% Bundesministerium % Bundesministerium
2 fiir Gesundheit 7By 1 flirBildung

und Ferschung

Sechster Erfahrungsbericht der Bundesregierung Uber die

Durchfihrung des Stammzellgesetzes (Berichtsjahre 2012 u. 2013)

Inhaltsverzeichnis

1. PRUFUNG UND GENEHMIGUNG VON ANTRAGEN AUF EINFUHR UND
VERWENDUNG MENSCHLICHER EMBRYONALER STAMMZELLEN ZU
FORSCHUNGSZWECKEN ... 3

1.1. Berichtsauftrag und Berichtszeitraum 3

1.2. Genehmigte Antrige und Genehmigungsverfahren 3

1.3. Erfiilllung der Voraussetzungen nach § 4 StZG 15

1.4. Erfiilllung der Voraussetzungen nach § 5 StZG 16

1.5. Priifung und Bewertung durch die Zentrale Ethik-Kommission fiir

Stammzellenforschung 24

2. STAND DER FORSCHUNG MIT PLURIPOTENTEN MENSCHLICHEN
STAMMZELLEN ... e 26
2.1. Einleitung 26
2.2. Bestand und Kultur der menschlichen embryonalen Stammzelllinien 27
2.3. Aktuelle Aspekte zur Forschung mit humanen embryonalen Stammzellen 27
2.3.1. Erkenntnisse aus dem Vergleich von hES- und Maus-ES-Zellen und bestimmende Merkmale
JO L Yo XOT=] o Luc) ] =V 00 00V ) =) o TP 28
2.3.2. Unterschiede zwischen verschiedenen hES-ZellliNIen .........enmeneenensenssieessssesessssssssesnns 30
2.3.3. Genetische Abnormitiaten in embryonalen Stammzellen und induzierten pluripotenten
Y= 100 00713 (=5 o PP 31

2.3.4. Verfahren zur gezielten gentechnischen Modifikation embryonaler Stammzellen..........ccoouceue.. 33



2.4. Erschliefung neuer Quellen menschlicher Stammzellen 34

2.4.1. KerNtranSfer-VerfalIen ... eeerceeeesseceeessessessssesssess s sssssssss st ssess s ssssss s sssess s s sssssas s sssssssassans 34
2.4.2. Gewinnung von Stammzellen ausgehend von Keimzellen und deren Vorlauferzellen.............. 35
2.4.3. FOtale STAMIMZEILEN. ... ieueceeeeeieeeseeesse s ees e esssse s ssesss s s ss s s s 35
2.4.4. Fortschritte in der Reprogrammierung von KOrperzellen...... o eeneneeneesneesseesseesssesseeens 36
2.4.5. Transdifferenzierung und TranSProgrammierUNG....cco e eeeessmeesseessseessesssessssesssessssessssesssessssssssssssassans 37
2.5. Entwicklung von Therapien und Testmethoden mit hES- und hiPS-Zellen 38
2.5.1. Weiterentwicklung von Differenzierungsprotokollen humaner pluripotenter Stammzellen .38
2.5.2. Krankheitsmodelle unter Verwendung von iPS-Zellen .........eeneensesssesssessessssssssssseses 42
2.5.3. Pharmakologische / Toxikologische Substanztestung & Wirkstoffscreening...........cueeeseeenn. 43
2.5.4. Entwicklung von Therapien mit embryonalen und induzierten pluripotenten
RO 72140000 V/2= ) ) PP 44
3. SCHLUSSFOLGERUNGEN ..ot 46
. GLOS S AR et a e aae 48
AUSZEWANILE INTEIMIETAATESSEIN couvrevuscerseersrersesersesssessseessssess s ess s s s R RS R R 50
5. ZITIERTE LITERATUR ...t 51



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

Forschungszwecken

1.1 Berichtsauftrag und Berichtszeitraum

Dieser Erfahrungsbericht erfolgt aufgrund von 8§ 15 des Gesetzes zur Sicherstellung des
Embryonenschutzes im Zusammenhang mit Einfuhr und Verwendung menschlicher
embryonaler Stammzellen (Stammzellgesetz — StZG) vom 28. Juni 2002 (BGBI. | S. 2277),
zuletzt geandert durch das Gesetz zur Strukturreform des Gebihrenrechts des Bundes vom
7. August 2013 (BGBI | S. 3154). Er umfasst den Zeitraum vom 1. Januar 2012 bis zum 31.

Dezember 2013 (sechster Berichtszeitraum).

1.2. Genehmigte Antrage und Genehmigungsverfahren

1.2.1. Uberblick tiber die im Berichtszeitraum genehmigten Forschungsvorhaben

Im vorangegangenen Berichtszeitraum (1. Januar 2010 bis 31. Dezember 2011; flnfter
Berichtszeitraum) waren im Zusammenhang mit inhaltlich eigenstandigen Projekten 20
Antrdge auf Genehmigung der Einfuhr und/oder Verwendung humaner embryonaler
Stammzellen (hES-Zellen) genehmigt worden. Fir einen weiteren Antrag, der in diesem
Zeitraum gestellt wurde, war das Genehmigungsverfahren am 31. Dezember 2011 noch
nicht abgeschlossen.

Im aktuellen Berichtszeitraum (1. Januar 2012 bis 31. Dezember 2013) wurden im
Zusammenhang mit inhaltlich eigenstandigen Projekten 19 Antrdge auf Genehmigung der
Einfuhr und Verwendung bzw. Genehmigung der Verwendung von hES-Zellen gemal 8 6
StZG an das Robert Koch-Institut (RKI) als zustandige Genehmigungsbehorde gestellt.
Ferner war ein Antrag aus dem vierten Berichtszeitraum anhé&ngig. 18 dieser insgesamt 20
Antrdge wurden im Berichtszeitraum genehmigt, wobei flr einen Antrag aufgrund der
gemeinsamen Antragstellung durch zwei Wissenschaftlerinnen zwei getrennte identische
Genehmigungen erteilt wurden. Insgesamt ergingen im aktuellen Berichtszeitraum folglich 19
Genehmigungen nach dem Stammzellgesetz. Zu zwei Antrdgen war das
Genehmigungsverfahren am 31. Dezember 2013 noch nicht abgeschlossen. Zwei Antréage
aus dem flnften Berichtszeitraum und ein Antrag aus dem vierten Berichtszeitraum, deren
Bearbeitung auf Wunsch der Antragsteller bis auf weiteres ausgesetzt worden war, wurden

im sechsten Berichtszeitraum von den Antragstellern zuriickgenommen.



Die im Berichtszeitraum erteilten 19 Genehmigungen flr neue, eigenstédndige Vorhaben
ergingen an 18 Personen bzw. Institutionen, von denen finf bereits im Besitz wenigstens
einer zuvor erteilten Genehmigung fur die Einfuhr und Verwendung humaner ES-Zellen
waren. 13 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 88 Genehmigungen fur die Einfuhr und/oder Verwendung von hES-
Zellen an 68 natirliche bzw. juristische Personen erteilt. Ein im Jahr 2006 genehmigtes
Vorhaben war bereits im flnften Berichtszeitraum zum Abschluss gebracht worden, ein
weiteres wurde im sechsten Berichtzeitraum beendet. Die entsprechenden Genehmigungen
nach dem StZG sind folglich erloschen. Am Ende des Berichtszeitraumes bestanden somit
Genehmigungen fiir die Durchfiihrung von 86 Forschungsvorhaben unter Verwendung von
hES-Zellen, die teilweise mehrfach erweitert wurden, fur insgesamt 67 Arbeitsgruppen, die
an 45 Einrichtungen (Universitdten bzw. Universitatsklinika, Forschungsinstitutionen,
Unternehmen etc.) tatig sind.

Fur mehrere bereits genehmigte Vorhaben wurden die Genehmigungen im Berichtszeitraum
erweitert. In drei Fallen wurden zuséatzliche experimentelle Arbeiten an hES-Zellen beantragt,
die thematisch zwar nahe an den bislang genehmigten Verwendungen von hES-Zellen
lagen, jedoch Uber die zuvor genehmigten Forschungsarbeiten deutlich hinausgingen, so
dass es einer erneuten Prifung des Vorliegens der Kriterien des § 5 StZG und damit auch
einer erneuten Prifung und Bewertung durch die Zentrale Ethik-Kommission flr
Stammzellenforschung (ZES) bedurfte. Fiur 11 genehmigte Projekte wurde die Einfuhr
weiterer hES-Zell-Linien beantragt und genehmigt, die zusatzlich zu hES-Zellen, deren
Import bereits genehmigt war, fir bereits genehmigte Zwecke verwendet werden sollen. Die
Eintrdge im Register nach § 11 StZG auf den Internetseiten des RKI wurden fir die

entsprechenden Genehmigungen jeweils angepasst.

1.2.2. Angaben zu den im Berichtszeitraum genehmigten Forschungsvorhaben

Bis zum 31. Dezember 2011 (Ende des funften Berichtszeitraumes) waren 69
Genehmigungen nach dem StZG erteilt worden.
Die insgesamt 70. Genehmigung fir die Einfuhr und Verwendung humaner ES-Zellen erging
am 2. Februar 2012 an Herrn Prof. Dr. Axel Methner, Universitatsklinikum Dusseldorf. Im
Rahmen der genehmigten Forschungsarbeiten soll mittels von aus hES-Zellen
differenzierten Motoneuronen ein Zellmodell fiir die erblich bedingte Polyneuropathie Charot-
Marie-Tooth Type 4a (CMT4A) entwickelt werden. Insbesondere soll untersucht werden, ob
und auf welche Art und Weise eine Mutation bzw. eine verringerte Expression des Gens flr
4



GDAP1 (ganglioside-induced differentiation associated protein 1) in neuronalen Zellen zu
oxidativem Stress fuhrt, welche Konsequenzen dies fur den Glutathion-Stoffwechsel der
Zelle sowie fur die Aktivitat der Mitochondrien hat und ob und inwieweit ein verminderter
Schutz vor oxidativem Stress fur die Pathogenese dieser Erkrankung malf3geblich ist. Die
Arbeiten sollen teils vergleichend zwischen hES- und humanen induzierten pluripotenten
Stammzellen (hiPS-Zellen) durchgefihrt werden. Die genehmigten Forschungsarbeiten
konnen zum einen fir die Grundlagenforschung wesentliche neue Erkenntnisse Uber die
Funktion von GDAP1 in menschlichen Motoneuronen erbringen, zum anderen kdénnen sie
gof. zur Aufklarung des Pathogenesemechanismus von CMT4A beitragen. An dem
angestrebten Zellmodell fir CMT4A konnten auch weitere fir CMT4A typische zellulare
Prozesse untersucht und ggf. Substanzen zur Behandlung dieser Krankheit identifiziert und
bezuglich ihrer molekularen Wirkmechanismen untersucht werden.

Die 71. Genehmigung wurde am 3. Mai 2012 an Frau Dr. Suzanne Kadereit, damals
Universitat Konstanz, jetzt FH Sigmaringen, erteilt. Gegenstand des Forschungsvorhabens
ist die Untersuchung des Einflusses verschiedener Typen ionisierender Strahlung auf hES-
Zellen und deren frihe Differenzierung. Dabei soll u. a. der Einfluss der Strahlung auf die
Lebens- und Vermehrungsfahigkeit, die genetische Stabilitat, die Zellzyklus-Progression, das
Genexpressionsprofil sowie das frihe Differenzierungsvermogen von hES-Zellen untersucht
werden. Zudem sollen Zellen mit hochsensitiven Methoden hinsichtlich moglicher
strahleninduzierter DNA-Schaden analysiert und mdogliche Konsequenzen einer
Strahlenexposition, insbesondere fir aus hES-Zellen differenzierte kardiale Zellen und
neurale Vorlauferzellen, bestimmt werden. Aus dem Forschungsvorhaben werden u. a.
Erkenntnisse Uber die Wirkung von Strahlung auf frihe menschliche Zellen und utber
Mechanismen der Reparatur von Strahlenschaden in diesen Zellen erwartet, was ggf. zu
einer verbesserten Abschétzung von Strahlenrisiken fur den sich entwickelnden Embryo —
beispielsweise infolge berufsbedingter Strahlenexposition der Mutter oder im
Zusammenhang mit medizinischen Untersuchungen — fihren kann.

Die 72. Genehmigung erging am 17. Juli 2012 an Frau Dr. Claus, Universitat Leipzig. Im
Rahmen dieses Forschungsvorhabens soll ein Zellmodell fir die Untersuchung der
Auswirkungen einer Infektion mit Rételnvirus (Rubella-Virus, RV) auf sich differenzierende
menschliche Zellen entwickelt werden. So sollen u. a. die Auswirkungen einer RV-Infektion
auf die metabolischen Eigenschaften von hES-Zellen, auf deren Mitochondrienfunktion sowie
auf ihre Differenzierungsfahigkeit bestimmt werden. Hintergrund ist das hohe teratogene
Potenzial von RV, dessen molekulare Grundlagen bislang wenig verstanden sind.
Insbesondere soll ein moglicher Zusammenhang zwischen einer RV-Infektion und einer

veranderten Mitochondrienfunktion in frihen embryonalen Zellen des Menschen Uberpruft



und damit ein Beitrag zur Aufklarung der zellbiologischen Grundlagen der RV-induzierten
Teratogenitat geleistet werden.

Inhaber der am 16. August 2012 erteilten 73. Genehmigung ist Herr Dr. Prigione, der am
Max-Delbruck-Centrum fur Molekulare Medizin, Berlin, tatig ist. hES-Zellen sollen in diesem
Forschungsvorhaben zunachst verwendet werden, um vergleichende Untersuchungen
zwischen den Mitochondrien von hiPS-Zellen und hES-Zellen durchzufihren und zu
Uberprifen, ob bei der Reprogrammierung somatischer Zellen zu hiPS-Zellen eine
vollstandige Reprogrammierung auch der Mitochondrien in ein quasi-embryonales Stadium
erfolgt. Dabei soll u. a. der Einfluss der Reprogrammierungsmethode auf die mitochondriale
DNA, auf den Energiestoffwechsel sowie auf das mitochondriale Metabolom und
Transkriptom der jeweiligen Zellen untersucht werden. Ferner sollen in diesem Vorhaben
hiPS-Zellen aus Zellen von Patienten hergestellt werden, die an teils schweren
Erkrankungen leiden, die durch Mutationen im Mitochondriengenom verursacht werden bzw.
auf funktionalen mitochondrialen Defekten beruhen. Ziel dieser Arbeiten ist die Entwicklung
von Zellmodellen fur derartige Erkrankungen. hES-Zellen dienen hier fiir Vergleichszwecke
zur Bestimmung der fir Pluripotenz mal3geblichen Eigenschaften der jeweils gewonnenen
hiPS-Zellen. Die Zellmodelle sollen dann genutzt werden, um Aussagen Uber Genotyp-
Phéanotyp-Korrelationen bei den entsprechenden Erkrankungen treffen zu kénnen und ggf.
die  Bedeutung bestimmter  Mutationen  im Mitochondriengenom  fur  die
Differenzierungsfahigkeit pluripotenter Zellen in spezifische Zelltypen einschatzen zu
kénnen.

Die 74. Genehmigung erging am 31. Oktober 2012 an die Medizinische Hochschule
Hannover. Die Forschungsarbeiten haben vergleichende Untersuchungen der
Glykosylierungsmuster in sich neuroektodermal differenzierenden hES- und hiPS-Zellen zum
Inhalt. Nach Differenzierung beider Zelltypen in die neuroektodermale Linie sollen mdgliche

Veranderungen im Glykom der Zellen sowie in der Expression von Genen analysiert werden,

deren Produkte an Glykosylierungsprozessen beteiligt sind. Ferner soll — im Vergleich mit

hES-Zellen — an einem auf hiPS-Zellen basierenden zellularen Krankheitsmodell fir eine

erblich bedingte Erkrankung der Glykosylierung (congenital disorder of glycosylation Ia,
CDG-la) untersucht werden, welche Auswirkungen der fur die Erkrankung ursachliche
genetische Defekt auf molekularer Ebene hat und welche Stoffwechsel- bzw.
SignalUbertragungswege bei CDG-la veréandert sind. Aus dem Forschungsvorhaben werden
u. a. Erkenntnisse uber Glykosylierungsprozesse in hES- und hiPS-Zellen sowie Uber
Prozesse erwartet, die wahrend der neuralen Differenzierung auf der Ebene der

Glykosylierung von Proteinen ablaufen. Die Forschungsarbeiten sollen ferner dazu



beitragen, die zellbiologischen und molekularen Ursachen von CDG-la besser als bislang zu
verstehen, was Grundlage fur neue Therapiekonzepte sein kann.

Die 75. Genehmigung wurde am 28. Februar 2013 an Herrn Prof. Dr. Zenke, RWTH Aachen,
erteilt. Das Forschungsvorhaben beschaftigt sich insbesondere mit der Etablierung von
Zellmodellen fur myeloproliferative Neoplasien (MPN), eine Gruppe von Erkrankungen des
blutbildenden Systems. hES-Zellen sollen hier als Referenzmaterial fir die Uberprifung der
Eigenschaften von hiPS-Zellen genutzt werden, die aus von MPN betroffenen Patienten
gewonnen und an denen die Auswirkungen der der Krankheit zugrundeliegenden
genetischen Veranderungen, insbesondere auf das Differenzierungspotenzial, bestimmt
werden sollen. Fir den Fall, dass sich hiPS-Zellen mit bekannten MPN-assoziierten
genetischen Veranderungen nicht aus Patienten gewinnen lassen, sollen diese Mutationen
sowohl in Wildtyp-hiPS-Zellen als auch in hES-Zellen zielgerichtet eingefiihrt werden. Nach
Differenzierung in die hamatopoetische Linie sollen MPN-hiPS-Zellen dann bezlglich ihrer
molekularen Charakteristika untersucht und mit Wildtyp-iPS-Zellen sowie mit hES-Zellen
verglichen werden. Die genehmigten Forschungsarbeiten sollen zu einem besseren
Verstandnis Uber die molekularen Vorgange beitragen, die der Entstehung der MPN
zugrunde liegen, was ggf. von erheblicher Relevanz fir die Entwicklung neuer Strategien zur
Therapie dieser Erkrankungen sein kann.

Die 76. Genehmigung erging am 25. April 2013 an Herrn Prof. Dr. Lickert, Helmholtz-
Zentrum Munchen. Im Mittelpunkt des Forschungsvorhabens steht die Etablierung effizienter
Vorgehensweisen fur die Gewinnung von funktionsfahigen pankreatischen Beta-Zellen aus
hES-Zellen. Ziel ist es, zundchst ausreichende Mengen entodermaler Vorlauferzellen
reproduzierbar und in hoher Qualitat bereitzustellen und dabei proliferationskompetente
Subpopulationen dieser Zellen zu identifizieren und zu charakterisieren. Diese sollen dann
als Ausgangsmaterial fur die Herstellung insulinproduzierender Beta-Zell-ahnlicher Zellen
dienen. Zudem sollen niedermolekulare Substanzen identifiziert werden, die die entodermale
Differenzierung von hES-Zellen auslésen bzw. verstarken kénnen. Die an hES-Zellen
gewonnenen Resultate sollen dann auf hiPS-Zellen Ubertragen werden. Ferner sollen hES-
Zellen zu Vergleichszwecken fir die Charakterisierung des entodermalen und
pankreatischen Differenzierungspotenzials von hiPS-Zellen dienen, die aus Patienten mit
Mutationen in den sog. MODY-Genen (MODY: Maturity Onset Diabetes of the Young)
gewonnen werden. Die Arbeiten sollen zu einem besseren Verstandnis von den Grundlagen
der pankreatischen Differenzierung beim Menschen beitragen, die Entwicklung verbesserter
Protokolle fur die In-vitro-Gewinnung der klinisch hochrelevanten Beta-Zellen fur mittelfristig
vorstellbare Zellersatztherapien ermdglichen, das Verstandnis Uber Gemeinsamkeiten und
Unterschiede von hES- und hiPS-Zellen vertiefen helfen und zu neuen Erkenntnissen uber
Differenzierungsdefekte in Zellen von Patienten mit MODY-Diabetes fiihren.



