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Grundlagenforschung an und mit hu-
manen embryonalen Stammzellen (hES-
Zellen) ist dem Stadium empirischer Stu-
dien entwachsen. Forschungsarbeiten mit
hES-Zellen haben sich zu einer Schliissel-
technologie der Biomedizin und zu einem
exponentiell wachsenden und internatio-
nal hoch kompetitiven Forschungsfeld
entwickelt. Von 1998, dem Jahr der Ge-
winnung der ersten hES-Zell-Linien [1],
bis Ende 2006 wurden ca. 500 hES-Zell-
Linien etabliert [2], und es kommen kon-
tinuierlich neue Linien hinzu.

Forschungsarbeiten mit hES-Zellen
finden weltweit in zahlreichen For-
schungszentren statt und werden von in-
ternationalen Gremien und Forschungs-
verbiinden koordiniert. Dariiber hinaus
wurden Regeln fiir die Etablierung von
hES-Zell-Linien, deren Standardisierung
und Einsatz fiir angewandte Forschungs-
projekte etabliert. Zudem wird ersichtlich,
dass sich die Anwendungsmoglichkeiten
fiir hES-Zellen — neben ihrer potenziellen
Nutzung als Ausgangsmaterial fiir Gewe-
beersatztherapien - auf den Einsatz fiir
die Entwicklung verbesserter und si-
chererer Arzneimittel erweitern.

In Deutschland ist die Forschung mit
importierten hES-Zellen entsprechend
dem Stammzellgesetz (StZG) von Juni
2002 nur in Ausnahmefillen gestattet,
wihrend die Etablierung von hES-Zell-Li-
nien durch das Embryonenschutzgesetz
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(ESchG) von 1991 verboten ist. Vorausset-
zung fiir Import und Verwendung von
hES-Zellen nach dem StZG ist eine Ge-
nehmigung durch das Robert Koch-Insti-
tut (RKI). Im Rahmen des Genehmi-
gungsverfahrens priift die Zentrale Ethik-
Kommission fiir Stammzellenforschung
(ZES), ob das Forschungsprojekt mit hES-
Zellen den Vorgaben des § 5 StZG ent-
spricht.

Der folgende Beitrag zeigt auf, dass
sich die hES-Zell-Forschung zu einem ei-
genstandigen und expandierenden For-
schungszweig entwickelt hat. Internatio-
nale Aktivitaten zur Standardisierung der
Kultur und Aufbewahrung (Banking) von
hES-Zellen, Bestrebungen zur Harmoni-
sierung ethischer Standards bei der Arbeit
mit diesen Zellen sowie bereits heute in
der Entwicklung befindliche Anwen-
dungen von hES-Zellen werden vorge-
stellt.

Etablierung von pluripotenten
humanen ES-Zell-Linien

Ausgangsmaterial fiir die Etablierung hu-
maner ES-Zell-Linien sind nach kiinstli-
cher Befruchtung (In-vitro-Fertilisation,
IVF) gewonnene, frithe extrakorporale
Embryonen, die nicht mehr fiir die Her-
beifithrung einer Schwangerschaft genutzt
und in der Regel verworfen werden (soge-
nannte ,liberzdhlige* Embryonen). Zur
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Etablierung von hES-Zell-Linien werden
die undifferenzierten embryonalen Zellen
aus dem Inneren der Blastozyste (dem
frithembryonalen ,,Blasenkeim®) isoliert
und in Kulturmedium tiberfiithrt [1]. Aus
diesen Zellen werden hES-Zell-Linien
etabliert, iiber lingere Zeitraume kulti-
viert, kryokonserviert und anhand spezi-
fischer Marker charakterisiert.

Da die Gewinnung von hES-Zell-Lini-
en mit der Zerstorung von menschlichen
Embryonen verbunden ist, wurden in den
vergangenen Jahren alternative Verfahren
fiir die Etablierung von hES-Zell-Linien
entwickelt, die in der Perspektive die Zer-
storung von Embryonen umgehen sollen
bzw. unter Nutzung von Embryonen er-
folgen, die bereits aus sich heraus keine
oder verminderte Entwicklungschancen
haben. Diese Verfahren haben zum Teil
bereits zu neuen hES-Zell-Linien gefiihrt
[3]. Eine der Methoden beruht auf der
Blastomeren-Biopsie, die im Rahmen von
IVE-Behandlungen in vielen Landern bei
der Praimplantationsdiagnostik (PID) an-
gewandt wird. Ziel ist es, aus einer Blasto-
mere des Embryos eine hES-Zell-Linie
herzustellen, ohne dabei das Entwick-
lungspotenzial des betreffenden Embryos
zu beeintrachtigen. Dies ist bei der PID,
die an einzelnen Zellen des sich entwi-
ckelnden Embryos im 8-16-Zell-Stadium
durchgefiihrt wird, gingige Praxis. 2008
wurde erstmals iiber die erfolgreiche Ge-



winnung von 5 hES-Zell-Linien aus Blas-
tomeren berichtet, ohne dass dabei der
Embryo zerstort wurde [4]. Ob diese Me-
thode jedoch kiinftig von praktischer Re-
levanz fiir die Herstellung humaner ES-
Zell-Linien sein wird, ist angesichts des
bestehenden Risikos einer moglichen
Schadigung des Embryos fraglich.

Als ethisch vertretbar wird in der Lite-
ratur auch die Moglichkeit diskutiert,
Embryonen, die aufgrund des Vorliegens
schwerster chromosomaler Anomalien
geringe Entwicklungschance haben, zur
Herstellung neuer hES-Zell-Linien zu
nutzen. Es ist beispielsweise moglich, aus
Embryonen mit chromosomalen Schadi-
gungen genetisch intakte hES-Zell-Linien
zu etablieren, wie kiirzlich mit der Her-
stellung von 14 genetisch normalen Lini-
en aus 61 Embryonen mit schweren chro-
mosomalen Anomalien gezeigt wurde s,
6]. Das Vorliegen eines normalen Karyo-
typs in einer hES-Zell-Linie, die aus
einem genetisch geschiddigten Embryo
stammt, wird durch Mosaikbildung im
frithen Embryo und Dominanz des nor-
malen Karyotyps in der etablierten hES-
Zell-Linie erklart. Dieser Befund, der
bereits zuvor beobachtet worden war [7],
unterstreicht die Moglichkeit, aus Embry-
onen mit Chromosomenschiden (die fiir
die Herbeifiihrung einer Schwangerschaft
nicht infrage kommen) hES-Zell-Linien
zu gewinnen. Auch die Etablierung von
hES-Zellen aus sog. arretierten, natiirli-
cherweise nicht mehr entwicklungsfa-
higen Embryonen wurde kiirzlich be-
schrieben [8]. Diese Option war bereits
als ethisch akzeptable Alternative zur
Etablierung von hES-Zellen aus iiberzéh-
ligen Embryonen vorgeschlagen worden
[9].

Die PID wird im Rahmen von IVF-Be-
handlungen zur vorgeburtlichen Diagnos-
tik auf schwere Erbkrankheiten in zahl-
reichen Landern eingesetzt, ist jedoch in
Deutschland nicht statthaft. Im Ausland
wurden aus Embryonen, die nach Fest-
stellung eines schweren erblichen Defektes
nicht mehr fiir die Herbeifihrung einer
Schwangerschaft genutzt und fiir die For-
schung gespendet worden waren, mittler-
weile zahlreiche hES-Zell-Linien mit defi-
nierten genetischen Defekten gewonnen,
die als Zellmodelle fiir die Untersuchung
der Pathogenese schwerer Erbkrankheiten

Tabelle 1

Humane embryonale Stammzell-Linien, die im Allgemeinen nach PID aus

Embryonen abgeleitet wurden und genetische Veranderungen tragen, die
mit menschlichen Erbkrankheiten in Zusammenhang stehen

Krankheit Zahl der publizierten Jahr(e) der
hES-Zell-Linien Veroffentlichung

Chorea Huntington 6 2005-2007
Fragiles X-Syndrom 6 2005-2008
Neurofibromatose, Typ 1 6 2005
Zystische Fibrose 6 2005-2008
Myotone muskuldre Dystrophie 4 2005, 2008
Thalassamie (3-Locus) 4 2005, 2006
Muskeldystrophie, Typ Duchenne 3 2005, 2006
Marfan-Syndrom 2 2006, 2007
Muskeldystrophie, Typ Emery-Dreifuss 2 2006
Adrenoleukodystrophie 1 2005
Beta-Globin-Mutation IVS 1 2006
Fanconi-Anamie 1 2005
Fazioskapulohumerale 1 2007
Muskeldystrophie (FSHD)

