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Stellungnahme zur Anhorung des Ausschusses fiir
Bildung, Forschung und Technikfolgenabschatzung
zum Thema , Stammzellforschung” am 9. Mai 2007

Forschungsschwerpunkt meiner Arbeitsgrup-
pe ist die Herstellung und Analyse von transgenen
Tiermodellen zur Erforschung der Ursache und
moglicher neue Therapieformen von Krebs und
anderen genetisch determinierten chronischen Er-
krankungen. Eine wesentliche Ursache der Krebs-
entstehung sind Verinderungen von regulatori-
schen Molekiilen wie zB der AP-1 Signal-Molekiile,
die auch wichtige Onkogene sind.

Embryonale Stammzellen der Maus bilden
den Ausgangspunkt dieser Modellsysteme. Diese
werden durch Injektion komplexer genetischer
Konstrukte (wie ,multihit“ targeting-Konstrukte
zur konditionalen Aktivierung/Inaktivierung von
Onkognen|Tumorsuppressorgenen) in embryona-
le Stammzellen mittels homologer Rekombinati-
on hergestellt, die eine physiologische Steuerung
dieser Konstrukte von aussen am lebenden Orga-
nismus (in vivo) ermdglichen. Neu ist bei unserem
Modellsystem die Moglichkeit einer evolutioni-
ren Steuerung durch gleichzeitiges Ein- und/oder
Ausschalten multipler Onkogene oder Tumorsu-
pressor-Gene. Auf Basis unserer transgenen Mo-
dellsysteme konnten wir bereits Ergebnisse zu
Osteoporose, Psoriasis, B-Zell-Leukdmie, Leber-
karzinom und Hauttumoren publizieren.

1. Welches sind die wesentlichen neuen
Ergebnisse auf dem Gebiet der Forschung mit
humanen embryonalen Stammzellen (hESZ)
der letzten 3 - 5 Jahre?

Die Arbeit mit hESZ befindet sich im Stadium
der Grundlagenforschung. In der Vielzahl publizier-
ter Ergebnisse der letzten Jahre sind zahlreiche Ar-
beiten, die neue Probleme (z. B. hinsichtlich geneti-
scher Stabilitit, Problematik der Dediffierenzierung,
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Beherrschbarkeit der Tumorigenitit) aufwerfen.

a) Es wurden erste Zellkulturverfahren fiir hRESZ
beschrieben, die auf (tierische) Nihrrasen verzich-
tenkénnen. Obwohl ein xeno-freies Kultur-Medium
das undifferenzierte Wachstum von hESC aufrecht-
erhaltenkann,' zeigen jedoch neueste Arbeiten, dass
hESZ, die in xeno-freien Medien kultiviert werden,
nicht das undifferenzierte Wachstum von undiffe-
renzierten Stammzellen zeigen und eine deutlich
verminderte Proliferationsrate haben.? Es zeigt sich
offensichtlich, dass noch viele Fragen beantwortet
werden miissen, bis ein effektives und passendes
Medium fiir hESZ gefunden wird, das eine thera-
peutische Verwendung denkbar erscheinen lisst.3

b) Es wurden neue Verfahren zur genetischen
Modifizierung gefunden, bis hin zu homologer
Rekombination in hESZ¢ (virale Vektoren, stabile
Transgenexpression, siehe auch bei Frage 3). Fiir
eine Therapie durch Stammzelltransplantation
sind jedoch wesentliche Probleme das Entstehen
von Tumoren,’ die Abstofung der transplantier-
ten Zellen sowie die Koordination und Kontrolle
der Integration der transplantierten Zellen in den
Empfinger.° Fiir eine gezielte Therapie mit Stamm-
zellen wird es primir wesentlich sein, ein besseres
Verstindnis der Pathogenese genetisch bedingter
Erkrankungen zu bekommen.”

c) Der Stammzellbiologie ist ein deutlicher
Fortschritt in der Analyse der genetischen Pro-
file auf mRNA-Protein- und auf regulatorischer
Ebene gelungen. Allerdings konnten aufgrund
technischer Limitierungen bis jetzt auch mit den
umfassendsten globalen Proteomanalysen einer
bestimmten Stammzelle nur bis zu 2000 Proteine
analysiert werden.® Weiterfithrende Untersuchun-
gen sind notwendig, um das funktionelle Verstind-
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nis und das Verstindnis der Entwicklung der Kan-
didatengeneexpression zu verbessern.®

