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Humane pluripotente Stammzellen -
Perspektiven ihrer Nutzung und die
Forschungssituation in Deutschland

Die Forschung an humanen pluripotenten Stammzellen hat in den letzten Jahren - insbesondere

durch die Etablierung induzierter pluripotenter Stammzellen - gro3en Auftrieb erfahren. Zudem

zeichnen sich seit einiger Zeit Nutzungsoptionen fiir humane pluripotente Stammzellen ab, die iiber

die urspriinglich angestrebte Verwendung dieser Zellen fiir regenerative Therapien hinausgehen. Im

vorliegenden Beitrag werden die verschiedenen Mdéglichkeiten und Probleme des Einsatzes dieser

Zellen vorgestellt, wobei inshesondere auf klinische Studien mit humanen embryonalen Stammzel-

len, auf Einsatzmdglichkeiten bei der Entwicklung pharmazeutischer Wirkstoffe und in der toxikolo-

gischen Testung sowie auf die Etablierung von Zellmodellen fiir Erkrankungen des Menschen einge-

gangen wird. Weiterhin wird die derzeitige Situation der Forschung an humanen embryonalen und

induzierten pluripotenten Stammzellen in Deutschland im internationalen Vergleich diskutiert.

umane pluripotente Stammzellen (hPS-Zellen) zeich-

nen sich durch zwei einzigartige Eigenschaften aus:

Sie konnen sich unter Beibehaltung ihrer zelluldren
Identitét beliebig oft teilen, und sie besitzen die Féhigkeit, sich
in alle somatischen Zellen sowie in Keimzellen zu differenzie-
ren. Im Unterschied zu ,totipotenten” Zellen (Zygote, befruch-
tete Eizelle, Blastomeren bis zum 4-Zellstadium) sind pluripo-
tente Zellen allein nicht mehr in der Lage, einen kompletten
Organismus zu bilden.

Pluripotente embryonale Stammzellen des Menschen (hES-
Zellen) waren erstmalig 1998 aus frithen menschlichen Embry-
onen (Blastozysten) gewonnen worden, die im Rahmen einer
In-vitro-Fertilisation (IVF) erzeugt, fiir die Herbeifiihrung einer
Schwangerschaft jedoch nicht mehr bendtigt wurden (sog.
ilberzdiihlige IVF-Embryonen) [1]. Die Tatsache, dass bei der
Ableitung von hES-Zell-Linien in der Regel iiberzihlige frithe
Embryonen zerstért werden, wird in manchen Léndern, ein-
schliefllich Deutschland, als ethisch problematisch angesehen.
Dies fiihrte zu spezifischen gesetzlichen Vorschriften, in denen
die Herstellung von hES-Zellen aus frithen Embryonen und
ihre Verwendung geregelt werden [2]. Trotz dieser legislativen
Beschrinkungen und Restriktionen bei der 6ffentlichen Forde-
rung der hES-Zell-Forschung hat sich das Forschungsfeld in den
letzten Jahren stark entwickelt. Derzeit wird in wenigstens 35
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Landern mit hES-Zellen gearbeitet. Bis Ende 2010 lagen nahezu
1900 Original-Publikationen zur experimentellen Forschung
an hES-Zellen vor und bereits 2009 existierten weltweit mehr
als 1000 humane embryonale Stammzell-Linien [3]. Die Anzie-
hungskraft, die von hES-Zellen fiir Forscher und Arzte ausgeht,
entsteht vor allem aus ihrer Fihigkeit, sich in vitro (d. h. aufier-
halb des Organismus) in nahezu alle menschlichen Zelltypen
entwickeln zu konnen. Damit konnten Zelltypen des Menschen,
die beispielsweise fiir die Arzneimittelentwicklung oder fiir die
regenerative Medizin bendtigt, aber bislang nicht oder nur in
geringem Maf3e verfiigbar sind, fiir die Forschung und die medi-
zinische Praxis zugénglich werden (Abb. 1). Tatsdchlich ist es in
der Vergangenheit gelungen, eine Vielzahl von menschlichen
Zelltypen aus hES-Zellen herzustellen, beispielsweise Zellen
des Nerven- und Blutsystems, des Herzens, der Leber, der Haut
oder der Bauchspeicheldriise. Uber vergangene Entwicklungen
auf dem Gebiet der Forschung mit hES-Zellen ist in einer
fritheren Ausgabe der NR berichtet worden [4].

Humane embryonale und induzierte
pluripotente Stammzellen

Ein weiterer Typ pluripotenter Stammzellen sind sog. indu-
zierte pluripotente Stammzellen (iPS-Zellen). Diese Zellen wur-
den durch Reprogrammierung mit Hilfe von Transkriptionsfak-
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Abb. 1. Anwendungsmdglichkeiten von hPS-Zellen. Humane embryonale Stammzellen (hES-Zellen) stammen aus tiberzéhligen Embryonen nach /n-
vitro-Fertilisation (i. allg. aus Blastozysten), wahrend humane induzierte pluripotente Stammzellen (hiPS-Zellen) durch Reprogrammierung von soma-
tischen Zellen eines Patienten gewonnen werden. Sowohl hES- als auch hiPS-Zellen kdnnen dann in spezialisierte Zelltypen differenziert werden und
diese beispielsweise zur Entwicklung neuer Wirkstoffe, in der Pharmakologie-Toxikologie und zur Etablierung von humanspezifischen Krankheitsmo-
dellen eingesetzt werden (unten). Zelltherapeutische Anwendungen (oben), die eine Selektion und Anreicherung des gewiinschten Zelltyps sowie
moglicherweise auch eine genetische Verdnderung in den Zellen erfordern (x), sind als langerfristiges Ziel anzusehen.

toren erstmals im Jahr 2006 aus Mauszellen hergestellt. Durch
Einschleusung von vier Genen, deren Produkte mit Pluripotenz
assoziiert sind und die in somatischen Zellen i. allg. nicht mehr
exprimiert werden (Oct4, Sox2, Klf4, c-myc), konnten Yamana-
ka und Mitarbeiter Hautzellen aus Médusen in einen Zustand
zuriickversetzen, der dem von embryonalen Stammzellen der
Maus entsprach [5]. Bei diesem Prozess wird das Epigenom
der differenzierten Zellen in einen embryonalen Entwicklungs-
zustand zuriickversetzt [6, 7]. Die im Epigenom einer Zelle
gespeicherte Information, beispielsweise spezifische Formen der
Methylierung der genomischen DNA und deren Assoziation mit
bestimmten Proteinen, ist die Grundlage dafiir, dass beziiglich
ihrer DNA-Sequenz identische Zellen unterschiedliche Entwick-
lungsprogramme durchlaufen und sich zu Zelltypen verschie-
denen Phinotyps und verschiedener Funktion entwickeln. Nur
ein Jahr spéter konnte das Verfahren der Reprogrammierung
auch auf menschliche Zellen tibertragen werden [8, 9]. Induzierte
pluripotente Stammzellen zeigen die zentralen Eigenschaften von
embryonalen Stammzellen. Sie besitzen ebenfalls die Fahigkeit
zur unbegrenzten Selbstvermehrung und kénnen alle Zelltypen
des Korpers sowie (in der Maus) auch der Keimbahn bilden.
Humane induzierte pluripotente Stammzellen (hiPS-Zellen)
haben gegeniiber hES-Zellen den wesentlichen Vorteil, dass sie
theoretisch aus Zellen jedweder Person gewonnen werden kén-
nen. Dies verleiht diesem Zelltyp ein grofSes Potential sowohl auf
dem Gebiet der regenerativen Medizin als auch in der Arznei-
mittelentwicklung und toxikologischen Forschung (siehe Abb.
1). So ist es beispielsweise denkbar, einem Patienten mit einer
schweren Lebererkrankung kiinftig Hautzellen zu entnehmen,
diese in pluripotente Stammzellen zu reprogrammieren, sie in
vitro zu Leberzellen oder gar Lebergewebe zu differenzieren
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und anschlieflend in den Patienten zuriickzugeben. Dieses Kon-
zept der regenerativen Medizin hitte den Vorteil, dass die trans-
plantierten Zellen vom Patienten selbst stammen und (anders
als genetisch fremdes Spendermaterial auf der Grundlage von
hES-Zellen) vermutlich vom Immunsystem des Patienten nicht
abgestofien wiirden. Allerdings gibt es diesbeziiglich auch kon-
troverse Befunde (siehe Punkt 5, 455). Patientenspezifische
Zellen konnten aber auch genutzt werden, um individuelle
Arzneimittelrisiken (beispielsweise durch eine genetische Pra-
disposition des Patienten bedingte Nebenwirkungen) bereits
vor Verabreichung des Medikamentes in Zellkultur feststellen
zu kénnen. Weitere vielversprechende Optionen der Nutzung
von hiPS-Zellen bestehen in der Entwicklung von Zellmodellen
fiir Erkrankungen des Menschen, mit deren Hilfe Krankheits-
verldufe auf zelluldrer Ebene erforscht und neue Medikamente
entwickelt werden konnten (siehe Abschnitt 2, S. 456).