Inhaberin der ebenfalls am 25. April 2013 erteilten 77. Genehmigung ist erneut die
Medizinische Hochschule Hannover. In diesem Forschungsvorhaben sollen hiPS-Zellen aus
Patienten mit genetisch bedingten Erkrankungen umfassend mit hES-Zellen verglichen und
insbesondere die Charakteristika von aus ihnen differenzierten spezifischen Zelltypen wie
Nerven-, Leber-, Blut- oder Herzzellen bestimmt werden. Ferner sollen verschiedene
Methoden zur genetischen Modifikation vergleichend an hES- und hiPS-Zellen genutzt
werden, um Reportergene und Gene fur Transkriptionsfaktoren in die Genome dieser Zellen
zu integrieren. Dies soll Grundlage fir die Erarbeitung verbesserter Vorgehensweisen zur
Differenzierung pluripotenter Stammzellen insbesondere in verschiedene Zelltypen des
Blutes sein. Weiterhin sollen hES-Zellen genetisch so modifiziert werden, dass sie fur
bestimmte genetische Erkrankungen ursachliche Gendefekte aufweisen (wie z. B. fur
bestimmte kongenitale Neutropenien). Diese Zellen sollen dann insbesondere als
Referenzmaterial fur die Beurteilung des Differenzierungsvermdgens von hiPS-Zellen
dienen, die aus Patienten mit der entsprechenden Erkrankung gewonnen worden sind.
SchlielYlich sollen hiPS-Zellen aus Patienten mit bestimmten Erkrankungen des Blut- und
Immunsystems sowie der Leber u. a. hinsichtlich ihrer Expressionsprofile sowie beziiglich
inrer Differenzierungsfahigkeit in die von der jeweiligen Erkrankung betroffenen Zelltypen
untersucht werden. Die Arbeiten dienen vor allem dem Ziel der Etablierung und
Charakterisierung von zellbasierten humanen Krankheitsmodellen, an denen Ursachen fir
die jeweilige Erkrankung erforscht, potentielle targets fur neue Wirkstoffe identifiziert und
Medikamente bezuglich ihrer Wirkung auf zellularer Ebene untersucht werden kdnnen.

Die 78. Genehmigung wurde am 28. Mai 2013 an Herrn Dr. Michael Drukker, Helmholtz-
Zentrum Minchen, erteilt. Im Zentrum der Forschungsarbeiten steht die Untersuchung von
frihen Differenzierungsereignissen in hES-Zellen, die zu mesodermalen Vorlauferzellen und
von diesen weiter zu multipotenten kardiovaskularen Vorlauferzellen fihren, die in die drei
wesentlichen Zelltypen des Herzens (Kardiomyozyten, glatte Muskelzellen und endotheliale
Zellen) differenzieren koénnen. Ziel ist die Identifizierung und Charakterisierung von
Molekilen und Signalwegen, die an der Spezifizierung und Differenzierung der
mesodermalen und kardialen Zellen beteiligt sind. Die kardialen Vorlauferzellen sollen in vitro
und in vivo in die verschiedenen kardialen Zelltypen weiterdifferenziert, diese umfassend
charakterisiert und letztendlich bezuglich ihres méglichen therapeutischen Potenzials in
einem Kardiomyofarkt-Modell der Maus getestet werden. Das Vorhaben soll letztlich zur
Entwicklung neuer Vorgehensweisen fur die Bereitstellung reiner Populationen von
reproduzierbar gewinnbaren und gut charakterisierten kardialen (Vorlaufer)Zellen dienen, wie
sie fur In-vitro-Zellmodelle oder mittelfristig fir therapeutische Zwecke benétigt werden. Die

genehmigten Arbeiten kdnnen zudem zu einem vertieften Verstandnis tUber Prozesse der



kardialen Differenzierung wahrend der Embryonal- und Fotalentwicklung des Menschen
fuhren.

Die gleichfalls am 28. Mai 2013 erteilte 79. Genehmigung erging an Herrn Dr. Kleger,
Universitatsklinikum Ulm. Zentraler Gegenstand der genehmigten Forschungsarbeiten ist die
Untersuchung molekularer Vorgange bei der pankreatischen Differenzierung humaner
pluripotenter Stammzellen. Dazu sollen u. a. verbesserte Protokolle fir die Differenzierung
von hES-Zellen in Zellen des definitiven Entoderms sowie in pankreatische Vorlauferzellen
entwickelt und diese Zellen dann in reife pankreatische Zellen weiterdifferenziert werden. Im
Rahmen des Forschungsvorhabens sollen Gene, deren Produkte fir die pankreatische
Differenzierung mafRgeblich sind, identifiziert und die Effekte von deren Uberexpression bzw.
Ausschaltung auf die entodermale und pankreatische Differenzierung von hES-Zellen
analysiert werden. Diese Forschungen sollen einerseits die In-vitro-Bereitstellung
therapeutisch relevanter pankreatischer Zellen in hoher Qualitdt erméglichen, zum anderen
sollen neue Erkenntnisse Uber die Regulation einzelner Phasen der pankreatischen
Differenzierung und der daran beteiligten Signalwege gewonnen werden. Ferner sollen in
hES-Zellen Mutationen erzeugt werden, die bekanntermal3en in Verbindung mit genetisch
bedingten Erkrankungen des Pankreas stehen. Durch Untersuchung der entodermalen und
pankreatischen Differenzierung dieser genetisch veranderten Zellen soll Aufschluss tber
molekulare Vorgéange bei der Entstehung der entsprechenden Krankheiten auf zellularer
Ebene gewonnen werden.

Die 80. Genehmigung wurde am 4. Juli 2013 an Herrn Professor Sachinidis, Universitat Koln,
erteilt. Im Focus der hier genehmigten Arbeiten steht die Entwicklung eines zellbasierten In-
vitro-Testsystem zur Bestimmung von potentieller Kardiotoxizitdt. Dazu sollen hES-Zellen
nach Standardprotokollen zu kardialen Zellen differenziert, diese dann mit
Referenzsubstanzen bekannter kardialer Wirkung behandelt und mogliche Endpunkte fur
kardiotoxische Wirkungen bestimmt werden. Insbesondere sollen die von den jeweiligen
Substanzen verursachten Anderungen im Genexpressionsmuster und im Epigenom der
Zellen sowie in Signal- und Stoffwechselwegen analysiert und auf dieser Grundlage
mdogliche Biomarker flr substanzvermittelte Kardiotoxizitat identifiziert werden. Die
Untersuchungen sollen vergleichend zwischen hES-Zellen und hiPS-Zellen durchgefiihrt
werden. Das Vorhaben dient dem Ziel, durch die Entwicklung eines stabilen humanen
Zellsystems zur Prufung kardialer Nebenwirkungen und kardiotoxischer Wirkungen,
beispielsweise von pharmakologisch wirksamen Substanzen, bisherige zellbasierte
Testsysteme, die vorrangig auf priméren tierischen Zellen beruhen, ersetzen und die
Aussagekraft entsprechender Tests flir den Menschen erhéhen zu kénnen.

Gegenstand der identischen 81. und 82. Genehmigungen, die am 3. August 2013 an Frau

Dr. Winner, Universitatsklinikum Erlangen, und Frau Dr. Lampert, Universitat Erlangen-



Nurnberg, ergingen, ist die Etablierung von In-vitro-Zellmodellen fir die Untersuchung
zellbiologischer und molekularer Grundlagen von neurologischen Erkrankungen,
insbesondere von Neuropathien. Dazu sollen u. a. verschiedene Typen sensorischer
Neurone (vor allem Schmerzneurone) aus hES-Zellen gewonnen und diese insbesondere
hinsichtlich der Préasenz bestimmter Natriumkan&le untersucht werden, deren Funktion bei
erblich bedingten Neuropathien veréndert ist. Ferner sollen Gene, deren Produkte an der
Entstehung von (erblich bedingten) Schmerzsyndromen beteiligt sind, in hES-Zellen mutiert
und mogliche Veranderungen, die wahrend der Differenzierung in sensorische Neurone
auftreten, analysiert werden. SchlielBlich sollen die an hES-Zellen entwickelten und
optimierten Vorgehensweisen zur Erzeugung sensorischer Neurone auf hiPS-Zellen
Ubertragen werden, die aus Patienten mit erblich bedingten Schmerzsyndromen gewonnen
wurden. Die Eigenschaften der aus diesen hiPS-Zellen abgeleiteten Neurone sollen dann mit
den Eigenschaften von Neuronen verglichen werden, die aus von gesunden Probanden
gewonnenen hiPS-Zellen oder aus hES-Zellen differenziert wurden. Aus dem Vorhaben
werden neue Erkenntnisse Uber die Differenzierung sensorischer Neurone beim Menschen,
Uber Gemeinsamkeiten und Unterschiede der neuronalen Differenzierung bei hES- und
hiPS-Zellen sowie Uber molekulare und zellphysiologische Grundlagen neuropathischer
Schmerzen erwartet.

Inhaberin der ebenfalls am 6. August 2013 erteilten 83. Genehmigung ist Frau Prof.
Schenke-Layland, Universitatsklinikum Tubingen. In diesem Vorhaben soll der Einfluss von
Bestandteilen der extrazellularen Matrix (extracellular matrix, ECM) auf die frihe kardiale
Differenzierung detailliert untersucht werden. Dazu soll die ECM von sich kardial
differenzierenden hES-Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten der Differenzierung isoliert und
beziglich ihrer Zusammensetzung untersucht werden, wobei ggf. auch neue ECM-
Komponenten identifiziert und in einem hES-Zell-basierten In-vitro-Modell auf ihre Relevanz
fur die frihe kardiale Differenzierung hin Uberprift werden sollen. Ferner sollen Rezeptoren
und Signalwege untersucht werden, die mit den identifizierten ECM-Komponenten in
Zusammenhang stehen, und deren Einfluss auf die kardiale Differenzierung bestimmt
werden. SchlieRlich sollen die komplexe (aus sich kardial differenzierenden hES-Zellen
gewonnene) ECM und eine artifizielle ECM, die zuvor identifizierte SchlUsselproteine der
frihen kardialen ECM enthélt, beziglich ihrer Fahigkeit untersucht werden, die kardiale
Differenzierung von hES-Zellen zu unterstiitzen. Das Vorhaben dient u. a. der Gewinnung
eines vertieften Verstandnisses Uber die Rolle extrazellularer Signale in frihen kardialen
Differenzierungsprozessen beim Menschen und kann dariiber hinaus einen wichtigen Beitrag
fur die Entwicklung verbesserter Strategien zur In-vitro-Differenzierung kardialer Zellen aus
pluripotenten Stammzellen des Menschen leisten helfen. Ggf. kdnnten die angestrebten

neuen Erkenntnisse Uber kritische Bestandteile der humanen kardialen ECM auch zu

10



innovativen Therapieanséatzen fir kardiale Erkrankungen fihren, die ausschlieBlich auf
rekombinant hergestellten ECM-Proteinen beruhen.

Die 84. Genehmigung wurde am 26. September 2013 an Herrn Dr. Vilchez, Universitat KoIn,
erteilt. Ziel der Forschungsarbeiten ist die Aufklarung molekularer Mechanismen, die zur
Aufrechterhaltung der Protein-Integritédt (Proteostase) in hES-Zellen beitragen. Durch
vergleichende systematische Untersuchungen der Proteome von hES-Zellen und von aus
diesen differenzierten Zellen sollen Faktoren und Signalwege identifiziert werden, die fur die
in pluripotenten Stammzellen beobachtete erhfhte Proteasom-Aktivitat verantwortlich sind.
Durch Modulation der Expression der identifizierten Gene in hES-Zellen soll die Relevanz
der entsprechenden Genprodukte fir die Aufrechterhaltung der Pluripotenz bestimmt und
ihre mogliche Rolle bei der Reprogrammierung somatischer Zellen zu hiPS-Zellen sowie bei
der Transdifferenzierung zu neuralen Zellen aufgeklart werden. Weiterhin soll die Funktion
spezifischer Ubiquitin-Ligasen bei der Aufrechterhaltung der Pluripotenz von hES-Zellen
analysiert sowie ggf. ihre Substrate in diesen Zellen identifiziert werden. Anschliel3end soll
untersucht werden, welche spezifische Funktion der regulierte Abbau dieser Proteine flr die
Aufrechterhaltung der Pluripotenz von hES-Zellen hat. Die Forschungsarbeiten sollen u. a.
zu neuen Erkenntnissen Uber die Regulation der Lebensdauer von Zellen und molekularen
Grundlagen von zellularen Alterungsprozessen fihren.

Die Forschungsarbeiten, deren Durchfihrung dem Max-Delbrick-Centrum (MDC), Berlin, im
Rahmen der 85. Genehmigung ebenfalls am 26. September 2013 genehmigt wurden, zielen
auf die Aufklarung der molekularen Mechanismen, die dem alternativen splicing in sich
differenzierenden Herzmuskelzellen zugrunde liegen. Dazu sollen Gene fur kardiale splicing-
Faktoren Uber ein gerichtetes genomisches editing in hES-Zellen eingebracht und die hES-
Zellen in kardiale Zellen bzw. zu artifiziellem Herzgewebe (engineered heart tissue, EHT)
differenziert werden. Auf der Grundlage der Analyse von Wechselwirkungen zwischen den
(rekombinanten) splicing-Faktoren und ihren Substraten sowie durch Ausschaltung der
Expression einzelner splicing-Faktoren sollen Substratspezifitaten von splicing-Faktoren
untersucht, ihre Beteiligung an der Produktion spezifischer Isoformen kardialer Genprodukte
bestimmt und die Rolle einzelner Faktoren fiir das generelle kardiale splicing ermittelt
werden. Ferner sollen Molekile und Signalwege entschlisselt werden, die insbesondere fiir
ein differentielles kardiales splicing wahrend der Entwicklung von kardialen Zellen unter den
3D-Bedingungen der EHTs von Relevanz sind. Zudem sollen Verdnderungen im Isoform-
Muster kardialer Proteine infolge einer exogenen Beeinflussung bestimmter splicing-
Faktoren untersucht werden. Das Forschungsvorhaben soll u. a. einen Erkenntnisgewinn
Uber die Rolle spezifischer splicing-Faktoren in bestimmten Entwicklungsphasen kardialer
Zellen erbringen und damit zu neuen Erkenntnissen Uber die kardiale Differenzierung beim

Menschen beitragen. Ferner ist ein Erkenntnisgewinn uber die molekularen Ursachen
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solcher kardialer Erkrankungen zu erwarten, die durch ein fehlerhaftes splicing kardialer
Genprodukte bedingt werden.

Die 86. Genehmigung wurde am 28. November 2013 erteilt und erging an Herrn Dr.
Anastassiadis, Technische Universitdt Dresden. Im Rahmen der genehmigten
Forschungsarbeiten sollen Methoden fir die gezielte genetische Verdnderung humaner
pluripotenter Stammzellen entwickelt bzw. optimiert werden. Ziel der Arbeiten ist es u. a.,
beispielsweise durch Transfer von Reportergenkassetten fir die sog. lineage selection sowie
durch Transfer von Genen fur bestimmte Transkriptionsfaktoren hES-Zell-Linien
bereitzustellen, die sich gut in mesodermale und mesenchymale Zellen differenzieren lassen.
Ferner soll die Effizienz des Gentransfers in hES-Zellen, die sich in einem naiven
pluripotenten Zustand (ground state of pluripotency) befinden, mit jener des Gentransfers in
gepragten hES-Zellen (primed hES cells) verglichen werden. Schlie3lich sollen die im
Vorhaben entwickelten bzw. optimierten Methoden zum Gentransfer in hES-Zellen auf hiPS-
Zellen Ubertragen werden. Das Projekt zielt perspektivisch auf die Entwicklung effizienter
Methoden zur Bereitstellung (klinisch relevanter) mesenchymaler Stammzellen in
reproduzierbar hoher Menge, Reinheit und Qualitdt und kann aul3erdem voraussichtlich zur
Klarung von relevanten Fragestellungen im Zusammenhang mit verschiedenen
Auspragungsformen von Pluripotenz bei humanen pluripotenten Stammzellen beitragen.

Die 87. Genehmigung erging ebenfalls am 28. November 2013. Genehmigungsinhaberin ist
Frau Dr. Poitot, Technische Universitat Dresden. Gegenstand der Forschungsarbeiten ist die
Herstellung von dreidimensionalen Netzwerken humaner neuraler Zellen, an denen
Prozesse der neuralen Zellreifung und insbesondere dafiir notwendige Wechselwirkungen
zwischen verschiedenen daran beteiligten Zelltypen untersucht werden kénnen. Dazu sollen
hES-Zellen zu dreidimensionalen Netzwerken differenziert und die Eigenschaften der Zellen
dieser neuronalen Netzwerke bestimmt werden, insbesondere ihre elektrophysiologische
Aktivitdt zu verschiedenen Zeitpunkten der Netzwerkbildung. Im Ergebnis der Arbeiten
bestiinde die Aussicht, Teile der Cortex-Architektur in einem In-vitro-Modell nachbilden zu
kénnen. Ein solches Modell kdénnte dann kinftig als Grundlage fur Untersuchungen zur
Entwicklungsbiologie des menschlichen Nervensystems dienen oder als Referenz fir
zellbasierte humane Krankheitsmodelle (beispielsweise Epilepsie) Verwendung finden. Die
Arbeiten sollen auch vergleichend zwischen hES- und hiPS-Zellen durchgefihrt werden,
wobei sowohl aus Wildtyp-hiPS-Zellen abgeleitete neuronale Netzwerke als auch neuronale
Netzwerke analysiert werden sollen, die aus hiPS-Zellen von Patienten mit neuro-
degenerativen Erkrankungen hergestellt werden.