Hamophilie A 1 2008
Muskeldystrophie, Typ Becker 1 2005
Okularer Albinismus 1 2006
Primare Torsionsdystonie (DYT1) 1 2006
Sichelzell-Anamie 1 2006
Spinale muskuldre Atrophie 1 2006
Spinocerebelldre Ataxie Typ 7 1 2007
Thalassamie (o-Locus) 1 2008
Waardenburg-Syndrom 1 2004
Insgesamt (22 Erkrankungen) 52 Zell-Linien 2004-2008

dienen koénnen [10]. Die potenzielle Be-
deutung solcher Linien fiir die Grundla-
genforschung wurde eindriicklich an ei-
ner aus einem PID-Embryo abgeleiteten
hES-Zell-Linie dokumentiert, die eine
Mutation im FRAXA-Lokus trigt (Fragi-
les X-Syndrom) [11]. Es konnte nachge-
wiesen werden, dass der fiir die Erkran-
kung ursédchliche Verlust der Expression
des FMR1-Gens differenzierungsabhingig
erfolgt. Die zuvor beobachtete und ur-
spriinglich als fir die Auspragung der
Krankheit bestimmend angesehene Me-
thylierung des FMR1-Promotors erfolgt
demnach erst nach Inaktivierung des
FMR1-Gens, also nach der Etablierung
des pathologischen Zustands. Insgesamt
existieren derzeit mindestens 52 solcher
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aus PID-Embryonen gewonnenen hES-
Zell-Linien (8 Tabelle 1).

Die Einfuhr und Verwendung von
hES-Zell-Linien, die nach PID gewonnen
wurden, ist auch nach der Novellierung
des StZG in Deutschland nicht zuldssig.
Die Nutzung solcher krankheitsspezi-
fischen hES-Zell-Linien fiir die humange-
netische Forschung ist in Deutschland
folglich nicht méglich. Dagegen konnten
genetisch modifizierte hES-Zell-Linien
eingesetzt werden, wenn sie durch Veran-
derung bereits bestehender hES-Zell-Li-
nien, die den Bedingungen des StZG ent-
sprechen, gewonnen wiirden. So konnten
Mutationen iiber das Verfahren der ho-
mologen Rekombination in hES-Zellen
eingefithrt oder durch phanotypische Ef-
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fekte durch RNAi-Technologien induziert
werden [12]. Allerdings ist die homologe
Rekombination an hES-Zellen bisher nur
in wenigen Fillen erfolgreich eingesetzt
worden [13].

Die Forschung an hES-Zellen wird in
der Regel im Zusammenhang mit der Ge-
winnung transplantierbarer Zellen oder
Gewebe fiir kiinftige Zellersatztherapien
gesehen. Ein Defizit humaner embryo-
naler Stammzellen, die nach den oben
genannten Methoden gewonnen werden,
ist, dass die Zellen nicht immunkompati-
bel wiren und aus ihnen hergestellte
Transplantate als immunologisch fremd
erkannt und gegebenenfalls abgestofien
wiirden. Dem Ziel der Gewinnung ,,pati-
entenspezifischer hES-Zell-Linien dient
die somatische Kerntransfer-Technik (so-
matic cell nuclear transfer; SCNT, [14])
bzw. das ,therapeutische Klonen® [15], bei
denen der Zellkern einer Korperzelle in
eine entkernte Eizelle eingebracht wird.
Der daraus entstehende nt-Embryo wird
nach Entwicklung zur Blastozyste zur Ge-
winnung von nt-hES-Zellen verwendet.
Die Herstellung von immunkompatiblen
nt-hES-Zellen des Menschen ist bislang
nicht gelungen, zudem ist die Erforschung
dieses Verfahrens umstritten, insbesonde-
re wegen des damit verbundenen hohen
Bedarfs an menschlichen Eizellen; in
Deutschland wire die SCNT-Technik zur
Herstellung von humanen nt-ES-Zellen
ohnehin nach dem ESchG verboten. Die
kiirzlich publizierte erfolgreiche Klonie-
rung menschlicher Embryonen, bei der
aus den nt-Embryonen jedoch noch keine
hES-Zell-Linien etabliert worden waren
[16], hat das 6ffentliche Augenmerk je-
doch wieder verstirkt auf diese Technik
gerichtet.

Schon vor einigen Jahren war — als Al-
ternative zum SCNT - der sogenannte
»altered nuclear transfer (ANT) ins Ge-
sprich gebracht worden [17]. Beim ANT
wird der Kern der somatischen Korperzel-
le, beispielsweise durch transiente Inakti-
vierung des Gens Cdx2, genetisch so ver-
andert, dass eine Entwicklung des nach
Kerntransfer entstehenden Embryos in
vivo ausgeschlossen ist (z. B. infolge seiner
Unfihigkeit, den Trophoblasten zu bilden
und sich in den Uterus einzunisten). Aus
solchen ,depotenzierten® Embryonen
konnten jedoch in vitro ANT-hES-Zell-

Linien etabliert werden, in denen dann
die Cdx2-Funktion wieder hergestellt
wiirde. Die prinzipielle Funktionsfahig-
keit dieses Verfahrens ist im Maussystem
bereits gezeigt worden [18].

Die bisher genannten Verfahren stehen
im Zusammenhang mit einer Zerstorung
von menschlichen Embryonen, die (mit
Ausnahme von nt-Embryonen) durch
Verschmelzung von Ei- und Samenzelle
entstanden sind. Dies trifft nicht fiir par-
thenogenetisch erzeugte Embryonen zu,
aus denen ebenfalls hES-Zellen gewonnen
werden kénnen. Bei der Parthenogenese
durchlaufen Eizellen eine Aktivierung
durch chemische Substanzen oder elek-
trische Impulse, was zu einer artifiziell
stimulierten Weiterentwicklung der Eizel-
le ohne vorherige Befruchtung fiihrt. Ers-
te parthenogenetisch hergestellte pluripo-
tente Zell-Linien des Menschen (phES-
Zell-Linien) sind jiingst beschrieben
worden: dabei hatten 5 von 6 phES-Zell-
Linien einen normalen Karyotyp und
zeigten wahrend frither Differenzierungs-
prozesse dhnliche Eigenschaften wie hES-
Zellen aus IVF-Embryonen [19]. Auch die
bereits 2004 beschriebene, angeblich
durch Kerntransfer erzeugte Linie ,,nt-
hES-1% erwies sich im Nachhinein als par-
thenogenetisch induzierte phES-Zell-Li-
nie [20]. phES-Zell-Linien sind mit der
Spenderin der Eizelle immunkompatibel,
und demzufolge wiren die aus ihnen ab-
geleiteten Zellen und Gewebe nach Trans-
plantation in die Eizellspenderin voraus-
sichtlich immunvertraglich.

Eine vollkommen neue und alternative
Methode zur Gewinnung von pluripo-
tenten Zellen stellt die Strategie der indu-
zierten Pluripotenz dar. Bereits 2006 war
gezeigt worden, dass durch Transfer von
4 Genen, deren Produkte mit Pluripotenz
assoziiert sind (Oct4, Sox2, c-myc, Klfg),
aus Mausfibroblasten sogenannte ,,indu-
zierte pluripotente Stammzellen® (iPS-
Zellen) erzeugt werden konnten [21]. Die
iPS-Zellen zeigten grofle Ahnlichkeit mit
murinen ES-Zellen, die auf konventio-
nellem Wege entstanden sind. Nach Be-
statigung der Befunde durch 3 unabhén-
gige Arbeitsgruppen konnten durch dieses
Verfahren Ende 2007 auch humane iPS-
Zellen gewonnen werden [22, 23]. Inzwi-
schen wurden in verschiedenen Labors
aus unterschiedlichen somatischen Zellen
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humane iPS-Zell-Linien hergestellt und
teilweise charakterisiert. Nachteile von
iPS-Zellen im Vergleich zu ES-Zellen be-
stehen — neben ihrer noch unzureichenden
Charakterisierung — gegenwirtig darin,
dass ihre Herstellung derzeit den Transfer
von Onkogenen in das zellulire Genom
erfordert und dass die Reprogrammie-
rung noch an die Verwendung viraler
Vektoren gebunden ist. Beides kann Ursa-
che fiir die Entstehung von Tumoren aus
iPS-Zellen sein [Ubersicht in 24, 25].