In den letzten vier Jahren sind erhebliche Fortschritte in
der Forschung an hiPS-Zellen erzielt worden, insbesondere im
Hinblick auf die Entwicklung effektiverer und weniger invasiver
Methoden der Reprogrammierung. So konnten die Zahl der
zur Reprogrammierung benoétigten Gene vermindert und die
urspriinglich zur Reprogrammierung genutzte Ubertragung von
Genen mittels Viren, die sich in das Genom integrieren und
damit unerwiinschte Verdnderungen im Genom auslésen kon-
nen, durch andere Methoden der Reprogrammierung ersetzt
werden, beispielsweise durch Nutzung von mRNA oder Protei-
nen [10-12]. Die zur Reprogrammierung benétigten Gene kon-
nen nach Abschluss des Reprogrammierungsprozesses mittler-
weile auch wieder aus den Zellen entfernt werden, so dass keine
dauerhafte genetische Verdnderung der reprogrammierten Zel-
len zu befiirchten wire [13]. Zahlreiche Arbeiten bestdtigten,
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dass sich hiPS-Zellen in viele menschliche Zelltypen entwickeln
koénnen, auch wenn Fragen nach der Vergleichbarkeit mit hES-
Zellen noch offen sind. Allerdings gibt es auch Hinweise darauf,
dass hiPS-Zellen teilweise Eigenschaften aufweisen, die einer
Nutzung in der regenerativen Medizin entgegenstehen kénnten.
Dies betrifft genetische Verdnderungen, wie chromosomale
Verdnderungen oder Variationen in der Kopienzahl bestimmter
Genabschnitte, die vermutlich durch den Reprogrammierungs-
prozess und die daran anschliefende Kultivierung der hiPS-
Zellen ausgelost werden [14-16]. Ferner wurde auch eine teils
unvollstindige und abnorme Reprogrammierung der Zellen
beobachtet, was die Priasenz eines ,epigenetischen Gedécht-
nisses” nahelegt: die reprogrammierten Zellen weisen in ihrem
Epigenom demnach noch Spuren jener somatischen Zellen
auf, aus denen sie stammen, und differenzieren bevorzugt in
Zellen des entsprechenden Gewebes [17]. Die Zellen wiren
dann folglich nur eingeschrinkt entwicklungsféhig. Die Signifi-
kanz dieser Beobachtungen ist jedoch noch nicht ausreichend
gekldrt, die Zahl der untersuchten Zell-Linien eher gering und
der Einfluss beispielsweise der Reprogrammierungsmethode
auf die genetische und epigenetische Stabilitdt der Zellen noch
nicht vollstdndig bekannt. Es ist ferner anzumerken, dass auch
hES-Zellen im Verlauf ihrer Kultivierung kritische genetische
Verdnderungen erwerben kénnen [18], und auch fiir hES-Zellen
wurde gezeigt, dass verschiedene Linien sich mehr oder weni-
ger gut fiir die Differenzierung in bestimmte Zelltypen eignen
[19]. Es ist Aufgabe kiinftiger Forschungen zu kldren, ob die be-
obachteten genetischen und epigenetischen Besonderheiten
ein generelles Phdnomen von hiPS-Zellen sind, ob sie grund-
sédtzliche Unterschiede zu hES-Zellen begriinden und welche
Relevanz sie fiir die Nutzung dieser Zellen in In-vitro-Anwen-
dungen und fiir die regenerative Medizin haben.

Einsatz humaner pluripotenter Stammzellen
in Medizin und Forschung

1. Anwendungen fiir regenerative Zelltherapien
Eine wesentliche Eigenschaft pluripotenter Zellen ist die

Féhigkeit, sich in die verschiedenen Zelltypen des Korpers zu

entwickeln. Die seit der ersten Etablierung von hES-Zellen ver-

tretene Auffassung, aus diesen Zellen kiinftig Zellen oder Gewe-
be gewinnen und diese im Zuge von Gewebeersatztherapien in

Patienten transplantieren zu konnen, war und ist ein wesent-

liches Argument der Befiirworter der hES-Zell-Forschung; es

spielt auch heute vor allem in den USA in Debatten um die staat-
liche Forderung der hES-Zell-Forschung eine zentrale Rolle.

Die klinische Anwendung von aus hES-Zellen, aber auch von

aus hiPS-Zellen gewonnenen Zellderivaten ist aufgrund derzeit

noch ungel6ster Probleme eine komplexe Herausforderung:

1. Die Transplantation von hPS-Zell-Derivaten birgt das Risiko
der Bildung von Teratomen und mdoglicherweise Tumoren.
Dies wurde fiir hES-Zellen verschiedentlich im Tierexperi-
ment beobachtet. Beziiglich hiPS-Zellen wird in der Literatur
auch die Auffassung vertreten, dass diese ein gegeniiber hES-
Zellen sogar erhohtes Risiko zur Tumorbildung aufweisen
konnten [20].
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2. Die nach gegenwiértigen Protokollen aus hPS-Zellen gewon-
nenen (differenzierten) Zellen zeigen héufig keinen reifen,
sondern einen eher fotalen Phénotyp. Inwieweit die Zellen
nach Transplantation in vivo reifen und damit funktionsfihig
werden konnen, ist noch nicht abschlieflend geklért.

3. Die Frage, ob und inwieweit sich aus hPS-Zellen in vitro
differenzierte Zellen nach Transplantation {iberhaupt in
das Wirtsgewebe integrieren konnen und funktionsfdhige
Kontakte zu anderen Zellen im Gewebe aufnehmen oder an
die Blutversorgung angeschlossen werden kénnen, ist wenig
untersucht. Dies wére jedoch die Voraussetzung fiir thera-
peutische Effekte.

4. Aus hPS-Zellen differenzierte Zellen konnen derzeit in der
Regel noch nicht effizient in der notwendigen Menge und
Qualitdt hergestellt werden. Problematisch ist vor allem,
dass die hPS-Zell-Kultivierung sehr spezifische Bedingungen
erfordert, unter denen keine spontane Differenzierung auf-
treten, die Zellen ihre Pluripotenz bewahren und die gene-
tische und epigenetische Stabilitdt auch wéihrend langerer
Kulturzeiten erhalten bleiben sollten. Kritisch ist die oben
erwdhnte Akkumulation chromosomaler und subchromo-
somaler Verdnderungen im Verlaufe der Kultivierung, die
sowohl bei hES- als auch bei hiPS-Zellen beobachtet wurde.

5. Aus hES-Zellen abgeleitete Zellen werden vom Immunsy-
stem des Transplantatempfédngers als ,fremd“ erkannt und
abgestoflen. Folglich wdre nach Transplantation solcher
Zellen eine (lebenslange) Immunsuppression erforderlich.
Dieses Problem wurde fiir (autologe) hiPS-Zellen bislang
nicht gesehen, weil hier der Spender des Ausgangsmaterials
fiir die Herstellung der hiPS-Zellen gleichzeitig der Empfan-
ger des aus diesen Zellen hergestellten Transplantates wére.
Allerdings stehen dieser Annahme jiingste Ergebnisse aus
Mausstudien entgegen, in denen Teratome aus iPS-Zellen,
nicht aber aus ES-Zellen einer genetisch identischen Maus
vom Transplantatempfinger abgestofien wurden [21].

In den USA wurden nach teils langwierigen Genehmigungs-
verfahren bislang drei klinische Studien durch die zustdndige
Behorde, die U.S. Food and Drug Administration (FDA), bewil-
ligt, bei denen aus hES-Zellen abgeleitete Zellderivate fiir die
Therapie bislang unheilbarer Krankheiten (irreversible Ver-
letzungen des Riickenmarks, Makuladegeneration) eingesetzt
werden. Diese Entscheidungen der FDA wurden in der Fachof-
fentlichkeit aufgrund der oben genannten Probleme vielfach
kritisiert. Als problematisch wird vor allem die Tatsache ange-
sehen, dass préklinische Studien allein in Nagern erfolgten und
die Ergebnisse vor dem klinischen Einsatz nicht an gréfieren
Versuchstieren (z.B. Schweinen oder Primaten) iiberpriift wur-
den [22]. Einer weiteren klinischen Studie wurde in Siidkorea
bereits von der zustdndigen Ethik-Kommission zugestimmt, die
behordliche Genehmigung steht aber noch aus (Tab. 1).

Bei den bereits bewilligten Studien mit aus hES-Zellen gewon-
nenen Zellen geht es vor allem um Fragen nach der klinischen
Sicherheit der entsprechenden hES-Zell-Derivate und nach der
Tolerierung des Transplantates. Im Fall der von der Firma
Geron initiierten Studie zur Behandlung von subakuten Wir-
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belsdulenverletzungen wurde als sekundirer Endpunkt fiir den
Studienerfolg auch eine verbesserte neuromuskulédre Kontrolle
oder Sinnesempfindung im unteren Rumpf benannt. Im Falle
der der Firma Advanced Cell Technology genehmigten Studien
zur Makuladegeneration soll auch die Integration der transplan-
tierten Zellen in die Netzhaut bewertet werden. Humane indu-
zierte pluripotente Stammzellen werden gegenwiértig noch nicht
in klinischen Studien zur Gewebeersatztherapie erprobt.