Es kann beispielhaft auf die Darstellung durch
das ,Kompetenz-Netzwerk Stammzellenforschung
NRW* (in dem prominente Stammzellforscher wie
Oliver Briistle, Jiirgen Hescheler und Hans Schéler
mitwirken) hingewiesen werden, das den Sach-
stand zur ,,Forschung mit humanen embryonalen
Stammzellen“ (Stand: Februar 2007) so darstellt:

»(--) Seit der Gewinnung der ersten humanen ES-
Zelllinien im Jahr 1998 ist die Forschung in diesem
Bereich eher langsam vorangekommen. Dennoch
liegen erste Ergebnisse zur In-vitro-Differenzierung
von humanen embryonalen Stammzellen vor. Es ist
bis jetzt gelungen, Vorliuferzellen von Nervenzellen
(siehe Modul 6), Herzmuskelzellen (siehe Modul 7),
BlutgefiRzellen, Blutzellen (siche Modul 8), Bauch-
speicheldriisenzellen, Leberzellen und Trophoblas-
tenzellen (siehe Modul 9) aus humanen embryo-
nalen Stammzellen zu generieren. Die Zuordnung
der Vorlduferzellen zu einer dieser Gewebegruppen
erfolgte dabei meist nicht durch den Nachweis ihrer
Funktionalitit, sondern aufgrund der von den Zel-
len gebildeten Oberflichenmolekiile. Nur in einigen
Fillen wurden die aus humanen ES-Zellen gewon-
nenen Vorlduferzellen in Modellorganismen, z.B.
Miuse und Hiihner, transplantiert, in keinem Fall
aber wurde eine funktionale Beteiligung der Zellen
an einem Gewebeverband beschrieben. (...) Alle bis-
her unternommenen Experimente muss man dem
Bereich der Grundlagenforschung zurechnen. Sie
lassen weder von ihrer Anlage noch von ihren Er-
gebnissen eine Aussicht auf eine konkrete, klinische
Anwendbarkeit von humanen ES-Zellen zu. Ande-
rerseits lassen die durchgefiihrten Experimente es
auch nicht zu, eine mogliche klinische Anwendung
von humanen ES-Zellen auszuschlieRen. (...)"

Dabei ist es wichtig zu sehen, dass der Nachweis
der korrekten funktionalen Beteiligung der Zellen
an einem Gewebeverband erbracht werden muss,
um tatsdchlich von vollstindiger Differenzierung
zu gewebespezifischen Zellen aus hESZ sprechen zu
kénnen. Eine ES-Zelle sollte sich in alle Zellen eines
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erwachsenen Organismus differenzieren kénnen.
Diese Differenzierung sollte in vitro und in vivo
stattfinden kénnen, in Tumoren und in Chimiren.
Weiters sollten ES Zellen in den Chiméiren zu Game-
ten differenzieren kénnen, aus denen sich wieder-
um normale adulte Organismen entwickeln sollten.

Bis jetzt erftillen nur ES Zellen der Maus diese
Kriterien.* Wie Solter feststellt, fehlen eben bis
heute sowohl der stringente Nachweis der Pluri-
potenz menschlicher embryonaler Stammzellen,
als auch der Nachweis der funktionalen Integration
von hESZ in humane Blastozysten in vivo.”

2. Gibt es Bereiche, in denen Sie therapeuti-
sche Anwendungen unter Verwendung von
hESZ in den nachsten Jahren erwarten? Wie
ist Ihre Prognose, in welchem Zeitrahmen
damit zu rechnen sein kénnte?

Zur einleitenden Frage: Nein, dies ist in den
nichsten Jahren mit grofer Sicherheit nicht zu
erwarten.

a) Tumorrisiko

Therapeutischen Anwendungen im Sinne ei-
ner Transplantation von Zellen, die in vitro aus
hESZ differenziert wurden, steht in erster Linie
das enorme Tumorrisiko embryonaler Stammzel-
len entgegen, eine Tumor-Hiufigkeit von 869 bei
homologer Transplantation von aus embryonalen
Stammzellen pridifferenzierten Zellen wurde be-
schrieben.® ESZ haben sehr dhnliche Eigenschaften
wie Embryonale Karzinom Zellen (ECZ) aus einem
Teratokarzinom. Sie werden, auRerhalb des Uterus
verpflanzt, zu Tumorzellen. Umgekehrt konnen
ECZ, wenn sie in eine Blastozyste injiziert werden,
dhnlich ES-Zellen einen hohen Beitrag (Chimeris-
mus) an den verschiedenen Organen des Embryos
leisten. Deshalb sind ES-Zellen auRerhalb ihrer
ynatiirlichen Umgebung® des Embryos Tumorzel-
len (weiteres siehe Antwort zu Frage 4).