Standardisierung der Kultur,
Verwendung und Aufbewahrung
(Banking) von hES-Zellen

Charakterisierung von hES-Zell-
Linien

Seit der ersten Etablierung von hES-Zell-
Linien [1] wurden weltweit in zahlreichen
Laboratorien neue Linien etabliert [2], die
unter variablen Kulturbedingungen, in
individuell hergestellten Medien und zu-
néchst unter empirisch ermittelten Bedin-
gungen kultiviert wurden, sodass die ver-
figbaren Linien in wichtigen Eigen-
schaften Unterschiede aufwiesen. Vor
diesem Hintergrund - und um das ver-
fiigbare Zellmaterial unter vergleichbaren
Bedingungen zu charakterisieren - rief
das Internationale Stammzellforum (ISCE
http://www.stemcellforum.org.uk) im
Jahr 2003 eine Internationale Stammzell-
Initiative (ISCI) ins Leben, die eine ver-
gleichende Charakterisierung von hES-
Zell-Linien koordinierte [26]. Im Rahmen
einer ersten Studie (ISCI-1) wurden 59 un-
abhingig voneinander etablierte hES-
Zell-Linien (darunter 18 Linien des NIH-
Registers) aus 17 Laboratorien in 11 Lén-
dern hinsichtlich ES-Zell-spezifischer
Parameter (Zell-Oberflachenantigene,
Genexpressionsmuster, epigenetischer
Status, Differenzierungsfihigkeit nach In-
jektion in immundefiziente Méiuse) cha-
rakterisiert.

Alle untersuchten Linien wiesen ein-
deutige Merkmale pluripotenter embryo-
naler Stammzellen auf, auch wenn die
Studie eine gewisse Variabilitdt zwischen
den Linien erkennen lief3. Als eindeutige
Pluripotenzmarker wurden die Zellober-
flachenantigene SSEA-3 und -4, TRA-1-
60, TRA-1-81, TRA-2-54, CD9, GCTM2
und GCTM343 identifiziert, wihrend an-
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dere Marker, wie SSEA-1, A2Bs, CDs6
(NCAM), GD2 und 3 nicht in allen Linien
gleichmifig stark exprimiert waren. Die
Analyse der Expression einer Reihe von
Genen und der Vergleich mit der Expres-
sion des besonders stark mit Pluripotenz
assoziierten Gens nanog ergab iiberein-
stimmend, dass die Gene TDFG, POUs5F1
(Oct3/4), GABRB3, GDF3 und DNMT3B
in allen untersuchten Linien hoch expri-
miert waren und ihre Expression stark mit
dem pluripotenten Zustand von hES-Zel-
len assoziiert war. 14 weitere Gene, die
u. a. auch in aus hES-Zellen abgeleiteten,
bereits in Differenzierung befindlichen
Zellen exprimiert werden (FGF4, GAL,
LEFTB, IFITM1, NODAL, TERT, UTFx,
FOXD3, LIN28, GRB7, PODXL, CDg und
BRIX), wiesen hinsichtlich ihrer Expressi-
on eine schwichere Korrelation mit der
Expression des nanog-Gens und eine z. T.
stirkere Variabilitit auf.

Im Rahmen der Analyse des epigene-
tischen Status der hES-Zell-Linien wurde
erneut sichtbar, dass hES-Zell-Linien
deutliche epigenetische Varianzen aufwei-
sen kénnen. In der genannten Studie wur-
den 10 Gene untersucht, die mit geno-
mischem Imprinting korreliert sind. Ge-
nomisches Imprinting fithrt in der Regel
zur Inaktivierung von Genen mit der Fol-
ge, dass die betreffenden Gene entweder
vom maternal oder paternal erworbenen
Allel (monoallelisch), jedoch nicht von
beiden Allelen (biallelisch), exprimiert
werden. In hES-Zellen scheint bei einigen
Genen ein Verlust des Imprintings (loss of
imprinting, LOI) zu erfolgen, der eine teils
grofle Variabilitdt zwischen den Linien
hinsichtlich der mono- oder biallelischen
Expression der Gene zur Folge hat. Dies
betrifft beispielsweise das Gen fiir den
Insulin-dhnlichen Wachstumsfaktor 2
(IGF2). Ferner bestitigte die Studie, dass
beziiglich des Status der X-Chromo-
somen-Inaktivierung grofie Unterschiede
zwischen ,weiblichen“ hES-Zell-Linien
bestehen, was z. T. auf suboptimale Kul-
turbedingungen zuriickgefithrt und auch
durch Ergebnisse anderer Studien belegt
wurde [27, 28, 29]. Normalerweise erfolgt
die fiir die Entwicklung notwendige Inak-
tivierung des zweiten X-Chromosoms
durch Bindung einer spezifischen RNA (X
inactive specific transcript, XIST). Die Fa-
higkeit zur Expression des XIST-Gens
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Zusammenfassung

Forschung an pluripotenten humanen
embryonalen Stamm (hES)-Zellen ist ein
rasch wachsendes Wissenschaftsgebiet.
Aufgrund der Herkunft des Zellmaterials
aus friithen menschlichen Embryonen
wurden alternative Verfahren zur Gewin-
nung von pluripotenten Zellen entwickelt.
Der Beitrag stellt einige dieser Strategien
vor und behandelt dariiber hinaus die in-
ternationalen Bestrebungen, einheitliche
Standards fiir die Kultivierung, Charakteri-
sierung und Lagerung von hES-Zellen zu
etablieren. Ferner werden die weltweiten
Tendenzen zur Bildung von Netzwerken

auf dem Gebiet der Stammzellforschung
sowie Bestrebungen zur Harmonisierung
ethischer Standards bei der Arbeit mit hES-
Zellen aufgezeigt. SchlieBlich werden Per-
spektiven der Verwendung von hES-Zellen
in der pharmakologisch-toxikologischen
Forschung sowie jlingste Ergebnisse tier-
experimenteller Studien mit hES-Zellen
diskutiert.

Schliisselwarter

Humane embryonale Stammzellen -
hES-Zellen - Charakterisierung -
Forschungsnetzwerke - Anwendung

Human embryonic stem cells within the context of international

research activity

Abstract

Research involving pluripotent human
embryonic stem cells (hESCs) is a rapidly
growing field of science. Since hESCs origi-
nate from early human embryos, alternative
methods for producing pluripotent cells
have been developed. This article intro-
duces some of those strategies and, in addi-
tion, covers international efforts to establish
consistent international standards for culti-
vation, characterization and preservation of
hESCs. Furthermore, global trends to form
networks in the field of stem cell research as
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well as endeavors to harmonize ethical
standards for hESC research are presented.
Finally, potential applications of hESCs in
the field of pharmacology/toxicology are
discussed as well as recent results of animal
studies using hESCs.

Keywords
Human embryonic stem cells - hESCs -
characterization - research networks -
application
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und damit zur Inaktivierung des zweiten
X-Chromosoms differiert jedoch zwi-
schen verschiedenen hES-Zellen erheb-
lich, bis hin zum Verlust der Fihigkeit,
XIST iiberhaupt produzieren zu kénnen.
In diesem Zusammenhang wurde kiirz-
lich gezeigt, dass die Féhigkeit zur Expres-
sion von XIST offenbar mit dem Differen-
zierungspotenzial der entsprechenden
hES-Zell-Linie korreliert sein kann [28].