2. Bedeutung fiir die Arzneimittelentwicklung und

Krankheitsmodellierung

Wihrend die zelltherapeutische Anwendung von hPS-Zellen
grofienteils noch hypothetischer Natur ist und klinische Studien
bislang nur vereinzelt durchgefiihrt werden, ist in den letzten
Jahren der potentielle Nutzen von hPS-Zellen in der pharmako-
logisch-toxikologischen Forschung und bei der Arzneimittelent-
wicklung in den Blickpunkt des Interesses geriickt. Hier sind es
vor allem drei Felder, in denen aus hPS-Zellen abgeleitete Zellen
eingesetzt werden konnen: fiir die Entwicklung von Screening-
Plattformen zur Identifizierung neuer Wirkstoffe, als Grundlage
fiir die Bereitstellung von In-vitro-Testsystemen zur moglichst
frithzeitigen Detektion unerwiinschter Nebenwirkungen wihrend
der Arzneimittelentwicklung und schliefilich zur Entwicklung von
humanspezifischen Zellmodellen, mit deren Hilfe Krankheiten auf
zelluldrer Ebene erforscht und Wirkstoffe gegen diese Krankheiten
entwickelt werden konnten (,krankheitsspezifische Zellmodelle®).

o Identifizierung neuer Wirkstoffe

Bei der Entwicklung neuer Arzneimittel spielen zelluldre
In-vitro-Testsysteme vor allem in der frithen Phase der Identi-
fizierung und Verifizierung von Wirkstoffen eine ausschlagge-
bende Rolle. Dabei werden Testsubstanzen {iblicherweise in
Hochdurchsatzverfahren beziiglich der gewiinschten Wirkung
auf ein pharmakologisches Ziel (,target”) getestet, beispiels-

weise auf die Bindung an einen Rezeptor oder hinsichtlich der
Aktivierung bzw. Hemmung eines Signalweges. Die als ,posi-
tiv“ identifizierten Substanzen werden dann in einer Reihe
weiterer In-vitro-Tests beziiglich ihrer Effizienz und Sicher-
heit untersucht. Auf diesem Weg wird die Zahl der geeignet
erscheinenden Substanzen weiter eingeengt, was letztlich zu
Arzneimittelkandidaten fiihrt.

Gegenwdrtig erfolgt das Screening meist unter Nutzung
immortalisierter tierischer und humaner (genetisch veridn-
derter) Zell-Linien. Testsysteme auf Basis solcher Zellen sind
zwar reproduzierbar, zuverldssig und relativ kostengiinstig,
jedoch weisen immortalisierte Zellen haufig Eigenschaften
auf, die nicht mit denen von priméiren Zellen iibereinstim-
men. Die Expression von Genen, die zur Modellierung des
spezifischen Stoffwechsel- oder Signalweges in diese Zellen
iibertragen werden miissen, erfolgt dann meist auf unphysi-
ologischem Niveau, und die héufig verwendeten tierischen
Zellen widerspiegeln die Stoffwechselsituation einer primiren
menschlichen Zelle und damit die Reaktion auf einen Wirk-
stoff im Menschen teilweise nur unzureichend. Es ist folglich
notwendig, auf humanen Zellen basierende hochdurchsatzfa-
hige Testsysteme zu entwickeln. Zwar sind einige menschliche
Zelltypen (beispielsweise Fett- oder Blutzellen) in grofer Zahl
verfiigbar, andere, pharmakologisch hochrelevante Zellen des
Menschen, wie Nerven-, Herz- oder Leberzellen, sind aber
weniger gut oder kaum zugédnglich. Diese Liicke konnten
hPS-Zellen aufgrund ihrer unbegrenzten Verfiigbarkeit und
der Mdglichkeit ihrer Differenzierung in diese spezialisierten
Zelltypen schliefSen.

Obwohl seit einigen Jahren grofie Hoffnungen beziiglich
der Nutzung von hPS-Zellen fiir die Identifizierung neuer
Wirkstoffe bestehen [23], ist die Zahl der derzeit veroffent-
lichten wissenschaftlichen Studien zu diesen Fragen noch
gering. Bisherige Arbeiten zielten vor allem auf die Identifizie-

Tab. 1. Bewilligte und beantragte klinische Studien unter Verwendung von aus hES-Zellen abgeleiteten Zelltypen (Stand: 31.07.2011)

Zelltyp Krankheit Phase Sponsor Status Bewilligt durch Zeitraum | Identifikations-
(beantragt bei) Nummer
Humane Subakute schwere | Phase | Geron bewilligt | US Food and Drug 10/2010- NCT01217008
Oligodendrozyten- Riickenmarks- Corporation Administration, FDA 10/2012
Vorlauferzellen verletzung (Geron)
(GRNOPC1)
Humane Retina- Morbus Stargard | Phase I/l | Advanced Cell | bewilligt | US Food and Drug 04/2011- NCT01345006
Pigmentepithel-Zellen | (juvenile Makula- Technology Inc. Administration, FDA 09/2013
(MA09-hRPE) Degeneration) (ACT)
Humane Retina- Altersbedingte Phase I/1l | Advanced Cell | bewilligt | US Food and Drug 04/2011- NCT01344993
Pigmentepithel-Zellen | (trockene) Maku- Technology Inc. Administration, FDA 07/2013
(MAO09-hRPE) la-Degeneratipn (ACT)
Humane Retina- Morbus Stargard | Phase I/1l | Advanced Cell | beantragt | (Medicines and
Pigmentepithel-Zellen | (juvenile Makula- Technology Inc. Healthcare products
(MA09-hRPE) Degeneration) (ACT) Regulatory Agency,
MHRA,
Grofbritannien)
Humane Retina- Morbus Stargard | Phase I/ll | CHA Bio & beantragt | (Korean Food and
Pigmentepithel-Zellen | (juvenile Makula- Diostech Co., Drug Administration,
Degeneration) Ltd. KFDA)
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rung von kleinen Molekiilen im Hochdurchsatzverfahren, die
die Differenzierung pluripotenter Stammzellen in bestimmte
Typen spezialisierter Zellen induzieren bzw. verstdrken oder
die Selbsterneuerung bzw. die Aufrechterhaltung der Pluri-
potenz von hES-Zellen in Kultur verstdrken [24-27]. In einer
kiirzlich publizierten Studie wurde zudem unter Nutzung von
aus Maus-ES-Zellen abgeleiteten Neuronen durch Screening
von immerhin zwei Millionen Substanzen eine Reihe von
Molekiilen identifiziert, die die Aktivitdt eines spezifischen
Glutamat-Rezeptors (sog. AMPA-Rezeptor) in Neuronen des
Zentralnervensystems positiv modulierten [28]. Die Modulati-
on der Aktivitdt derartiger Rezeptoren konnte fiir die Entwick-
lung von Medikamenten gegen Erkrankungen des Zentralner-
vensystems, die hdufig mit einer Verminderung der geistigen
Fihigkeiten einhergehen, bedeutsam sein. Die Uberpriifung
der Ergebnisse an Neuronen, die aus hES-Zellen gewonnen
worden waren, zeigte allerdings, dass nur ca. 80% der iden-
tifizierten Substanzen auch auf menschliche Zellen wirksam
waren, teils in unterschiedlichem Mafie als in Mauszellen. Die
Autoren schlussfolgerten u. a., dass zur Uberwindung solcher
spezies-spezifischer Unterschiede die Nutzung von aus hPS-
Zellen abgeleiteten Zellen fiir derartige Analysen von grofiem
Nutzen wire.

e Einsatz in der Pharmakologie und Toxikologie

In deutlich grofierem Umfang liegen derzeit Studien vor, in
denen aus hES-Zellen abgeleitete Zellen beziiglich ihrer Eig-
nung fiir die Uberpriifung von Arzneimittelnebenwirkungen
untersucht wurden [29]. Die Nutzung von Zellmodellen tie-
rischen Ursprungs zur Priifung derartiger Nebenwirkungen
ist u.a. deswegen problematisch, weil unerwartete toxische
Effekte, die spezifisch in menschlichen Zellen auftreten, von
Testsystemen, die auf tierischen Zellen beruhen, oft nicht
erfasst werden. Addquate menschliche Zellmodelle stehen
héufig nicht zur Verfiigung. Damit besteht die Gefahr, dass
nicht vorhersagbare Nebenwirkungen auf zelluldrer Ebene erst
in spdten Phasen der Wirkstoffentwicklung erkannt werden.
Das Auftreten solcher unerwarteter toxischer Nebenwirkun-
gen erst in der klinischen Priifung ist ein Grund dafiir, dass
die (zeit- und kostenintensive) Entwicklung von Arzneimitteln
héufig relativ spat abgebrochen werden muss. Insbesondere
unerwartete Nebenwirkungen am Herzen waren in der Ver-
gangenheit auch die Ursache dafiir, dass Medikamente auf der
Basis von Wirkstoffen wie Cisaprid, Droperidol oder Rofecoxib
(Vioxx) nach ihrer Zulassung wieder vom Markt genommen
werden mussten. Allein Vioxx war vor der Riicknahme an 80
Millionen Patienten verschrieben worden [30]. Von der Nut-
zung aus hPS-Zellen abgeleiteter Zellen verspricht man sich
eine deutlich frithere Erkennung toxischer Nebenwirkungen
von Wirkstoffen auf menschliche Zellen, als dies mit den
derzeit genutzten Testsystemen moglich ist. Medikamente
konnten schneller und effizienter entwickelt und die Sicher-
heit von Probanden in klinischen Studien sowie von Patienten
deutlich erhéht werden.