Inhaber der 88. Genehmigung ist Herr Dr. Kurtz, Charité Berlin, dessen Forschungsvorhaben
sich auf die Untersuchung von zwei Fragestellungen richtet. In einem ersten Teilprojekt

sollen Kulturbedingungen entwickelt werden, unter denen die Etablierung und
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Aufrechterhaltung eines naiven Pluripotenz-Zustandes von hES-Zellen mdglich ist.
Gegenwartig genutzte hES-Zellen befinden sich im sog. gepragten (primed) Zustand von
Pluripotenz, was mit verschiedenen Nachteilen verbunden ist. Geklart werden soll, ob eine
Konversion verfugbarer hES-Zellen in den naiven Pluripotenz-Status allein durch
Modifizierung der Kulturbedingungen mdoglich ist, was u. a. zu einer Erweiterung der
Kenntnisse uber molekulare Grundlagen von Pluripotenz filhren kann. In einem zweiten
Teilprojekt sollen hES-Zellen in Richtung verschiedener Nierenvorlauferzellen differenziert
werden, die dann in einer Nephrospharen-Kultur zu verschiedenen Typen terminal
differenzierter  Nierenzellen  weiterentwickelt werden sollen. Die entstandenen
Nephrosphéaren sollen als miniaturisierte Nieren-Organoide kultiviert und nach Ausreifung der
Zellen in Hinblick auf ihre zellanatomischen, molekularen und funktionellen Eigenschaften
analysiert werden. Diese Forschungsarbeiten, die auch im Vergleich mit hiPS-Zellen
durchgefihrt werden sollen, kénnten von erheblichem Nutzen fur die Etablierung von In-vitro-
Modellen fir Nierengewebe sein und wéaren von groBem Wert fir die praklinische
Medikamententestung. Zudem konnen sie zur Schaffung von Grundlagen fur kinftig

vorstellbare Gewebeersatztherapien beitragen.

Fir die folgenden bereits in der Vergangenheit genehmigten Forschungsvorhaben wurde die
Genehmigung auf Antrag hin inhaltlich erheblich erweitert und der Registereintrag
entsprechend modifiziert:

Erweiterung der 46. Genehmigung nach dem StZG (Genehmigung erteilt am 9. Oktober
2009, Erweiterung der Genehmigung am 20. September 2012). Gegenstand des
urspriinglich genehmigten Forschungsvorhabens ist die Untersuchung von Prozessen der
Differenzierung pankreatischer Beta-Zellen aus hES-Zellen und die Entwicklung verbesserter
entsprechender Protokolle. Da die Differenzierung von hES-Zellen in pankreatische Beta-
Zellen offenbar die Kokultivierung mit anderen Typen menschlicher Zellen wie endothelialen,
exokrinen oder duktalen Zellen erfordert, primare menschliche Zellen dieser Art aber nicht
oder nicht in fur die Durchfihrung des Forschungsvorhabens ausreichender Menge,
reproduzierbarer Qualitat sowie in der erforderlichen Spezifitat zur Verfiigung stehen, sollen
diese Zelltypen nunmehr ebenfalls aus hES-Zellen differenziert werden und die so
gewonnenen Zellen fiur die Kokultur mit sich zu Beta-Zellen differenzierenden hES-Zellen
verwendet werden. Ferner soll der Einfluss spezifischer mikro-RNAs (miRNAs) auf die
Differenzierung von hES-Zellen in pankreatische Beta-Zellen untersucht und dazu
beispielsweise Gene fir bestimmte miRNAs in hES-Zellen zur Expression gebracht sowie
deren Effekt auf die pankreatische Differenzierung von hES-Zellen untersucht werden. Diese
Forschungsarbeiten dienen dem Ziel, effektive Protokolle fur die In-vitro-Differenzierung von

hES-Zellen zu reifen pankreatischen Beta-Zellen zu entwickeln, und kénnen zur Klarung
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verschiedener Fragestellungen der pankreatischen Differenzierung beim Menschen
beitragen, insbesondere zu jenen nach der Rolle von Wechselwirkungen zwischen sich
entwickelnden Beta-Zellen und Zellen des exokrinen Pankreas oder des duktalen Systems
sowie nach der Beteiligung spezifischer miRNAs an einzelnen Phasen der Entwicklung
pankreatischer Zellen.

Erweiterung der 48. Genehmigung nach dem StZG (Genehmigung erteilt am 3. November
2009, Erweiterung der Genehmigung am 20. September 2012). Im Mittelpunkt der
urspriinglich genehmigten Forschungsarbeiten steht die Differenzierung von hES-Zellen in
vitro zu Neuralleistenzellen, die dann weiter in Richtung funktionaler Mechanorezeptoren
entwickelt werden sollten. Im Rahmen der zusatzlich genehmigten Arbeiten soll Gberprift
werden, ob die im Rahmen des Forschungsvorhabens gewonnenen Neuralleistenzellen auch
das Potenzial zur Differenzierung in weitere Typen sensorischer Neutronen haben,
insbesondere in thermo- und chemosensitive Neuronen. Die Einschatzung des
Differenzierungspotenzials soll auf Grundlage von In-vivo-Versuchen erfolgen, bei denen
Uberprift werden soll, ob sich die aus hES-Zellen gewonnenen menschlichen
Neuralleistenzellen im Kontext von Hihner-embryonen in die angestrebten neuralen
Subtypen differenzieren lassen. Ggf. sollen anschlie3end In-vitro-Untersuchungen mit dem
Ziel der Identifizierung von Faktoren durchgefuhrt werden, die eine Entwicklung von thermo-
und chemosensitiven Neutronen aus Neuralleistenzellen bewirken oder begunstigen. Die
Forschungsarbeiten sollen u. a. zu einem besseren Verstandnis der neuralen Differenzierung
wahrend der menschlichen Embryonalentwicklung fihren und zur Schaffung von Grundlagen
fur neue, auf humanen Zellen basierende In-vitro-Zellkulturmodelle beitragen, mit deren Hilfe
physiologische Prozesse bei der Schmerztransduktion untersucht, die Wirkung analgetischer
Substanzen auf neuronale Zellen analysiert und gegebenenfalls neue analgetisch wirksame
Substanzen identifiziert werden kdénnen.

Erweiterung der 16. Genehmigung nach dem StZG (Genehmigung erteilt am 21. Marz 2006,
Erweiterung der Genehmigung am 31. Oktober 2012). Ziel der urspringlich genehmigten
Forschungsarbeiten ist die Entwicklung verbesserter Protokolle fir die pankreatische
Differenzierung. Diese Arbeiten sollen nunmehr um Verfahren erweitert werden, bei denen
eine fur pankreatische Zellen spezifische Reportergenexpression zur Aufreinigung von
Subpopulationen pankreatischer (Vorlaufer)Zellen genutzt werden soll. Dazu sollen hES-
Zellen mit Expressionskassetten fir Reportergene versehen werden, in denen die
Expression des Reportergens durch Promotoren kontrolliert wird, die in sich entodermal bzw.
pankreatisch differenzierenden Zellen aktiv sind. Die aus so modifizierten hES-Zellen
gewonnenen entodermalen bzw. pankreatischen Vorlauferzellen sollen dann auf Grundlage
der jeweils auftretenden Reportergenexpression angereichert werden. Zur Verminderung

einer unspezifischen Aktivierung der Reportergene sollen ggf. Bindestellen fir bestimmte
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mikro-RNAs (miRNAS) in die Expressionskassetten eingebaut werden, die die Expression
des Reportergens in nicht differenzierten Zellen verhindern kénnen. Dazu soll im Vorfeld
bestimmt werden, welche miRNAs im Laufe der pankreatischen Differenzierung humaner
ES-Zellen auftreten. Die differenzierten (Vorlaufer)Zell-Populationen sollen anschlie3end
umfassend in vitro charakterisiert und schlie3lich in immundefiziente diabetische Mause
transplantiert werden, um ihre Funktionalitit in vivo zu testen. Das Ziel des
Forschungsvorhabens besteht unveréndert in der Entwicklung und Optimierung von
Methoden zur Gewinnung humaner pankreatischer Zellen fir einen spateren Einsatz in der
Gewebeersatztherapie.

Weitere Angaben zum Inhalt der erteilten Genehmigungen sowie zu den mal3geblichen
Grinden, die jeweils zu einer Bejahung der Frage nach dem Vorliegen der Bedingungen des
§ 5 StZG gefuhrt haben, sind im Register nach 8 11 StZG auf den Internetseiten des Robert
Koch-Instituts verdffentlicht.

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

1.3. Erfallung der Voraussetzungen nach 8§ 4 StZG

Im Rahmen der Bewertung von Antrdgen nach dem StZG ist jeweils zu prifen, ob die zur
Einfuhr und Verwendung beantragten hES-Zellen den Bedingungen des § 4 StZG
entsprechen. Die Prifung erfolgt auf Grundlage einer vom Antragsteller beigebrachten
Dokumentation tber die entsprechenden hES-Zell-Linien. In Féllen, in denen die Einfuhr und
Verwendung von hES-Zellen beantragt wird, tber die dem RKI bereits eine entsprechende
Dokumentation aus friheren Antragsverfahren vorliegt, ist eine erneute Erbringung der
Dokumentation dartiber, dass die Voraussetzungen nach § 4 Absatz 2 Nummer 1 StZG
vorliegen, nicht erforderlich. Im Berichtszeitraum wurden die Einfuhr und Verwendung von
insgesamt 32 verschiedenen hES-Zell-Linien genehmigt. Fur 28 dieser Zell-Linien lag die
nach § 6 Absatz 2 Nummer 3 StZG erforderliche Dokumentation am RKI bereits vor. Fur vier
hES-Zell-Linien wurde im Berichtszeitraum die Einfuhr und Verwendung erstmals beantragt
und nach Prifung der entsprechenden Dokumentation genehmigt. 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 8§ 4 Absatz 3 StZG zu
versagen ware, waren jeweils nicht bekannt.

Seit dem Inkrafttreten des Gesetzes zur Anderung des Stammzellgesetzes vom 14. August
2008 (BGBI | S. 1708) besteht die Mdglichkeit der Einfuhr und Verwendung von hES-Zellen,
die nach dem 1. Januar 2002 und vor dem 1. Mai 2007 gewonnen wurden. Bis zum 31.
Dezember 2013 wurden die Einfuhr von 28 ,neuen® hES-Zell-Linien und ihre Verwendung in

insgesamt 47 Forschungsvorhaben entweder im Zusammenhang mit der Genehmigung
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eines neuen Antrags oder im Rahmen der Erweiterung bereits bestehender Genehmigungen
nach dem StZG genehmigt. Damit besteht fir mehr als 50 % aller Forschungsvorhaben eine
Genehmigung zur Nutzung von hES-Zell-Linien, deren Einfuhr und Verwendung erst mit der
Anderung des Stammzellgesetzes im Jahr 2008 ermdglicht wurde.

Detaillierte Angaben darliber, welche humanen embryonalen Stammzell-Linien in den
jeweiligen Forschungsvorhaben verwendet werden dirfen, finden sich ebenfalls im Register
nach 8 11 StZG auf den Internetseiten des RKI
(http://www.rki.de/DE/Content/Gesund/Stammzellen/Register/register _node.html).

1.4. Erfallung der Voraussetzungen nach 8 5 StZG

Im Rahmen der Prufung der Genehmigungsvoraussetzungen nach § 6 Absatz 4 Nummer 2
StZG hat die Genehmigungsbehérde bei allen im Berichtszeitraum abschliel3end bewerteten
Antragen in Ubereinstimmung mit den jeweiligen Stellungnahmen der ZES die ethische
Vertretbarkeit der betreffenden Forschungsvorhaben im Sinne der Erfillung der gesetzlichen

Voraussetzungen nach 8 5 StZG bejaht.

Hochrangigkeit der Forschungsziele

Die groRe Mehrzahl der im Berichtszeitraum genehmigten Forschungsvorhaben dient — wie
auch in den vorangegangenen Berichtszeitraumen — der Erreichung hochrangiger
Forschungsziele fiir den wissenschaftlichen Erkenntnisgewinn in der Grundlagenforschung.
Dabei sollen hES-Zellen weiterhin zur Aufklarung der biologischen Grundlagen der
Pluripotenz von Stammzellen und friher Differenzierungs- und Entwicklungsvorgange beim
Menschen genutzt werden. Ferner sollen hES-Zellen verwendet werden, um In-vitro-
Zellmodelle fir weitere Fragestellungen der Grundlagenforschung, beispielsweise die
Analyse von Pathogenesemechanismen, sowie flr pharmakologisch-toxikologische
Untersuchungen zu entwickeln. Weiterhin zielt die Verwendung von hES-Zellen auch darauf,
Verfahren fir die Bereitstellung menschlicher Zellen fir mdogliche spétere Klinische
Anwendungen zu etablieren. Schliel3lich werden hES-Zellen auch als Referenzmaterial fur
Untersuchungen an humanen induzierten pluripotenten Stammzellen (hiPS-Zellen) bendtigt,
wobei dies haufig mit Fragestellungen zu hES-Zellen selbst verbunden ist. Die
wissenschaftlichen Fragestellungen, fir deren Bearbeitung humane ES-Zellen verwendet
werden sollen, lassen sich in sieben thematische Schwerpunkte gruppieren, die sich teils
Uberschneiden:

Eine erste Gruppe von Fragestellungen umfasst Untersuchungen zu den Grundlagen von
Pluripotenz. Hier spielt nunmehr auch die Frage nach der molekularen Basis der naiven

Pluripotenz eine Rolle. Gegenwartig genutzte hES-Zellen befinden sich im Stadium der
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gepragten Pluripotenz, die dem Stadium epiblastarer Zellen der Maus entspricht. Beide
Pluripotenz-Zustdnde kdnnen offenbar ineinander Uberfihrt werden, wobei die
Aufrechterhaltung des naiven Zustandes in Zellkultur bislang die permanente Expression
bestimmter transgener (Reprogrammierungs)Faktoren erfordert. Nun soll geklart werden, ob
die Modifizierung von Kulturbedingungen zur Etablierung eines naiven Phanotyps in hES-
Zellen fuhrt, der dem von Maus-ES-Zellen néher ist als dem epiblastarer Stammzellen der
Maus, und welche konkreten Eigenschaften hES-Zellen bei entsprechender Kultivierung
aufweisen. Die angestrebte Langzeit-Etablierung von hES-Zell-Kulturen im naiven Stadium
der Pluripotenz wirde voraussichtlich zu starker homogenen und damit besser
standardisierbaren Zellpopulationen fuhren.

Zweitens sollen in mehreren Vorhaben weiterhin spezifische Eigenschaften von hES-Zellen
untersucht und ihre molekularen Grundlagen aufgeklart werden. Dies betrifft beispielsweise
Fragen nach den Effekten ionisierender Strahlung auf das Differenzierungsvermogen
humaner ES-Zellen, nach fur hES-Zellen typischen Glykosilierungsmustern und deren
Veranderung im Zuge der Differenzierung sowie nach fir hES-Zellen typischen
Mechanismen zur Aufrechterhaltung der Proteostase und deren Veranderung nach Induktion
von Differenzierung. In diesen Vorhaben geht es weiterhin darum, den Kenntnisstand Uber
hES-Zellen selbst auszuweiten und darliber hinaus ggf. zu bestimmen, ob und inwieweit
hiPS-Zellen jeweils dieselben Eigenschaften aufweisen, ob Unterschiede zwischen beiden
Typen pluripotenter Stammzellen bestehen und worin diese begriindet sind. Auch diese
Arbeiten sollen zum Verstéandnis der Grundlagen von Pluripotenz bei menschlichen Zellen
beitragen und Erkenntnisse Uber mit frihen Differenzierungsvorgangen einhergehende
molekulare und zellbiologische Prozesse erbringen.

Ein erheblicher Teil der im Berichtszeitraum genehmigten Forschungsvorhaben zielt drittens
auf die Untersuchung der molekularen Vorgange, die sich bei der gerichteten Differenzierung
von hES-Zellen in spezifische Zelltypen abspielen, und — damit in Zusammenhang stehend —
auf die Etablierung bzw. Optimierung von entsprechenden Differenzierungsprotokollen.
Dabei sollen weiterhin vor allem Differenzierungsprozesse in Richtung neuraler, kardialer
und pankreatischer Zellen untersucht, aber auch Fragen im Zusammenhang mit der
Differenzierung von hES-Zellen in verschiedene Zelltypen der Niere beantwortet werden. Bei
diesen Forschungsvorhaben geht es vielfach nicht mehr — wie in frilheren Forschungs-
arbeiten — um den Nachweis der prinzipiellen Eignung bestimmter Methoden zur
Generierung spezifischer Zelltypen im Sinne von proof of concept-Studien. Vielmehr sollen
bestimmte Teilaspekte der Differenzierung in den jeweiligen Zelltyp beleuchtet, die Funktion
einzelner zellularer Faktoren (z. B. Transkriptionsfaktoren) fur Teilschritte der Differenzierung
bestimmt und ggf. die Mechanismen aufgeklart werden, die einer moglichen

Beeintrachtigung von Differenzierungsprozessen durch genetische Veranderungen
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(Mutationen) zugrunde liegen. Diese Untersuchungen kénnen zum einen zu einem besseren
Verstandnis der molekularen Grundlagen der Differenzierung in die jeweiligen Zelltypen
fuhren, im Falle der kardialen Differenzierung beispielsweise Uber den Einfluss von
Komponenten der extrazellularen Matrix oder (ber die Rolle alternativ gespleildter
Genprodukte. Aus den Ergebnissen dieser Forschungsvorhaben koénnen ggf. auch
Ruckschliusse auf entsprechende zellulare Vorgange wéhrend der Embryonalentwicklung
des Menschen gezogen werden. Zum anderen sollen die Vorgehensweisen fir die In-vitro-
Differenzierung von hES-Zellen in den jeweiligen Zelltyp weiterentwickelt und optimiert
werden, um menschliche Zellen in ausreichender Zahl und hoher Reinheit zur Verfligung
stellen zu kénnen. Dies ist von erheblicher Bedeutung, da die reproduzierbare Gewinnbarkeit
maoglichst reiner und gut charakterisierter Populationen menschlicher (Vorlaufer)Zellen eine
Voraussetzung fur deren Nutzung in der pharmakologisch-toxikologischen Forschung
(beispielsweise zur Identifizierung potentieller targets fur Wirkstoffe oder fiir die Abschéatzung
maoglicher Arzneimittelnebenwirkungen auf menschliche Zellen) sowie fiir die Bereitstellung
eines geeigneten Zellmaterials fur in der Zukunft absehbare Zell- und
Gewebeersatztherapien ist. Die in diesen Vorhaben aufgeworfenen Fragestellungen sollen in
der Mehrzahl der Falle auch an hiPS-Zellen untersucht werden; dabei soll Gberprift werden,
ob und inwieweit sich hES- und hiPS-Zellen beziglich der jeweils interessierenden
Eigenschaften gleichen oder unterscheiden und ob bzw. inwieweit die entwickelten bzw.
optimierten Differenzierungsprotokolle in gleicher Weise auch auf hiPS-Zellen angewandt
werden kbénnen.

Viertens wird in einem Teil der im Berichtszeitraum genehmigten Vorhaben die Zielstellung
verfolgt, humane In-vitro-Zellmodelle zu etablieren, an denen — entweder bereits im
genehmigten Projekt oder aber in moglichen Folgeprojekten — insbesondere Pathogenese-
Mechanismen von teils genetisch bedingten Erkrankungen des Menschen aufgeklart werden
sollen. Dabei sollen bestimmte Fragestellungen direkt an auf hES-Zellen basierenden In-
vitro-Modellen geklart werden, wie beispielsweise im Falle der Untersuchung des Einflusses
einer Infektion mit dem Rubella-Virus auf frilhe Differenzierungsprozesse in menschlichen
Zellen oder bei der Untersuchung des Effektes krankheitsassoziierter Mutationen auf das
Differenzierungspotenzial humaner ES-Zellen in Richtung pankreatischer Zellen. In anderen
Forschungsvorhaben sollen hES-Zellen vor allem als Referenzmaterial flr die Etablierung
von Zellmodellen auf der Grundlage krankheitsspezifischer hiPS-Zellen dienen,
beispielsweise bei der Etablierung von Zellmodellen fur Mitochondriopathien. Schliel3lich
sollen in einigen Vorhaben auch krankheitsspezifische hiPS-Zellen mit hES-Zellen verglichen
werden, in die krankheitsassoziierte Mutationen artifiziell eingebracht werden, um so die
Effekte einer spezifischen Mutation vor einem isogenen Hintergrund beurteilen zu kdénnen.