Die Differenzierungskapazitit von
hES-Zell-Linien kann bestimmt werden,
indem undifferenzierte hES-Zellen in im-
mundefiziente Miuse injiziert und die
sich entwickelnden Teratome beziiglich
des Auftretens bestimmter Zell- und Ge-
webetypen histologisch untersucht wer-
den. Auch in der ISCI-1-Studie wurden
15 Linien hinsichtlich der Entwicklung
von Geweben aller 3 Keimblatter unter-
sucht. Es wurden frithe ektodermale, me-
sodermale, endodermale und vor allem
unreife neurale Gewebe nachgewiesen.
Dagegen wurden undifferenzierte (em-
bryonalen Karzinomzellen dhnliche) Zell-
typen nur in 3 der untersuchten Teratome
beobachtet. In-vitro-Differenzierungen in
spezifische Zelltypen wurden hier zwar
nicht systematisch analysiert, es zeigten
sich jedoch Unterschiede im In-vitro-Dif-
ferenzierungsverhalten einzelner hES-
Zell-Linien, was frithere Beobachtungen
zum unterschiedlichen Differenzierungs-
potenzial von hES-Zellen bestitigt [30,
31]. Zudem ergab ein kiirzlich publizierter
Vergleich von 17 hES-Zell-Linien (HUES
1-17) [32] gravierende Unterschiede in der
Differenzierungsfihigkeit zwischen den
untersuchten Linien mit bis zu 100-fachen
Unterschieden in der Expressionsrate von
Genen, deren Produkte mit der Differen-
zierung in gewebespezifische Zelltypen
assoziiert sind. Humane ES-Zell-Linien,
die sich gut in Blutzellen differenzieren
lieflen, zeigten beispielsweise kaum neu-
ronale Differenzierung, andere Linien
differenzierten effizient vorzugsweise in
pankreatische, andere in kardiale Zellen
[33].

Wichtige Forschungsfelder an hES-
Zellen sind weiterhin die Untersuchung
der Mechanismen, die die Pluripotenz
von ES-Zellen erhalten, die Analyse der
Regulation Pluripotenz-assoziierter Si-
gnalwege sowie die Erforschung von Me-
chanismen, die der Auslosung von Diffe-

renzierungsprozessen zugrunde liegen
[34]. Grundlegende Regulationsmecha-
nismen fiir die Aufrechterhaltung der Plu-
ripotenz sind in murinen und humanen
ES-Zellen unterschiedlich. So ist das Si-
gnalmolekiil LIF nur in murinen ES-Zel-
len fiir die Beibehaltung des undifferen-
zierten Status erforderlich [35], nicht aber
in humanen ES-Zellen [36]. Dagegen sind
u. a. die Faktoren FGF-2 [37] und Acti-
vin A [38] entscheidend fiir die Aufrecht-
erhaltung der Pluripotenz von hES-Zellen,
wihrend sie in murinen ES-Zellen Diffe-
renzierung auslosen. In diesem Zusam-
menhang ist erwdhnenswert, dass kiirz-
lich ein neuer Typ pluripotenter Stamm-
zellen aus dem Epiblasten friiher
Mausembryonen isoliert und kultiviert
wurde. Diese pluripotenten Zellen weisen
Eigenschaften auf, wie sie von humanen,
nicht aber von murinen ES-Zellen be-
kannt sind, und werden als moéglicher
analoger Zelltyp zu hES-Zellen diskutiert
(39].

Wihrend die Aufrechterhaltung von
Pluripotenz in den Stammzellen unter-
schiedlicher Spezies offenbar auf verschie-
denen Wegen gewihrleistet wird, beste-
hen beziiglich der Differenzierungsinduk-
tion in Zellderivate der verschiedenen
Keimblatter kaum prinzipielle Unter-
schiede in den Differenzierungsfaktoren
zwischen mES- und hES-Zellen. Auf-
grund der Fiille der Daten kann hier nur
auf die Literatur verwiesen werden (Uber-
sichtsarbeiten in [40, 41]).

Entwicklung von standardisierten
Kulturverfahren

Grundlage fiir eine bessere Vergleichbar-
keit von Resultaten der hES-Zell-For-
schung ist unter anderem die Kultivierung
von hES-Zell-Linien unter standardisier-
ten Bedingungen. Um dies zu erreichen,
miissen langfristig jene Komponenten
von der Kultivierung der hES-Zellen aus-
geschlossen werden, die eine Standardi-
sierung der Kulturen nicht zulassen. Dies
betrifft in erster Linie murine feeder-Zel-
len, auf denen hES-Zellen in der Regel
kultiviert werden, aber auch nicht-stan-
dardisierbare tierische Komponenten, wie
beispielsweise fotales Kélberserum. Darii-
ber hinaus wire es im Hinblick auf eine
kiinftige therapeutische Nutzung von De-
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rivaten aus hES-Zellen wiinschenswert,
tierische Komponenten insgesamt bei der
Kultivierung von hES-Zellen zu vermei-
den, diese also vollkommen xenogenfrei
durchzufithren. hES-Zellen werden be-
reits heute in verschiedenen Labors ent-
weder mit kommerziell verfiigbaren hu-
manen feeder-Zellen oder ohne feeder-
Zellen kultiviert. Als Medienzusatze (und
Serumersatz) kommen standardisierte
Supplemente, wie serum replacement
(SR), knockout serum replacement (KSR)
oder extrazelluldre Matrix-Proteine, bei-
spielsweise Collagen, Plasmin oder Matri-
gel, zum Einsatz (Ubersicht in [42]). Aller-
dings enthalten SR, KSR und Matrigel
noch Komponenten tierischer Herkunft.
Neben zahlreichen individuell hergestell-
ten Kulturmedien sind inzwischen auch
kommerziell verfiigbare Medien im Ein-
satz, mit denen hES-Zellen in Abwesen-
heit von Serum und teils ohne feeder-Zel-
len kultiviert werden kénnen. Im Rahmen
der Standardisierungsoffensive (ISCI-2
Phase des ISCF) werden 3 dieser Medien
(mTeSR1, STEMPRO® hESC SFM und
HEScGRO) zusitzlich zu einigen indivi-
duell hergestellten Kulturmedien systema-
tisch auf ihre Eignung fiir die Kultivierung
von hES-Zellen untersucht. Zudem wurde
jiingst die Gewinnung und Kultivierung
von hES-Zellen auch unter Nutzung voll-
standig synthetischer Medien beschrieben
[43].

Nach wie vor wird intensiv an der Ent-
wicklung von hES-Zell-Linien gearbeitet,
die sich fiir die Herstellung von Geweben
fur die klinische Anwendung eignen. Vor-
aussetzung dafiir ist, dass die hES-Zell-Li-
nien unter standardisierten Bedingungen
und in ,,guter Herstellungspraxis“ (good
manufacturing practice, GMP) gewonnen
wurden, wobei die Verwendung tierischer
Zellen oder Proteine im gesamten Kulti-
vierungsprozess ausgeschlossen sein soll-
te. Kiirzlich wurden 6 derartige, GMP-
zertifizierte hES-Zell-Linien der Firma ES
Cell International (Singapur) publiziert,
die 2006 ohne wesentliche tierische Kom-
ponenten etabliert wurden und in Kiirze
fiir Forschungszwecke verfiigbar sein wer-
den [44]. Uber die Existenz weiterer
GMP-gerechter hES-Zell-Linien wurde
von den Firmen Cellartis (Goteborg,
Schweden), NovoCell (San Diego, CA,
USA) und Advanced Cell Technology



(ACT, Los Angeles, CA, USA) sowie vom
Korean Stem Cell Research Center (Seoul,
Siidkorea) berichtet.

Allerdings miissen, zustzlich zur stan-
dardisierten Kultur von hES-Zellen, wei-
tere Aspekte beriicksichtigt werden, die
gegebenenfalls Auswirkungen auf die Ver-
gleichbarkeit von Forschungsergebnissen
haben konnen: Dies betrifft beispielsweise
die Tatsache, dass sich Embryonen wih-
rend der priaimplantativen Entwicklung
hinsichtlich des Status der DNA-Methy-
lierung und Histonmodifikationen unter-
scheiden, was Auswirkungen auf die Re-
gulation bestimmter Pluripotenz-assozi-
ierter Gene in den aus ihnen abgeleiteten
hES-Zellen haben kann. Dies kann in der
Folge zu Unterschieden - auch im Diffe-
renzierungsverhalten — zwischen einzel-
nen hES-Zell-Linien fiihren [33, 45]. Zu-
dem ist bekannt, dass sich in hES-Zellen
wiahrend ihrer Langzeitkultivierung gene-
tische und epigenetische Verdnderungen
vollziehen konnen. Voraussetzung fiir die
kiinftige Anwendung von hES-Zellen, sei
es in der Zellersatztherapie oder in der
Arzneimittelentwicklung, ist, dass diese
Parameter stabil bleiben, sich also weder
chromosomale Aberrationen, Mutationen
oder epigenetische Verdnderungen in Ab-
hingigkeit von den Kulturbedingungen
entwickeln [45]. Ein stetiges Monitoring
der verwendeten Linien hinsichtlich die-
ser Parameter ist daher unabdingbar.