Mittlerweile wurden aus hES-Zellen abgeleitete speziali-
sierte Zellen in verschiedenen Studien verwendet, in denen
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die Wirkung von Arzneimitteln und (potentiellen) Toxinen
auf menschliche Gewebe und deren Entwicklung untersucht
wurde. Hierbei wurde beispielsweise nachgewiesen, dass
bestimmte Substanzen mit bekannter embryotoxischer Wir-
kung negative Effekte auf die Lebens- und Differenzierungs-
fahigkeit von hES-Zellen ausiiben und dass dieses Zellmodell
prinzipiell geeignet ist, embryotoxische Wirkungen auf den
Menschen nachzuweisen [31]. Zudem wurde gezeigt, dass
bestimmte entwicklungstoxische Substanzen negative Effekte
in ES-Zellen des Menschen, nicht aber in ES-Zellen der Maus
verursachten, was die Notwendigkeit der Entwicklung human-
spezifischer Testsysteme unterstreicht [32]. Auch die Einfliisse
von Substanzen mit toxischen Wirkungen am Herzen bzw.
mit Nebenwirkungen auf die Elektrophysiologie des Herzens
konnte in zahlreichen Studien unter Nutzung von hES-Zellen
gezeigt werden [33]. Aus menschlichen pluripotenten Stamm-
zellen gewonnene Herzzellen weisen derzeit zwar einen noch
unreifen Phinotyp auf, jedoch gleichen sie in ihren elek-
trophysiologischen Eigenschaften in vieler Hinsicht bereits
reifen Kardiomyocyten und sind folglich fiir In-vitro-Unter-
suchungen von Arzneimittel(neben)wirkungen am Herzen
prinzipiell gut geeignet [34]. Auch an neuralen Zellsystemen,
die aus hES-Zellen gewonnen wurden, wurde bereits gezeigt,
dass mit ihnen spezifische Wirkungen (potentiell) neuro-
toxischer Stoffe auf die Funktionalitdt menschlicher neuraler
Netzwerke untersucht werden kénnen [35]. Bei den gegenwir-
tig vorliegenden Untersuchungen handelt es sich derzeit noch
um Pilotstudien, die jedoch das Potential von hPS-Zellen in
der sicherheitspharmakologischen Testung von Arzneistoffen
deutlich unterstreichen.

Das stark gestiegene Interesse der pharmazeutischen
Industrie an der Nutzung von pluripotenten Stammzellen
des Menschen wurde in einer Studie aus dem Jahr 2009
gezeigt. Bereits zu diesem Zeitpunkt waren in 14 der 20 grofs-
ten pharmazeutischen Unternehmen Stammzellen zu For-
schungszwecken verwendet worden, und 64% dieser Unter-
nehmen nutzten hES-Zellen [36]. Das gestiegene Interesse
der pharmazeutischen Industrie an humanen pluripotenten
Stammzellen manifestiert sich auch in einer Reihe von Koo-
perationsvereinbarungen zwischen der Industrie und For-
schungseinrichtungen, wie sie beispielsweise in der Griindung
des Konsortiums Stem Cells for Safer Medicine (SC4SM) ihren
Ausdruck fand [37]. Firmen wie Cellular Dynamics Internatio-
nal oder Geron Corp. stellen bereits aus hPS-Zellen differen-
zierte menschliche Zellderivate, wie z. B. Kardiomyocyten, fiir
die Wirkstoffentwicklung und Pharmakologie-Toxikologie zur
Verfiigung.

Allerdings sind beim Einsatz von hPS-Zellen zur Entwick-
lung und Testung von Medikamenten noch einige Hiirden zu
iiberwinden. So besteht die Notwendigkeit, grofSe Zellmengen
in reproduzierbarer Qualitét bereitzustellen. Die Bereitstellung
preiswerter synthetischer Kulturmedien, die Notwendigkeit der
Kultivierung der Zellen auf Matrizes sowie die Erforderlichkeit
der Entwicklung von Zell-Zell-Kontakten zwischen in vitro kul-
tivierten Zellen sind erst im Ansatz geldste Schliisselprobleme.
Mittlerweile stehen (allerdings noch kostenintensive) definierte
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Medien zur feeder cell-freien Kultivierung von hES-Zellen zur
Verfiigung, beispielsweise mTeSR [38], und die Eignung ver-
schiedener synthetischer Matrizes fiir die Kultivierung von
hES-Zellen ist belegt. Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass die
Kultivierung von hES-Zellen als Einzelzellen durch Zugabe
eines Inhibitors der Rho-assoziierten Kinase (ROCK) moglich
ist [39]. Ein weiterer Schritt zur Gewinnung grofier Zellmengen
ist die Entwicklung von Verfahren zur Massenkultivierung von
hPS-Zellen oder zur Kultivierung in Bioreaktoren [40, 41]. So
wurden bereits Verfahren zur Differenzierung von hES-Zellen
in Suspensionskultur bzw. in Bioreaktoren entwickelt, beispiels-
weise zu entodermalen und kardialen Zellen [42, 43].

Ferner miissen auch fiir den Einsatz von hPS-Zellen fiir
die pharmakologisch-toxikologische Testung effiziente und
reproduzierbare Differenzierungsverfahren entwickelt wer-
den, die zu reifen und funktionalen Zellen fiithren. Dies ist fiir
bestimmte Zelltypen des Zentralnervensystems bereits gut
gelungen. Dagegen weisen aus hPS-Zellen differenzierte Herz-
zellen bislang in der Regel einen Phinotyp auf, der dem von
Herzzellen 16 Wochen alter menschlicher Foten entspricht.
Zwar sind aufgrund der Pridsenz wesentlicher Ionenkané-
le diese Zellen fiir pharmakologisch-toxikologische Unter-
suchungen grundsétzlich geeignet, jedoch weisen sie gegen-
iiber primdren Herzzellen des Menschen einige Defizite auf,

Tab. 2. Ubersicht Giber krankheitsspezifische hES-Zell-Linien (Stand: Juli 2011). Insgesamt wurden bislang 179 hES-Zell-Linien fiir 42 erblich be-
dingte Erkrankungen des Menschen in der Literatur beschrieben. Spezifische Formen einzelner Erkrankungen sind hier teils zusammengefasst.

Primiér Betroffenes Organ(system)

Erblich bedingte Krankheit

Zahl der Zell-Linien

Auge Okularer Albinismus

Blut o-Thalassamie
B-Thalasséamie
Fanconi-Anémie
Hamophilie (A und B)
Sichelzellanamie

=N = NN

Leber Morbus Gaucher

—_

Nervensystem
Fabry-Syndrom

Neurofibromatose Typ 1

Tuberdse Sklerose

Charcot-Marie-Tooth-Krankheit Typ 1A (CMT1A)

Huntingtonsche Krankheit (HD)
Infantile Neuroaxonale Dystrophie

Pelizaeus-Merzbacher-Krankheit (PMLD)
Spastische Paraplegie Typ 4

Spinale Muskelatrophie (verschiedene Typen)
Spinozerebelldre Ataxien (Typen 2 und 7)
Torsionsdystonie (DYT1 und TOR1A)

=

Niere Alport-Syndrom

Polyzystisches Nierensyndrom

= N | BFN O = = © = 0N

Stiitzsystem
Marfan-Syndrom (MFS)

Multiple Exostose Typ 2

Fazioskapulohumerale Muskeldystrophie
Muskeldystrophien (verschiedene Typen)
Myotone Dystrophie (Typl und II) 1

Myotubulére Myopathie (MTM)
Osteogenesis imperfecta Typ 1 (Glasknochenkrankheit)

—_

—_
— NN = W &~ O

Verdauungssystem

Familidare adenomatdse Polyposis (FAP)

Tumorerkrankungen

Wilms-Tumor

Multiple endokrine Neoplasien (Typen 1 und 2)
Familiarer Brustkrebs (BRCA1 und BRCA2)
Von Hippel-Lindau-Syndrom

- W N O | w

Weitere Adrenoleukodystrophie

Sandhoff-Krankheit

Zystische Fibrose

Androgenresistenz (AIS)
Bloch-Sulzberger-Syndrom
Fragiles X-Syndrom (FX)
Multiples Pterygium-Syndrom
Saethre-Chotzen-Syndrom

Treacher-Collins-Franceschetti-Syndrom (TCOF)
Van Waardenburg-Syndrom (WS)

