdglicht eine automatisierte, benutzerunabhingige
Expansion von hiPS-Zellen unter vollstindig definierten Bedingungen und kdnnte genutzt werden, um eine grof3e
Anzahl von hiPS-Zelllinien fiir die Krankheitsmodellierung und das Wirkstoffscreening in industriellem MaBstab
und in hoher Qualitit zu erzeugen (Elanzew et al., 2020). Weiterhin hat die gezielte Verabreichung von Stamm-
zellen mit Mikrorobotern sich als potenzielle alternative therapeutische Strategie in der regenerativen Medizin
erwiesen. Die Verabreichung von mesenchymalen Stromazellen via Mikroroboten zur Regeneration im Knorpel
des Knies wurde beschrieben (Go et al., 2020).

Es ist abschlielend festzustellen, dass inzwischen viele Anwendungen von iPS-Zellen von kommerziellen Unter-
nehmen vorangetrieben werden. Diese Unternehmen bauen die Instrumente und das Know-how auf, um Behand-
lungen mit hiPS-Zellen in den fiir den klinischen Einsatz erforderlichen Mengen zu ermdglichen (Bender, 2021).

2.7.8 Stammazellen in der Wirkstoffforschung

Insgesamt sind die Verwendungsmoglichkeiten von Stammzellen breit gefdchert und erweitern sich stindig. Ob
als Modell fiir Krankheiten, zur Wirkstoffforschung, als Methode zur Herstellung von Medikamenten oder als
mogliche Transplantationsorgane — Stammzellen haben dem Bereich der Arzneimittelforschung viel zu bieten
(Balfour, 2020). hiPS-Zellen werden zunehmend fiir die Erforschung von Krankheitsmechanismen und die Ent-
wicklung wirksamer krankheitsmodifizierender Therapien fiir neurodegenerative Erkrankungen, einschlieBlich
der amyotrophen Lateralsklerose (ALS), eingesetzt. Vor kurzem wurden drei Kandidaten fiir Medikamente gegen
ALS — Ropinirol, Retigabin und Bosutinib — in iPS-Zellen-basierten Wirkstoffscreens identifiziert und werden
nun in klinischen Studien auf Sicherheit und Wirksamkeit gepriift. Die préklinischen Daten, das klinische For-
schungsdesign und die Griinde fiir Ropinirol als Anti-ALS-Medikamentenkandidat im Vergleich zu den anderen
beiden Medikamenten sind erdrtert worden. Ebenso ist auch der Einsatz von iPS-Zellen zum Verstindnis und zur
Uberwachung des Ansprechens auf die Behandlung sowie fiir neue Erkenntnisse bei der Entwicklung neuer Me-
dikamente und therapeutischer Mainahmen fiir wichtige neurodegenerative Erkrankungen aufgezeigt worden (O-
kano and Morimoto, 2022; Okano et al., 2020).

2.8 Neue Entwicklung von Therapien mit Stammzellen

Ansitze zu auf pluripotenten Stammzellen basierenden Therapien sind im neunten Erfahrungsbericht bereits dar-
gestellt worden. Im hier vorliegenden zehnnten Bericht wird ein Uberblick iiber die Fortschritte in der klinischen
Anwendung von pluripotenten Stammzellen gegeben und es werden die Zelltypen beschrieben, die gegenwirtig
in der Klinik eingesetzt werden. Weiterhin werden die experimentellen Ansétze zusammengefasst (Kurtz et al.,
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2022). Hierflir wurde auf die im Register humaner pluripotenter Stammzellen (https://hpscreg.eu) gefiihrte, 6f-
fentlich zugéngliche Datenbank {iber weltweit durchgefiihrte, auf hPS-Zellen basierten klinische Studien zuriick-
gegriffen (Kobold et al., 2020).

Bedeutende Durchbriiche bei der Differenzierung von Stammzellen zu therapeutisch relevanten Zelltypen haben
uns an die Schwelle zu neuartigen Zelltherapien gefiihrt, die die Behandlung von Krankheiten durch eine Heilung
ersetzen konnen. Degenerative Krankheiten wie Diabetes, Herzkrankheiten, Augenkrankheiten und neurologische
Storungen konnten von einer erneuerbaren Quelle von Gewebe aus Stammzellen profitieren. Die ersten klinischen
Studien mit einer kleinen Zahl von Patientinnen und Patienten auf der Grundlage von Stammzellen sind bereits
angelaufen. Ein Haupthindernis fiir die breite Anwendung zellbasierter Therapien ist das Immunsystem, das eine
Transplantationsbarriere bildet und die Zellen eines anderen Menschen abstoBt. Verschiedenen Strategien sind
entwickelt worden, um universelle hPS-Zellen zu generieren, die von dem Immunsystem aller oder der meisten
Menschen toleriert werden (Harding et al., 2020). Die Manipulation menschlicher Leukozytenantigene (HLAS)
und immunmodulatorischer Faktoren in ,,universellen* PS-Zellen verspricht immunologische Toleranz ohne
HLA-Matching. Es besteht jedoch das Risiko, dass diese ,,universelle” Transplantate mit Viren infiziert werden.
Dariiber hinaus kénnte die immunologische Manipulation bestimmte Nachkommen, wie z. B. himatopoetische
Stammzellen, funktionell beeintrichtigen. Es werden die Risiken und Vorteile hypoimmunogener PS-Zellen er-
ortert sowie die Notwendigkeit, die HLA-Anpassung und autologe Strategien weiter zu verbessern (Matheus et
al., 2022). Allerdings miissen Strategien entwickelt werden, um die Sicherheit solcher universellen hPS-Zellen
ausreichend zu testen und die Entwicklung von Krebszellen, die nicht vom Immunsystem erkannt werden, und
andere Komplikationen auszuschlieBen (diskutiert in Gonzélez et al., 2020).