Vor jedem therapeutischen Einsatz miisste die-
ses Tumorrisiko tierexperimentell nicht nur redu-
ziert, sondern praktisch zu 100 Prozent eliminiert
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werden. Zudem miisste insbesondere der sichere
tierexperimentelle Nachweis gefiihrt sein, dass ein
Tumorrisiko nicht nur in einer relativ kurzen Stu-
die, sondern gerade auch langfristig ausgeschlossen
werden kann. Die erforderliche Sicherheit kénnte
selbst dann noch nicht gegeben sein, wenn man
keine undifferenzierten ES mehr nachweisen kann:
,Absence of evidence is not evidence of absence®.

Hierzu bediirfte es nicht nur reproduzierbarer
Protokolle zur Aufreinigung der (pri-)differen-
zierten Zellen, sondern auch deren langfristiger
Erprobung in Tierstudien. Die Nicht-Beobachtung
von Tumorbildung im Mausmodell iiber wenige
Wochen gewihrleistet nicht die fiir eine klinische
Studie notwendige Sicherheit. Eine solche Evidenz,
die unabdingbare Voraussetzung klinischer Studi-
en am Menschen wire, ist nicht vorhanden.

b) Funktionale Integration

Zum zweiten miisste vor jeder klinischen Stu-
die am Menschen die funktionale Integration von
aus embryonalen Stammzellen gewonnenen Zellen
nach Transplantation im Tiermodell nachgewie-
sen sein (vgl. Antwort zu Frage1). Nur Aufgrund
der Expression gewisser typischer Oberflichen-
molekiile kann keineswegs mit einer fiir klinische
Anwendungen ausreichenden Sicherheit auf einen
gewiinschten Zelltyp geschlossen werden.

c) Immunvertraglichkeit

Zum dritten sind im Allgemeinen bei Trans-
plantation von aus embryonalen Stammzellen ge-
wonnenen Zellen Immunreaktionen zu erwarten,
da diese dem Empfinger kérperfremd sind. Dies
wirft das Problem der Notwendigkeit von Immun-
suppression auf. Aus der Organtransplantation sind
gravierende Nebenwirkungen der Immunsuppres-
sion bekannt, darunter ein Tumorrisiko von 2,6%.'
Noch dazu ist die Produktion von CD34'/CD45* aus
hESZ viel zu gering, da von diesen nur weniger als
0,165% in der Lage waren, sich in haematopoetische
Zellen zu entwickeln.” Dieses Verhalten wire aber
unbedingt notwendig, um eine Immuntoleranz von
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seiten der {ibertragenen hESZ zu induzieren.*

Klinische Anwendung fiir hESZ ist abhingig
von ihrer Kompatibilitit fiir Transplantationszwe-
cke. Da sie von Embryos mit deren charakteristi-
schem genomischem und Histokompatibilitits-
profil stammen, kann auf eine Ubereinstimmung
dieser Profile mit dem Spender nicht verzichtet
werden - auch um mit den hASZ vergleichbare Ei-
genschaften zu bekommen.

d) Genetische und epigenetische Veranderun-

gen von ESZ

Langzeitstudien von in vitro kultivierten und
manipulierten ESZ kénnen deren genetische und
epigenetische Integritit beeinflussen, vor allem
des Karyotyps,* des Methylierungsprofiles und der
Expression von ,imprinted genes®,° wobei v. a. das
epigenetische Profil der ESZ extrem instabil ist.*
Diese Verdnderungen steigern die Bedenken gegen-
iiber Zellersatz-Therapien mit ESZ. Das Aufkom-
men epigenetischer Veridnderungen hingt auch
damit zusammen, dass die Embryos in vitro durch
ART hergestellt werden.>