S N W = = Ol =N =

N
—_

42 Erbkrankheiten

Insgesamt

179 Zell-Linien
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beispielsweise hinsichtlich ihres relativ geringen Ruhemem-
branpotentials oder der geringeren Amplitude ihrer Aktions-
potentiale. Sie gleichen also noch nicht in allen wesentlichen
Aspekten den Zellen aus dem Herzen eines erwachsenen
Menschen, was fiir die Untersuchung vieler Fragestellungen
wiinschenswert wire. Studien, in denen auf hPS-Zellen basie-
rende In-vitro-Testsysteme mit bislang genutzten Zellsystemen
hinsichtlich ihrer Vorhersagekraft fiir Herznebenwirkungen
umfassend verglichen wurden, liegen derzeit noch nicht vor
[44]. Auch aus hPS-Zellen differenzierte Leberzellen produ-
zieren wesentliche Enzyme, die beispielsweise an der Meta-
bolisierung von Arzneistoffen beteiligt sind, in deutlich gerin-
gerem Mafle als primére Leberzellen des Menschen [45]. Hier
miissen die entsprechenden Differenzierungsprotokolle weiter
optimiert werden. Voraussetzung dafiir ist die Vertiefung des
Verstdndnisses fiir die bei der Zellentwicklung und -reifung
natiirlicherweise im Korper ablaufenden Prozesse, so dass
diese in vitro nachgebildet werden kénnen.

o Modellierung humaner Erkrankungen

Ein weiteres vielversprechendes Anwendungsfeld fiir hPS-
Zellen ist die Erforschung von Erkrankungen des Menschen.
Hier konnen pathologische Vorgidnge auf molekularer und zel-
luldrer Ebene besser verstanden, potentielle targets fiir Medi-
kamente, die spezifisch auf erkrankte Zellen wirken, identi-
fiziert und daraus neue Therapieansitze entwickelt werden.
Zellmodelle fiir zahlreiche monogenetische Erkrankungen
sind in der Vergangenheit unter Nutzung von hES-Zell-Linien
erstellt worden, die aus Embryonen mit einem entsprechenden
genetischen Defekt abgeleitet wurden. Solche Zellmodelle
erlauben es, die Auswirkungen des betreffenden Gendefektes
auf zelluldre Prozesse in der frithen Embryonalentwicklung
zu untersuchen, und ermdoglichen - nach Differenzierung in
die von der Krankheit betroffenen Zelltypen - die Aufkldrung
pathologischer Prozesse auf zelluldrer Ebene [46]. Die Einfuhr
fast aller dieser hES-Zell-Linien nach Deutschland ist nach
dem Stammzellgesetz nicht gestattet, weil sie aus Embryo-
nen stammen, die infolge des Ergebnisses einer PID fiir die
Forschung gespendet wurden. Die Tatsache, dass bislang
nahezu 180 hES-Zell-Linien fiir wenigstens 42 verschiedene
monogenetische Krankheiten etabliert wurden, unterstreicht
jedoch das grofie Interesse der internationalen Forschung an
derartigen Zell-Linien (Tab. 2).

Da krankheitsspezifische hES-Zell-Linien von Embryonen
stammen, bei denen in der Regel ein monogenetischer Defekt
diagnostiziert wurde, kann unter Nutzung dieser Linien nur
eine begrenzte Anzahl menschlicher Krankheiten modelliert
werden. Dagegen konnen hiPS-Zellen theoretisch von Men-
schen mit jedweder Erkrankung abgeleitet und so Zellmodelle
fiir Krankheiten erstellt werden, die beispielsweise polygenen
Ursprungs sind, deren Pathogenese wenig verstanden oder
deren Ursachen ginzlich unbekannt sind. Bislang (Juni 2011)
wurden aus Zellmaterial entsprechender Patienten zahlreiche
hiPS-Zell-Linien gewonnen, die fiir 42 Erkrankungen des Men-
schen spezifisch sind und deren Phidnotyp nach Differenzierung
tatsdchlich bestimmte Merkmale der entsprechenden Erkran-
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kung auf zelluldrer Ebene widerspiegelte (Tab. 3). Beispielhaft
fiir hiPS-Zellen mit Spezifitat fiir Erkrankungen des Herzens
seien Zell-Linien fiir erblich bedingte Formen des sogenann-
ten Long-QT-Syndroms (LQT-Syndrom) genannt. Beim LQT-
Syndrom handelt es sich um eine schwerwiegende Erkrankung
des Herzens, die zum Teil genetisch bedingt ist und zu lebens-
bedrohlichen Herzrhythmusstérungen fithren kann. Charak-
teristikum des LQT-Syndroms ist eine verldngerte Repolarisa-
tionsphase des Herzmuskels, die im Elektrokardiogramm als
verldngertes QT-Intervall sichtbar ist. In wenigstens vier Studien
wurde bislang die Etablierung von hiPS-Zellen aus Patienten
mit verschiedenen Formen des LQT-Syndroms beschrieben
[47-50]. Diese Zell-Linien konnten zu Herzzellen differenziert
werden, die den fiir das LQT-Syndrom krankheitsspezifischen
Phinotyp aufwiesen (beispielsweise eine verldngerte Repolari-
sationsphase oder eine verdnderte Reaktion auf bestimmte her-
zwirksame Substanzen). Diese Zellen bilden folglich die an den
entsprechenden Patienten beobachteten Phdnomene bereits
in vitro gut ab. Derartige Ergebnisse begriinden die Hoffnung,
auf krankheitsspezifischen hiPS-Zellen beruhende Zellmodelle
kiinftig als In-vitro-Modelle bei der Entwicklung neuer Arznei-
mittel, aber auch fiir die Bestimmung eines individuellen Arz-
neimittelrisikos routineméfig einsetzen zu kénnen.

Ob hiPS-Zellen allerdings in jedem Fall das beste Modell
fiir (erblich bedingte) Erkrankungen des Menschen darstellen,
ist zu hinterfragen. So wurden in einer im Jahr 2010 publi-
zierten Studie Zellmodelle fiir das Fragile X-Syndrom, die auf
hES- oder hiPS-Zellen basierten, beziiglich ihrer Aussagekraft
fiir diese Erkrankung verglichen [51]. Das Fragile X-Syndrom
(FXS) ist die hdufigste Ursache fiir erblich bedingte mentale
Retardation und wird durch fehlende Expression des FMR1-
Gens (Fragile X Mental Retardation 1) verursacht. In den mei-
sten Fillen geht die fehlende Genexpression mit einer Hyper-
methylierung des FMR1-Locus im Genom des betroffenen
Patienten einher. Fiir FXS existieren schon seit mehreren Jah-
ren auf hES-Zell-Linien basierende Zell-Modelle. Diese stam-
men von hES-Zellen aus Embryonen ab, die nach einer PID
gewonnen wurden. Die vergleichende Untersuchung dieser
FXS-hES-Zellen mit entsprechenden krankheitsspezifischen
hiPS-Zellen, die aus von FXS betroffenen Patienten abgeleitet
worden waren, zeigte, dass offenbar Unterschiede zwischen
der Féhigkeit beider Zelltypen bestehen, bestimmte Aspekte
der Erkrankung in vitro nachzubilden. Wahrend ndmlich FXS-
hES-Zellen im undifferenzierten Zustand das kritische FMR1-
Gen noch exprimieren und die fiir die Erkrankung ursédchliche
Abschaltung des Gens erst im Verlauf der Differenzierung
eintritt, exprimierten aus drei FXS-Patienten hergestellte hiPS-
Zell-Linien das Gen bereits im undifferenzierten Zustand
nicht mehr. In diesen hiPS-Zellen war der betroffene Locus -
vermutlich aufgrund einer hohen Resistenz gegen den Repro-
grammierungsprozess - nicht demethyliert worden. Prozesse,
die zur Abschaltung der Expression des FMR1-Gens fiihren,
konnen folglich an diesen hiPS-Zellen nicht untersucht wer-
den. Insofern scheint es im jetzigen Stadium der Forschung
geboten, die Eigenschaften der jeweiligen hiPS- und hES-Zell-
Linien miteinander zu vergleichen.
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Die Forschung an humanen pluripotenten Stammzellen
in Deutschland im internationalen Vergleich

Die Verwendung humaner embryonaler Stammzellen fiir
die Forschung wird in Deutschland durch das Stammzellgesetz
(StZG) geregelt, das im April 2002 vom Bundestag beschlos-
sen wurde und im Juli 2002 in Kraft trat [52]. Es sieht vor, dass
hES-Zellen ausschliefilich fiir Forschungsarbeiten verwendet
werden diirfen, die hochrangigen Zielsetzungen in der Grundla-
genforschung bzw. der , Erweiterung medizinischer Kenntnisse
bei der Entwicklung diagnostischer, préventiver oder thera-

peutischer Verfahren zur Anwendung bei Menschen“ dienen.
Zudem miissen die Forschungsfragen ,so weit wie moglich”
vorgekldrt sein; es muss ferner wissenschaftlich begriindet
dargelegt sein, dass die Forschungsziele nur mit hES-Zellen
erreicht werden konnen. Das Stammzellgesetz wurde im August
2008 novelliert: Wahrend die urspriingliche Regelung vorsah,
dass nur hES-Zell-Linien eingefiihrt und verwendet werden
diirfen, die vor dem 01.01.2002 abgeleitet wurden, wurde dieses
Datum mit der Novellierung des Stammzellgesetzes auf den
01.05.2007 verlegt [53]. Zudem wurden Klarstellungen beziiglich

Tab. 3. Ubersicht iiber krankheitsspezifische hiPS-Zell-Linien (Stand: Juli 2011). Insgesamt wurden bislang wenigstens 466 hiPS-Zell-Linien aus
Patienten mit 42 Erkrankungen in 45 Studien beschrieben, wobei fiir mehrere Krankheiten hiPS-Zell-Linien fir verschiedene Unterformen der jewei-

ligen Erkrankung etabliert wurden (hier nicht weiter spezifiziert).