Die Zelltransplantation ist sowohl in der Forschung als auch im klinischen Bereich in den Vordergrund der rege-
nerativen Medizin geriickt. Ein Ubersichtsartikel stellt die jiingsten grundlagenwissenschaftlichen Fortschritte,
die mit hPS-Zellen erzielt wurden, dar. Sowohl hES-Zellen als auch hiPS-Zellen bieten Quellen fiir neue Neuro-
nen, die abgestorbene und/oder absterbende Zellen nach Verletzungen ersetzen konnen (zusammengefasst in For-
bes and Andrews, 2021). Die Moglichkeit, ein durch eine Verletzung oder Krankheit geschidigtes Riickenmark
mit Hilfe von Stammzellen wiederherzustellen, bietet groles Potential fiir die medizinsiche Behandlung. Klini-
sche Studien hierzu waren bereits vor iiber zehn Jahren angelaufen. Doch die Reparatur dieses scheinbar einfachen
Schaltkreises hat sich als viel komplizierter erwiesen, als die meisten Forschenden erwartet haben (Gravitz, 2021).

Die Parkinson-Krankheit ist durch den Verlust dopaminerger Neuronen in der Substantia nigra gekennzeichnet,
was zu behindernden Defiziten fiihrt. Die Transplantation von dopaminergen Neuronen kdnnte einen bedeutenden
therapeutischen Fortschritt gegeniiber den derzeitigen Therapien darstellen. Eine zellbasierte Therapie wird als
Alternative zur aktuellen medikamentdsen Behandlung der Parkinson-Krankheit erwartet. Im Fachjournal Cell
Stem Cell wurde in zwei Artikeln (Kim et al., 2021b; Piao et al., 2021) tiber die Induktion von klinisch einsetz-
baren dopaminergen Neuronen aus hES-Zellen und die Ergebnisse einer priklinischen Studie, die auf eine klini-
sche Priifung abzielt, berichtet (diskutiert in Takahashi, 2021). BlueRock Therapeutics erhielt in Zusammenarbeit
mit dem Memorial Sloan Kettering Cancer Center die IND-Zulassung (Investigational New Drug) fiir DAO1 zur
Behandlung der Parkinson-Krankheit (PRnewswire, 2021). Die bevorstehenden klinischen Studien, in denen die
Transplantation von aus Stammzellen gewonnenen dopaminergen Neuronen in das Striatum von Personenmit
Parkinson-Krankheit untersucht wird, konnten bahnbrechende Ergebnisse zum Ersatz von Neuronen im mensch-
lichen Gehirn liefern. Der Weg zu einer klinisch konkurrenzfihigen Behandlung dieser Erkrankung wird jedoch
wahrscheinlich lang und beschwerlich sein (Lindvall, 2020).

Vertex Pharmaceuticals Incorporated (Nasdaq: VRTX) hat bekannt gegeben, dass die US-amerikanische Food
and Drug Administration (FDA) den IND-Antrag genchmigt hat, so dass das Unternehmen eine klinische Studie
fiir VX-880, eine aus Stammzellen abgeleitete, vollstindig differenzierte Inselzelltherapie der Bauchspeichel-
driise zur Behandlung von Typ 1-Diabetes, beginnen kann. Vertex hat im Jahr 2021 eine klinische Studie der
Phase 1/2 bei Menschen mit Typ 1-Diabetes mit beeintrachtigter Hypoglykédmie-Sensorik und schwerer Hypogly-
kamie begonnen (Businesswire, 2021).

Da die menschliche Netzhaut keine Regenerationsfahigkeit besitzt, stellen Stammzelleneingriffe potenzielle The-
rapien fiir verschiedene Netzhauterkrankungen, die zur Erblindung fiihren konnen, dar. Diese Art der Therapie
wurde in jahrzehntelangen praklinischen Studien am menschlichen Auge eingehend untersucht. Die Sicherheits-
profile in den bisherigen klinischen Studien haben gezeigt, dass diese Strategien weiter erforscht werden sollten.
Es gibt immer noch Herausforderungen in Bezug auf die Zellquelle, die Zellverabreichung, immunbedingte un-
erwiinschte Ereignisse und die langfristige Aufrechterhaltung der therapeutischen Wirkung (zusammengefasst in
Shen, 2020). Das Absterben der Zapfenphotorezeptoren und der damit einhergehende Verlust des zentralen Seh-
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vermdgens sind fiir viele Netzhautdystrophien typisch. Ribeiro et al. zeigen, dass die Transplantation von gerei-
nigten Zapfen-Photorezeptor aus hPS-Zellen in ein Mausmodell mit Krankheit im Endstadium die Bildung funk-
tioneller Verbindungen mit der darunter liegenden Netzhaut ermoglicht und die durch die Zapfen vermittelte
Sehfunktion wiederherstellt (Ribeiro et al., 2021).