Internationale Aktivitaten zur
Standardisierung und Harmoni-
sierung der hES-Zellforschung

Eine Ubersicht iiber die internationale
Stammzellforschung registriert weltweit
mindestens 120 Forschungszentren, die
Forschung an humanen ES-Zellen durch-
fihren (http://www.mbbnet.umn.edu/sc-
map/scresearchmap.html). In den meisten
Landern, in denen Stammzellforschung
betrieben wird, wurden verschiedene na-
tionale Netzwerke etabliert, so u. a. auch
in Deutschland (z. B. Stammzellnetzwerk
Nord-Rhein-Westfalen, http://www.
stammzellen.nrw.de), in Groflbritannien
(UK National Stem Cell Network, UK-
SCNW, http://www.uknscn.org; Scottish
Stem Cell Network, SSCN, http://www.
sscn.co.uk), Australien (Australian Stem
Cell Centre, ASCC, http://www.stemcell-

centre.edu.au) oder Kanada (http://www.
stemcellnetwork.ca). Daneben wurden
linderiibergreifende Organisationen ge-
schaffen, wie beispielsweise das von Orga-
nisationen aus 11 skandinavischen und
Ostsee-Anrainer-Staaten gegriindete
Netzwerk ,,ScanBalt BioRegion“ (http://
www.scanbalt.org).

Um die internationale Zusammenar-
beit insbesondere auch auf dem Gebiet
der humanen embryonalen Stammzell-
forschung zu férdern, wurde 2003 das In-
ternationale Stammzell-Forum (Internati-
onal Stem Cell Forum, ISCE, http://www.
stemcellforum.org) geschaffen. Ziel des
ISCF ist es, die weltweiten Aktivitdten der
Stammzellforschung zu unterstiitzen und
zu koordinieren, die Etablierung und Kul-
tivierung von Stammzellen (nach GLP,
GMP) zu standardisieren und sich fiir ei-
ne internationale Harmonisierung
ethischer Standards in der Forschung mit
Stammzellen einzusetzen. Mitglieder des
ISCF sind 21 internationale staatliche und
private Forderorganisationen und Institu-
tionen aus 19 Landern, die auf dem Gebiet
der Stammzellforschung arbeiten. Im
Rahmen des ISCF wurden weitere Initia-
tiven gegriindet, wie die Internationale
Stammzell-Initiative (ISCI), die Standards
fiir die Etablierung, Charakterisierung
und Erhaltung von hES-Zell-Linien erar-
beitet; die Internationale Stammzell-Bank
Initiative (International Stem Cell Ban-
king Initiative, ISCBI), die ein globales
Netzwerk von Stammzell-Banken etab-
liert; die Ethics Working Party (EWP), die
die ethischen Standards und Grundlagen
ethischer Entscheidungen weltweit ver-
gleichend referiert (http://www.stemgen.
org), sowie eine Arbeitsgruppe zu den
Rechten an geistigem Eigentum (Intellec-
tual Property Rights), die sich mit der Pa-
tentierung von hES-Zell-Linien und un-
terschiedlichen rechtlichen Rahmenbe-
dingungen in verschiedenen Lindern
befasst.

Dariiber hinaus sind weitere internati-
onale Organisationen auf dem Gebiet der
Stammzellforschung aktiv. Die Internati-
onale Gesellschaft fiir Stammzellfor-
schung (International Society for Stem
Cell Research, ISSCR, http://www.isscr.
org) ist eine internationale Vereinigung
von Stammzellforschern mit weltweit
iiber 2000 Mitgliedern. Die ISSCR fiihrt
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jahrlich internationale Tagungen durch,
die bisher auf allen Kontinenten, in Ame-
rika, Australien, Asien und Europa, statt-
fanden bzw. geplant sind [z. B. 2008: 4. IS-
SCR-Kongress in Philadelphia (USA),
2009 5. ISSCR-Kongress in Barcelona
(Spanien)]. Die ISSCR hat ebenfalls Re-
geln fiir das Arbeiten mit humanen em-
bryonalen Zellen (Guidelines for the Con-
duct of Human Embryonic Research, sie-
he http://www.isscr.org/guidelines)
aufgestellt, in denen insbesondere ethische
Regeln im Umgang mit menschlichen
Embryonen formuliert sind. Die ISSCR
koordiniert Arbeitsgruppen, die sich mit
spezifischen Fragen der Stammzellfor-
schung befassen, wie z. B. die ,JISSCR Task
Force on the Clinical Translation of Stem
Cells“ [Kooperationen u. a. mit Initiativen
der European Science Foundation (ESF)].
Die ISSCR ist Mitglied im Internationalen
Konsortium der Stammzell-Netzwerke
(International Consortium of Stem Cell
Networks, ICSCN, http://icscn.wordpress.
com), sie kooperiert u. a. mit der Human
Proteom Organisation (HUPO, http://
www.hupo.org) zur Erforschung des Pro-
teoms von Stammzellen oder der Interna-
tionalen Organisation zur Forschung an
Typ1-Diabetes (Juvenile Diabetes Re-
search Foundation International, JDRE
http://www.jdrf.org).

Nationale und internationale Register,
die die etablierten humanen ES-Zellen
hinsichtlich Etablierung, Eigenschaften
und Verfiigbarkeit registrieren, werden
von verschiedenen Organisationen und
Initiativen gefiihrt. Beispielhaft seien die
Register der National Institutes of Health
(NIH) der USA (http://stemcells.nih.gov),
der Britischen Stammzellbank am Medi-
cal Research Council (UK Stem Cell Bank,
http://www.ukstemcellbank.org), des In-
ternationalen Stammzellforums (ISCF,
http://www.stemcellforum.org/isci_pro-
ject/the_registry.cfm) und der Europa-
ischen Union (European Human Embry-
onic Stem Cell Registry (hESCReg; http://
www.hesreg.eu) genannt (B Tabelle 2).

Stammzellbanken wurden mittlerweile
von verschiedenen internationalen Orga-
nisationen und Institutionen etabliert. Die
Internationale Stammzell-Banking Initia-
tive (International Stem Cell Banking Ini-
tiative, ISCBI http://www.stemcellforum.
org) des ISCF erarbeitet u. a. Richtlinien
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Tabelle2

Derzeit existierende ffentliche hES-Zell-Register und Zellbanken, die hES-
Zellen lagern. Die Register fiihren lediglich Zell-Linien auf, nennen deren
Verfiigbarkeit beim Hersteller und enthalten teilweise Daten zu den Eigen-

schaften der Zell-Linien. Von den Banken ist dagegen ein direkter Bezug der
jeweils enthaltenen Linien maglich. Es ist zu beachten, dass einige Linien
zugleich in mehreren Registern bzw. Banken enthalten sein konnen

hES-Zell-Register,

Zahl der gelisteten

Zahl der verfiigbaren

hES-Zell-Bank hES-Zell-Linien hES-Zell-Linien
NIH Registry 72 21
EU hESC registry 206 114
ICSF Registry 57 57
National Stem Cell Bank (USA) 18 14
UK Stem Cell Bank 55 8
Singapore Stem Cell Bank 4 0