Primir betroffenes | Krankheit Zahl der Zahl der hiPS-Zell-Linien
Organ(system) Studien
Auge Gyrat-Atrophie 1 6
Retinitis Pigmentosa 1 wenigstens 5
Blutsystem B-Thalassamie 1 20
Chronische Granulomatose 1 4
Fanconi-Anamie 1 17
Sichelzellandmie 1 26
Haut Dyskeratosis congenita 1 18
Epidermolysis bullosa dystrophica (EBD) 2 9
Sklerodermie 1 3
Herz-Kreislauf-Sy- Dilatative Kardiomyopathie und kardialer Reizleitungsdefekt 1 2
stem Leopard-Syndrom 1 6
Long-QT-Syndrom (verschiedene Typen) 4 wenigstens 24
Immunsystem ADA-SCID 1 2
Schwere kombinierte Inmundefekte (SCID, Omenn-Syndrom) 1 wenigstens 1
Leber o-1-Antitrypsin-Defizienz 2 82
Crigler-Najjar-Syndrom 1 3
Familiare Hypercholesterinamie 1 3
Glykogenspeicherkrankheit Typ | (von-Gierke-Krankheit) 2 3
Morbus Gaucher 1 2
Tyrosindmie Typ 1 1 3
Nervensystem Schizophrenie 1 wenigstens 7
Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) 2 wenigstens 7
Morbus Parkinson 4 30
Spinale Muskelatrophie (SMA) 1 2
Rett-Syndrom 2 43
Familiare Dysautonomie 1 4
Friedreich-Ataxia 2 wenigstens 4
Chorea Huntington 2 wenigstens 4
Adrenoleukodystrophie (X-ALD) 1 3
Pankreas Diabetes mellitus 2 8
Stiitzapparat Knorpel-Haar-Dysplasie 1 wenigstens 1
Muskeldystrophie (verschiedene Typen) 1 13
Weitere Angelman-Syndrom 1 4
Atypisches Werner-Syndrom 1 2
Down-Syndrom 1 5
Fragiles X-Syndrom 1 11
Hutchinson-Gilford-Syndrom (Progerie) 3 13
Lesch-Nyhan-Syndrom 1 2
Mukopolysaccharidose 2 wenigstens 7
Prader-Willi-Syndrom 2 13
Shwachman-Bodian-Diamond-Syndrom 1 3
Zystische Fibrose 1 41
Insgesamt 42 Erkrankungen 45 Studien wenigstens 466 hiPS-Zell-Linien
460 Naturwissenschaftliche Rundschau | 64. Jahrgang, Heft 9, 2011



Loser, Hanke, Wobus: Humane pluripotente Stammzellen

Genehmigungszahl
1-2
34
5-6
7-8
M 910
| m 112
) f | 1314
bE | 15-16
" | 1719
B 20 und mehr

(=}

I_: y

Abb. 2. Humane embryonale Stammzellforschung in Deutschland. Re-
gionale Verteilung der nach dem Stammzellgesetz genehmigten For-
schungsvorhaben (Stand: 31.07.2011). Die Zahl der Forschungsvorha-
ben unter Nutzung von hES-Zellen ist jeweils in den Kreisen angegeben.

des Geltungsbereiches des Stammzellgesetzes getroffen, durch

die mogliche Rechtsunsicherheiten fiir deutsche Forscher aus-

gerdumt wurden, beispielsweise bei Arbeiten mit hES-Zellen
wihrend eines Auslandsaufenthaltes oder bei Kooperationen
mit ausldndischen Wissenschaftlern.

Genehmigungsbehorde fiir Antrage auf Einfuhr und Ver-
wendung von hES-Zellen ist das Robert Koch-Institut (RKI),
das vor der Entscheidung iiber entsprechende Antrége eine
Stellungnahme der Zentralen Ethik-Kommission fiir Stamm-
zellenforschung (ZES) einholt. Bislang (31.07.2011) hat das
RKI 67 Genehmigungen zur Einfuhr und/oder Verwendung
von hES-Zellen erteilt. Derzeit arbeiten 52 Arbeitsgruppen
in 38 wissenschaftlichen Einrichtungen bzw. Unternehmen
in 14 Bundesldndern an entsprechenden Forschungsvorha-
ben. Die meisten der Genehmigungen ergingen an Forscher
oder Einrichtungen in Nordrhein-Westfalen, wo derzeit 12
Forschungsgruppen an 10 Einrichtungen 22 Genehmigungen
zur Einfuhr und/oder Verwendung von hES-Zellen haben.
Weitere Standorte der hES-Zell-Forschung in Deutschland
finden sich vor allem in Berlin, Niedersachsen und Baden-
Wiirttemberg (Abb. 2).

Die wesentlichen Inhalte der in Deutschland genehmigten
Forschungsvorhaben unter Verwendung von hES-Zellen sind
in einem oOffentlichen Register aufgefiihrt [54]. Danach sind
die genehmigten Forschungsarbeiten auf thematische Schwer-
punkte gerichtet, die auch international im Focus stehen, wie
z.B.:

1. Optimierung von Kulturbedingungen fiir hES-Zellen sowie
Etablierung von Methoden zu ihrer genetischen Modifika-
tion;

2. Untersuchung der Regulation von Pluripotenz und Charakte-
risierung daran beteiligter Molekiile und Signalkaskaden;
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3. Differenzierung von hES-Zellen in spezialisierte Zelltypen,
beispielsweise neurale, kardiale und pankreatische Zellen
sowie Leber- und Blutzellen;

4. vergleichende Untersuchungen zwischen hES-Zellen und
hiPS-Zellen sowie anderen potentiell pluripotenten Zellen
wie spermatogonialen Stammzellen.

Die Arbeiten zur Reprogrammierung von adulten Korper-
zellen in pluripotente Stammzellen durch die Einfiihrung von
mit Pluripotenz assoziierten Genen haben auch ganz neue
Reprogrammierungsstrategien erdffnet: So wird international
und auch in Deutschland intensiv an ,partieller Reprogram-
mierung” zur Multipotenz (Dedifferenzierung) oder an der
Transkriptionsfaktor-basierten ,Transdifferenzierung“ von
somatischen Zellen in einen Zelltyp einer anderen Linie
unter Umgehung des pluripotenten Stadiums gearbeitet [55].
Letzteres ist in der internationalen Forschung jlingst auch
fiir humane Zellen gelungen, so beispielsweise durch direkte
Reprogrammierung humaner Hautzellen in Neuronen oder
Blutzellen [56-57].

Ebenso richten sich die Anstrengungen deutscher For-
schergruppen auch verstirkt auf die Entwicklung von In-vitro-
Zellkultursystemen auf Grundlage von hES-Zell-abgeleiteten
Zellen, die kiinftig in der Pharmakologie-Toxikologie genutzt
werden sollen. Damit folgt auch die deutsche Forschung dem
international zu beobachtenden Trend einer Verschiebung der
Schwerpunkte in der Zielsetzung der hES-Zell-Forschung hin
zu Nutzungsoptionen in der pharmakologisch-toxikologischen
Forschung.