29 Ethische, rechtliche und soziale Aspekte (ELSA) der Stammzellforschung

Die Leitlinien fiir Stammzellforschung und klinische Translation der Internationalen Society for Stem Cell Rese-
arch (ISSCR) wurden zuletzt im Jahr 2016 iiberarbeitet. Seitdem wurden in den Forschungsbereichen der In-vitro-
Kultur menschlicher Embryonen, der Schaffung von stammzellbasierten Embryonenmodellen und der In-vitro-
Gametogenese rasante Fortschritte erzielt (Clark et al., 2021). Die daraufhin 2021 aktualisierten ISSCR-Leitlinien
bieten Regulierungsbehdrden und Forschungsforderern einen Rahmen fiir die behordliche Aufsicht {iber die
Stammzellenforschung und die klinische Umsetzung, einschlieBlich der jiingsten Fortschritte im Zusammenhang
mit Embryonenmodellen, chimiren Embryonen und dem Mitochondrienersatz. Die Erzeugung von Embryonen
zu Forschungszwecken ist in vielen Lindern nicht erlaubt. Die In-vitro-Fertilisation ist jedoch weit verbreitet und
fithrt hiufig zur Erzeugung von Embryonen, die fiir die klinische Verwendung nicht geeignet sind oder die den
klinischen Bedarf tibersteigen. Embryonen, die andernfalls verworfen wiirden, kdnnen in manchen Landern mit
informierter Zustimmung flir Forschungszwecke gespendet werden, und so iiber die Forschung die Fruchtbar-
keitsbehandlung verbessern und angeborene Krankheiten verringern, z. B. durch Mitochondrien-Ersatztechniken.
Fortschritte in der Stammzellen- und Embryonenforschung haben gezeigt, dass Mitochondrien-Ersatztechniken
erfolgreich durchgefiihrt werden konnen. Sie haben die Erzeugung embryodhnlicher Strukturen aus pluripotenten
menschlichen Zelllinien in Kultur ermoglicht. Diese kdnnen anstelle menschlicher Embryonen zur Untersuchung
der frithen menschlichen Entwicklung verwendet werden. Es gab ebenfalls Fortschritte bei der Erzeugung chima-
rer tierischer Embryonen mit menschlichen Zellen, die eines Tages die Moglichkeit bieten kdnnten, menschliche
Organe fiir Transplantationen zu erzeugen. Es sind jedoch neue Leitlinien erforderlich, um diese Modelle zu va-
lidieren und die Umsténde festzulegen, unter denen eine solche Forschung ethisch vertretbar ist (Anthony et al.,
2021). Die Leitlinien des ISSCR 2021 enthalten eine Reihe von wesentlichen Anderungen (Mummery and
Anthony, 2021). Zu den wichtigsten Anderungen gehéren: (1) die Unterteilung der vorherigen , Kategorie 3 Ver-
botene Forschungstitigkeiten in den Leitlinien von 2016 in ,,Kategorie 3A — Derzeit nicht erlaubte Forschungsté-
tigkeiten* und ,,Kategorie 3B — Verbotene Forschungstitigkeiten™ in den Leitlinien von 2021 und (2) die Ver-
schiebung der vererbbaren Human-Genome-Editing-Forschung aus der Kategorie ,,verboten™ in die Kategorie
,.derzeit nicht erlaubt*. Diese Anderungen sind insofern bemerkenswert, als es keine klare Abgrenzung zwischen
den beiden Kategorien gibt, da das, was ,,verboten® ist, per Definition ,,derzeit nicht erlaubt ist und umgekehrt
(Baylis, 2021a, 2021b). Weiterhin wird in den Leitlinien die 14-Tage-Grenze fiir die Embryonenforschung, die
in vielen Lindern gilt, in Frage gestellt und durch eine Einzelfallpriifung ersetzt (Subbaraman, 2021). Einige
Wissenschaftlerinnen und Wissenschaftler, Ethikerinnen und Ethiker und Juristinnen und Juristen plddieren fiir
die Beibehaltung des Limits (oder einen klar abgegrenzten Ersatz). Sie argumentieren, dass dadurch ethische und
politische Minenfelder vermieden, das 6ffentliche Vertrauen gestirkt und Verwirrung minimiert werden (Master
etal., 2021a). Im Friihjahr 2022 ist auch eine deutsche Ubersetzung der ISSCR Leitlinien durch eine Kooperation
des German Stem Cell Network (GSCN) und des Stammzellnetzwerks. NRW e. V. mit der ISSCR realisiert und
publiziert worden (ISSCR-Task-Force, 2022).

Auf dem ISSCR Meeting in San Francisco 2022 wurden sowohl fiir die Maus als auch Rinder reproduzierbar
herstellbare Blastoide vorgestellt. Sollte sich in naher Zukunft das erste Lebewesen aus einer solchen Struktur
entwickeln, wiren Blastoide theoretisch mit Blastozysten gleichzusetzen. Obwohl keine Wissenschaftlerin und
kein Wissenschaftler, die bzw. der sich an die aktuellen ISSCR Guidelines hilt, ein solches Experiment im
menschlichen System durchfiihren wiirde, regt diese theoretische Moglichkeit zu einem frithen Nachdenken {iber
den Status von humanen Blastoiden an. Sind dann auch menschliche Embryoide zu einem definierten Zeitpunkt
ab einem bestimmten Entwicklungsstand gleichzusetzen mit menschlichen Embryonen? Sollten kiinftig Techno-
logien zur Herstellung von Keimzellen auch in der Reproduktionsmedizin erwogen werden, beispielsweise um
Nachkommen bei Unfruchtbarkeitsbehandungen oder fiir gleichgeschlechtliche Paare zu ermdglichen? Muss zu-
dem unterschieden werden, ob die verschiedenen Zellstrukturen aus hES- oder iPS-Zellen gebildet wurden? Fiir
all diese Fragen bedarf es zunéchst einer gesellschaftlichen, ethischen und rechtlichen Debatte.