zur Standardisierung und Datenerfassung
fir die Langzeit-Aufbewahrung (best
practice for banking) von hES-Zell-Linien
(Publikation ist fiir 2008 angekiindigt).
Die UK Stem Cell Bank des Medical Re-
search Council (MRC) (http://www.uks-
temcellbank.org), die derzeit 8 charakteri-
sierte humane ES-Zell-Linien fiir weltwei-
te Forschungsarbeiten zur Verfiigung stellt
und weitere ca. 50 Linien fiir die Aufnah-
me vorbereitet, hat einen hohen Standard
beziiglich wissenschaftlicher und ethischer
Parameter zur Einlagerung von hES-Zel-
len und damit Vorbildfunktion fiir viele
Initiativen. Dariiber hinaus entwickelt das
Netzwerk der Human Embryonic Stem
Cell Coordinators (hRESCCO) GMP-Stan-
dards fir die Gewinnung und Aufbewah-
rung von humanen ES-Zellen in Grof3bri-
tannien [46]. In den USA wurde eine
Nationale Stammzellbank (National Stem
Cell Bank, NSCB, http://www.national-
stemcellbank.org/) etabliert, die derzeit 14
von 21 hES-Zell-Linien des NTH-Registers
zur Verfiigung stellt. Diese kénnen fiir
Forschungsarbeiten mit NIH-Mitteln ein-
gesetzt und auch von deutschen Forschern
genutzt werden. Die Firma Stemride In-
ternational Limited (SIL, http://www.
stemride.com), die mit dem Reproductive
Genetics Institute in Chicago (USA)
zusammenarbeitet, bietet derzeit iiber
150 hES-Zell-Linien, darunter mehr als
20 Linien mit spezifischen genetischen
Defekten an (sieche B Tabelle 1). Weitere
Stammzellbanken, die hES-Zellen enthal-
ten, existieren bereits (wie beispielsweise

die Bank des Singapore Stem Cell Consor-
tium, http://www.sscc.a-star.edu.sg) oder
befinden sich im Aufbau (wie beispiels-
weise am Stem Cell Research Center in
Seoul, Korea, http://koreastemcellbank.
org).

Potenzielle Einsatzmoglichkeiten
von hES-Zellen

Einsatz von hES-Zellen in der
Wirkstoff-Forschung (drug
development) und zur In-vitro-
Toxizitatstestung

Der Einsatz von hES-Zellen in der Wirk-
stoff-Forschung und fiir die Entwicklung
von Medikamenten und Toxizitatstests ist
das aus heutiger Sicht anwendungsnichs-
te Gebiet der hES-Zellforschung [47].
Grundlage fiir den Einsatz von hES-Zel-
len in diesen Bereichen ist, dass hES-Zel-
len in vitro in zahlreiche spezialisierte
humane Zelltypen differenziert werden
konnen. Aus pharmakologisch-toxikolo-
gischer Sicht interessante Zelltypen sind
dabei insbesondere Leberparenchymzel-
len (Hepatozyten), Herzmuskelzellen
(Kardiomyozyten) und verschiedene neu-
ronale Zellen. Fiir die Differenzierung in
diese Zellen wurden in den letzten Jahren
spezifische Differenzierungsprotokolle
etabliert und optimiert, sodass erwartet
wird, dass in Kiirze definierte humane
Zellen in ausreichender Zahl zur Verfi-
gung stehen werden, die die Eigenschaften
der entsprechenden priméren mensch-
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lichen Zellen aufweisen. An ihnen kénnen
zum einen spezifische Wirkungen von
pharmakologisch aktiven Substanzen auf
zelluldrer Ebene im Hochdurchsatzver-
fahren untersucht werden (drug screen-
ing). Mithilfe der hES-Zell-Technologie
konnen zum anderen niedermolekulare
Substanzen (small molecules) identifiziert
werden, die die Regeneration von Gewe-
ben aus Vorlauferzellen stimulieren [48].
Ganz wesentlich konnen hES-Zell-abge-
leitete Zellen bereits in einer sehr frithen
Phase der Medikamentenentwicklung zur
Untersuchung humanspezifischer Toxizi-
tat genutzt werden. Dadurch wiirden ent-
sprechende Substanzen - im Falle von
Hinweisen auf unerwiinschte Wirkungen
- bereits in einem frithen Stadium der
Medikamentenentwicklung von der wei-
teren Untersuchung ausgeschlossen. Der
Vorteil der Nutzung von aus hES-Zellen
gewonnenen Zellen gegeniiber tierischen
Primirzellen bestiinde (neben der Einspa-
rung von Versuchstieren) vor allem in der
Humanspezifitit des jeweiligen Testsys-
tems, was — angesichts der Defizite hin-
sichtlich der Ubertragbarkeit von Ergeb-
nissen aus Versuchen mit tierischen Zellen
auf den Menschen - einen erheblichen
Fortschritt gegeniiber den derzeit verfiig-
baren, z. B. auf primiren tierischen Zellen
basierenden Testsystemen darstellen wiir-
de. Vorteile von aus hES-Zellen abgeleite-
ten Zellen gegeniiber humanen Primr-
zellen wiren die faktisch unbegrenzte
Verfiigbarkeit, die hohe Reinheit sowie
ihre gute Standardisierbarkeit. Zusitzlich
lieflen sich durch Nutzung spezialisierter
Zellen, die aus hES-Zellen mit unter-
schiedlichen genetischen Eigenschaften
differenziert werden, Pharmaka bereits im
Vorfeld Klinischer Studien im Hinblick auf
pharmakotoxische Eigenschaften in Ab-
héngigkeit von Genotyp oder ethnischer
Herkunft des hES-Zellspenders in Zell-
kultur untersuchen.

Eine weitere Moglichkeit der Nutzung
von hES-Zellen in der pharmakologisch-
toxikologischen Forschung besteht in der
Untersuchung von humanspezifischer
Entwicklungs- bzw. Embryotoxizitit.
Durch Untersuchungen an sich differen-
zierenden Zellen konnten bestimmte Aus-
sagen dariiber getroffen werden, ob oder
inwieweit Pharmaka oder Umweltfak-
toren die Differenzierung spezifischer



Zelltypen des Menschen beeintrichtigen.
Solche Untersuchungen werden bereits
heute unter Verwendung von ES-Zellen
der Maus im sogenannten ,,Embryonalen
Stammzelltest® (EST) zur Bestimmung
des embryotoxischen Potenzials von Test-
substanzen durchgefiihrt. Der EST mit
Mauszellen ist jedoch mit dem Nachteil
verbunden, dass humanspezifische Ent-
wicklungstoxizitit (wie sie beispielsweise
im Fall von Contergan bestand) nicht
zwingend im Mausmodell erfasst wiirde.
Ziel ist es nun, entsprechende Testverfah-
ren auf der Basis von hES-Zellen zu ent-
wickeln. Dabei steht zunachst die Ermitt-
lung geeigneter Endpunkte fiir die Be-
stimmung der toxischen Wirkung von
ausgewahlten Substanzen im Zentrum der
Arbeiten [49].

Ein Schwerpunkt der Bestrebungen bei
der Herstellung pharmakologisch-toxiko-
logisch verwendbarer Zellen aus hES-Zel-
len ist die Herstellung von funktionalen
menschlichen Hepatozyten [50]. Diese
Zellen werden u. a. benétigt, um den Le-
berstoffwechsel sowie pharmakokine-
tische Eigenschaften neuer Medikamente
zu untersuchen. Dabei ist das Vorhanden-
sein induzierbarer Arzneimittel-metabo-
lisierender, -konjugierender und -trans-
portierender Enzyme in den Leberzellen
wesentlich, um zu belastbaren Aussagen
iber die Eigenschaften der untersuchten
Substanzen in der menschlichen Leber zu
gelangen. Etablierte Leberzell-Linien (wie
z. B. die vielfach verwendete Hepatom-
Zell-Linie HepG2 und ihre Derivate) wie
auch Leberzellen aus anderen Quellen
(z. B. aus mesenchymalen Stammzellen
differenzierte Hepatozyten) produzieren
diese Enzyme jedoch nur in geringem
Mafle. Die fehlende Verfiigbarkeit geeig-
neter humanspezifischer Leberzell-basier-
ter Testsysteme wird als eine Ursache da-
fir angesehen, dass pharmakokinetische
und toxikologische Probleme, die mit der
Metabolisierung von Arzneimitteln in der
Leber zusammenhéngen und Ursache fiir
unerwartete, teils fatale Nebenwirkungen
von Medikamenten sein kénnen, haufig
erst in spaten Phasen der Arzneimittelent-
wicklung erkannt werden. Derzeit existie-
ren verschiedene Protokolle fiir die In-vit-
ro-Differenzierung von hES-Zellen zu
Hepatozyten, wobei die In-vivo-Differen-
zierung von Leberzellen wihrend der

menschlichen Entwicklung simuliert
wird. Vielversprechende Ergebnisse auf
diesem Gebiet wurden u. a. unter Mitwir-
kung der in der hES-Zell-Forschung enga-
gierten Firmen Cellartis, Geron und ACT
[51, 52, 53] erzielt. Dass auch grof3e Unter-
nehmen der Pharmaindustrie ihr Augen-
merk zunehmend auf diesen speziellen
Aspekt der Forschung mit hES-Zellen
richten, wird unter anderem in der Griin-
dung des Konsortiums ,,Stem Cells for
Safer Medicine® ersichtlich, an dem neben
dem britischen Medical Research Council
(MRC) u. a. 3 grof3e europiische Pharma-
firmen (Roche, AstraZeneca, GlaxoSmith-
Kline) beteiligt sind. Ziel dieses Konsor-
tiums ist es, Verfahren fiir die Herstellung
von Hepatozyten fiir die Toxizitétstestung
aus hES-Zellen zu entwickeln.