Das Register der vom RKI genehmigten Forschungsvorhaben
dokumentiert, dass seit 2008 die Forschungsaktivititen mit
hES-Zellen in Deutschland zugenommen haben (Abb. 3). Die
Griinde dafiir konnen vielfiltig sein. Beispielsweise kdnnte die
Novellierung des Stammzellgesetzes, die sich deutlich abzeich-
nenden Nutzungsoptionen fiir hES-Zellen in der Pharmakolo-
gie-Toxikologie und/oder das gestiegene Interesse an der Erfor-
schung der induzierten Pluripotenz an Zellen des Menschen
dazu beigetragen haben. Im Vergleich mit den auf dem Gebiet
der hES-Zell-Forschung fiihrenden Lindern ist der Umfang der
deutschen Forschung mit hES-Zellen jedoch auch weiterhin
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Abb. 3. Anzahl der Genehmigungen zur Einfuhr und/oder Verwendung
von hES-Zellen. Erfasst sind alle Forschungsvorhaben, fiir deren Durch-
fuhrung seit 2002 eine Genehmigung nach dem Stammzellgesetz vom
Robert Koch-Institut erteilt wurde. Gezeigt sind die Anzahl der Genehmi-
gungen fir das jeweilige Jahr (hellgrau) sowie die Gesamtzahl der bis zu
diesem Jahr erteilten Genehmigungen (dunkelgrau) (Stand: 31.07.2011).
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Abb. 4. Stammzellforschung im internationalen Vergleich. Gezeigt ist die Anzahl der in englischsprachigen Wissenschaftsjournalen veréffentlichten
Originalarbeiten zu hES-Zellen im Zeitraum von 2000 bis 2010 (a) bzw. zu hiPS-Zellen von 2007 bis 2010 (b). MaRgeblich firr die Zuordnung einer
Publikation zu einem Land ist die Adresse des verantwortlichen Autors (corresponding author). In (a) sind nur die 15 nach Publikationszahlen fiihren-

den Lander enthalten. Aktualisiert und erganzt nach [3].

als eher gering einzuschétzen. Bis Ende 2010 lagen lediglich
34 Originalpublikationen von in Deutschland tdtigen Wissen-
schaftlern zu hES-Zellen in englischsprachigen Fachzeitschrif-
ten vor. Dies ist ein Anteil von weniger als 2% an der gesamten
internationalen Forschungsleistung auf diesem Gebiet (Abb.
4a). Zu erwihnen ist, dass 30 dieser 34 Publikationen (88,2%)
von Arbeitsgruppen an lediglich vier Institutionen in Berlin,
Bonn, Ko6ln und Miinster stammen, die damit fiir den Grofsteil
des international sichtbaren deutschen Beitrags zur hES-Zell-
Forschung verantwortlich zeichnen.

Uber die Griinde fiir dieses im internationalen Vergleich
nur mifiige Engagement der deutschen Wissenschaft auf dem
Gebiet der hES-Zell-Forschung kann nur spekuliert werden.
Die Ursachen fiir den offensichtlichen Vorsprung anderer
Nationen auf dem Gebiet der hES-Zell-Forschung kénnten in
der fritheren Verfiigbarkeit von hES-Zellen fiir die Forschung
und dem damit verbundenen Wissens- und Erfahrungsvor-
sprung sowie in einem leichteren Zugang zu hES-Zellen liegen.
Eine weitere Ursache konnte die offenkundige Zuriickhaltung
bei der offentlichen Férderung dieser Forschung sein. Aus der
Antwort auf eine parlamentarische Anfrage an die Bundes-
regierung vom April 2011 geht hervor, dass derzeit laufende
Projekte unter Verwendung von hES-Zellen (Zeitraum 2008
bis 2013) vom Bundesministerium fiir Bildung und Forschung
mit 3,8 Millionen Euro geférdert werden. In der Antwort wird
iiberdies explizit darauf hingewiesen, dass in keinem der
geforderten Projekte ausschlieSlich hES-Zellen, sondern stets
auch andere Zelltypen wie beispielsweise hiPS-Zellen oder
adulte Stammzellen verwendet werden. Im selben Zeitraum
werden Projekte, in denen ausschliefilich adulte Stammzellen
verwendet werden, mit ca. 48,3 Millionen Euro gefordert [58].
Von der Deutschen Forschungsgemeinschaft (DFG) wurden
zwischen 2002 und 2009 insgesamt ca. 5,1 Millionen Euro
fiir Forschungsprojekte an hES-Zellen bewilligt [59]. Zum
Vergleich: Obwohl die staatliche Férderung der hES-Zell-
Forschung auch in den USA kontrovers diskutiert wird, wurden
von den National Institutes of Health (NIH) zwischen 2002
und 2009 insgesamt ca. 404 Millionen $ fiir diese Forschung
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bereitgestellt [60]. Hinzu kommt die Férderung der Forschung
an hES-Zellen durch die US-Bundesstaaten, die in den letz-
ten Jahren kontinuierlich zugenommen hat und zwischen
2007 und 2009 die Forderung mit NIH-Mitteln teilweise sogar
iiberstieg [61]. Allein das California Institute for Regenerative
Medicine (CIRM) hat seit 2006 insgesamt 428 Millionen $ fiir
Forschungsprojekte mit hES-Zellen im Bundesstaat Kalifor-
nien bewilligt [62].

Ein weiterer Grund fiir die verhaltene Forschung an hES-
Zellen in Deutschland konnte auch in der Unsicherheit {iber
kiinftige gesetzliche Rahmenbedingungen fiir die Forschung
mit hES-Zellen liegen. So gab es im Rahmen der Novellierung
des Stammzellgesetzes auch Bestrebungen, die hES-Zell-For-
schung in Deutschland vollstindig zu verbieten [63]. Hinzu-
kommen konnten, insbesondere bei Forschern im medizi-
nischen Bereich, Unsicherheiten iiber die Moglichkeiten einer
kiinftigen klinischen Anwendung von hES-Zell-Derivaten in
Deutschland. Wie bereits erwdhnt, wird im Stammzellgesetz
die Einfuhr und Verwendung von hES-Zellen ausdriicklich
auf Forschungszwecke beschrdnkt, wobei die genutzten hES-
Zellen sowie die Forschungsvorhaben den im Stammzellgesetz
formulierten Voraussetzungen entsprechen miissen. Klinische
Studien, in deren Rahmen beispielsweise aus hES-Zellen abge-
leitete Zellen in Patienten transplantiert und auf diesem Wege
hochrangige Erkenntnisse gewonnen werden sollen, wéren als
Forschungsvorhaben nach dem Stammzellgesetz grundsitz-
lich genehmigungsfahig. Voraussetzung fiir die Genehmigung
derartiger Studien wiére auch die Einhaltung der betreffenden
arzneimittelrechtlichen Regelungen. Auch die Verwendung von
hES-Zellen und ihren Derivaten fiir die Erforschung neuer Arz-
neimittel ist im Rahmen der derzeitigen Gesetzeslage grund-
sdtzlich genehmigungsfahig, sofern das jeweilige Forschungs-
vorhaben die weiteren Voraussetzungen des Stammzellgesetzes
erfiillt. Ob diese Forschungen an 6ffentlichen Institutionen oder
in privaten Unternehmen durchgefiihrt werden, ist nach dem
Stammzellgesetz unerheblich.

Auch offene Fragen nach der Verwertbarkeit von For-
schungsergebnissen, beispielsweise deren Patentierbarkeit,
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konnten die Zuriickhaltung deutscher Wissenschaftler auf
dem Gebiet der hES-Zell-Forschung begriinden. So hat das
Bundespatentgericht im Jahre 2006 auf die Klage von Green-
peace Deutschland e.V. ein Patent von Oliver Briistle aus dem
Jahr 1999 wegen VerstofSes gegen die 6ffentliche Ordnung in
grofSen Teilen fiir nichtig erklédrt. In diesem Patent werden
u.a. Methoden zur Differenzierung neuraler Vorlduferzellen
aus hES-Zellen beschrieben. Der Bundesgerichtshof, bei dem
der Patentinhaber Berufung eingelegt hat, hat das Verfahren
ausgesetzt und dem Gerichtshof der Europdischen Union
vorab zur Entscheidung von Rechtsfragen vorgelegt, beispiels-
weise der Auslegung des Begriffs ,menschlicher Embryo“ in
der Richtlinie 98/44/EG iiber den rechtlichen Schutz bio-
technologischer Erfindungen. Es soll auch zur Frage Stellung
genommen werden, ob eine Patentierung ausgeschlossen
ist, wenn die Verwendung menschlicher Embryonen nicht
zu der im Patent beanspruchten Erfindung gehort, aber not-
wendige Voraussetzung fiir die Nutzung dieser Erfindung ist.
Insbesondere die Frage, ob die Herkunft der hES-Zellen aus
menschlichen Embryonen alle aus diesen Zellen gewonnenen
Folgeprodukte, bei deren Herstellung ausdriicklich nicht mehr
auf Embryonen zurtiickgegriffen werden muss, ethisch derart
schwer belastet, dass eine Patentierung ausgeschlossen ist,
wird auch in der wissenschaftlichen Offentlichkeit diskutiert
[64]. Die Entscheidung des Gerichtshofes der Europidischen
Union steht noch aus (Stand August 2011). In der 6ffentlichen
Diskussion iiber die Zuléssigkeit einer iiber Forschungszwecke
hinausgehenden Nutzung von hES-Zellen wird zudem die
Ansicht vertreten, dass durch eine kommerzielle Nutzung von
hES-Zellen der Embryo zum Rohstoff werde [65]. Dem stehen
allerdings {iberzeugende Argumente fiir die ethische Vertret-
barkeit einer solchen Nutzung gegeniiber [66].