e) Klonen

Zur Vermeidung der Immunabstofung von
aus hESZ gewonnenen Transplantaten wird in der
Laienwelt immer noch das sogenannte ,,therapeu-
tische Klonen“ genannt: Ein somatischer Zellkern
des Patienten wird in eine enukleierte Eizelle trans-
feriert (Klonen nach dem sogenannten ,,Dolly-Ver-
fahren). Der so entstandene Klon-Embryo wird
bis zum Blastozystenstadium kultiviert, um ihm
dann (unter Zerstérung des Embryos) embryonale
Stammzellen (ntES) zu entnehmen. Allerdings
tragen die meisten so im Tierversuch erzeugten ge-
borenen Nachkommen Defekte,* was an einer de-
fekten epigenetischen Reprogrammierung liegen
diirfte, wie auch die Hannoveraner Arbeitsgruppe
um Heiner Niemann® und die Miinchner Gruppe
um Eckhard Wolf beschrieben haben.** Klinische
Anwendungen vor einer Aufklirung des komple-
xen Mechanismus des Reprogrammierens wiren
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jedenfalls schwer zu verantworten.

Allerdings konnte die Erwartung, dass diese
ntES sich aufgrund ihrer weitgehenden (bis auf
die mitochondriale DNA) genetischen Identitit zu
transplantablen Zellen differenzieren lassen, die
keine Immunabstofung durch den Zellkernspen-
der (Patienten) erfahren, bisher tierexperimentell
nicht bestitigt werden. Bislang wurde nur eine ein-
zige tierexperimentelle Studie publiziert, die das
gesamte Verfahren des ,therapeutischen Klonens*“
exemplarisch demonstrieren wollte.” Allerdings
wurdeindieser Studie - {iberraschenderweise - eine
Immunabstofung der aus den ntES differenzierten
himatopoetischen Zellen durch den Zellkernspen-
der (Modell-Patient) beobachtet, fiir die die Auto-
ren zwar als mogliche Ursache Besonderheiten der
ntES-Differenzierung in diesem speziellen System
diskutierten, aber keinen abschliefenden Nach-
weis fiir diese Vermutung lieferten. Andere Auto-
ren diskutieren hinsichtlich dieses misslungenen
Nachweises der Hypothese des immunkompatib-
len ,therapeutischen Klonens“ andere, v. a. epige-
netische Schwierigkeiten.®

Insbesondere ist jedoch bemerkenswert, dass
seit dieser ersten Studie in den seither vergange-
nen iber finf Jahren keine einzige weitere Studie
- auch nicht von den Autoren der ersten Studie
- publiziert wurde, die den tierexperimentellen
Nachweis der Kernhypothese der Machbarkeit des
immunvertriglichen ,therapeutischen Klonens*
erbracht hitte, die etwa die bei Rideout et al.* beo-
bachtete Hiirde der Immunabstofung umgangen,
die verwendeten Protokolle verbessert hitte oder
sich auf andere Tiermodelle menschlicher Krank-
heiten gerichtet hitte.

Aus Sicht der Wissenschaft ist das jahrelange
Fehlen weiterer Arbeiten auf diesem Gebiet man-
gelsveroffentlichter Studien sehr auffilligund deu-
tet darauf hin, dass dieser Ansatz aufgegeben wur-
de. Veréffentlichungen der Gruppe um Woo-suk
Hwang, die zunichst als Nachweis der Moglichkeit
der Herstellung humaner ntES erschienen, stellten
sich vor einem Jahr als Filschungen heraus.*® Er-
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staunlich erscheint, dass offenbar die 6ffentliche
Wahrnehmung des ,therapeutischen Klonens®
teilweise immer noch im Gegensatz zur wissen-
schaftlichen Sicht steht. Besonders erstaunlich ist,
wenn trotz der vernichtenden wissenschaftlichen
tierexperimentellen Befunde hin und wieder im-
mer noch (auch politisch) das experimentelle Klo-
nen menschlicher Embryonen zur Entwicklung des
»therapeutischen Klonens“ gefordert wird.