Zwei Rechtsgutachten, die im Jahr 2019 fiir das Stammzellnetzwerk. NRW e. V. erstellt wurden, bilden die Grund-
lage fiir eine Abhandlung iiber Stammzellen in Forschung und Therapie. Ausgangspunkt ist die Analyse des recht-
lichen Rahmens fiir die Stammzellforschung und deren Anwendung mit Schwerpunkt der Situation in Deutsch-
land. Darauf aufbauend werden Regelungsdefizite identifiziert und Reformoptionen entwickelt (Gassner and
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Spranger, 2020b). Ein weiterer Schwerpunkt ist die Analyse der rechtlichen Situation bei der Umsetzung von
Ergebnissen der Stammzellforschung in die medizinische Anwendung (Gassner and Spranger, 2020b). Auch aus
dem Bereich der Reproduktionsmedizin und der Forschung an menschlichen Embryonen kommen Forderungen
nach einer Neubewertung des Embryonenschutzes in Deutschland (Leopoldina, 2021). Beitrdge von Seiten der
Patientenvertretungen gewéhrleisten, dass die Interessen der Patientinnen und Patienten angemessen beriicksich-
tigt werden. Am Beispiel der Erbkrankheit Mukoviszidose werden die Herausforderungen aufgezeigt, vor wel-
chen Patientenorganisationen bei der effektiven Patientenvertretung stehen, wie zum Beispiel die Rekrutierung
von geeigneten Patientinnen und Patienten oder Sprachbarrieren durch Studienunterlagen ausschlieflich in wis-
senschaftlicher — somit nicht laienverstindlicher — englischer Sprache (Kruip, 2020).

2.10 Ungepriifte Stammzelltherapien

Als ,,ungepriifte Stammzelltherapien* werden kommerzielle Behandlungsangebote bezeichnet, die nicht im Rah-
men klinischer Studien auf ihre Sicherheit und Wirksamkeit gepriift wurden und als Therapie keine behdrdliche
Zulassung haben, aber dennoch zunehmend von Patientinnen und Patienten nachgefragt und auch tiber das Inter-
net beworben werden.

Weiterhin bieten eine Vielzahl von Unternehmen in den Vereinigten Staaten Patientinnen und Patienten stamm-
zellbasierte Behandlungen an, die nicht von der FDA zugelassen sind (Cook et al., 2021). Im Mérz 2021 wurden
in den USA 1.480 Unternehmen mit 2.754 Kliniken ermittelt, die angebliche Stammzellenbehandlungen fiir ver-
schiedene Indikationen verkaufen. Mehr als viermal so viele Unternehmen wie vor fiinf Jahren verkaufen Stamm-
zellenprodukte, die nicht von der FDA zugelassen sind und fiir die es keine iiberzeugenden Beweise fiir Sicherheit
und Wirksamkeit gibt (diskutiert in Turner, 2021). Auch im Zuge der SARS-CoV-2-Pandemie sind verstarkt un-
gepriifte stammzellbasierte Therapieangebote zu verzeichnen. Sie zielen mit irrefithrenden Behauptungen auf po-
tenzielle Kunden ab, setzen Patientinnen und Patienten potenziell riskanten stammzellbasierten Produkten aus
und untergraben die Bemiihungen, evidenzbasierte Behandlungen fiir COVID-19 zu entwickeln (Turner, 2020).
Auch in Grofibritannien verlangen einige Privatkliniken von britischen Patientinnen und Patienten Tausende von
Pfund fiir ungepriifte und unregulierte Behandlungen, bei denen die ,,Heilkrdfte” von Stammzellen genutzt wer-
den (Curwen, 2020).

Die Industrie der ungepriiften Stammzellenintervention ist daher weiterhin ein weltweites Gesundheitsproblem.
Trotz der Bemiithungen einiger Lénder gegen diese Entwicklung floriert diese Industrie weiter. Zur Losung des
Problems bediirfte es eines globalen Ansatzes und der Einrichtung eines beratenden Expertenausschusses der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) fiir regenerative Medizin, der sich mit dem Problem befasst und Leitlinien,
vergleichbar mit denen der ISSCR, vorgibt. Ein WHO-Komitee kann die nationalen Vorschriften harmonisieren,
regulatorische Ansitze fordern, die den ungedeckten Bediirfnissen der Patientinnen und Patienten Rechnung tra-
gen, und eine Aufkldrungskampagne gegen Fehlinformationen formulieren. Die Férderung eines internationalen
Dialogs und die Entwicklung von Empfehlungen, die von den Mitgliedsstaaten iibernommen werden kdnnen,
wiirden den globalen Markt fiir ungepriifte Stammzellbehandlungen wirksam angehen (zusammengefasst in Mas-
ter et al., 2021D).

Inzwischen hat die FDA, die in den USA fiir die Zulassung von zellbasierten Therapien zustindig ist, allerdings
zumindest ein Berichtssystem (FDA Adverse Event Reporting System (FAERS)) aufgebaut, dem Beteiligte un-
erwiinschte Nebeneffekte von Therapien selbstindig melden konnen. Das FAERS Public Dashboard ist ein hoch-
gradig interaktives, webbasiertes Tool, das die Abfrage von Daten auf benutzerfreundliche Weise ermoglicht. Mit
diesem Tool soll der Zugang zu den Daten fiir die breite Offentlichkeit erweitert werden, um nach Informationen
iiber unerwiinschte Ereignisse beim Menschen zu suchen, die der FDA von der pharmazeutischen Industrie, Ge-
sundheitsdienstleistern und Verbrauchern gemeldet wurden. Es ist zu hoffen, dass dadurch auch mehr Daten zu
ungepriiften Stammzellbehandlungen ver6ffentlicht werden (U.S.-Food&Drug-Adminstration, 2021).