Waihrend Forschungsarbeiten mit hES-Zellen in Deutschland
einer behordlichen Genehmigung bediirfen, bestehen keine
spezifischen Vorschriften fiir die Herstellung und Verwendung
von hiPS-Zellen. Da die Gewinnung von hiPS-Zellen keinen
Embryonenverbrauch erfordert, wird insbesondere von Kri-
tikern der embryonalen Stammzellforschung die Arbeit mit
hiPS-Zellen als ethisch ,problemlose“ Alternative angesehen,
die die hES-Zell-Forschung {iiberfliissig mache [67]. Zudem

Tab. 4. Anzahl von wissenschaftlichen Originalpublikationen zu hES-
und hiPS-Zellen von 2007 bis 2010 in der englischsprachigen wissen-
schaftlichen Literatur. Angegeben ist jeweils auch der Anteil jener Ar-
beiten (absolut und als Prozent in Bezug auf die Gesamtzahl der Ar-
beiten an hiPS-Zellen), in denen neben hiPS-Zellen auch hES-Zellen
bzw. aus hES-Zellen abgeleitetes Material verwendet wurden.

Jahr Publikationen unter Verwendung von
hES-Zellen | hiPS-Zellen hES- und hiPS-Zellen
absolut | % von hiPS-Zellen
2007 228 2 2 100,0
2008 296 15 14 93,3
2009 389 86 60 69,8
2010 492 163 124 76,1
Gesamt 1405 226 200 75,2
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wurde die Erwartung geduflert, dass Forschung an hES-Zellen
nur noch iibergangsweise notig sei [68]. Auch seitens der For-
schung wurde die Auffassung gedufiert, dass hES-Zellen kiinftig
vor allem als ,Goldstandard“ fiir die Forschung an hiPS-Zellen
benotigt wiirden [69]. Fiir keine dieser Mutmafiungen gibt es
derzeit jedoch gesicherte Anhaltspunkte. Vielmehr zeigt die
Analyse aller Publikationen, die zwischen 2007 und 2010 iiber
Forschungen an beiden Formen von hPS-Zellen erschienen
sind, dass beide Forschungsfelder nebeneinander existieren
und einander teilweise iiberschneiden (Tab. 4). Deutliches
Indiz fiir die Rolle, die hES-Zellen in der Forschung mit hiPS-
Zellen einnehmen, ist, dass in ca. 75% aller Arbeiten, in denen
Fragestellungen zu hiPS-Zellen untersucht worden sind und die
bis Ende 2010 erschienen waren, neben hiPS-Zellen auch hES-
Zellen oder Material aus hES-Zellen (z. B. RNA oder DNA) ver-
wendet wurden. Dabei dienten hES-Zellen nur in einem Teil der
Arbeiten als Bezugsgrofie (,Goldstandard”), weil beispielsweise
die jeweils interessierenden Fragen bereits zuvor an hES-Zellen
untersucht worden waren. In vielen Arbeiten wurden aber auch
neue Fragestellungen zundchst an hES-Zellen untersucht, um
die gleichen Versuche dann an hiPS-Zellen durchzufiihren und
auf diesem Wege zu stirker allgemeingiiltigen Aussagen iiber
Eigenschaften und Funktionen pluripotenter Stammzellen des
Menschen zu gelangen. Auch die Tatsache, dass nahezu 75%
aller im Jahr 2010 erschienenen wissenschaftlichen Original-
arbeiten zu hES-Zellen (368 von 492 Arbeiten) keine parallelen
Untersuchungen an hiPS-Zellen beinhalteten, widerlegt die
Vermutung, dass hES-Zellen in den letzten Jahren allein oder
vorwiegend als ,Goldstandard“ fiir die hiPS-Zell-Forschung
genutzt wurden. Die Auffassung, dass die Forschung an hiPS-
Zellen jene an hES-Zellen ersetzen konne, wird auch durch
eine aktuelle Studie aus den USA widerlegt [70]. Hier wurde u.
a. gezeigt, dass 56 von 69 Forschergruppen (81%), die in den
Jahren 2008 und 2009 Ergebnisse von Arbeiten an hiPS-Zellen
ver6ffentlichten, im selben Zeitraum auch Studien zu hES-
Zellen publizierten.

Es ist zu hoffen, dass Forschergruppen aus Deutschland
die internationale Forschung an hiPS-Zellen in Zukunft mit-
gestalten und priagen werden. Derzeit spiegelt sich das grofie
Potential der deutschen Forschung auf diesem Feld, das sich
auch in aktuellen Beitrdgen deutscher Wissenschaftler bei
der Erforschung von iPS-Zellen der Maus zeigt, jedoch noch
nicht in Zahlen wider: Von 266 Originalpublikationen zu
hiPS-Zellen, die von 2007 bis 2010 erschienen sind, stammen
nur zehn (ca. 3,7%) von Forschergruppen aus Deutschland
(Abb. 4b). Im angegebenen Zeitraum haben lediglich sechs
deutsche Arbeitsgruppen Ergebnisse ihrer Forschung mit
hiPS-Zellen publiziert. An drei weiteren Verdffentlichungen
waren Arbeitsgruppen aus Deutschland beteiligt. Mehr als
50% (142 von 266) der Publikationen kommen dagegen
allein aus den USA, die auch auf dem Gebiet der hES-Zell-
Forschung fiihrend sind. Erwdhnenswert ist auch, dass fiinf
der sechs deutschen Forschergruppen, die bislang mafigeb-
liche Beitrdge zur internationalen Forschung an hiPS-Zellen
geleistet haben, auf dem Feld der hES-Zell-Forschung aktiv
waren oder sind.
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Ubersicht

Diese Analysen lassen den Schluss zu, dass die Forschungen
an hES- und hiPS-Zellen eng miteinander verbunden sind.
Die Arbeiten an beiden pluripotenten Zelltypen profitieren
voneinander und befruchten sich gegenseitig. Die Vorstellung,
allein durch Forderung der hiPS-Zell-Forschung unter weitge-
hendem Verzicht auf die Nutzung von hES-Zellen bedeutsame
Fortschritte in der Entwicklungsbiologie und regenerativen
Medizin erzielen zu kénnen, ist kontraproduktiv und wiirde
zukiinftige Fortschritte auf dem gesamten Gebiet der Stamm-
zellforschung und regenerativen Medizin beeintrdchtigen [70].
Allerdings miissen auch iiberzogene und voreilige Erwartungen
hinsichtlich des klinischen Einsatzes pluripotenter Stammzel-
len geddmpft werden. Es sind noch erhebliche Forschungsan-
strengungen erforderlich, um das Potential der pluripotenten
Stammzellforschung in der medizinischen Praxis allgemein
nutzbar zu machen.

Zusammenfassung und Ausblick

Die Forschung an pluripotenten Stammzellen des Men-
schen hat sich seit der Etablierung humaner embryonaler
Stammzellen im Jahr 1998 zu einem stetig wachsenden For-
schungsgebiet entwickelt. Insbesondere die Gewinnung indu-
zierter pluripotenter Stammzellen durch Transkriptionsfak-
tor-basierte Reprogrammierung hat international zu einem
weiteren stiirmischen Aufschwung dieses Forschungsfeldes
gefithrt. Dabei zeigt sich, dass sich die Forschungen mit hES-
und hiPS-Zellen gegenseitig befruchten und dariiber hinaus
wesentliche neue Erkenntnisse fiir das gesamte Gebiet der
Stammzellforschung erbringen.

Beziiglich der offentlichen Férderung, der investierten For-
schungsmittel und der Publikationen zu hES- und hiPS-Zellen
hat Deutschland derzeit im Vergleich zu anderen Léndern,
insbesondere den USA, aber auch Grofibritannien, Japan oder
China, keine fithrende Rolle inne, obwohl auch in Deutschland
exzellente Forschergruppen auf dem Gebiet der pluripotenten
Stammzellforschung arbeiten.

Mit Blick auf mogliche Anwendungen humaner pluripotenter
Stammzellen zeigen sich neue interessante Entwicklungen: So
liegen die kurzfristigen Nutzungsoptionen derzeit vor allem
auf den Gebieten der Pharmakologie-Toxikologie, der Erfor-
schung neuer Wirkstoffe und insbesondere der Entwicklung
von humanspezifischen Krankheitsmodellen, wihrend zell-
therapeutische Anwendungen nach wie vor ein insgesamt eher
langfristiges Ziel darstellen. Griinde dafiir liegen in zahlreichen
noch offenen Fragen der Kultivierung, selektiven Anreicherung,
genetischen und epigenetischen Stabilitit der pluripotenten
Stammzellen bzw. ihrer spezialisierten Zellderivate und betref-
fen vor allem die noch ungeniigende klinische Sicherheit der
zelltherapeutischen Verfahren.

Die Forschung an pluripotenten Stammzellen hat in den letz-
ten Jahren zu bahnbrechenden Erkenntnissen auf den Gebieten
der Epigenetik, Zelldifferenzierung und Reprogrammierung
gefiihrt. Dabei erdffnen neuerdings insbesondere die ,parti-
elle Reprogrammierung“ zur Multipotenz und die Transkrip-
tionsfaktor-basierte ,Transdifferenzierung” neue Optionen. Es
besteht berechtigter Grund zur Annahme, dass sich auf der
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Grundlage dieses Erkenntnisfortschritts in der Zukunft neue
Moglichkeiten fiir Zelltherapien und fiir die gesamte regenera-
tive Medizin eréffnen werden.
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