Zusammenfassend

Weder hinsichtlich des Tumorrisikos noch
hinsichtlich der funktionalen Integration noch
hinsichtlich der Immunvertraglichkeit sind bisher
valide Grundlagen einer Humanapplikation einer
hESZ-basierten Therapie gegeben. Daher sind in den
nichsten Jahren keinerlei therapeutische Anwen-
dungen unter Verwendung von hESZ zu erwarten.

f) Wie ist Ihre Prognose, in welchem Zeitrahmen
damit (therapeutische Anwendungen unter
Verwendung von hESZ) zu rechnen sein konnte?
Thre auf die Naherwartung immunvertriglicher
hESZ-basierter therapeutischer Anwendungen zie-
lende Frage hat Davor Solter (Max Planck Institut
fiir Immunbiologie, Freiburg) voriges Jahr fast
schon beantwortet.» Solter kritisiert die Veroffent-
lichung wissenschaftlich mangelhaft abgestiitzter
und vollig tibertriebener Behauptungen, ihre Ver-
breitung via Pressemitteilungen oder Pressekonfe-
renzen etc, als etwas, das mit seridser wissenschaft-
licher Praxis kaum in Ubereinstimmung stehe.
Nach der ersten Publikation tiber hESZ* anfing-
lich vorhandene Erwartungen, innerhalb eines Zeit-
rahmens von fiinf bis zehn Jahren therapeutische
Anwendungen unter Verwendung von hESZ zu se-
hen, haben sich nicht bewahrheitet. Vielmehr wurde
der Zeithorizont fiir den ersten Schritt einer thera-
peutischen Anwendung, der Beginn klinischer Stu-
dien, immer wieder verschoben, was das viel zitierte
Beispiel der Firma GERON beispielhaft beleuchtet:
Die DFG-Stellungnahme vom November 2006
benennt als Indikator dafiir, dass ,der Einstieg in
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klinische Studien ...
ist“, die Firma Geron habe , fiir 2006 den Einsatz von
hES-Zellen in klinischen Studien angekiindigt...“s
GERON hatte in den letzten Jahren immer
wieder eine klinische Studie mit hES-Zellen bei

eine Moglichkeit geworden

Riickenmarksverletzungen angekiindigt. Die ers-
te dieser von der DFG zitierten Ankiindigungen
datiert von 2004 und kiindigt den FDA-Antrag fiir
Ende 2005 an,* die zweite kiindigte dies im Juni
2006 fiir 2007 an.> Noch Ende Januar 2007 hatte GE-
RON auf seiner Homepage die klinische Studie fiir
2007 angekiindigt,* heute gibt GERON auf seiner
Homepage kein Datum fiir den Start dieser klini-
schen Studie mehr an.s

Aufgrund der von GERON durchgefiihrten Tier-
studien ist die ihnen beigemessene Aufmerksam-
keit iiberraschend, wenn man bedenkt, dass andere
Gruppen fiir die gleiche Indikation im Tierversuch
mit autologen adulten Stammzellen (ASZ) deutlich
bessere Erfolge publiziert haben* ASZ-Therapie
gibt riickenmarksverletzten Ratten die Benutzung
der Vorderpfote wieder.

In einer Anh6rung des Ausschusses fiir For-
schung und Technologie des britischen House of
Commons im Februar 2007 antwortete der Vorsit-
zende des Medical Research Council, Colin Blake-
more, auf die Frage, wann klinisch anwendbare
hESZ-basierte Therapien zu erwarten seien, er er-
warte keine wirklich signifikanten Entwicklungen
vor Ablauf von zehn Jahren.»

Einen noch groferen Zeitrahmen von 20 Jah-
ren fiir hESZ-basierte Therapien nimmt Anne
McLaren an.*

Ich halte am ehesten ein Szenario fiir wahr-
scheinlich, in dem embryonale Stammzellen
- nicht nur wegen ihrer inhirenten Risiken und
Probleme - keine therapeutische Relevanz im Sin-
ne einer Zellersatztherapie haben werden:

weil Therapien auf Basis adulter Stammzellen

(siehe Antworten zu Fragen 5 und 6) einschlieR-

lich Nabelschnurblut bereits eingesetzt werden
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(Nabelschnurbank Jose Carreras, 2007)"" und

in einer Vielzahl klinischer Studien aktuell er-
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forscht werden,

weil es offenbar pluripotente adulte Stammzel-

len gibt

- im Fruchtwasser,*
- im Nabelschnurblut,*
- aus Hoden,*

und weil es im August 2006 publizierte Daten

gibt, die die Moglichkeit der ,,Reprogrammie-

rung“ patienteneigener somatischer Zellen
in ein pluripotentes, ESZ-dhnliches Stadium

(»induced pluripotent stem“ cells - iPS-Zellen)

durch Zugabe von nur vier Faktoren zeigen.*

Voraussichtlich wird sich fiir viele Indikatio-
nen der Ansatz von Zellersatztherapien weg- und
zur Stimulation endogener (im Kérper vorhande-
ner) Stammzellen hinbewegen. Viele Arbeiten be-
legen die Sinnhaftigkeit dieses Weges.* Im August
2006 verdffentlichte die Gruppe um Ronald McKay
Ergebnisse, von denen sie die Moglichkeit regene-
rativer Ansitze durch Aktivierung endogener neu-
raler Stammzellen erwartet.”