2.1 Auflistung der klinischen Studien mit humanen pluripotenten Stammazellen

hPS-Zellen wie hES-Zellen und hiPS-Zellen bieten beispiellose Mdglichkeiten fiir Zelltherapien gegen bisher
nicht addquat behandelbare Krankheiten, Verletzungen und Infektionen. Sowohl hES-Zellen als auch hiPS-Zellen
werden in einer wachsenden Zahl klinischer Studien eingesetzt. Das Spektrum der klinischen Anwendungen hat
sich seit 2020 breiter aufgefichert. Tabelle 1 fasst die im Berichtszeitraum begonnenen klinischen Studien, das
Zielorgan bzw. das Krankheitsbild und die jeweils als Ausgangsmaterial verwendeten Stammzelltypen zusam-
men.
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Tabelle 1: Weltweite Anzahl zwischen 1. Januar 2020 und 31. Dezember 2021 initiierter klinischer
Studien mit hES-/hiPS-Zellen nach Organsystem / Krankheitsfeld
. . Stoffwechsel
Krankheitsfeld Augen Blut Herz Infektionen Krebs Neuro . Andere Summe
(Diabetes)
hES-Zellen 2 3 1 5 11
hiPS-Zellen 4 1 5 2 11 3 26
Gesamt 6 1 5 2 11 3 1 8 37

Insgesamt kann im Vergleich zum Zeitraum 2018 bis 2019 eine stirkere Zunahme von Studien mit hiPS-Zellen
als mit hES-Zellen festgestellt werden (Abbildung 1). Aus Tabelle 2 geht hervor, dass im Vergleich zum vorher-
gehenden Berichtszeitraum vor allem klinische Studien mit genetisch modifizierten Zellen, insbesondere von
PSC-abgeleiteten Immunzellen (T-Zellen, NK-Zellen) neu hinzugekommen sind. Es ist anzunehmen, dass dieser
Trend sich weiter verstérkt.

Abbildung 1:
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Nach wie vor steht die klinische Anwendung pluripotenter Stammzellen vor praktischen Herausforderungen.
Dazu zéhlen neben der limitierten Verfiigbarkeit regulatorisch zertifizierter Zelllinien und dem enormen Aufwand
diese zu produzieren ihre potenzielle Tumorigenitét, Immunogenitit und die Heterogenitit des von pluripotenten
Stammzellen abgeleiteten Produktes. Forschungsbedarf besteht zur Abschédtzung von Risiken aufgrund geneti-
scher und epigenetischer Verdnderungen wihrend des Herstellungsprozesses der ES-Zellen, iPS-Zellen und dar-
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aus abgeleiteter therapeutischer Produkte. Ferner besteht Forschungsbedarf im Bereich Abschitzung und Kon-
trolle der Immunogenitit und der Wirkungsweise der PSC-abgeleiteten Zellprodukte. Hierfiir sind addquate prak-
linische Modelle und ein offener Austausch der klinischen Studiendaten erforderlich. Ein weiteres Handlungsfeld
ist die Bereitstellung von nutzbaren Daten in diesen Forschungsfeldern und deren offentlicher Zugang fiir den
Datenaustausch zur Verbesserung der Reproduzierbarkeit von Ergebnissen. Verschiedene Organisationen und
Expertengremien im Bereich der Stammzellforschung haben Standards und ,Best Practice‘-Empfehlungen entwi-
ckelt, um Risiken zu minimieren und Daten vergleichbar zu machen. Cao et al., 2022; Steeg et al., 2021). Die
ISSCR ver6ffentlichte 2021 {iberarbeitete Leitlinien fiir die Stammzellforschung und die klinische Translation.
Eine Erweiterung dieser Richtlinien ist in Arbeit, um insbesondere Standards fiir PS-Zellen zu etablieren. Auf-
grund der genannten Herausforderungen bestehen starke Anstrengungen das Feld sowohl regulatorisch als auch
praktisch durch entsprechende Richtlinien sowie einen verstirkten Datenaustausch zu harmonisieren. Dazu gehort
auch insbesondere die Entwicklung von Plattformen und Werkzeugen, um basierend auf Daten Risiken abschét-
zen zu kénnen (Kurtz et al., 2022).

Personalisierte Gewinnung und autologe Verwendung von iPS-Zellen sind gegenwiértig zu kostenintensiv. Auto-
loge klinische Studien werden daher zurzeit nicht durchgefiihrt. Obwohl anzunehmen ist, dass diese Situation sich
durch neue Verfahren verbessert, sind allogene Anwendungen die Regel. Um die Immunogenitit der Zellprodukte
zu reduzieren, werden sowohl Haplobanken etabliert (Japan), als auch durch Genom-Editierung Zelllinien etab-
liert, die eine sehr geringe Potenz besitzen, allogene Immunreaktionen auszuldsen. Haplobanken erscheinen vor
allem fiir Populationen geeignet, die eine relativ geringe HLA-Diversitdt aufweisen, konnen aber auch fiir andere
Regionen sinnvoll sein (Lee et al., 2018).