Derartige Vorgehensweisen sind eine generelle Tendenz in der internationalen Forschung an
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pluripotenten Stammzellen des Menschen. Aus den entsprechenden Untersuchungen wird
prinzipiell Aufschluss tber Veranderungen erwartet, die sich bei der jeweils interessierenden
Krankheit auf molekularer und zellularer Ebene vollziehen, was zu einem besseren
Verstandnis der Pathogenese und ggf. zu innovativen Therapieansatzen fur diese schweren,
meist nur inadaquat behandelbaren Erkrankungen fiihren kann.

Ein kleiner Teil der im Berichtszeitraum genehmigten Forschungsvorhaben hat flinftens die
Entwicklung von Zellmodellen fir die Untersuchung von Fragestellungen in der Erforschung
neuer Wirkstoffe bzw. fir die Bestimmung moglicher toxischer Nebenwirkungen von
Medikamenten zum Gegenstand. So sollen beispielsweise in einem Vorhaben Zellmodelle
entwickelt werden, die auch fiir die Untersuchung von Stoffen mit potentieller Wirkung auf
Kaliumkanale in schmerzempfindlichen Neuronen genutzt werden kénnen. In einem weiteren
Vorhaben sollen auf Basis humaner ES-Zellen neurale Netzwerke u. a. zur Untersuchung
von Effekten von Medikamenten auf das Zentralnervensystem etabliert sowie in einem
dritten Forschungsvorhaben ein Zellkulturmodell fir die Abschatzung von potentieller
Kardiotoxizitat entwickelt und charakterisiert werden. Da gegenwartig genutzte
Zellkulturmodelle in der pharmakologisch-toxikologischen Forschung gro3tenteils auf
priméren tierischen oder immortalisierten humanen Zellen beruhen und Ergebnisse, die an
solchen Zellmodellen gewonnen werden, die Situation in menschlichen Zellen nur
unzureichend widerspiegeln, wirden auf humanen Zellen basierende In-vitro-Testsysteme,
wie sie in den genannten Vorhaben entwickelt werden sollen, die Erforschung neuer
Arzneimittel voraussichtlich erheblich vereinfachen und beschleunigen, die Sicherheit von
Patienten und Probanden verbessern helfen und zudem zu einer Verringerung des
Tierverbrauches in der Arzneimittelforschung beitragen kénnen.

Sechstens wird in einem Teil der genehmigten Forschungsvorhaben des aktuellen
Berichtszeitraumes — neben der Benennung auch jeweils anderer Forschungsziele — auch
ausdrucklich die Absicht gedul3ert, Voraussetzungen fur die Bereitstellung eines geeigneten
humanen Zellmaterials fur kinftige Zellersatztherapien schaffen zu wollen. Dabei geht es in
erster Linie um die Optimierung von Differenzierungsprotokollen, insbesondere fir die
Gewinnung bestimmter pankreatischer oder kardialer Zelltypen in hoher Reinheit und
reproduzierbarer Qualitat, um die Anreicherung der jeweils interessierenden Zelltypen sowie
um die Etablierung von Verfahren zur Bereitstellung der Zellen in gré3eren als im Labor
Ublichen Mal3staben.

Siebentens schlieBlich werden hES-Zellen in der Mehrzahl der im Berichtszeitraum
genehmigten Forschungsvorhaben gemeinsam mit hiPS-Zellen eingesetzt. Dabei soll in
einem Teil der Projekte die jeweils interessierende Fragestellung zunéachst fir hES-Zellen
geklart werden, um Erkenntnisse tber hES-Zellen selbst zu gewinnen. Erst danach soll

Uberpruft werden, ob sich hiPS-Zellen in den jeweils untersuchten Eigenschaften zu hES-
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Zellen identisch verhalten, ob ggf. Unterschiede bestehen und worin diese begriindet sein
kénnten. Auf diesem Wege soll in den jeweiligen Vorhabensteilen dazu beigetragen werden,
hiPS-Zellen besser als bislang zu charakterisieren und zu starker allgemeingiltigen
Aussagen Uber pluripotente Stammzellen des Menschen insgesamt zu gelangen. In einigen
Projekten werden hES-Zellen ausschlieflich als Referenzmaterial fur Forschungen an hiPS-
Zellen bendtigt. Hier sind die interessierenden Fragestellungen bereits an hES-Zellen
untersucht und soweit geklart worden, dass sie als Referenzmaterial im Sinne eines ,gold
standard” fur entsprechende Untersuchungen mit hiPS-Zellen dienen kdnnen. Auch hier
besteht das Forschungsziel darin, zu einem besseren Verstandnis der Biologie humaner iPS-
Zellen zu gelangen.

Die Verwendung von hES-Zellen dient folglich in der Mehrzahl der im Berichtszeitraum
genehmigten Vorhaben weiterhin primar der Gewinnung eines eigenstandigen
Erkenntnisgewinns Uber hES-Zellen selbst oder (ber pluripotente Stammzellen des
Menschen insgesamt. Die Genehmigungstétigkeit der Jahre 2012 und 2013 ergibt weiterhin
keinen Hinweis darauf, dass hES-Zellen in Deutschland derzeit nur oder vorwiegend nur als
»gold standard” fir Forschungen an hiPS-Zellen verwendet werden.

Wie im vorangegangen Berichtszeitraum dienen die genehmigten Forschungsvorhaben auch
weiterhin sowohl Zielstellungen in der Grundlagenforschung als auch Zielstellungen im
Bereich der Schaffung von Grundlagen fir neue therapeutische, diagnostische und
praventive Verfahren. Bei der Bewertung der Antrdge fand ggf. auch ein jeweils
prognostizierter kunftiger wissenschaftlicher Nutzen, insbesondere von auf hES-Zellen
basierenden humanen Zellkulturmodellen, die in den genehmigten Vorhaben jeweils
erarbeitet werden sollen, bei der Zuerkennung von Hochrangigkeit fir die Forschungsziele
Berlcksichtigung. So wurden in neun Forschungsvorhaben Zielstellungen im Bereich der
Entwicklung von Zellmodellen formuliert, auf deren Basis im Rahmen kiinftiger Forschungen,
also nach Abschluss des aktuell genehmigten Forschungsvorhabens, beispielsweise die
Pathogenese bestimmter menschlicher Erkrankungen untersucht werden kann. Dies betrifft
auch die beabsichtigte Entwicklung von In-vitro-Zellmodellen, die in kinftigen
Forschungsvorhaben beispielsweise zur ldentifizierung neuer Arzneimitteltargets im
Hochdurchsatzverfahren oder zur frihzeitigen Erkennung von Arzneimittelrisiken an
spezifischen Zelltypen genutzt werden kénnen. Die Verwendung von hES-Zellen mit dem
Ziel der Bereitstellung verbesserter In-vitro-Testsysteme ist auch weiterhin gerechtfertigt, da
beispielsweise fir pharmakologisch-toxikologische Forschungen derzeit haufig lediglich
Zellkultursysteme zur Verfigung stehen, die tierischen Ursprungs sind oder auf humanen
immortalisierten bzw. Tumorzellen beruhen und die die physiologischen Eigenschaften

priméarer Zellen, wie sie beispielsweise fur die zuverlassige Testung von (Neben)Wirkungen
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von Arzneimitteln auf zellularer Ebene bendtigt werden, nicht oder nicht vollstandig
aufweisen.

In mehreren der bewerteten Forschungsvorhaben wurde auch die Zielstellung formuliert,
durch Forschungen an hES-Zellen Grundlagen fir die Entwicklung neuer therapeutischer
Verfahren in der Zellersatztherapie schaffen zu wollen. Zwar zielt keines der genehmigten
Vorhaben unmittelbar auf die Durchfihrung einer klinischen Studie unter Verwendung von
hES-Zell-abgeleiteten Zellen. Jedoch ist angesichts von derzeit neun klinischen Studien, die
weltweit auf der Basis von hES-Zellen stattfinden, das Ziel der Nutzung von hES-Zell-
Derivaten fur klinische Zwecke keine rein hypothetische Option mehr, wie dies in den ersten
Jahren nach der Verabschiedung des StZG der Fall war. Die Zielstellung, Grundlagen fur
Gewebeersatztherapien schaffen zu wollen, fand neben jeweils formulierten Zielstellungen
hinsichtlich eines angestrebten Erkenntnisgewinns fir die Grundlagenforschung — nunmehr
ausdricklich Berticksichtigung bei der Bewertung entsprechender Antrage.

Dagegen konnten in einigen Antrdgen neben anderen Forschungszielen, die auf die
Gewinnung hochrangiger Erkenntnisse entsprechend 8 5 Nummer 1 StZG gerichtet waren,
explizit formulierte zusatzliche Anliegen, durch Entwicklung neuer In-vitro-Testsysteme zur
Vermeidung oder Verringerung des Tierverbrauchs in der Forschung beizutragen oder
Testsysteme zur Uberprufung der Wirkungen von Umweltgiften auf spezifische humane
Zelltypen zu entwickeln, weiterhin nicht als eigenstandiger Hochrangigkeitsgrund fir die
Verwendung humaner embryonaler Stammzellen anerkannt werden, weil es sich dabei nicht

um Forschungsziele i. S. d. 8 5 Nummer 1 StZG handelt.

Vorklarung der Forschungsfragen

Nach § 5 Nummer 2 Buchstabe a StZG hat der Antragsteller wissenschaftlich begrindet
darzulegen, dass die im Forschungsvorhaben vorgesehenen Fragestellungen nach dem
anerkannten Stand der Wissenschaft so weit wie mdglich bereits in In-vitro-Modellen mit
tierischen Zellen oder Tierversuchen vorgeklart worden sind. Dadurch soll gewéhrleistet
werden, dass der Ubergang zur Nutzung von hES-Zellen zur Klarung der jeweiligen
Fragestellung gerechtfertigt ist und hES-Zellen nur fiir Forschungsvorhaben verwendet
werden, deren Fragestellung durch vorangegangene Arbeiten hinreichend begriindet wurde.
Fur die im Berichtszeitraum genehmigten Forschungsvorhaben wurden von den
Antragstellern die erforderlichen Darlegungen jeweils erbracht, wobei weiterhin sowohl
Ergebnisse eigener Vorarbeiten als auch in der internationalen Fachliteratur verdffentlichte
Erkenntnisse anderer Gruppen vorgetragen wurden. Die jeweiligen Darlegungen haben nach
Auffassung der Genehmigungsbehorde den gesetzlichen Voraussetzungen des § 5 Nummer

2 Buchstabe a StZG genugt und konnten die Nutzung von hES-Zellen jeweils rechtfertigen.
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Erneut wurde bei der Priifung der erforderlichen Vorklarung sichtbar, dass aufgrund des sich
rasant entwickelnden Erkenntnisstandes Uber hES-Zellen Darlegungen zur Vorklarung
zahlreicher Forschungsfragen an tierischen Zellen oder im Tierversuch nicht sinnvoll
gefordert werden konnen. Grundlegende Fragestellungen wurden (im Inland oder im
Ausland) bereits umfassend an hES-Zellen geklart; eine zuséatzliche oder vertiefende
Voruntersuchung derselben Frage an tierischen Zellen wirde hier voraussichtlich keinen
Erkenntnisgewinn mehr erbringen, der fur die Vorklarung des Vorhabens im Sinne einer
Plausibilisierung der Forschungsfragen sowie des geplanten experimentellen Vorgehens
relevant ware. So ist beispielsweise die grundsatzliche Eignung von hES-Zellen zur
Differenzierung in all jene Zelltypen, die im Rahmen der im Berichtszeitraum genehmigten
Forschungsvorhaben aus hES-Zellen gewonnen werden sollen, bereits an hES-Zellen selbst
gezeigt worden; die entsprechenden Vorgehensweisen sollen in den jeweiligen
Forschungsvorhaben nachgearbeitet und ggf. optimiert werden. Darlegungen dartber, ob
und wie sich murine ES-Zellen in diese Zelltypen differenzieren lassen, sind hier verzichtbar.
Insgesamt werden bei der Entscheidung dartber, ob das Forschungsvorhaben den
Bedingungen des 8 5 Nummer 2 Buchstabe a StZG entspricht, Sinn und Zweck des
Vorklarungserfordernisses weiterhin so ausgelegt, dass die Forschungsfragen ,wenigstens”
an tierischen Zellen oder im Tierversuch vorgeklart sein mussen. Sollten bereits
hinreichende ,Vorklarungen* der wissenschaftlichen Fragestellungen an hES-Zellen oder
ggf. anderen humanen Stammzellen erfolgt und im Antragsverfahren dargelegt worden sein,
besteht keine Notwendigkeit fur die Vorklarung derselben Fragestellung mit tierischen Zellen
oder im Tierversuch.

In anderen Fallen kann eine detaillierte Untersuchung der Fragestellungen, die an hES-
Zellen geklart werden sollen, unter Nutzung tierischer Zellen nicht zur Vorklarung der
wissenschaftlichen Fragestellungen beitragen, da insoweit bereits bekannt ist, dass sich
tierische und menschliche Zellen in den jeweils relevanten Eigenschaften erheblich
unterscheiden. Ergebnisse aus Untersuchungen an tierischen Zellen kdnnten in diesen
Fallen nicht auf menschliche Zellen Ubertragen werden, und die Voruntersuchungen wirden
keine Anhaltspunkte daflr liefern, ob die Untersuchung der jeweiligen Fragestellung an
menschlichen (ES-)Zellen zu ahnlichen Resultaten fihren wirde wie die geforderten
Experimente mit tierischen Zellen. Dies betrifft beispielsweise weiterhin jene Projekte, in
denen die molekularen Grundlagen der Pluripotenz menschlicher ES-Zellen untersucht
werden sollen, da diese sich zwischen Zellen verschiedener Spezies teils erheblich
unterscheiden. Ferner gilt dies fir Forschungsvorhaben, in denen Zellmodelle fir humane
Krankheiten (beispielsweise durch knock out bestimmter Gene) etabliert werden sollen,
wenn bereits bekannt ist, dass ein knock out entsprechender Gene in der Maus einen

anderen Phénotyp als im Menschen bewirkt. Auch unterscheiden sich die Protokolle zur
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Gewinnung bestimmter Zelltypen aus Stammzellen verschiedener Spezies in zahlreichen
Teilaspekten, so dass beispielsweise an murinen Zellen etablierte Protokolle nicht ohne
weiteres auf humane Zellen lbertragen werden kénnen und folglich Uber einen proof of
concept hinausgehende, detaillierte Voruntersuchungen mit diesen Zellen zur Vorklarung der
jeweiligen konkreten experimentellen Fragestellung an hES-Zellen teilweise nicht sinnvoll
waren. Im Ubrigen wird auf die entsprechenden Ausfiihrungen in den Erfahrungsberichten
fur die Jahre 2008 bis 2009 und 2010 bis 2011 verwiesen, in denen diese Probleme bereits

thematisiert wurden.

Erforderlichkeit der Verwendung von hES-Zellen

Entsprechend § 5 Nummer 2 Buchstabe b StZG ist durch den Antragsteller darzulegen, dass
der mit dem Forschungsvorhaben angestrebte wissenschaftliche Erkenntnisgewinn
voraussichtlich nur unter Verwendung von hES-Zellen erreicht werden kann. Hier ist durch
die Genehmigungsbehérde auf Grundlage der Darlegungen des Antragstellers jeweils zu
prifen, ob Alternativen zur Nutzung von hES-Zellen bestehen und ob hinreichende Belege
dafur existieren, dass der mit dem Forschungsvorhaben angestrebte wissenschaftliche
Erkenntnisgewinn auch unter ausschlieBlicher Nutzung anderer Zellen als hES-Zellen
erreicht werden kann.

Fir alle genehmigten Forschungsvorhaben wurde dargelegt, dass die Nutzung von hES-
Zellen fur das Erreichen des mit dem Forschungsvorhaben angestrebten wissenschaftlichen
Erkenntnisgewinns nach dem aktuellen Kenntnisstand jeweils erforderlich ist. Dabei wurde
plausibel begrindet, dass nach dem anerkannten Stand der Wissenschaft keine
ausreichenden Hinweise bestehen, dass die Forschungsziele unter Verwendung tierischer
Zellen erreicht werden konnten. Andere menschliche Zelltypen, die mdglicherweise als
Alternative zu humanen pluripotenten Stammzellen genutzt werden konnten (z. B. priméare
menschliche Zellen, somatische Stammzellen, Tumorzell-Linien oder (immortalisierte) Zell-
Linien aus abgetriebenen menschlichen Féten) weisen entweder nicht die fir die
Projektdurchfiihrung erforderlichen biologischen Eigenschaften auf oder kénnen nicht in der
fur die Projektdurchfiihrung jeweils notwendigen Menge und in reproduzierbarer Qualitat
gewonnen werden.

Hinsichtlich der Erforderlichkeit der Verwendung von hES-Zellen ist seit einigen Jahren
insbesondere zu prufen, ob und inwieweit die Forschungsziele ggf. unter ausschlief3licher
Nutzung von hiPS-Zellen bei vollstandigem Verzicht auf Nutzung von hES-Zellen erreicht
werden kénnten. Hierzu ist festzustellen, dass viele der Forschungsfragen, die Gegenstand
der im Berichtszeitraum genehmigten Vorhaben sind, bislang noch nicht oder nur in
Anséatzen an hiPS-Zellen untersucht worden sind. Es ist gerade Gegenstand der

entsprechenden Forschungsvorhaben, durch vergleichende Untersuchungen an hES- und
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hiPS-Zellen zu klaren, ob sich beide Typen pluripotenter Stammzellen des Menschen
hinsichtlich der jeweils interessierenden Eigenschaften identisch verhalten, ob und welche
Unterschiede bestehen und was die molekularen Grundlagen solcher Unterschiede sind.
Dies erfordert die Nutzung von hES-Zellen. Auch zur Klarung von Forschungsfragen, fir die
hES-Zellen ausschlieRlich als Referenzmaterial zur Uberprifung von fiir pluripotente Zellen
charakteristische Eigenschaften verwendet werden sollen, werden hES-Zellen bendtigt, da
es sich bei hES-Zellen um den einzigen Zelltypen des Menschen handelt, der nach
derzeitigem Kenntnisstand als uneingeschrankt pluripotent angesehen wird.