Weltweit sind zahlreiche Firmen auf
verschiedenen Gebieten der hES-Zell-
Forschung titig (B Tabelle 3). Angesichts
des absehbaren Potenzials von hES-Zellen
fiir die Medikamentenentwicklung ist
auch in der Haltung der Pharmaindustrie
eine Trendwende zu konstatieren: Wih-
rend in der Vergangenheit von grofSen
Pharmaunternehmen eher Zuriickhaltung
in Bezug auf den Einsatz von hES-Zellen
zu beobachten war, bekennen sich inzwi-
schen weltweit fithrende Pharmafirmen
offentlich zur Forschung mit hES-Zellen
und haben entsprechende Entwicklungs-
und Kooperationsvertrage mit speziali-
sierten Institutionen abgeschlossen bzw.
eigene Forschungsprogramme aufgelegt.
Der in der jiingsten Debatte um die No-
vellierung des StZG vermittelte Eindruck,
die pharmazeutische Industrie habe kein
Interesse an der Forschung mit hES-Zel-
len, mag fiir deutsche Firmen oder deren
Tatigkeit im Inland gelten, ist jedoch in-
ternational gesehen nicht zutreffend.

Transplantation von aus hES-Zellen
entwickelten Spenderzellen in Tier-
modelle humaner Erkrankungen

Die Forschung an hES-Zellen war und ist
mit der Hoffnung auf Zelltherapien fiir
bisher anderweitig nicht heilbare degene-
rative Erkrankungen, wie Diabetes melli-
tus oder Morbus Parkinson, verbunden.
Die Entwicklung eines spezifischen Medi-
kamentes bis zur Marktreife kann bis zu
15 Jahre in Anspruch nehmen. Auch die
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Entwicklung anderer therapeutischer An-
satze von der Grundlagenforschung bis
zur Anwendung benétigt haufig lange
Zeitrdume. Insofern sind Erwartungen,
dass nur 10 Jahre nach Begriindung einer
neuen Forschungsrichtung bereits Thera-
pien, die auf dieser Forschung beruhen,
verfiigbar sein sollten, im Allgemeinen
nicht gerechtfertigt. Zwar gibt es derzeit
noch keine klinische Studie unter Nut-
zung von aus hES-Zellen abgeleitetem
Material, jedoch wurde tiber die Vorberei-
tung entsprechender Studien mehrfach
berichtet, insbesondere von der Firma Ge-
ron, die seit 2005 wiederholt iiber die Pla-
nung einer Studie zur Therapie von aku-
ten Verletzungen des Riickenmarks in-
formiert hat. Allerdings wurde die Studie
kiirzlich von der zustindigen US-Behorde
(Federal Drug Agency, FDA) gestoppt,
ohne dass die Griinde dafiir derzeit 6f-
fentlich bekannt sind [54]. In den USA
bestehen aber weitere intensive Bemii-
hungen, die konkreten Zulassungsvoraus-
setzungen fiir hES-Zell-basierte Thera-
pien zu klaren [55]. So wurde berichtet,
dass auch die Firma Advanced Cell Tech-
nology (ACT) ein Zulassungsvorgesprach
fiir eine klinische Studie (pre-IND-meet-
ing) mit der FDA iiber die Nutzung einer
hES-Zell-basierten Zelltherapie fiir den
Ersatz des retinalen Pigmentepithels zur
Therapie der altersbedingten Makulade-
generation gefiihrt hat [56]. Sollten die
Voraussetzungen fiir klinische Studien ge-
klart sein, so werden diese, wie iiblich,
Untersuchungen zur klinischen Vertrég-
lichkeit und Unbedenklichkeit enthalten,
wobei das Augenmerk im Falle von hES-
Zell-abgeleitetem Material besonders auf
der Vermeidung von Tumorbildung liegt.
Insgesamt befindet sich die Forschung
an hES-Zellen fiir Zwecke der regenera-
tiven Medizin gegenwirtig noch im Stadi-
um der Grundlagenforschung, wobei be-
reits heute in Tiermodellen verschiedener
menschlicher Erkrankungen der proof-
of-concept fiir einen potenziellen Einsatz
hES-Zell-basierter Therapien gezeigt wur-
de. Allerdings sind vor einem klinischen
Einsatz von Zellen oder Geweben, die aus
hES-Zellen abgeleitet wurden, 2 wesent-
liche Probleme zu 16sen:
1) Vor jeder moglichen Transplantation
muss so weit wie moglich sichergestellt
sein, dass das Transplantat keine ,,kon-



Leitthema: Forschung mit humanen embryonalen Stammzellen

Tabelle3

Beispiele fiir Firmen, die auf dem Gebiet der Forschung mit hES-Zellen tétig sind

Firmenname Standort Forschungsaktivitaten mit hES-Zellen

Advanced Cell Los Angeles, USA Verfiigt iiber mehrere hES-Zell-Linien

Technologies (ACT) Differenzierung u. a. in Retina-Epithelium sowie GefaBvorlaufer fiir therapeutische
Anwendungen
Differenzierung zu Hepatozyten fiir klinische und pharmakologisch-toxikologische Applika-
tionen

Astra Seneca London, GB Entwicklung von Hepatozyten/Kardiomyozyten fiir Studien zu Wirkung, Metabolismus und
Toxizitat von Arzneimitteln
Kooperation mit externen Partnern

Axordia Sheffield, GB Gewinnung von GMP-konformen hES-Zell-Linien
Aufreinigung und Differenzierung von hES-Zellen

Cellartis Goteborg, Schweden  Verfiigt iiber ca. 30 eigene hES-Zell-Linien

Technologieentwicklung fiir drug development, Toxizitatstestung

Kooperation u. a. mit Pfizer (New York, USA)

Cellular Dynamics Madison, USA Gewinnung von kardialen Zellen aus hES-Zellen fiir Toxizitatstestung; Kooperation u. a. mit
Roche AG (Basel, Schweiz)

ES Cell International ~ Singapur Bereitstellung von (teils GMP-konformen) hES-Zellen und abgeleiteten Zellen fiir Forschung
und drug discovery

Geron Menlo Park, USA Entwicklung von hES-Zell-basierten Therapien fiir mehrere Erkrankungen (Riickenmarkver-
letzungen, Morbus Parkinson, Diabetes, Herzerkrankungen u. a.)

GlaxoSmithKline London, GB Forschungen zu drug discovery, sowohl eigene Forschungen als auch Kooperationen

InvitroGen Karlsbad, USA Entwicklung und Vertrieb von auf hES-Zellen basierenden Zell-Linien
Entwicklung und Vertrieb von research tools (Medien, Antikorper etc.)

Millipore Billerica, USA Vertrieb von aus hES-Zellen abgeleiteten Zellen
Entwicklung und Vertrieb von research tools

NovoCell San Diego, USA Verfiigt iiber mindestens 6 eigene hES-Zell-Linien (darunter eine GMP-konforme)
Entwicklung hES-Zell-basierter Therapien fiir Diabetes mellitus

PlastiCell London, GB Entwicklung von Technologien fiir drug discovery

Stem Cell Sciences Edinburgh, GB

Produktion spezifizierter Stammzellen aus hES-Zellen zur Anwendung in der regenerativen

Medizin
Entwicklung von Medien etc.