Eine Liste klinischer Studien mit PSC-abgeleiteten Produkten, die wiahrend des Berichtszeitraums durchgefiihrt
wurden, zeigt Tabelle 2. In Tabelle 2 sind nur klinische Studien aufgelistet, die im Berichtszeitraum gestartet
wurden. Klinische Studien, die vor dem Berichtszeitraum gestartet wurden, sind gesamtheitlich im neunten
Stammzellbericht dargestellt (Bundestagsdrucksache 19/32595).
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3 Schlussfolgerungen

In den Jahren 2020 und 2021 hat die Forschung der Stammzellbiologie weitere Fortschritte zu verzeichnen. Das
Feld mit den diversen Stammzelltypen ist inzwischen so weit verzweigt, dass eine umfassende Darstellung der
Gesamtheit der Forschung im Erfahrungsbericht kaum mehr erreicht werden kann. Besonders im Bereich der
Forschung mit Organoiden sind im Berichtszeitraum etliche neue Ansétze zu verzeichnen gewesen. Bei der Kom-
bination verschiedener Gewebestrukturen und somit der Herstellung von multizelluldren Strukturen, die {iber die
Zelltypen eines einzelnen Organs hinausgehen, sind wichtige Fortschritte zu beobachten. Dadurch lassen sich nun
auch Interaktionen der Stammzellen mit ihrer spezifischen natiirlichen Umgebung in vitro untersuchen. Weiterhin
zeigen Forschungsansitze, wie Immunzellen in Organstrukturen Immunreaktionen koordinieren, wie neuronale
Zellen mit Muskelgewebe neuromuskulire Synapsen etablieren und wie die Muskulatur entodermalen Strukturen,
z. B. das Darmepithel, innerviert. Durch die neuen Technologien des Organ-on-a-Chip bieten sich Organoide fiir
die Testung von Wirkstoffen an. Sie leisten zudem einen Beitrag zum Verstindnis von Krankheiten, die in Pati-
entinnen und Patienten nicht detailliert und auf molekularer Ebene aufgeklart werden kénnen.

Ein zukiinftiges Ziel der Forschung mit Organoiden ist die Herstellung von Geweben und Zellverbanden fiir die
Transplantation im Rahmen der regenerativen Medizin. Wahrend dies fiir eine Vielzahl von Erkrankungen, ins-
besondere des Nervensystems, sicher noch weit von der Anwendung entfernt ist, zeigen sich schon jetzt fiir ein-
zelne Bereiche konkrete Behandlungsperspektiven mit Organoiden. Gerade fiir entodermale Strukturen, wie
Darm, Leber, Niere und Bauchspeicheldriise, konnte die Organoidforschung neue Therapiekonzepte erdffnen.
Somit néhert sich die Stammzellforschung, neben den Ansétzen in der Modellierung von Krankheiten und der
Wirkstoffforschung, auch dem genannten Ziel, Zellersatzmaterialien zu generieren. Im Bereich der Sicherheit von
Zellprodukten und deren Herstellung stellen sich aber zunichst insbesondere technische Herausforderungen.

Neu in der Forschungslandschaft sind die fortgeschrittenen In-vitro-Strukturen der Embryoide, sowohl Blastoide
(&hnlich zu Blastozysten mit drei verschiedenen Zelltypen) als auch Gastruloide (dhnlich zur Gastrula mit Zellen
der drei Keimbahnen). Diese Strukturen erlauben neue Forschungsentwicklungen und ein groBeres Verstindnis
der frithen Embryonalentwicklung. Allerdings wiren ggf. kiinftige Mdglichkeiten ihrer Nutzung am Menschen
unter Umstdnden mit weitergehenden ethischen und rechtlichen Fragestellungen verbunden, die zu diskutieren
wiren.

Zusammenfassend lésst sich feststellen, dass Entwicklungen im Bereich der Stammzellforschung international
und in Deutschland weiterhin wichtige und immer weitergehende Beitrdge zum grundlegenden Verstindnis in der
Entwicklungsbiologie und innovative Erkenntnisse in der Medizin sowie fiir Behandlungsansétze liefern.

hES-Zellen sind unverdndert Grundlage innovativer Forschungsvorhaben. Es besteht weiterhin gro3es Interesse
an ihrer Verwendung in der Forschung.

Einen dhnlichen Stellenwert hat die Nutzung von hiPS-Zellen fiir die Forschung, wobei der Zuwachs an Zelllinien
gegeniiber dem zuletzt festgestellten Zuwachs im letzten Berichtszeitraum nun leicht riickldufig ist (703 Zelllinien
ggii. vorher 1185). Die durch das StZG erdéffneten Moglichkeiten werden wahrgenommen. Gleichwohl wird von
Seiten der Forschung seit mehreren Jahren zunehmend Kritik an dem im StZG geregelten Forschungsvorbehalt
gedulert. Es ist absehbar, dass der Forschungsvorbehalt des § 5 StZG durch die fehlende Perspektive der Verwer-
tung von Forschungsresultaten im medizinischen Bereich letztlich zu einem erheblichen Forschungshemmnis
wird. Die ausschlieliche Genehmigungsfihigkeit der Nutzung von hES-Zellen zu Forschungszwecken sollte da-
her insbesondere angesichts der sich abzeichnenden realen Nutzbarkeit von hES-Zellen fiir klinische Zwecke um
die Moglichkeit ergdnzt werden, hES-Zellen auch fiir andere wichtige Zwecke wie die Herstellung von Thera-
peutika verwenden zu konnen. Diese Auffassung wird auch von der ZES geteilt, die sich hierzu wiederholt in
ihren jahrlichen Tatigkeitsberichten geduBert hat. Ebenso wird die Stichtagsregelung kritisiert. Beide Regelungen
werden als problematisch fiir den wissenschaftlichen Erkenntnisgewinn sowie fiir die Entwicklung von neuartigen
Therapien im deutschen Forschungsraum angesehen.