Hiufig werden aber auch voéllig unrealistische
therapeutische Erwartungen geduRert, wie etwa
hinsichtlich hESZ-basierter Therapien gegen Alz-
heimer. Der Stammzellforscher Ronald McKay hat
solche Behauptungen als ,Mirchen® bezeichnet:
»Maybe that's unfair, but they need a story line
that's relatively simple to understand. said Ronald
D. G. McKay, a stem cell researcher at the National
Institute of Neurological Disorders and Stroke.#

Der Prisident der ,British Association for the
Advancement of Science®, Professor Lord Robert
Winston, hatte im September 2005 gewarnt: ,,I was
concerned that parliamentarians - particularly in
the House of Commons - have been convinced that
it was just a matter of a few years before we would be
able to transplant stem cells and cure a lot of neuro-
logical disorders, like Alzheimer's disease, for which
I think it is going to be a hugely difficult problem
and probably completely insoluble by stem cells.“#

3. Wie schéatzen Sie das aktuelle Potenzial
von hESZ in der Medikamentenentwicklung
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(Wirkstoff-Screening), der Herstellung von Di-
agnosewerkzeugen oder Researchtools sowie
sonstigen Anwendungen ein?

a) Grundsitzlich sind in vitro Zellkultursysteme
als screening-Modell fiir Studien zu umweltbeding-
ter Mutagenese geeignet. In vitro Kulturen verlie-
ren hiufig, va. wenn sie lange Zeit in Kultur gehal-
ten werden und sie nicht transformiert sind, ihre
Proliferations- und Lebensfahigkeit wie auch ihre
spezifischen Gewebseigenschaften. Stammzellen
haben den Vorteil, dass sie unbegrenzte prolifera-
tive Eigenschaften haben, wenn sie der Mutagenese
ausgesetzt sind, sowie auch die Moglichkeit, sich in
verschiedene Gewebsarten zu differenzieren.

In vitro-Modelle, seien sie Primir-Kulturen
oder etablierte Zelllinien, haben natiirlich nicht
die funktionalen Eigenschaften von spezialisierten
somatischen Zellen in einem Zellverband in vivo.
Wesentliche Voraussetzung solcher Anwendungen
wire aber der Nachweis der tatsichlichen Funkti-
onalitit solcher Zellen (funktionale Integration im
Tiermodell), damit diese als realistisches Modell
der im Organismus vorhandenen Zellen betrachtet
werden konnen.

Gerade die Kanzerogenese ist aber ein kompli-
zierter, multiple Stufen durchlaufender Prozess,
der viele verschiedene Gewebstypen betrifft (Epi-
thelzellen, Bindegewebszellen, Blut- und Lymph-
gefife, Nervengewebe sowie das Immunsystem),
sodass ein in vitro System zur Beurteilung von
karzinogenen Substanzen denkbar ungiinstig er-
scheint. Meiner Meinung nach sind daher Tierver-
suche in vivo den in vitro Systemen (auch Stamm-
zellen) iiberlegen.

b) Fiir therapeutische wie auch fiir reprodukti-
ve Zweckes' wird die genetische Modifikation von
hESZ angestrebt, welche sich allein auf den Bericht
von Thomas Zwaka und James Thomson {iiber eine
erfolgreiche homologe Rekombination bei hESZ
stiitzt.>> Dabei ist allerdings festzuhalten, dass die
maximale homologe Rekombinationsrate in dieser
Studie bestenfalls 40% betrug, was darauf hindeu-
tet, dass die Mehrzahl der festgestellten Integrati-
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onsvorginge nach Zufallskriterien folgte.