Bei der Entscheidung dartber, ob Forschungsziele ggf. auch unter alleiniger Nutzung von
hiPS-Zellen zu erreichen sind, ist ferner zu bertcksichtigen, dass in der wissenschaftlichen
Literatur weiterhin teils uneinheitliche Befunde zur Gleichartigkeit von hES- und hiPS-Zellen
vorliegen. In verschiedenen Antragsverfahren wurde dargelegt, dass hiPS-Zellen eine
erhebliche Variabilitdt in ihrem Differenzierungsverhalten aufweisen, die mit dem fur die
Reprogrammierung gewdahlten Zelltyp, der Reprogrammierungsmethode und dem
postulierten epigenetischen Gedachtnis dieser Zellen zusammenhdngen koénnen. Zwar
wurde bereits vielfach der Nachweis erbracht, dass sich sowohl hES-Zellen als auch hiPS-
Zellen zur Differenzierung in verschiedene Zelltypen eignen. Dennoch gibt es deutliche
Hinweise darauf, dass hiPS Zellen eine hohere Variabilitat und eine insgesamt geringere
Effizienz bei der Differenzierung in bestimmte Zelltypen aufweisen als hES-Zellen. Ferner
sind Fragen zur genetischen Stabilitdt von hiPS-Zellen sowie zu ihrer epigenetischen
Identitdit mit hES-Zellen offen. Fir die Entscheidung dariber, ob sich der mit einem
Forschungsvorhaben angestrebte wissenschatftliche Erkenntnisgewinn ggf. durch Einsatz
anderer Zellen als hES-Zellen erreichen I&sst, ist aber die blo3e Vermutung, dass dieser ggf.
auch durch Untersuchungen an hiPS-Zellen erreicht werden kénnte, nicht hinreichend.
Vielmehr wéaren fur die Versagung einer Genehmigung zur Verwendung von hES-Zellen
hinreichende Daten und Erkenntnisse auf Basis des aktuellen wissenschaftlichen
Kenntnisstandes zum Zeitpunkt des Antragsverfahrens daftr erforderlich, dass der mit einem
Forschungsvorhaben angestrebte wissenschaftliche Erkenntnisgewinn mit anderen Zellen

(hier: hiPS-Zellen) tatsachlich erreichbar ist.

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

Die Zentrale Ethik-Kommission fir Stammzellenforschung (ZES), die von der
Bundesregierung zum 1. Juli 2011 zum vierten Mal berufen wurde, hat die gesetzliche
Aufgabe, Antrage auf Einfuhr und Verwendung von hES-Zellen anhand der eingereichten

Unterlagen hinsichtlich der Frage zu prifen und zu bewerten, ob die betreffenden
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Forschungsvorhaben die gesetzlichen Voraussetzungen nach 8§ 5 StZG erfillen und in
diesem Sinne ethisch vertretbar sind. Sie hat hierzu gegeniber der Genehmigungsbehdrde
eine schriftliche Stellungnahme abzugeben. Das Vorliegen einer Stellungnahme der ZES ist
nach § 6 Absatz 4 Nummer 3 StZG eine Voraussetzung fir die Entscheidung Uber einen
Antrag auf Einfuhr und Verwendung humaner embryonaler Stammzellen zu
Forschungszwecken.

Die ZES hat in ihren Stellungnahmen zu den Forschungsvorhaben, die Gegenstand der im
Berichtszeitraum genehmigten Forschungsvorhaben sowie der drei
Genehmigungserweiterungen far bereits in der  Vergangenheit bewilligte
Forschungsvorhaben sind, die gesetzlichen Voraussetzungen nach 8 5 StZG als erfullt und
die Forschungsvorhaben in diesem Sinne als ethisch vertretbar bewertet. Sie hat die
Wahrnehmung ihrer Aufgaben in ihren Téatigkeitsberichten nach § 14 der ZES-Verordnung
(ZESV) vom 18. Juli 2002 (BGBI. | S. 2663) fur den Zeitraum vom 1. Januar 2012 bis 31.
Dezember 2012 (10. Tatigkeitsbericht der ZES) und flr den Zeitraum vom 1. Januar 2013 bis
31. Dezember 2013 (11. Tatigkeitsbericht der ZES) dargestellt. Die Tatigkeitsberichte sind
unter anderem auf den Internetseiten des Bundesministeriums fur Gesundheit veroffentlicht

(http://www.bmg.bund.de/glossarbeqriffe/z/zentrale-ethik-kommission-fuer-

stammzellenforschung-zes.html).
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2. Stand der Forschung mit pluripotenten menschlichen

Stammzellen

2.1. Einleitung

Der den Berichtszeitraum der Jahre 2012 und 2013 umfassende sechste Erfahrungsbericht
der Bundesregierung zur Durchfiihrung des Stammzellgesetzes gibt einen Uberblick tiber die
aktuellen Entwicklungen zur Forschung mit humanen embryonalen Stammzellen (hES-
Zellen) und mit humanen induzierten pluripotenten Stammzellen (hiPS-Zellen) sowie Uber
aktuelle Entwicklungen zu anderen Quellen fiir biomedizinisch einsetzbare Stammzellen.
Erneut werden nur die fur diesen Bericht relevanten fachlichen Grundlagen dargestellt. Fir
allgemeine Aspekte wird auf die vorherigen Berichte verwiesen.

Der erste Erfahrungsbericht der Bundesregierung zur Durchfiihrung des Stammzellgesetzes
(Bundestagsdrucksache 15/3639 der 15. Wahlperiode vom 3. August 2004) beinhaltete die
Rahmenbedingungen, Ergebnisse und Ausblicke der Grundlagenforschung und mdégliche
zukunftige Einsatzgebiete von embryonalen und adulten Stammzellen in der modernen
Medizin  bis  einschlieBlich  2003. Im folgenden zweiten  Erfahrungsbericht
(Bundestagsdrucksache 16/4050 der 16. Wahlperiode vom 11. Januar 2007) wurden
wichtige seit dem ersten Bericht erzielte Fortschritte, Beispiele noch offener Fragen im
Bereich der Forschung bis einschlie3lich 2005 sowie Perspektiven eines maoglichen
therapeutischen Einsatzes von embryonalen und adulten Stammzellen beschrieben. Der
dritte Erfahrungsbericht (Bundestagsdrucksache 16/12956 der 16. Wahlperiode vom 7. Mai
2009) befasste sich mit weiteren wissenschaftlichen Erkenntnissen bis einschlie3lich 2007,
wobei die Charakterisierung, Standardisierung und der experimentelle Einsatz humaner
embryonaler Stammzellen (hES-Zellen) im Vordergrund standen. Im vierten
Erfahrungsbericht (Drucksache 7/4760 der 17. Wahlperiode vom 10. Februar 2011) wurde
die Generierung von humanen induzierten pluripotenten Stammzellen (hiPS-Zellen) breit
dargestellt und auf die Unterschiede zwischen hiPS-Zellen und hES-Zellen, sowie unter hES-
Zellen untereinander eingegangen. Im fiinften Bericht (Bundestagsdrucksache 17/12882 der
17. Wahlperiode vom 14. Marz 2013) wurde unter anderem auf die Entwicklung von In-vitro-
Testmethoden fir toxikologische und pharmakologische Untersuchungen sowie auf die
Entwicklung von stammzellbasierten Therapien eingegangen.

Im vorliegenden sechsten Erfahrungsberichnt wird besonderes Augenmerk auf neue
Methoden zur punktgenauen genetischen Veranderung von pluripotenten Stammzellen, auf
die Fortschritte bei der direkten Umprogrammierung (Transprogrammierung) eines
somatischen Zelltyps in einen anderen sowie auf die Vorbereitung von klinischen Studien mit

aus humanen embryonalen Stammzellen abgeleiteten Zelltransplantaten gerichtet.
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2.2. Bestand und Kultur der menschlichen embryonalen
Stammzelllinien

Wie im funften Stammzellbericht dargestellt wurde, werden weltweit weiterhin neue hES-
Zelllinien generiert, so dass die Zahl der verfiigbaren hES-Zelllinien kontinuierlich ansteigt.
Aus dem laufenden Berichtszeitraum gibt es keine aktuellen Erhebungen, die eine eindeutige
Anzahl an neu generierten hES-Zelllinien fundiert benennt. Insgesamt aber nehmen
weiterhin Forschungsarbeiten aus den Vereinigten Staaten von Amerika (USA) eine
fuhrende Rolle in der Forschung mit hES-Zellen ein. Daher kann das hES-Zell-Register des
US-amerikanischen National Institute of Health (NIH) als gute Quelle angesehen werden, um
die Anzahl neuer hES-Zelllinien in den letzten Jahren exemplarisch zu erfassen. Bis
einschlieflich des Jahres 2011 wurden im NIH-Register 142 hES-Zelllinien fir die Forschung
mittels NIH-Férderung zugelassen. In den Jahren 2012 und 2013 wurden weitere 56
beziehungsweise 45 neue hES-Zelllinien hinzugefiigt. Ein Teil dieser Zelllinien wurde
moglicherweise bereits vor einigen Jahren generiert und erst spater zur Aufnahme in das
NIH-Register angemeldet. Aus der Gesamtzahl der neueren Linien lasst sich aber deutlich
ablesen, dass im internationalen Forschungsfeld weiterhin neue hES-Zelllinien generiert
werden. Allerdings ist weiterhin die Fokussierung der internationalen Forschung auf eine
Uberschaubare Anzahl von Standard- bzw. Referenz-hES-Zelllinien zu beobachten. Ursache
hierfur kdnnte sein, dass sich auch im aktuellen Berichtszeitraum keine substantiell neuen
Bedingungen zur Ableitung und zur weiteren Kultivierung von hES-Zellen durchgesetzt
haben.

Fur die Kultivierung von hES-Zellen und hiPS-Zellen wurden zwischenzeitlich verschiedene
Zellkultur-Nahrmedien entwickelt und stehen fir die Kultivierung dieser Zellen unter Nahrzell-
freien und Xenogen-freien Bedingungen zur Verfliigung. Solchermal3en kultivierte Zellen
finden insbesondere fur die Industrie-unterstitzte Forschung zu neuen Wirkstoffen oder zur

Standardisierung von Differenzierungsprotokollen Anwendung.

2.3. Aktuelle Aspekte zur Forschung mit humanen
embryonalen Stammzellen

Eine Zusammenstellung von Daten zum internationalen Stand der Stammzellforschung des
europaischen Verbundes EuroStemCell, des Institute for Integrated Cell-Material Sciences
(iCeMS, Kyoto, Japan) und der Editorinnen von ,Cell* beziehungsweise ,Cell Stem Cell
(Elsevier Inc., Philadelphia, USA) =zeigt, dass die meisten wissenschaftlichen
Veroffentlichungen zum gesamten Themenspektrum der Stammezellforschung weiterhin aus
den USA stammen (EuroStemCell et al., 2013). Nach den USA (rd. 8000 Publikationen) folgt
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China mit rd. 3000 Publikationen und Deutschland mit rd. 1800 Publikationen an dritter
Stelle. Gemal dieser Erhebung ging im Jahr 2011 erstmals die Zahl der Publikationen zu
hES-Zellen zuriuck und wurde von der weiterhin ansteigenden Zahl an Publikationen zu
induzierten pluripotenten Stammzellen (iPS-Zellen) Ubertroffen. Allerdings wurde bei den
iPS-Zell-Arbeiten nicht zwischen hiPS-Zellen und Zellen anderer Spezies unterschieden, so
dass die Anzahl an Veroéffentlichungen mit hiPS-Zellen wahrscheinlich noch deutlich unter
der Zahl an hES-Zell-Publikationen liegt. Dieser Trend setzte sich im Jahr 2012 fort, wobei
weltweit 1061 Veroffentlichungen zu iPS-Zellen gegeniiber 642 Veréffentlichungen zu hES-
Zellen und 2875 Publikationen zu ES-Zellen aller Spezies aufgefuhrt werden.

In einer anderen Erhebung eines deutschen Autorenteams wird die klare Dominanz der US-
amerikanischen Forschungsarbeiten zu hES-Zellen bestatigt (Loser et al., 2012). Es wird
dargestellt, dass im 5-Jahreszeitraum 2007 bis 2011 von weltweit 1719 Publikationen zu
hES-Zellen 714 Arbeiten aus den USA stammen (41,5 %) und 39 Arbeiten aus Deutschland
(2,3 %). Im gleichen Zeitraum gab es weltweit 512 Verdffentlichungen zu hiPS-Zellen, von
denen 261 (51,0 %) aus den USA und 22 (4,3 %) aus Deutschland stammen.

Im Folgenden sind einige wichtige Bereiche der Forschung an hES-Zellen wahrend des
Berichtzeitraums 2012 bis 2013 dargestellt.

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

bestimmende Merkmale pluripotenter Stammzellen

Wie bereits in vorangehenden Stammzellberichten dargestellt, unterscheiden sich Maus-ES-
Zellen und hES-Zellen in ihrer Morphologie und in ihren typischen Kulturbedingungen.
Wahrend die Eigenschaften von klassischen Maus-ES-Zellen ndher an denen der Inneren
Zellmasse einer Blastozyste (Pra-Implantationsembryo) liegen, entsprechen die typischen
hES-Zellen unter den Ublicherweise verwendeten Kulturbedingungen eher Zellen eines
Embryos im Epiblast-Stadium (Post-Implantationsembryo). Zwischenzeitlich findet die
Hypothese allgemeine Anerkennung, dass in vitro mindestens zwei verschiedene Stadien
von Pluripotenz vorliegen kdnnen: Die sogenannte naive Pluripotenz (analog der Inneren
Zellmasse des Pra-Implantationsembryos) und die bestimmte Pluripotenz (,primed
pluripotency”; analog dem Epiblast-Stadium des Post-Implantationsembryos). Stammzellen
im Stadium der bestimmten Pluripotenz kdnnen invivo und in vitro Zelltypen aller drei
Keimblatter bilden, scheinen aber in ihrer Fahigkeit zur Bildung von funktionalen Keimzellen
beeintrachtigt zu sein.
Eine genauere Analyse von Maus-Epiblast-Stammzellen zeigt darliber hinaus, dass
wenigstens zwei Untergruppen von Zellen unterschieden werden kénnen: Zellen des frihen
beziehungsweise des spaten Epiblast-Stadiums (Han et al., 2010). Interessanterweise
scheinen diese Untergruppen ineinander Ubergehen zu kénnen, wobei anscheinend nur der
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kleinere Anteil (friihe Epiblast-ahnliche Stammzellen) die Fahigkeit hat, alle Gewebe und
auch Keimzellen bilden zu k&nnen. Diese aus Epiblast-Zellen gebildeten Keimzellen
scheinen jedoch nicht in vollem Umfang funktional zu sein.

Ein solches Stadium der bestimmten Pluripotenz kann auch durch die Reprogrammierung
von Fibroblasten zu iPS-Zellen erreicht werden. Hierfir missen diese allerdings unter
geeigneten Zellkulturbedingungen kultiviert werden (Han et al., 2011). Die betreffende Arbeit
zeigt auBerdem, dass zumindest aus Zellen der Maus unter Verwendung der generellen
Reprogrammierungsstrategie von Shinya Yamanaka nicht nur ES-Zell-dhnliche iPS-Zellen
erzeugt werden koénnen. Je nach Zellkulturbedingung kdnnen auch andere Zelltypen
generiert werden. Damit kann diese Arbeit als Grundlage fir eine Flle weiterer
Publikationen verstanden werden, die eine direkte Reprogrammierung von Fibroblasten in
andere  Gewebszellen mit  unterschiedlichen  Reprogrammierungsfaktoren  und
Zellkulturbedingungen beschreiben [siehe 2.4.5 und (Pfaff and Cantz, 2013)].

Die Arbeiten zu Epiblaststammzellen der Maus haben aber auch deswegen hohe Relevanz,
weil diese Zellen den bisher etablierten hES-Zellen viel ahnlicher sind. Wie im funften
Erfahrungsbericht bereits dargestellt wurde, konnte eine Uberfiihrung von hES-Zellen in das
Stadium der naiven Pluripotenz nur durch weitere Manipulation, wie etwa durch
Uberexpression des Transkriptionsfaktors KIlf4, erreicht werden (Hanna et al., 2010).
Neuerdings sind Zellkulturbedingungen beschrieben worden, die eine Etablierung von hES-
Zellen und hiPS-Zellen mit Eigenschaften der naiven Pluripotenz erlauben sollen (Gafni et
al., 2013). Details dieser Studie werden allerdings noch kritisch diskutiert.

Zur Charakterisierung humaner pluripotenter Stammzellen wird im Wesentlichen weiterhin
auf Tierexperimente zuriickgegriffen. Hierbei wird Uberprift, ob undifferenzierte Stammzellen
nach der Transplantation in der Lage sind, Abkdmmlinge aller drei Keimblatter zu bilden. In
Zukunft wird man jedoch madglicherweise in der Lage sein, diesen sogenannten Teratom-
Test durch In-vitro-Tests zu ersetzen [Pluritest, (Muller et al., 2011)] [ScoreCard, (Bock et al.,
2011)]. Diese Tests finden momentan in der Fachwelt allerdings noch keine sehr breite
Akzeptanz. Dies liegt wenigstens teilweise darin begrindet, dass unklar ist, wie
unterschiedlich humane pluripotente Stammzellen unter Standard-Kulturbedingungen sind
und ob diese Unterschiede in den In-vitro-Verfahren ausreichend erfasst werden kdnnen.
Eine Arbeit zu embryonalen Stammzellen der Maus konnte beispielsweise zeigen, dass eine
Subpopulation von Stammzellen bestimmte Transkripte exprimiert, die sonst nur in 2-Zell
Embryonen (2-cell embryos) nachweisbar sind (Abad et al., 2013). Solche ,2-cell embryo®-
ahnliche Zellen scheinen ein erweitertes Differenzierungspotenzial zu besitzen und zeigen
auch eine Beteiligung am Trophektoderm, wenn sie in Chimerismus-Experimenten
eingesetzt werden konnen. Ein &hnlich erweitertes Potenzial wurde auch fur Zellen

beschrieben, die im Ilebendigen Mausorganismus zu pluripotenten Stammzellen
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reprogrammiert wurden (Abad et al., 2013). Quasi im Nebenbefund wurden Daten erhoben,
dass diese Zellen in Chimerismus-Experimenten auch eine Beteiligung am Trophektoderm
aufweisen, weswegen ihnen gar totipotenzéhnliche Eigenschaften zugesprochen wurden.
Diese Zuschreibung ist inhaltlich allerdings nicht zutreffend, da nicht definitiv gezeigt werden
konnte, dass unterschiedliche Zellen aller drei Keimblatter und des Trophektoderms
tatséchlich von einer einzigen Stammzelle gebildet wurden. Aufl3erdem wurde die Fahigkeit
zur Ganzheitsbildung ,aus sich selbst heraus® experimentell allenfalls unzulanglich
untersucht und die présentierten Daten stehen streng genommen im Widerspruch zu den

sehr weitgefassten Aussagen des Autorenteams.