Die Implikationen der Ergebnisse der internationalen Stammzellforschung fiir die bestehende Rahmensetzung in
Deutschland und die deutsche Forschungslandschaft miissen weiterhin sorgfiltig beobachtet werden.
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4 Glossar

Adulte (somatische) Stammzellen (Gewebestammzellen): Gewebestammzellen stammen von fétalen (d. h.
allen vorgeburtlichen Entwicklungsstadien mit abgeschlossener Entwicklung von Organanlagen) bzw.
geborenen Lebewesen ab und verfligen nur iiber ein eingeschrinktes Differenzierungspotenzial. Sie kommen
vermutlich in fast allen Organen vor und wurden beispielsweise im Knochenmark, in der Haut, aber auch im
Fettgewebe, in der Nabelschnur und im Nabelschnurblut, im Gehirn und in der Bauchspeicheldriise
nachgewiesen. Adulte Stammzellen haben aber im Vergleich zu embryonalen Stammzellen in Zellkulturen ein
deutlich geringeres Differenzierungspotenzial.

Allel: Ein Allel bezeichnet eine mogliche Auspragung eines Gens, das sich an einem bestimmten Ort auf einem
Chromosom befindet.

Allogen: Das zu transplantierende biologische Material wird von einem Spender (Donor) auf einen genetisch
nicht identischen Empfanger iibertragen. Hieraus kdnnen immunologische Abwehrreaktionen resultieren.

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

Blastozyste: Frilhes Embryonalstadium, welches beim Menschen etwa den Zeitraum vom vierten bis siebten
Tag nach der Befruchtung umfasst. Die Blastozyste ab dem 64-Zellstadium, ist bereits in eine innere Zellmasse
(Embryoblast, Epiblast), aus der embryonale Stammzellen gewonnen werden kdnnen, und eine duflere
Zellschicht (Trophoblast), differenziert, die fiir die Versorgung des Embryos mit Nahrstoffen notwendig ist.

Blastoid: Eine Struktur aus pluripotenten Stammzellen (PS-Zellen), welche die gleichen Zelltypen und die
gleiche Gewebetopologie wie eine Blastozyste besitzt und ein In-vitro-Modell darstellt.

COVID-19: Abkiirzung fiir englisch: Coronavirus disease 2019, deutsch: Coronavirus-Krankheit-2019.
COVID-19 ist eine meldepflichtige Infektionskrankheit, die auf eine Infektion mit dem Coronavirus SARS-
Cov-2 zuriickgeht und ein breites, allerdings unspezifisches Spektrum von Symptomen zeigt.

CRISPR/Cas9: Die CRISPR/Cas-Methode (von engl. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats - gruppierte kurze palindromische Wiederholungen mit regelméfBigen Abstinden und CRISPR-
associated - CRISPR-assoziiertes Protein 9) ist eine molekularbiologische Methode, um DNA gezielt zu
schneiden und zu verdndern (Genom-Editierung).

Designernukleasen: Sammelbegriff fiir molekularbiologische Werkzeuge (,,Genscheren®) zur zielgerichteten
Modifikation des Genoms.

Differenzierung: Prozess, bei dem durch Aktivierung genetischer Programme spezialisierte Zelltypen
entstehen.

Embryonalkérperchen (Embryoid body): Ein dreidimensionales (3D) Aggregat aus differenzierten
pluripotenten Stammzellen (PS-Zellen), welches aus Zelltypen aller drei Keimblétter (Entoderm, Ektoderm und
Mesoderm) gebildet wird.

Embryoid: Ein besser strukturiertes Embryonalkdrperchen, z. B. besitzt ein Embryoid mehrschichtiger
Zellcluster sich differenzierender PS-Zellen und bildet einen Hohlraum (Cavity) im Inneren. Ein Embryoid
dhnelt einem Embryo in bestimmten Stadien der frithen Entwicklung. Beispiele sind Blastoide und Gastruloide.

Epigenetik/Epigenese: Die Epigenetik beschéftigt 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 zuriickgehen, 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 Komplexitét beschreibt. Jedoch
basieren die essenziellen zellularen Differenzierungsprozesse der Epigenese vor allem auf epigenetischen
Vererbungsmechanismen einer Zellgeneration zur néchsten.

Epiblast: Bildet die innere Zellemasse der Blastozyste und spater wiahrend der Gastrulation die drei Keimblétter
(Entoderm, Ektoderm und Mesoderm). Aus dem Epiblast entwickelt sich der gesamte Embryo.

ES-Zellen: Embryonale Stammzellen (ES) sind 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. Sie werden aus pluripotenten Zellen der inneren Zellmasse in der Blastozyste gewonnen,
die in vivo die Zellen des gesamten Embryos hervorbringen.
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FDA: Food and Drug Administration, US-amerikanische Genehmigungsbehdrde

Gastruloid: Ein multizelluldres In-vitro-Modell eines gastrulierenden Embryos. Wahrend der Gastrulation
verwandelt sich der friihe Embryo in eine mehrschichtige Struktur mit unterschiedlichen Keimschichten.

Genotyp: Der Genotyp reprasentiert die exakte genetische Ausstattung eines Organismus, die simtliche in
diesem Individuum vorhandenen Erbanlagen umfasst.