Dariiber hinaus wurde nicht direkt gezeigt, ob
zusitzliche zufillige Integrationsvorginge (die
durch negative Selektion mit Gancyclovir nicht
erkannt werden konnen) auch in denselben Zellen
erfolgt waren, in denen eine Integration durch ho-
mologe Rekombination stattgefunden hatte. Um
dies zu kliren, hitten Southern Blots mit internen
Sonden durchgefiihrt werden konnen, doch solche
Ergebnisse wurden in dem Artikel nicht vorgestellt.
Dennoch erscheint die Mdglichkeit zusitzlicher
zufilliger Integrationsvorginge als {iberaus wahr-
scheinlich, da 86% der Klone, die gegeniiber beiden
auswihlbaren Markern der homologen Rekombina-
tion Resistenz zeigten, fiir eine HPRT1-Genaktivitat
(fuir die ein Knockout versucht wurde) immer noch
positiv waren. Es hat also den Anschein, dass sogar
in dieser Studie eine grofe Zahl zufilliger Insertio-
nen (mit potenziellen pathologischen Folgen) statt-
gefunden habenkann, jedoch nicht entdeckt wurde.
An anderer Stelle wird auf der Grundlage der Daten
dieses Artikels der Schluss gezogen, dass ,es ... we-
nig wahrscheinlich (ist), dass ein Gen an die falsche
Stelle gelangt und Probleme verursacht“.* Anderer-
seits ist bei adulten menschlichen Stammzellen aus
dem Mesenchym ein effizienteres Gen-Targeting
beschrieben worden, bei dem bis zu 9o% der Zellen
den Angaben zufolge eine homologe Rekombinati-
on erfuhren, aber anscheinend im Hinblick auf zu-
fillige Integrationsvorginge negativ waren, wih-
rend Zwaka und Thompson anschliefend bei der
Verwendung embryonaler Stammzellen angesichts
ihrer Beobachtungen bei aneuploiden Zellen in Kul-
turs* zur Vorsicht rieten. Neuere Arbeiten 6ffnen
auch Ausblicke auf eine Korrektur von Gendefekten
bei anderen Zelltypen durch homologiegestiitzte
Reparatur nach gezielter Nuclease-Aktivitdt.>s Da-
mit stellt sich weiterhin die Frage, weshalb jemand
die Verwendung von hESZ als bevorzugten Weg zur
Gentherapie vorschlagen sollte.

4. Inwieweit sind Studien bekannt, die einen
kausalen Zusammenhang zwischen der Tu-
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morbildung und der Anwendung von adulten
sowie embryonalen Stammzellen belegen?

a) Tumorbildung und embryonale Stammzellen

Die tumorigene Eigenschaft von hESZ ist seit
ihrer ersten Beschreibung® gut dokumentiert.
Trotz zahlreicher Ankiindigungen der baldigen
Verwendung von hESZ zu therapeutischen Zwecken
miissen vor einer méglichen Anwendung noch vie-
le offene Fragen geklart werden. Die Kultur embry-
onaler Stammzellen hat ein grosses Proliferations-
und Entwicklungspotenzial, dies ist jedoch mit
dem hohen Risiko der Tumorbildung verkniipft.

Eine wichtige Studie des Kolner Max-Planck-
Instituts fand eine Tumor-Haufigkeit von 86% bei
homologer Transplantation von aus embryonalen
Stammzellen pridifferenzierten Zellen.”” Zunichst
wurden ESZ der Maus vordifferenziert und in die
Gehirne von Ratten transplantiert (Xenotransplan-
tation), wobei ein geringes Tumorrisko beobachtet
wurde. Doch die homologe Transplantation dieser
Zellen in Gehirne von Miusen wies ein enormes
Tumorrisko auf. Die Studie belegt insbesondere,
dass eine sichere Beurteilung des Tumorrisikos von
aus menschlichen ES differenzierten Zellen durch
Transplantation in Tiere (Xenotransplantation)
nicht moglich ist.

Bereits ein duRerst geringer Anteil undifferen-
zierter ESZ scheint fiir die Tumorbildung zu genii-
gen. So fanden Nishimura und Yoshikawa et al.5®
nach Transplantation von (nach einem s5-stufigen
Differenzierungsmodus in Neuronen) vordifferen-
zierten Zellen in das Gehirn von Parkinson-Miusen,
dass eine von 5 Miusen an einem Teratom starb.
Die Zahl undifferenzierter ES-Zellen war derart ge-
ring, dass diese erst nach wiederholten Versuchen
entdeckt werden konnten.