2.3.2. Unterschiede zwischen verschiedenen hES-Zelllinien

Wie in den vorherigen Erfahrungsberichten dargestellt, unterscheiden sich das
Differenzierungs-Verhalten und andere Eigenschaften einzelner hES-Zelllinien in der
Zellkulturschale deutlich. Zum Teil scheinen diese Unterschiede durch epigenetische
Pragungen verursacht zu werden, die wahrend der Ableitung der hES-Zelllinien entstehen.
Es werden aber auch héaufig auftretende genetische Veranderungen (subchromosomale
Aberrationen) als Ursache fiur diese unterschiedlichen Eigenschaften diskutiert. Eine Studie
der International Stem Cell Initiative hat unter Vorsitz von Peter Andrews (Sheffield,
Grof3britannien) die genetische Stabilitat von hES-Zelllinien untersucht. (International Stem
Cell Initiative et al., 2011): 61 (54 %) dieser Zellen waren europaischen Ursprungs, 31 (28 %)
asiatischen Ursprungs, 12 (10 %) stammten aus Nahost beziehungsweise Osteuropa. Die
Ubrigen Zelllinien waren afrikanischen, stdasiatischen, oder sideuropéischen Ursprungs.
Zuzuglich einiger weiterer Zelllinien wurde das Auftreten genetischer Abnormitaten in 120
hES-Zelllinien untersucht. Es konnte jedoch keine H&ufung fir bestimmte genetische
Veranderungen in Abhangigkeit vom ethnischen Ursprung festgestellt werden. In 79 Proben
konnten weder in den frihen noch in den spéten Passagen der Kultivierung genetische
Veranderungen festgestellt werden, was zeigt, dass sich die Uberwiegende Mehrzahl an
hES-Zelllinien unter den aktuell zur Verfligung stehenden Zellkulturmethoden stabil
weitervermehren lasst. 24 der 120 untersuchten Zelllinien wiesen einen normalen Karyotyp
in den frihen Passagen, in den spaten Passagen jedoch einen verédnderten Karyotyp auf.
Allerdings zeigte sich in 2 der 120 Zelllinien, dass trotz genetischer Veranderungen in den
frihen Passagen wieder Zellen mit normalem Karyotyp in den spéten Passagen auftreten
kénnen. Dies kbnnte dadurch erklart werden, dass die jeweiligen Verdnderungen (genetische
Alteration oder aber Korrektur einer Abnormitat) unter den Bedingungen der
Zelllinienetablierung zwar urspriinglich entstanden waren, normale Zellen aber einen
Wachstumsvorteil gegentiber den verédnderten Zellen aufwiesen und diese dann Uber die
weitere Kultivierung verdrangt haben.
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Moglicherweise lasst sich das Ausmall an genetischen Veradnderungen mit besseren
Zellkulturbedingungen weiter reduzieren. Es wird spekuliert, dass hES-Zelllinien die robust
im Status der naiven Pluripotenz gehalten werden konnen, auch weniger anfallig fur

genetische Veranderungen waren.

2.3.3. Genetische Abnormitaten in embryonalen Stammzellen und induzierten

pluripotenten Stammzellen

Die Integritat des Erbgutes einer Zelle ist von groR3er Bedeutung fir den Erhalt der normalen
Zellfunktionen. Genetische Verdnderungen kommen allerdings auch nattrlicherweise in
verschiedenen Korpergeweben (z. B. in der Leber) vor (Shuga et al., 2010). Genetische
Veranderungen sind also nicht zwingend mit dem Verlust von Zellfunktionen verbunden.
Auch in frihen Embryonen kommen genetische Verdnderungen haufig vor (Hardarson et al.,
2003; Vanneste et al, 2009), viele von diesen gehen jedoch wahrend der
Embryonalentwicklung verloren, andere fihren durch fehlerhafte Zellfunktionen zu
Fehlgeburten. Chromosomale Veranderungen und Mutationen kénnen jedoch nicht nur zum
Verlust einzelner Zellfunktionen und zum Zelltod flhren, sondern auch zu so genannten
malignen Entartungen, also der Bildung von Tumorzellen. So sind ca. 90% aller Tumore
beim Menschen aneuploid, d. h. einzelne Chromosomen sind mehrfach vorhanden oder
fehlen (Albertson et al., 2003). Bei Tumorzellen ist zum einen die natirliche Kontrolle der
Zellvermehrung aufler Kraft gesetzt, zum anderen sind vielfach auch Strukturen auf der
Oberflache dieser Zellen verandert. Ahnlich wie Tumorzellen kénnen auch genetisch
veranderte Stammzellen ein erhdhtes Vermehrungspotenzial aufweisen und sich so in
Stammzellkulturen gegentber ,normalen* Zellen durchsetzen. Dieses Phanomen wird
natdurlich insbesondere bei der Herstellung gro3er Zellmengen relevant, z. B. fur die
Gewebezlichtung, das sogenannte ,Tissue Engineering”.
Wie schon im vorhergehenden Bericht erlautert, gelten die zelleigenen DNA-Reparatur- bzw.
Schutzmechanismen in pluripotenten Stammzellen im Vergleich zu differenzierten Zelllinien
als besonders stark ausgebildet (Tichy, 2011). Das Risiko einer malignen Entartung sollte
daher bei pluripotenten Stammzellen relativ gering sein. Trotzdem berichten eine ganze
Reihe von Studien tber das Auftauchen chromosomaler Veranderungen in Langzeitkulturen
von embryonalen Stammzellen und iPS-Zellen (Ubersicht in (Lund et al., 2012; Ronen and
Benvenisty, 2012).
Fir embryonale Stammzellen geht man davon aus, dass derartige Veranderungen entweder
schon aus dem zugrunde liegenden Embryo stammen oder wahrend der Zeit in der Zellkultur
entstehen. Neben Veranderungen des Kerngenoms wurden unterdessen auch
Veranderungen des mitochondrialen Genoms beobachtet (Van Haute et al., 2013). Ob dies
grolRe Auswirkungen auf die Zellfunktion hat, ist jedoch bisher weitgehend unbekannt. Fir
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weitere Details zu genetischen Veranderungen von hES-Zellen wird auf3erdem auf den
funften Stammzellbericht verwiesen.

Bei iPS-Zellen spielen beim Auftreten genetischer Veranderungen, wie schon im vorherigen
Bericht diskutiert, auch andere Mechanismen eine Rolle. Nach aktuellem Kenntnisstand
unterscheiden sich ES-Zellen und iPS-Zellen nicht im Hinblick auf die Haufigkeit
karyotypischer (mikroskopisch erkennbarer) Veranderungen (Taapken et al., 2011). Im
Gegensatz dazu unterscheiden sich beide Zelltypen in Hinblick auf die Haufigkeit kleinerer
Veranderungen (Deletionen, Insertionen und Punktmutationen, so genannter ,Copy Number
Variations (CNVs)“ und ,Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) (Ronen and Benvenisty,
2012).

Von Bedeutung fur das Auftreten verschiedener Arten von Abnormitaten ist sicherlich der
Mechanismus lhrer Entstehung. So beruht der Verlust oder die Vermehrung ganzer
Chromosomen auf fehlerhafter Chromosomentrennung wahrend der Mitose. Grol3ere
strukturelle Veranderungen konnen im Gegensatz dazu durch DNA-Schéadigungen
verursacht werden. Diese treten insbesondere im Zusammenhang mit der
alterungsbedingten Verkirzung der Chromosomenenden auf, der sogenannten Telomere.
Kleinere genetische Veranderungen, z.B. Insertionen, Deletionen oder der Austausch
einzelner Basenpaare, beruhen haufig auf dem Einfluld mutagener Substanzen oder
Strahlungen. Wéahrend DNA-Schaden in pluripotenten Stammzellen meist schnell repariert
werden, ist die Fehlerrate bei solchen Reparaturprozessen nicht immer gering. Verlassliche
Daten zur Haufigkeit von verschiedenen genetischen Abnormitéten in humanen pluripotenten
Stammzellen sind bisher leider nicht verfugbar.

Der Vergleich unterschiedlicher Reprogrammierungsmethoden und der dabei verwendeten
Ausgangszelltypen ergab keine Hinweise auf Unterschiede hinsichtlich der Haufigkeit und Art
von genetischen Veranderungen (Ronen and Benvenisty, 2012). Bisherige Daten lassen
allerdings vermuten, dass die Haufigkeit kleinerer genetischer Veranderungen in iPS-Zellen
hoher ist als in ES-Zellen (Ben-David and Benvenisty, 2011). Einige kirzlich publizierte
Studien deuten darauf hin, dass zumindest ein Teil der in iPS-Zellen nachgewiesenen
Abnormitaten schon in der somatischen Ursprungszelle vorhanden waren (Gore et al., 2011,
Young et al., 2012). Inwieweit das Alter des Spenders, der Ursprungszelltyp und die Zahl der
Zellteilungen in vitro vor Reprogrammierung fir die Haufigkeit genetischer Verdnderungen
bedeutsam ist, wird derzeit untersucht. Moglicherweise beglnstigt schon der
Reprogrammierungsprozess selbst mit den dabei ablaufenden und bisher weitgehend
unverstandenen epigenetischen Prozessen die Anreicherung seltener abnormer
Ursprungszellen. Auch kann es bisher nicht ausgeschlossen werden, dass wéahrend der
Reprogrammierung vermehrt neue Mutationen entstehen (Gore et al., 2011; Hussein et al.,

2011; Laurent et al.,, 2011). In diesem Zusammenhang erscheint es kritisch, dass
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Maflinahmen, welche die Reprogrammierungseffizienzen erhdhen, teilweise gleichzeitig auch
in die DNA-Reparaturmechanismen der Zelle eingreifen (Marion et al., 2009; Banito et al.,
2009). Zwangslaufig muss also die weitere Optimierung von Reprogrammierungsprotokollen
nicht nur auf hohere Effizienz, kirzere Reprogrammierungszeit und vollstandige
Reprogrammierung, sondern auch auf die Vermeidung genetischer Schéden und
unerwinschter epigenetischer Verénderungen gerichtet sein (Barrilleaux and Knoepfler,
2011). Die Entwicklung von Techniken zur Minimierung derartiger Kkulturbedingter
Veranderungen steht noch aus. Erste Arbeiten dazu existieren allerdings bereits (Ji et al.,
2014). Ebenso missen fir klinische Anwendungen noch definierte Protokolle zur strengen

Qualitatskontrolle entwickelt werden.

2.3.4. Verfahren zur gezielten gentechnischen Modifikation embryonaler Stammzellen

Das Einbringen fremder Gensequenzen in hES-Zellen st fur unterschiedliche
wissenschatftliche Fragestellungen und Anwendungen von Bedeutung. So ist die dauerhafte
Einbringung von bestimmten Genabschnitten in das Stammzellgenom entscheidend fir die
Klarung grundlegender entwicklungsbiologischer Fragestellungen, fir die Entwicklung
pharmakologischer und toxikologischer Testsysteme oder flr potentielle Kklinische
Anwendungen von Stammzellderivaten (vgl. auch flnfter Stammzellbericht). Die
.Klassischen" Gentransfer-Methoden flhren zu einer zufalligen Integration des Transgens in
das Genom der Wirtszelle mit allen damit verbundenen Nachteilen (vgl. auch flunfter

Stammzellbericht).

Alternativ zur klassischen gentechnischen Modifikation sind mittlerweile relativ junge
Technologien verfligbar, mit denen ausgewdahlte Faktoren flir einen begrenzten Zeitraum in
die Zelle eingebracht werden konnen, ohne das Erbgut der Zielzelle zu modifizieren
(synthetische mRNAs, microRNAs, RNA-Viren; vgl. auch finfter Stammzellbericht).
AulBerdem sind Methoden entwickelt worden, mit denen eine gezielte und effiziente
Modifikation des menschlichen Genoms, auch in humanen pluripotenten Stammzellen,
mdoglich ist (Hockemeyer et al., 2009; Zou et al.,, 2009). Derartige auf so genannten
.Designernukleasen” basierende Methoden sind generell geeignet, um krankheitsspezifische
Mutationen in iPS-Zellen, die aus Patienten mit genetischen Erkrankungen wie z. B. der
Sichelzellanamie (Sebastiano et al., 2011; Zou et al., 2011) isoliert wurden, zu korrigieren
oder, z. B. fur die Entwicklung von In-vitro-Krankheitsmodellen, zu nutzen (Soldner et al.,
2011). Die Effizienz dieser neuen Genmodifikationstechnologien scheint dabei generell in

hES- und iPS-Zellen vergleichbar zu sein.

GrofRter Nachteil der initialen Zink-Finger-Nuklease-Technologie (ZFN-Technologie) war die

sehr aufwendige Entwicklung zielspezifischer ZFNs, die nur in wenigen wissenschaftlichen
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Arbeitsgruppen zu leisten ist. Allerdings wurden unterdessen neue Techniken entwickelt, die
einen ahnlichen Wirkmechanismus besitzen wie die ZFN. Die sogenannten TALE-Nukleasen
(Transcription activator like effector) sowie das CRISPR/Cas9 System sind beide in
Baukastensystemen auch fur akademische Gruppen verfigbar. Sie sind relativ einfach zu
konstruieren und mit begrenztem Arbeitsaufwand herstellbar (Gaj et al., 2013) und wurden

bereits sehr erfolgreich in ES- und iPS-Zellen eingesetzt (Ding et al., 2013; Mali et al., 2013).

2.4. ErschlieBung neuer Quellen menschlicher Stammzellen

Die in den vorangegangenen Erfahrungsberichten bereits beschriebenen weltweiten
Anstrengungen, alternative Quellen zur Gewinnung pluripotenter humaner Stammzellen zu
erschlieBen, wurden im Berichtszeitraum weitergefihrt. Weiterhin ist umstritten, ob
pluripotente Stammzellen auch aus adulten Geweben auf3erhalb der Keimbahn gewonnen
werden konnen. Exemplarisch zeigt eine Arbeit (Miyanishi et al., 2013), dass die zuvor
gezeigte Isolation so genannter very small embryonic-like stem cells (VSELsS) aus dem
Knochenmark nicht wiederholt werden konnte. Die Existenz solcher Zellen muss daher
grundséatzlich angezweifelt werden. In Verbindung mit den unter 2.4.4 beschriebenen
Fortschritten werden daher iPS-Zellen heute als die vielversprechendste Alternative

angesehen.

2.4.1. Kerntransfer-Verfahren

Nicht nur wegen der Vergabe des Nobelpreises fiir Physiologie oder Medizin 2012 an John
B. Gurdon und Shinya Yamanaka hat das Kerntransfer-Verfahren (somatic cell nuclear
transfer, SCNT) im aktuellen Berichtszeitraum erneut Aufmerksamkeit gewonnen, sondern
auch durch Arbeiten einer US-amerikanischen Forschergruppe um Shoukhrat Mitalipov.
Diese konnte erstmals zeigen, dass der Kerntransfer auch mit humanen Zellen gelingen
kann (Tachibana et al., 2013). John Gurdon konnte zunachst in den 1960er Jahren beim
Krallenfrosch zeigen, dass (entkernte) Eizellen die Kerne somatischer Zellen wieder auf ein
totipotentes Stadium reprogrammieren koénnen. Die auf diese Weise entstandenen
Kerntransfer-Entitaten kdnnen eine weitgehend normale Embryonalentwicklung durchlaufen
(Gurdon, 1960, 1962). Hierdurch war das biologische Dogma einer unumkehrbaren
Differenzierung zu reifen Zellen wahrend der Entwicklung zum adulten Organismus bereits in
Frage gestellt. Nachdem dieses Verfahren mit der Geburt des Schafs Dolly erstmals fir
Saugetiere erfolgreich angewendet werden konnte (Wilmut et al., 1997), hat es noch eine
weitere Dekade gedauert bis erstmals Kerntransfer-Embryonen von nicht-humanen Primaten

generiert wurden (Byrne et al., 2007). Auch wenn das vollstédndige Entwicklungspotenzial bis
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zur Lebendgeburt fir solche Kerntransfer-Entitaten nicht gezeigt werden konnte (Sparman et
al., 2010), lassen sich pluripotente Stammzellen aus diesen SCNT-Embryonen ableiten.
Diese Arbeiten lieBen sich nach Optimierung verschiedener Schritte schlie3lich auch
erfolgreich auf den Kerntransfer humaner Zellkerne in humane Eizellen Ubertragen.
AnschlieBend gelang auch die Erzeugung pluripotenter Stammzellen aus diesen SCNT-
Entitdten (Tachibana et al., 2013). Das Autorenteam dieser Studie spekuliert, dass SCNT-
Zellen im Vergleich zu iPS-Zellen sogar eine verlasslichere Quelle fur Patienten-spezifische
pluripotente Stammzellen darstellen kdnnten. Belege fiur diese Spekulation stehen jedoch
noch aus. Aus heutiger Sicht bleibt festzuhalten, dass das methodisch und personell sehr
aufwandige Verfahren des Kerntransfers wohl kaum einer Automatisierung und

Miniaturisierung zuganglich ist, wie es bei der Herstellung von iPS-Zellen méglich ist'.

24.2. Gewinnung von Stammzellen ausgehend von Keimzellen und deren

Vorlauferzellen

Uber die im fiinften Erfahrungsbericht dargestellten Arbeiten hinaus, haben sich im aktuellen
Berichtszeitraum nur wenig neue Ansatze zur Ableitung pluripotenter Stammzellen aus
adulten Keimzellen ergeben. Erwdhnenswert ist eine Arbeit, die aufdeckt, dass die
primordialen Keimzellen in den Gonaden durch Stimulation der LIF/Stat3-abhéngigen
Signalkaskaden zu Keimzelltumoren werden kénnen. Die gleichen Signalwege kdénnen daftr
eingesetzt werden, solche Keimzellen in vitro in pluripotente, selbsterneuernde Stammzellen
zu Uberfuhren (Leitch et al., 2013).

2.4.3. FoOtale Stammzellen

Die Verwendung foOtaler Stammzellen ist auch im aktuellen Berichtszeitraum in der
Forschung nicht sonderlich in den Vordergrund gerickt. Bezuglich der in den letzten
Stammzellberichten benannten Kklinischen Studien mit fotalen neuralen Stammzellen
berichtet die britische Firma ReNeuron Ltd. Uber erste klinische Erfolge bei einer Studie mit
fotalen Stammzellen zur Behandlung von Schlaganféallen. Darlber hinaus wurden diese
Zellen auch zur Behandlung der Mangeldurchblutung aufgrund von arteriellen Stenosen
eingesetzt (Katare et al., 2014). Zwischenergebnisse aus den laufenden klinischen Studien

wurden bisher nicht in wissenschaftlichen Fachartikeln veroffentlicht.

! Verschieden Konsortien weltweit, u.a. auch eines des Kompetenznetzwerks Stammzellforschung NRW

arbeiten an einer automatisierten iPS-Zellgenerierung. Siehe auch: http://www.stemcellfactory.de/
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2.4.4. Fortschritte in der Reprogrammierung von Kdrperzellen

Fur die Entwicklung der Methode zur Reprogrammierung ausgereifter Korperzellen in iPS-
Zellen (Takahashi et al.,, 2007) wurde Shinya Yamanaka 2012 mit dem Nobelpreis fir
Medizin gewdurdigt. Seit der Erstbeschreibung im Jahr 2006 konnte diese Technologie in
vieler Hinsicht stark verbessert werden. Auch hat sich das Verstandnis der
zugrundeliegenden Mechanismen stark verbessert. Eine kirzlich in Nature Reviews
Genetics publizierte Ubersichtsarbeit bietet zu diesem Thema viele anschauliche
Detailinformationen (Buganim et al., 2013).

In der Zwischenzeit scheint klar, dass sich die grof3e Mehrheit, vermutlich sogar alle
Kdrperzellen reprogrammieren lassen. Unterdessen wurden Reprogrammierungseffizienzen
von bis zu 100% auch fir humane Zellen erreicht (Rais et al., 2013). Zwar gibt es weiterhin
deutliche Unterschiede fir unterschiedliche Ausgangszelltypen im Hinblick auf die Effizienz
der Reprogrammierung, generell stellt die Reprogrammierungseffizienz aber keine Limitation
der Technologie mehr da. Unterdessen existieren aufRerdem Protokolle, welche die
ausreichend effiziente Reprogrammierung von nicht-invasiv oder zumindest minimal-invasiv
zu gewinnenden Zellquellen (z. B. Haarwurzeln oder Blutproben) ermdglichen (Aasen et al.,
2008; Giorgetti et al., 2009; Haase et al., 2009).