Genom-Editierung: Sammelbegriff fiir molekularbiologische Techniken zur zielgerichteten Verdnderung des
Genoms.

Haploide Zellen: Haploide Zellen besitzen nur einen einfachen Chromosomensatz, d.h. es existiert von jedem
Gen nur eine Kopie. Beim Menschen sind die Keimzellen die einzigen haploiden Zellen, wiahrend die meisten
Korperzellen diploid sind, d.h. einen doppelten Chromosomensatz aus miitterlichen und véterlichen Erbanlagen
besitzen.

HE: Hamogenes Endothel

hES-Zellen: Humane (menschliche) embryonale Stammzellen.

hiPS-Zellen: Humane (menschliche) iPS Zellen.

HLA: Humanes (menschliches) Leukozytenantigen

hPS-Zellen: Humane pluripotente Stammzellen, umfassen sowohl hES-Zellen als auch hiPS-Zellen.
HSC: Hamatopoetische oder Blutzellen-bildende Stammzellen.

Hypoblast: Eine Struktur der frithen Embryonalentwicklung vieler Wirbeltiere neben dem Epiblasten und dem
Trophoblasten ein Teil der sich entwickelnden Blastozyste. Der Hypoblast bildet den Dottersack.

Imprinting: Epigenetischer Prozess, durch den von den beiden Allelen eines Gens nur eines, entweder das
viterliche oder miitterliche, zur Geltung kommt.

Innere Zellmasse: Zellpopulation in der Blastozyste aus der der gesamte Organismus entsteht und aus der sich
embryonale Stammzelllinien in der Zellkultur kultivieren lassen.

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

In vivo: (lateinisch ,im Lebendigen®) Prozesse, die im lebendigen Organismus ablaufen.

iPS-Zellen, induzierte pluripotente Stammzellen: Zellen, die durch Dedifferenzierung (Reprogrammierung)
somatischer Zellen entstanden sind und Eigenschaften pluripotenter Stammzellen aufweisen. In differenzierte
Korperzellen werden hierbei z.B. Gene eingeschleust, die das embryonale Programm in der Zelle wieder
anschalten und so Stammzelleigenschaften induzieren.

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

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

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.
LSC: Leukdmische Stammzellen

MSC: Mesenchymale Stromazellen (manchmal auch Stammzelle).

Murine ES-Zellen (mES-Zellen): Embryonale Stammzellen der Maus.

Organoide: In vitro erzeugte organdhnliche Zellaggregate. Sie stellen eine miniaturisierte und vereinfachte
Version eines Organs im frithen Entwicklungszustand dar.

OSKM: Abkiirzung fiir die vier Transkriptionsfaktoren Oct4, Sox2, KIf4 und c-Myc, die zur
Reprogrammierung von Koéperzellen in pluripotente Stammzellen verwendet werden kdnnen.
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Parabiose: Das Zusammenleben und Aufeinandereinwirken zweier Lebewesen der gleichen Art, die
miteinander verwachsen sind oder deren Blutkreislaufe kiinstlich miteinander verbunden wurden.

PGCLC: Primordiale keimzellahnliche Zellen
Plastizitiit: Fahigkeit von Zellen, sich auch in Zellen anderer Gewebe entwickeln zu kénnen.

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

Proliferation: Zellproliferation bezeichnet die Vermehrung (Neubildung) von Zellen durch Zellteilung.
PS-Zellen: Pluripotente Stammzellen

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

SARS-CoV-2: Das Virus SARS-CoV-2 (Abk. Fiir englisch: Severe Acute Respiratory Syndrome CoronaVirus
type 2), auch als Schweres akutes Atemwegssyndrom-Coronavirus-Typ 2 bezeichnet ist ein dem SARS-Erreger
dhnliches Coronavirus mit wahrscheinlich zoonotischem Ursprung. Das Virus wurde Anfang 2020 als Ausloser
der COVID-19 Krankheit identifiziert.

Stammzelle: Zelle, die sich selbst {iber Zellteilung immer wieder erneuern und in mehrere Zelltypen
ausdifferenzieren kann. Stammzellen werden nach ihrer Herkunft und ihrem Differenzierungspotential
unterschieden: Embryonale Stammzellen bilden die innere Zellmasse (Embryoblast) der Blastozyste und sind
pluripotent; Somatische/adulte Stammzellen (Gewebestammzellen) stammen von fétalen (d. h. allen
vorgeburtlichen Entwicklungsstadien mit abgeschlossener Entwicklung von Organanlagen) bzw. geborenen
Lebewesen und verfligen nur iiber ein eingeschrinktes Differenzierungspotenzial.

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

Transdifferenzierung: Direkte Umwandlung eines ausdifferenzierten Zelltyps in einen anderen.

Transprogrammierung (auch Umprogrammierung): Kiinstlich hervorgerufene Transdifferenzierung, z. B.
durch Einfiihren spezifischer Steuerungsgene.

Trophoblast: Der Trophoblast ist die dullere Zellschicht einer Blastozyste und verbindet diesen mit der
Gebidrmutterwand. Zusammen mit der Plazenta, die teilweise auch vom Trophoblasten gebildet wird, ist der
Trophoblast (extraembryonales Gewebe) fiir die Versorgung des Embryos mit Nahrstoffen notwendig. Wahrend
der Gastrulation bildet der Trophoblast das Trophectoderm.

Xenogen: Aus einer anderen Art stammend.
Zerebral: Gehirn oder GrofShirn betreffend.
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