VistaGen San Francisco, USA

Entwicklung von differenzierten Zell-Linien fiir drug discovery, Toxizitatstestung

taminierenden Fremdzellen, insbe-
sondere undifferenzierte hES-Zellen,
mehr enthilt, die Ausgangspunkt fiir
Tumorentstehung sein kénnen. Um
dieses Kriterium zu erfiillen, wurden
in den letzten Jahren verschiedene
Strategien entwickelt, die von der Etab-
lierung hocheffektiver Aufreinigungs-
protokolle fiir hES-Zell-abgeleitete
Zellen iiber Methoden der Negativse-
lektion (gegen undifferenzierte hES-
Zellen) bis hin zur Entwicklung zyto-
toxischer Antikorper reichen, die
spezifisch verbliebene hES-Zellen er-
kennen und eliminieren sollen (Uber-
sicht in [57]).

2) Weiterhin besteht (wie generell bei
der allogenen Zell- und Gewebetrans-
plantation) das Problem der Immun-
unvertraglichkeit transplantierter
Zellen, die als fremd erkannt und ab-
gestofien werden konnen. Dieses Prob-
lem konnte fiir hES-Zellen vermut-
lich durch die Bereitstellung einer
grofien Zahl von Zell-Linien mit un-
terschiedlicher Immunkompatibilitat
vermindert werden. So ist beispiels-
weise geschitzt worden, dass ca. 150
verschiedene hES-Zell-Linien ausrei-
chend wiren, um fiir 85% der bri-
tischen Bevolkerung immunkompa-
tible Linien zur Verfiigung zu haben
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[58], wobei diese allerdings eine ver-
gleichbare, universale Differenzie-
rungsfihigkeit aufweisen miissten,
was fiir viele Linien derzeit fraglich
ist. Das Problem immunologischer
Abwehrreaktionen konnte auch durch
genetische Verdnderungen an den
hES-Zellen oder die Verkapselung der
transplantierten Zellen in immunolo-
gisch kompatible Materialien gelost
werden. Gegebenenfalls kénnten Im-
mununvertriglichkeiten auch durch
Immunsuppression oder Induktion
von Immuntoleranz vermindert wer-
den. Auf diesen Gebieten werden in-
ternational intensive Forschungsar-



beiten durchgefiihrt (Ubersicht in [59,
60]).

Einige ausgewihlte Beispiele fiir tierexpe-
rimentelle Studien sollen den derzeitigen
Stand der priklinischen Forschung an
hES-Zellen dokumentieren.

So ist es gelungen, aus hES-Zellen hoch
aufgereinigte neurale Vorlduferzellen zu
entwickeln, diese in dopaminerge Neu-
rone zu differenzieren und erfolgreich in
ein Ratten-Tiermodell mit Morbus Par-
kinson zu transplantieren. Die Zelltrans-
plantation der dopaminergen Neurone
fithrte zu deutlichen therapeutischen Ef-
fekten in den behandelten Tieren. 12 Wo-
chen nach Transplantation wurden kei-
nerlei Anzeichen von Tumorbildung be-
obachtet [61]. Weiterhin wurden neurale
Vorlduferzellen, die aus hES-Zellen ge-
wonnen wurden, in ein Rattenmodell des
Schlaganfalls transplantiert, wo sie zu ei-
ner signifikanten Verbesserung der senso-
motorischen Nervenfunktion beitrugen.
Die transplantierten Zellen wanderten aus
dem Injektionsgebiet in das geschadigte
Gewebe, exprimierten neurale Differen-
zierungsmarker, und behandelte Tiere
zeigten eine teilweise Wiederherstellung
ihrer motorischen Leistungen. Auch hier
wurden 8 Wochen nach Transplantation
keine Teratome entdeckt [62].

Auch hinsichtlich der Herstellung und
Transplantation von aus hES-Zell-abgelei-
teten Kardiomyozyten wurden Fort-
schritte erzielt. Es wurde gezeigt, dass die
Transplantation kardialer Vorlauferzellen
in Nagermodelle fiir den Herzinfarkt zu
einer signifikanten Besserung des kli-
nischen Zustandes fiihrte, und zwar nach-
weislich durch Bildung neuen Herzmus-
kelgewebes im Gebiet der Infarktnarbe.
60 Tage nach Transplantation konnte kei-
ne Teratom-Bildung beobachtet werden,
wenn vordifferenzierte Zellen fiir die
Transplantation verwendet wurden. Der-
zeitige Bemithungen sind weiterhin dar-
auf gerichtet, transplantierbares vaskulari-
siertes Herzgewebe in vitro zu generieren
[63, 64, 65].

Im Rahmen der Bemithungen zur Her-
stellung funktioneller pankreatischer Be-
ta-Zellen aus hES-Zellen wurde kiirzlich
ebenfalls ein wesentlicher Fortschritt er-
zielt. Es konnte gezeigt werden, dass sich
aus hES-Zellen funktionsfahige, Glukose-

sensitive Insulin-produzierende Zellen
entwickelten, die nach Transplantation in
Maéuse mit experimentell induziertem Di-
abetes den Blutglukosespiegel normali-
sierten. Die Entfernung des Transplantates
fithrte wieder zum Anstieg des Blutzu-
ckerspiegels. Da in dieser Studie noch kein
Aufreinigungsschritt fiir die transplan-
tierten Zellen eingeschlossen war, wurde
in 1 von 46 untersuchten Transplantaten
ein Tumor nachgewiesen [66].

Weitere tierexperimentelle Studien ha-
ben ebenfalls gezeigt, dass aus hES-Zellen
abgeleitete spezialisierte Zellen auch fiir
die Behandlung anderer als der im Zu-
sammenhang mit der Stammzellforschung
héufig genannten degenerativen Erkran-
kungen ein grof3es Potenzial haben (Uber-
sicht in [45]). Beispielsweise fithrte die
Injektion von aus hES-Zellen abgeleiteten
Blutgefif3-Vorlduferzellen in verschiedene
Mausmodelle fiir Blutgefifischadigungen
(Extremititenischdmie, Herzinfarkt, dia-
betische Retinopathie) zur Gefafineubil-
dung im Bereich der jeweiligen Gefif3-
schadigung [67]. Die Behandlung mit aus
hES-Zellen abgeleiteten Zellen des reti-
nalen Pigmentepithels in einem Ratten-
modell fiir genetisch bedingte Netzhaut-
degeneration ergab eine signifikante Ver-
besserung der visuellen Fahigkeiten der
Tiere. Dies ist insofern von grof3er Bedeu-
tung, da die Degeneration des retinalen
Pigmentepithels in engem Zusammen-
hang mit der altersabhdngigen Makulade-
generation steht, eine der Hauptursachen
firr Erblindung im Alter [68]. Bei all die-
sen genannten Studien handelt es sich zu-
néchst um Proof-of-concept-Studien, die
das therapeutische Potenzial von aus hES-
Zellen hergestellten Zellen zunichst im
Tiermodell belegen. Zweifelsohne sind
weitere intensive Studien zur Verbesse-
rung der Differenzierungs- und Aufreini-
gungsprotokolle sowie tierexperimentelle
Studien - insbesondere Langzeitstudien
und Studien unter Verwendung weiterer
Versuchstiere - notwendig, bevor kli-
nische Studien mit aus hES-Zellen abge-
leiteten Zellen begonnen werden kon-
nen.

Zusammenfassend soll nochmals dar-
auf hingewiesen werden, dass Zellersatz-
therapien nur eines der moglichen An-
wendungsgebiete von hES-Zellen sind
und zudem einen ldngerfristigen zeit-

lichen Horizont haben. Humane ES-Zel-
len haben derzeit vor allem ein grofles
Potenzial auch auf anderen Gebieten der
medizinischen Forschung wie der Krank-
heitsursachen-Forschung oder der Phar-
makologie und Toxikologie. Die Entde-
ckung der Reprogrammierbarkeit von
somatischen Zellen zu induzierten pluri-
potenten Stammzellen (iPS-Zellen) hat
dariiber hinaus deutlich gemacht, dass die
embryonale Stammzellforschung insge-
samt auch die Aussicht auf ganz neue, un-
erwartete Erkenntnisse eroffnet, die zur
Etablierung neuer Forschungsfelder fith-
ren konnen.
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