Dabei stellt flr rein wissenschaftliche Fragestellungen die recht kostenglnstige
Reprogrammierung unterschiedlichster Kérperzellen mit Hilfe von integrierenden Retro- oder
Lentiviren international in vielen Laboren immer noch die Standardmethodik dar. Anders als
bei der potentiellen klinischen Anwendung ist hierbei die genomische Integration der
Reprogrammierungsvektoren meist vernachlassigbar.

Fur die Herstellung potentiell klinisch einsetzbarer iPS-Zellen stehen dagegen eine Reihe
unterschiedlicher Technologien zur Verfligung, bei denen keine in das Genom inserierenden
und damit potentiell Tumor-auslésenden (onkogenen) Vektoren fir das Einbringen der
Reprogrammierungsfaktoren verwendet werden missen (Gonzalez et al., 2011; siehe auch
funfter Stammzellbericht). Methoden der Proteintransduktion sind aufgrund des hohen
Aufwandes und der geringen Effizienz in den vergangenen Jahren in den Hintergrund
getreten. Die so genannten microRNAs (Pfaff et al., 2011) sowie verschiedene chemische
Wirkstoffe (Zhang et al., 2012) werden momentan eher als reprogrammierungsforderlich
jedoch nicht als alleinstehende Reprogrammierungsmethode angesehen. Dagegen haben
sich fur die Transgen-freie Reprogrammierung die schon kommerziell angebotenen Boten-
RNA- und insbesondere auf Sendai-Virus basierende Methoden durchgesetzt, welche gut
etabliert sind und hochwertige iPS-Zellen liefern kdnnen (Lieu et al., 2013).

Im Berichtszeitraum konnten in Deutschland zwar eine zunehmende Anzahl an Arbeiten mit

humanen iPS-Zellen initiiert, bisher jedoch weiterhin nur von einer tUberschaubaren Zahl von
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Arbeitsgruppen, erfolgreich und hochrangig publiziert werden (International Stem Cell
Initiative et al., 2011).

Unveréandert nicht beantwortet ist die Frage, ob iPS-Zellen aus Patienten fortgeschrittenen
Alters sowohl funktionell als auch im Hinblick auf genetische Veranderungen (siehe Abschnitt
2.3.3) die gleiche Qualitat aufweisen wie ES-Zellen oder iPS-Zellen, die aus jungen
Zellguellen, wie Nabelschnurblut, generiert wurden. Erste entsprechende Daten dirften dazu
allerdings in naher Zukunft verfigbar sein.

Aufgrund der immer noch offenen Fragen zu Mechanismen und Optimierung der
Reprogrammierung, bzw. zur Qualitdt und Verwendbarkeit der Zellen aus alternativen
Quellen, wird es, wie bereits beschrieben, weiterhin zu einem unverandert hohen Bedarf an
Forschungsprojekten mit hES-Zellen kommen, da diese Zellen haufig in

Forschungsprojekten zum Vergleich unverzichtbar sind.

2.4.5. Transdifferenzierung und Transprogrammierung

Der Begriff der Dedifferenzierung bezeichnet die Umkehrung der Differenzierung von einer
spezialisierten Zelle mit spezifischen Funktionen nicht bis hin zu einer pluripotenten Zelle
(Reprogrammierung) sondern nur zu einer weniger differenzierten Vorlauferzelle mit einem in
der Regel héheren Teilungspotenzial. Entsprechende Vorgange sind aus Pflanzen bekannt
und konnten in Wirbeltieren vor allem fir Fische und Amphibien gezeigt werden, z. B. fur die
Reparatur geschadigter Herzen von Zebrafischen und Amphibien (Jopling et al., 2010). In
Saugetieren findet man Dedifferenzierung z.B. in Schwannschen Zellen bei der
Regeneration peripherer Nerven (Eguizabal et al., 2013). In der Zellkultur ist
Dedifferenzierung z. B. fur Oberflachenzellen der Atemwege beschrieben (Suprynowicz et
al., 2012).
Im Gegensatz dazu meint Transdifferenzierung die Differenzierung von Zellen, die bereits
auf eine bestimmte Gewebeart festgelegt sind, in andere Zelltypen verschiedener Gewebe,
ohne dass dabei das Zwischenstadium pluripotenter Zellen durchlaufen wird. Wéhrend der
Embryonalentwicklung kommen solche Transdifferenzierungsvorgange nattrlicherweise vor.
Auch kann es in einzelnen Féllen bei Erwachsenen zu einer Transdifferenzierung kommen,
wenn es krankheitsbedingt zur Bildung ,ortsfremden* Gewebes kommt. Dies ist z. B. der Fall
bei der Bildung von Magen-Epithel in der Speiseréhre (Barret-Syndrom) als Antwort auf eine
chronische Reflux-Krankheit. Eine gute Ubersicht zu Dedifferenzierung und
Transdifferenzierung bietet ein Artikel von Eguizabal et al. (Eguizabal et al., 2013).
Wie schon im vorhergehenden Bericht erlautert, konnte unterdessen zweifelsfrei
nachgewiesen werden, dass sich Uber kinstlich eingebrachte Gene Fibroblasten und
vermutlich auch andere Zelltypen (Davis et al., 1987) transdifferenzieren lassen. Bei dieser
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kiunstlich  induzierten  Transdifferenzierung wird dann  alternativ.  auch  von
~rransprogrammierung” gesprochen. Im Fall der neuronalen Transdifferenzierung erfolgt
diese auch relativ effizient und erste Einblicke in zugrundeliegende Mechanismen wurden
bereits gewonnen (Wapinski et al., 2013).

Auch ist es gelungen, in vitro und in vivo herzmuskelzellartige Zellen aus Fibroblasten zu
generieren. Umstritten dabei ist allerdings, welche Effizienz der Transprogrammierung erzielt
werden kann (Chen et al., 2012). Der Nachweis der Reproduzierbarkeit durch unabhangige
Arbeitsgruppen steht ebenso noch aus. Auf3erdem wurde bisher nicht nachgewiesen, dass
die generierten Kardiomyozyten tatsachlich funktionell sind oder ob sie nur einige
Eigenschaften von Herzmuskelzellen besitzen (Yi et al.,, 2013). Derzeit muss daher
festgehalten werden, dass die volle In-vitro-Transprogrammierung zu funktionellen
Herzmuskelzellen technisch sehr schwierig und relativ ineffizient ist (Yi et al.,, 2013).
Interessanterweise lieRen sich héhere Effizienzen in vivo erzielen (Qian et al., 2012; Song et
al.,, 2012), so dass eine In-vivo-Transprogrammierung beispielsweise einer Infarktnarbe
denkbar erscheint.

Unklar ist allerdings weiterhin, inwieweit durch Transprogrammierung erzeugte Zellen
therapeutische Anwendung finden kénnen, oder ob die Erzeugung von iPS-Zellen und die
anschlielRende gezielte Differenzierung zielfihrender ist.

Problematisch ist dabei, dass eine nennenswerte Effizienz der direkten Umwandlung von
Fibroblasten tber Transprogrammierung bisher nur tiber inserierende virale Vektoren erzielt
werden kann. Hier muss das Problem der potentiellen Tumorbildung beriicksichtigt werden,
welches bisher noch nicht untersucht worden ist. Ob Alternativmethoden, die z.B. auf
microRNAs (Jayawardena et al., 2012) oder auf chemischen Substanzen basieren, jemals

effizient genug durchgefiihrt werden kdnnen, bleibt abzuwarten.

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

2.5.1. Weiterentwicklung von Differenzierungsprotokollen humaner pluripotenter

Stammzellen

Im Vergleich zum funften Stammzellbericht gab es in den unterschiedlichen Gebieten der
Forschung zur Differenzierung von humanen pluripotenten Stammzellen bemerkenswerte
und z.T. enorme Fortschritte, welche zu einer spezifischeren, effizienteren und
reproduzierbareren Differenzierung fuhrten. Die erzielten Erfolge beruhen in der Regel auf
Strategien, die es zum Ziel haben, die Induktion unterschiedlicher Gewebe- und Zelltypen
Uber spezifische Faktoren, wie sie im Embryo stattfindet, auch an Stammzellen in der

Kulturschale nachzuvollziehen. Mit entsprechenden Protokollen kénnen unterdessen eine
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Vielzahl verschiedener Zelltypen in vitro aus humanen pluripotenten Zellen hergestellt
werden. Darlber hinaus fuhrte der Ersatz bestimmter Differenzierungsfaktoren, in der Regel
Proteine, durch chemische Substanzen oftmals zu besser reproduzierbaren und vor allem
kostengtinstigeren Protokollen (z. B. (Chambers et al., 2012; Lian et al., 2013).

Auch wenn, inspiriert durch die von S. Yamanaka 2006 gemachten Entdeckungen im
Bereich der Reprogrammierung, die ,Transprogrammierung® durch kinstliches Einbringen
von Genen in die Zellen vielerorts als eine weitere alternative Differenzierungsmethode
untersucht wird (vgl. Kapitel 2.4.5 ,Transdifferenzierung und Transprogrammierung*), sind
grolRere Erfolge hier bisher ausgeblieben. Insgesamt scheint sich mehr und mehr die gezielte
Differenzierung durch sequentiellen Einsatz chemischer Induktoren und Inhibitoren
relevanter molekularer Signalwege in der Zelle als am Vvielversprechendsten
herauszukristallisieren.

Generell scheint die schwankende Qualitdt der Ausgangszellkulturen eine der
Hauptursachen fir die trotz aller Fortschritte immer noch in praktisch allen Laboren
auftretenden erheblichen Schwankungen der Differenzierungseffizienzen darzustellen. Hier
fehlt es an kostengiinstigen und verlasslichen Assays, die eine Aussage erlauben, ob sich
die jeweils als Zellquelle verwendeten pluripotenten ES- oder iPS-Kulturen effizient in

bestimmte Subtypen differenzieren lassen.

Differenzierung in neuroektodermale Zellen (Zellen des Nervensystems)

Ein wichtiges Forschungsgebiet stellt unverandert die Differenzierung von embryonalen
Stammzellen zu verschiedenen neuronalen Zelltypen dar. Auch in den fir den vorliegenden
Bericht relevanten Jahren wurden weiter optimierte Protokolle fiir die gezielte Differenzierung
verschiedener neuronaler Zelltypen entwickelt, die als Ausgangsmaterial fur mdogliche
Therapien in Betracht kommen kdnnen (Sandoe and Eggan, 2013). So wurden weitere
Signalwege identifiziert, welche bedeutsam fiir eine gezielte Differenzierung von hES- und
iPS-Zellen z.B. zu funktionellen dopaminergen Neuronen sind (Studer, 2012) und
Differenzierungsprotokolle auf chemisch synthetisierten Wirkstoffen wurden entwickelt
(Chambers et al., 2012). Auch die Effizienz und Verlasslichkeit von
Differenzierungsprotokollen  zur  Herstellung von Neuronen mit Nozirezeptoren
(Schmerzrezeptoren; Chambers et al., 2012), GABA-ergen Neuronen (Kaye and Finkbeiner,
2013), Motoneuronen (Chipman et al., 2012), dopaminergen Neuronen (Studer, 2012),
Photorezeptoren (Carr et al., 2013), Astrozyten (Gupta et al., 2013) oder Oligodendrozyten

(Alsanie et al., 2013) wurde im Berichtszeitraum deutlich gesteigert (Chambers et al., 2012).
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Differenzierung in mesodermale Zellen

Ein weiterer Schwerpunkt der Arbeiten mit hES-Zellen ist unveréndert die gezielte
Differenzierung zu mesodermalen Zelltypen.

Von grof3er Bedeutung fur die Transfusionsmedizin ware die effiziente Herstellung kernloser
roter Blutzellen (Erythrozyten) und Blutplattchen, aus denen im Gegensatz zu kernhaltigen
Zellen keine Tumorzellen entstehen kdnnen. Kernlose Zellen erscheinen daher fir einen
solchen Einsatz weniger risikobehaftet zu sein. Auch wenn die Herstellung unreifer
Erythrozyten schon vor Jahren gelungen ist (Lu et al., 2008), gestaltete sich die Herstellung
voll ausgereifter Zellen im groRem MaRstab unter definierten Bedingungen bisher allerdings
noch als schwierig (Baron, 2013; Ebihara et al., 2012). Unterdessen scheint die Herstellung
klinisch einsetzbarer Praparate aber in greifbare Nahe geriickt. Ahnliche Fortschritte wurden
auch fur die Herstellung von Blutplattchen erzielt (Lambert et al., 2013).

Die Herstellung von Zellen der BlutgeféaRe (Kane et al., 2011) ist fir die vaskulare
Regeneration (Descamps and Emanueli, 2012) und fir das Tissue Engineering von
BlutgefalRen von grofRer Bedeutung. Basierend auf zuvor entwickelten Zellkulturprotokollen,
welche eine effiziente Differenzierung von hES-und iPS-Zellen erlauben (Tan et al., 2013), ist
unterdessen die gezielte Differenzierung von Endothel (Drukker et al., 2012; Lippmann et al.,
2012) und glatten Muskelzellen (Majesky and Mummery, 2012) moglich. Auch hier sind
zunehmend chemische Signalstoffe von Bedeutung.

Von hohem klinischem Interesse sind auch Herzmuskelzellen (Kardiomyozyten), welche
unter anderem verwendet werden konnten, um nach einem Herzinfarkt die Funktionalitat des
Herzmuskels wieder herzustellen. Auf diesem Gebiet sind unterdessen sehr grol3e
Fortschritte zu verzeichnen. Auch wenn es immer noch nicht méglich ist, gezielt Subtypen
von Herzmuskelzellen herzustellen, sind unterdessen Protokolle verfugbar, die unabh&ngig
von der verwendeten Linie die Herstellung von bis zu 90% reinen Kardiomyozyten aus
humanen ES- und iPS-Zellen erméglichen (Lian et al., 2013).

Im Gegensatz zu Herzmuskelzellen waren Skelettmuskelzellen bzw. deren Vorlaufer eine
wichtige Grundlage flr Zelltherapien z. B. von muskuléaren Dystrophien (Darabi et al., 2012).
Auch bei der Differenzierung zu funktionellen Skelettmuskelvorlaufern sind deutliche
Fortschritte zu verzeichnen (Darabi et al.,, 2012), auch wenn hier die entsprechend
definierten Protokolle bisher fehlen und die erzielten Effizienzen weiterhin unzureichend sind.
Obwohl es madglich ist, Knochen- und Knorpelzellen aus humanen ES-Zellen zu
differenzieren (Oldershaw et al., 2010), und die Herstellung solcher Zellen aus unbegrenzt
vermehrbaren ES- bzw. iPS-Zellen besonders zur Reparatur gréf3erer Knochen- und
Knorpeldefekte groRe Vorteile hatte, waren nur wenige Aktivitdten und Fortschritte auf
diesem Gebiet im Berichtszeitraum zu verzeichnen. Vermutlich liegt dies daran, dass

Knochen und Knorpelzellen auch aus korpereigenen adulten Stammzellen gewonnen (z. B.
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aus Fettgewebe) und damit voraussichtlich in groRen Mengen zur Verfligung gestellt werden

kdnnten.

Differenzierung in endodermale Zellen

Wie schon im flinften Stammzellbericht erwahnt, steht im Hinblick auf die grof3e Bedeutung
von Lungenerkrankungen auch die Herstellung von Zellen der Lunge aus embryonalen
Stammzellen zunehmend im Fokus der Forschung. Nachdem 2011 der erste Uberzeugende
Bericht zur gezielten Differenzierung von hES- und iPS-Zellen zu Lungenvorlauferzellen
erschienen war (Green et al., 2011), gab es im Berichtszeitrum weitere bedeutende
Fortschritte zur gezielten und effizienten Differenzierung zu Lungenvorlauferzellen und
Atemwegsgeweben aus ES- und iPS-Zellen (Longmire et al., 2012; Mou et al., 2012; Wong
et al., 2012).

Hinsichtlich der Generierung von Leberzellen (hepatische Zellen) aus hES- und hiPS-Zellen
wurden zwischenzeitlich die Differenzierungsprotokolle weiter verfeinert, um eine robustere
Ableitung hepatischer Zellen aus pluripotenten Stammzellen zu erlauben. Beispielsweise
kann dabei unter Verwendung von Selektionssystemen die Reinheit der hepatischen
Zellpopulation deutlich gesteigert werden (Sgodda et al., 2013). Aul3erdem zeigen einige
Arbeiten auf, dass ein verbessertes Verstandnis der molekularen Mechanismen wahrend der
hepatischen Differenzierung (Greenhough et al., 2013) auch eine Produktion solcher Zellen
in grofBer Anzahl ermoglichen konnte. Bisher scheinen aber die stammzellabgeleiteten
hepatischen Zellen in ihrem Reifestadium zwar nur foétalen Hepatoblasten zu &hneln, doch
konnten solche Zellen schon erfolgreich fur die pharmakotoxikologische Testung verwendet
werden (Szkolnicka et al., 2014). Zudem konnten hepatische Zellen generiert werden, die
den Replikationszyklus von Hepatitis C-Viren unterstiitzen und somit als Zellkultursystem fir
Untersuchungen neuer Wirkmechanismen dienen kénnten (Schwartz et al., 2012a). Zudem
konnten aus hiPS-Zellen abgeleitete Leberzellen auch schon erfolgreich zur Identifizierung
neuer Wirkstoffe fir metabolische Lebererkrankungen eingesetzt werden. Beispielsweise
konnte das bisher hauptsachlich zur Behandlung von Epileptikern eingesetzte Medikament
Valproinsaure als potentiell wirksam zur Behandlung der

alphal-Antitrypsindefizienz entdeckt werden (Choi et al., 2013).

Differenzierung in Keimzellen

Es zeichnet sich ab, dass mit den gegenwartig zur Verfligung stehenden Techniken eine
ausschliel3liche In-vitro-Differenzierung nicht zu funktionalen Eizellen oder Spermien fihrt.
Verschiedene Arbeitsgruppen konnten aber mit Mauszellen zeigen, dass eine Strategie, die
eine In-vitro-Differenzierung mit einer Ausreifung in vivo kombiniert, zu funktionalen

Keimzellen fuhren kann (Cai et al., 2013). In dieser Arbeit diskutieren die Autoren, dass ein
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solches In-vitro- und In-vivo—Differenzierungssystem als Modell dienen kann, um die weitere
meiotische Teilung von Spermatozyten in reife Spermatiden untersuchen und auf diese
Weise funktionale mannliche Gameten aus Stammzellen generieren zu kénnen. Auf ahnliche
Weise wurden ebenfalls im Mausmodell bereits aus weiblichen Stammzell-abgeleiteten
Gameten funktionale Eizellen erzeugt. Dabei wurden aus murinen, weiblichen embryonalen
Stammzellen beziehungsweise induzierten pluripotenten Stammzellen unreife Keimzellen in
vitro differenziert und mit Zellen aus fotalen Gonaden zusammengebracht. Anschliel3end
wurden diese Konstrukte in Mause transplantiert. Nach viermonatiger In-vivo-Reifung wurden
die transplantierten Keimzellgewebe wieder entnommen und es konnten reife Eizellen isoliert
werden. Aus den Eizellen lie3 sich im Anschluss lebensfahiger Nachwuchs erzeugen
(Hayashi et al., 2012).

Es wird zwar spekuliert, dass sich viele dieser Arbeiten auch auf humane pluripotente
Stammzellen Ubertragen lieBen, doch eine Generierung funktionaler, humaner Gameten aus
pluripotenten Stammzellen ist bisher noch nicht gelungen. Immerhin zeigen aber zwei
Arbeiten aus dem Labor von Renee Reijo Pera, dass die Transplantation reprogrammierter,
pluripotenter humaner Stammzellen in die Hoden von Mausen zu einer Differenzierung in
humane Gameten fihren kann (Durruthy Durruthy et al., 2014; Ramathal et al., 2014). Diese
Gameten weisen Charakteristika von fotalen Keimzellen auf, wobei noch ungeklart ist, ob

auch tatsachlich reife Spermatiden generiert werden kénnten.

2.5.2. Krankheitsmodelle unter Verwendung von iPS-Zellen

Wie schon im letzten Stammzellbericht angedeutet, werden iPS-Zellen derzeit schon im
groRen und weiter zunehmendem Umfang fir die Erforschung genetischer Erkrankungen
und der zugrundeliegenden Krankheitsmechanismen verwendet. Erste wichtige Erkenntnisse
zu verschiedenen Erkrankungen, die mit den bisher verfiigbaren Methoden nicht zu erlangen
gewesen waren, wurden bereits gewonnen. So wurden beispielsweise einige
zugrundeliegende Mechanismen der Parkinsonschen Erkrankung (Miller et al.,, 2013;
Reinhardt et al., 2013) oder der arrhythmogenen rechtsventrikulare Kardiomyopathie (Kim et
al., 2013) aufgeklart. Damit zeichnet sich schon jetzt ein hoher klinischer Nutzen der iPS-
Zellen auch fur das Verstandnis komplexer Erkrankungen und die damit mogliche
Entwicklung neuer Therapien ab (Siller et al., 2013).
Bis Ende 2013 wurden bereits fur eine gro3e Zahl unterschiedlicher Erkrankungen
patientenspezifische iPS-Linien generiert, charakterisiert und z. T. auch genetisch korrigiert
(siehe Kap. 2.3.4). Darunter sind z.B. neurologische Erkrankungen wie amyotrophe
Lateralsklerose (Egawa et al., 2012), spinale Muskelatrophie (Nihei et al., 2013) und die
parkinsonsche Erkrankung (Ryan et al., 2013), Lebererkrankungen wie die Typ
Glykogenspeicherkrankheit (Rashid et al., 2010) oder die familiare Hyperchlolesterindmie
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(Rashid et al., 2010), Herzerkrankungen wie die familiare hypertrophen Kardiomyopathie
(Lan et al.,, 2013) und das Long QT-Syndrom (Moretti et al., 2010), oder auch
Lungenerkrankungen wie die pulmonale alpha-1- Antitrypsindefizienz (Yusa, 2013) und die
Mukoviszidose (Mou et al., 2012).

Vergleichbare Arbeiten werden im Ausland auch weiterhin mit hES-Zellen durchgefuhrt, die
nach In-vitro-Fertilisation und Praimplantationsdiagnostik gewonnen wurden (s. z. B. (Guan
et al., 2012). Da §8 4 Absatz 2 Nummer 1 Buchstabe b StZG die Einfuhr solcher
Stammzelllinien verbietet, sind solche Arbeiten nicht in Deutschland durchfihrbar.

Von zunehmender Bedeutung fiir iPS-basierte Krankheitsmodelle ist die Herstellung von
sogenannten Organoiden in der Kulturschale (Lancaster et al., 2013), welche die Komplexitéat

ganzer Gewebe und Organe zumindest zum Teil widerspiegeln kénnen.

2.5.3. Pharmakologische / Toxikologische Substanztestung und Wirkstoffscreening

Die Entwicklung stammzellbasierter In-vitro-Testmethoden fiur Toxikologie und
Arzneimittelentwicklung stellt, wie schon im fiinften Stammzellbericht dargelegt, weltweit
einen wichtigen Schwerpunkt der Forschung an humanen pluripotenten Stammzellen dar.
Auf humanen Stammzellen basierende Testsysteme konnen der Reduzierung von
tierexperimentellen Studien dienen und besitzen potentiell im Vergleich dazu eine héhere
Datenqualitait und bessere Ubertragbarkeit der gewonnenen Ergebnisse auf den
menschlichen Organismus, auch gegeniber existierenden In-vitro-Systemen.

Auch auf europdischer Ebene wird die Entwicklung solcher Tests zurzeit gezielt geférdert
(z. B. im Rahmen des ,STEMBANCC*“-Konsortiums?, http://stembancc.org/). Auch die

Pharmaindustrie investiert derzeit massiv in eigene Forschergruppen, die sich mit der

Verwendung insbesondere patientenspezifischer iPS-Zellen fur das Wirkstoffscreening
beschéftigen. Zumindest im industriellen Bereich scheinen hier hES-Zellen eine nur geringe
Bedeutung zu haben.

Bedeutsam fiur das Wirkstoffscreening sind verschiedene Eigenschaften von iPS-Zellen:

i) Die routinemafige Herstellung von humanen iPS-Zellen ist auch aus nicht- oder
minimalinvasiv isolierbaren Zellguellen wie Haarwurzeln oder Blut méglich.

ii) Definierte Kulturbedingungen fir die skalierbare kontrollierte Expansion sind
verfugbar (Olmer et al., 2012).

iii) Effiziente Methoden der genetischen Modifikation von iPS-Zellen sind verfugbar.

iv) iIPS-Zellen lassen sich in unterschiedlichste Zelltypen differenzieren, so dass
organspezifische Wirkstoffeffekte untersucht werden kénnen (z. B. im Fall der
Mukoviszidose an Lungenepithel und Gallengangsepithel).

v) In patientenspezifischen iPS-Zellen lasst sich der Einfluss des genetischen
Hintergrundes auf Wirkstoffeffekte untersuchen.

2 siehe auch http://www.laborwelt.deffileadmin/dateien_transkript/PDF/2013_07_tk-

Spez_LB_Zellbasiertes-Screening_01.pdf
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vi) Es kbnnen auch Screenings auf neue Wirkstoffe flir komplexe multigenetische
Erkrankungen durchgefuhrt werden.

vii) Kandidatenwirkstoffe kénnen an iPS-Zell-Derivaten unterschiedlicher Patienten auf
unerwinschte Nebenwirkungen getestet werden.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die Entwicklung stammzellbasierter In-vitro-
Testmethoden fir Toxikologie und Arzneimittelentwicklung sowohl in der Industrie als auch
im akademischen Bereich auf Hochtouren lauft und einen wichtigen Schwerpunkt der
Forschung an humanen pluripotenten Stammzellen darstellt. Auch wenn basierend auf den
entsprechenden Technologien noch keine neuen Medikamente bis zur Zulassungsreife
entwickelt werden konnten, belegt die massive Aktivitat der Pharmaindustrie in diesem

Bereich, dass auch in der Industrie groRe Hoffnung in die iPS-Technologie gesetzt wird.

2.5.4. Entwicklung von Therapien mit embryonalen und induzierten pluripotenten

Stammzellen

Auch wenn der Schwerpunkt der angewandten Forschung an humanen pluripotenten
Stammzellen sicherlich derzeit im Bereich der Krankheitsmodelle und der Wirkstoffforschung
zu sehen ist, werden zurzeit in verschiedensten Bereichen Zelltherapiekonzepte
experimentell in Klein- und Grof3tieren getestet. Dartiber hinaus wurden im Berichtszeitraum
auch klinische Studien vorbereitet und durchgefihrt.

Im Fokus dieser klinischen Studien steht vor allem die Verwendung von ES-Zell-
abgeleitetem pigmentiertem Epithel flr die Zelltherapie von Augenerkrankungen wie der
trockenen Makuladegeneration, die zur Erblindung fuhren kann. Die Verwendung von
allogenen, korperfremden Zellen ist bei dieser Applikation weniger problematisch, weil die
Zellschichten der Netzhaut bzw. Aderhaut im Augeninneren als ,immun-privilegiert"
anzusehen sind und somit keine schweren Abstol3ungsreaktion zu erwarten sind.

Folgende Klinische Zelltherapie-Studien, die auf ES-Zellen basieren und von den
verantwortlichen Behérden genehmigt worden sind , wurden im Berichtszeitraum initiiert bzw.

fortgesetzt (Quelle: ClinicalTrials.gov):

Studie Kennnummer Land

Safety study of GRNOPCL1 in Spinal Cord Injury NCT01217008 USA

Transplantation of Human Embryonic Stem Cell-derived | NCT02057900 Frankreich
Progenitors in Severe Heart Failure (ESCORT)

Safety and Tolerability of Sub-retinal Transplantation of | NCT01469832 UK
Human Embryonic Stem Cell Derived Retinal Pigmented
Epithelial (hESC-RPE) Cells in Patients With Stargardt's
Macular Dystrophy (SMD)
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A Phase l/lla, Open-Label, Single-Center, Prospective Study
to Determine the Safety and Tolerability of Sub-retinal
Transplantation of Human Embryonic Stem Cell Derived
Retinal Pigmented Epithelial(MAO9-hRPE) Cells in Patients
With Advanced Dry Age-related Macular Degeneration(AMD)

NCT01674829

Korea

Sub-retinal Transplantation of hESC Derived RPE(MAQ9-
hRPE)Cells in Patients With Stargardt's Macular Dystrophy

NCT01345006

USA

Safety and Tolerability of Sub-retinal Transplantation of
hESC Derived RPE (MA09-hRPE) Cells in Patients With
Advanced Dry Age Related Macular Degeneration (Dry AMD)

NCT01344993

USA

Safety and Tolerability of MAO9-hRPE Cells in Patients With
Stargardt's Macular Dystrophy(SMD)

NCT01625559

Korea

Ein in 2012 unter Mitwirkung der beteiligten Firma verdffentlichter Zwischenbericht zu zwei
der Studien (NCT01345006, NCT01344993) beschreibt keine erheblichen Nebenwirkungen

durch die Behandlung (Schwartz et al., 2012b). AuRerdem wird auch Uber die erste klinische

Zelltherapie-Studie unter Verwendung hiPS-Zellen berichtet. Auch im Fokus dieser Studie

steht die Behandlung der Macula Degeneration (Quelle:
http:/lwww.riken.jp/en/pr/press/2013/20130730_1/).
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3. Schlussfolgerungen

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass sich auch in der aktuellen Berichtsperiode
der potentielle Nutzen humaner embryonaler und induzierter pluripotenter Stammzellen
(hES- und hiPS-Zellen) fir die Entwicklung neuer Therapiekonzepte und Wirkstoffe deutlich
konkretisiert hat. Dabei dient die Forschung unter Verwendung von hES-Zellen weiterhin
vorrangig der  Gewinnung neuer  wissenschaftlicher  Erkenntnisse in  der

Grundlagenforschung.

Das Forschungsfeld der Stammzellbiologie hat mit der Vergabe des Nobelpreises fur
Physiologie oder Medizin des Jahres 2012 an John Gurdon und Shinya Yamanaka fur ihre
bahnbrechenden Arbeiten zur Reprogrammierung somatischer Zellen eine Aufwertung
erfahren. Die Reprogrammierung somatischer Zellen hat sich weltweit innerhalb sehr kurzer
Zeit als Methode zur Generierung von pluripotenten Stammzellen etabliert. Es zeichnet sich
daruber hinaus ab, dass auch die direkte Umprogrammierung (die Transprogrammierung)
von einem somatischen Zelltyp in einen anderen effizient genutzt werden kann. Viele
verschiedene Zelltypen lieBen sich auf diese Weise bereits herstellen. Es bleibt aber
abzuwarten, ob und inwieweit reprogrammierte bzw. umprogrammierte Zelltypen far
Fragestellungen der regenerativen Medizin einsetzbar sind. Als problematisch werden hier
die mdglicherweise auftretenden genetischen Verdnderungen in solchen Zellen diskutiert,

welche ggf. die Entstehung von Tumorzellen beginstigen kénnten.

Im Hinblick auf die Erforschung der Rolle definierter genetischer Mutationen bei der
Krankheitsentwicklung — und méglicherweise von besonderer Bedeutung fir eine zukinftige
Verwendung von iPS-Zellen als Zelltransplantat — konnten Verfahren zur punktgenauen
genetischen Modifikation entwickelt bzw. weiter verbessert werden. Diese neuen Techniken
erlauben mit recht hoher Effizienz eine nahtlose Reparatur von Gendefekten bzw. das
gezielte Einbringen bestimmter Veranderungen in das Erbgut pluripotenter Stammzellen.
Damit erdffnen sich neue Perspektiven zur Aufklarung der molekularen und zellbiologischen
Ursachen monogenetischer aber auch multifaktorieller Erkrankungen. Nach wie vor missen
jedoch auch grundlegende Fragen, wie z.B. Mechanismen der molekularen

Reprogrammierung oder die Induktion von Pluripotenz, weiter untersucht werden.

Mittlerweile hat der Umfang der Forschungsarbeiten mit hiPS-Zellen die Dimension der
Forschung mit hES-Zellen erreicht. In der translationalen Forschung zu
Krankheitsmechanismen und in der Wirkstoff-Forschung haben sich hiPS-Zellen als
geeignetes Ausgangsmaterial fiir die Gewinnung dringend bendétigter menschlicher Zellen
etabliert. Fur viele Fragen der Grundlagenforschung zur Regulation von Pluripotenz oder zu

den molekularen Mechanismen von Differenzierungsvorgangen werden hES-Zellen aber
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weiterhin in hohem Umfang genutzt. Im Bereich zelltherapeutischer Anwendungen kommen
iPS-Zellen bisher kaum zum Einsatz. In fast allen klinischen Studien, die weltweit derzeit
unter Verwendung humaner pluripotenter Stammzellen durchgefuhrt werden, werden gut
charakterisierte hES-Zelllinien als Ausgangsmaterial verwendet. Die entsprechenden
Studien, die in den USA, GroRRbritannien, Frankreich und Sudkorea durchgefihrt werden,
zielen vor allem auf die Entwicklung neuer Therapien fir verschiedene Formen der
Makuladegeneration, aber auch auf die Therapie von Rickenmarksverletzungen, Herzinfarkt
oder Diabetes mellitus. In der Grundlagenforschung werden hES-Zellen weiterhin als
Standard-Zellsystem eingesetzt. So werden hES-Zellen zur Optimierung der
Kulturbedingungen fir eine moglichst effiziente und mutationsfreie Vermehrung pluripotenter
Stammzellen, zur Etablierung robusterer Differenzierungsprotokolle sowie zur Erforschung
grundlegender Differenzierungsvorgédnge wahrend der frihen Embryonalentwicklung

genutzt.

Insgesamt lasst sich feststellen, dass fir immer mehr Anwendungsszenarien geeignete
Methoden zur Herstellung funktionaler, transplantierbarer Zelltypen aus hES- und hiPS-
Zellen entwickelt werden konnten. Die Umsetzung dieser Erkenntnisse in préklinische und
klinische Studien wird weltweit weiter vorangetrieben. Es wird auch kinftig notwendig sein,
die sich diversifizierende und gegenseitig ergdnzende Forschung mit verschiedenen Typen

pluripotenter humaner Stammzellen einschlie3lich hES-Zellen weiterzuverfolgen.

In Deutschland wurde durch das Stammzellgesetz die Forschung mit hES-Zellen ermdglicht,
ohne den durch das Embryonenschutzgesetz gewahrleisteten Schutz menschlicher
Embryonen einzuschranken. Die bis Ende 2013 bewilligten 88 Forschungsvorhaben unter
Verwendung von hES-Zellen, von denen im Berichtszeitraum 19 genehmigt worden sind,
zeigen, dass die durch das Stammzellgesetz erbffneten Mdoglichkeiten weiterhin
wahrgenommen werden und ein unvermindertes Interesse an der Forschung unter

Verwendung von hES-Zellen besteht.
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4. Glossar

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

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

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

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

Chimare: Nicht einheitlich verwendeter Begriff flir Lebewesen oder Gewebe aus Zellen
verschiedener genetischer Abstammung. In der Stammzellforschung hauptséchlich fir
Méause verwendet, die im Embryonalstadium zusatzlich “fremde” pluripotente Stammzellen
injiziert bekommen, die anschlieRend zur weiteren Entwicklung beitragen.

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

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

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

Embryoblast: Die innere Zellmasse der Blastozyste.

Epigenetik/Epigenese: Die Epigenetik beschéaftigt sich mit der Feinregulation der
Genexpression. Unter epigenetischer Vererbung wird die Weitergabe von Eigenschaften
auf die Nachkommen verstanden, die nicht auf Abweichungen in der DNA-Sequenz
zurtickgehen, sondern auf eine vererbbare Anderung der Genregulation und Genexpression.
Epigenetik unterscheidet sich von der Epigenese, welche den seit langem bekannten
graduellen Prozess der embryonalen Morphogenese von Organen in all ihrer Komplexitat

beschreibt. Jedoch basieren die essentiellen zellularen Differenzierungsprozesse der
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Epigenese vor allem auf epigenetischen Vererbungsmechanismen einer Zellgeneration zur
nachsten.

ES-Zellen: Embryonale Stammzellen (ES) sind in vivo und in vitro in der Lage, sich in Zellen aller
drei Keimblatter (Entoderm, Ektoderm und Mesoderm) sowie in Zellen der Keimbahn
auszudifferenzieren. Sie werden daher als pluripotent bezeichnet.

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

hES: humane (menschliche) embryonale Stammzellen

In vitro: (lateinisch, im Glas) Vorgéange, die aul3erhalb eines lebenden Organismus stattfinden, im
Gegensatz zu solchen, die im lebenden Organismus (in vivo) ablaufen

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

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

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

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

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

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

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

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

Reprogrammierung: Oberbegriff fir die Umwandlung einer Zelle in einen anderen Zelltypen
durch Anderung der Genexpression. Als Reprogrammierung im Zusammenhang mit der

Gewinnung von Stammzellen wird vor allem die Riickversetzung somatischer Zellen in einen
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frihembryonalen, pluripotenten bzw. pluripotenzahnlichen Zustand bezeichnet.

SNCT (SNT), somatic cell nuclear transfer: Ist der Transfer eines Zellkerns aus einer Korperzelle
(somatische Zelle) in eine “entkernte” Eizelle. Der entstandene Zellklon kann anschlie3end
fur 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.

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

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

Teratom (von griech. teras, teratos ,Schreckbild, Ungeheuer* und -om ,Geschwulst,
Schwellung®): Durch Entwicklungsstdrungen entstandener, oft organéhnlicher Mischtumor,
der aus verschiedenen Gewebearten besteht.

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

Transprogrammierung: Kinstlich hervorgerufene Transdifferenzierung durch Einfihren
spezifischer Steuerungsgene

Trophoblast: Die duf3ere Zellschicht der Blastozyste.

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

kultiviert wurden

Ausgewahlte Internetadressen

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