Eine Tierstudie zur Therapie von Diabetes Typ I
mit Insulin produzierenden Zellen, die aus embry-
onalen Stammzellen differenziert wurden, zeigte
einen kurzfristigen therapeutischen benefit, der
aber durch Entstehen von Teratomen bei 60% der
Versuchstiere zunichte gemacht wurde.>® Die Un-
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tersuchung der Teratome zeigte Zellen, die die fiir
ES typischen Marker SSEA-1 und Oct-4 exprimier-
ten, obwohl diese vor der Transplantation nicht ent-
deckt worden waren. Eine mégliche Erklirung wire
eine Dedifferenzierung der transplantierten Zellen.

Eine deutsche Studie fand bei Transplantati-
on von aus ES Zellen bis zum ,stage 4“-Stadium
vordifferenzierten Zellen eine Tumorhdufigkeit
von 70%, bei bis zum ,,stage 5“-Stadium vordiffe-
renzierten Zellen eine Tumorhiufigkeit von 17%.
Dafiir geniigten nur 5undifferenzierte Zellen in
100.000 Zellen. Nach weiterer Differenzierung in
»SENAs® (substrate-adherent ES cell-derived neu-
ral aggregates) wurde zwar keine Tumorbildung
beobachtet, allerdings berichten die Autoren auch
keinen therapeutischen Benefit.*

Die in vitro-Kultur embryonaler Stammzellen
ist haufig mit einer erhohten epigenetischen Insta-
bilitit und Aberrationen der Genpromoter-Methy-
lierung verbunden.® Inletzter Zeitkonnte auRerdem
gezeigt werden, dass in den meisten ,Latepassage®-
Kulturen menschlicher embryonaler Stammzellen
Genomverdnderungen vorkommen, die hiufig in
Karzinomen des Menschen beobachtet werden.®
Epigenetische Veridnderungen kénnen auch zu ei-
ner erh6hten Tumorneigung fithren.® Auch kommt
es in embryonalen Stammzellen zu einer Selektion
aneuploider Zellen mit chromosomaler Instabilitit
z. B. mit17q und 12,% was die Wahrscheinlichkeit ei-
ner Tumorentstehung deutlich erhoht.

Eine wichtige neuere Arbeit zeigt, dass hESZ
bei in vivo Applikation zu Instabilitdt und undiffe-
renzierter Vermehrung neigen.®

Selbst wenn es fiir ES Differenzierungs- und
Aufreinigungsmethoden gibe, mit denen sich
100%ige Reinheit erzielen liefe, wire das Risiko fiir
den zu behandelnden Patienten auf Grund der oben
erwihnten genetischen und epigenetischen Modi-
fikationen sehr hoch.

b) Tumorbildung und adulte Stammzellen

Das Tumorrisiko adulter Stammzellen liegt
um GréfRenordnungen unter dem embryonaler
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Stammzellen. In allen gingigen therapeutischen
Anwendungen werden ASZ nicht lange kultiviert,
sondern nach Aufbereitung rasch transplantiert.
Fiir therapeutische Anwendungen am Menschen
ist daher die Langzeit-in-vitro-Kultur von hASZ
nicht relevant, fiir die eine erhéhte Tumorigenitit
beschrieben ist.®® Die Studie zeigt, dass frisch iso-
lierte mesenchymale Stammzellen keine Tumore
ausldsten. Doch nach Langzeit-in-vitro-Kultur (4
bis 5 Monate) wurden spontane Transformationen
beobachtet. Die Autoren heben jedoch hervor, dass
ihre Arbeit ,,der erste Bericht tiber spontane Trans-
formation menschlicher adulter Stammzellen® ist,
was angesichts des jahrzehntelangen therapeuti-
schen Einsatzes adulter Stammzellen ohne derarti-
ge Beobachtungen interessant ist.

Eine andere Arbeit berichtet, dass adulte
Stammzellen des Knochenmarks bei chronischer
Infektion des Magens mit helicobacter felis - be-
kanntermafen ein bakterieller Ausléser von Tu-
moren - an entstehenden Tumoren beteiligt sind.&
Hier ist jedoch hervorzuheben, dass eine chroni-
sche helicobacter-felis-Infektion keine intrinsische
Eigenschaft adulter Stammzellen ist.

Multipotente Gewebestammzellen aus dem
Knochenmark kénnen sich in Kultur ohne erkenn-
bare Alterung oder Verlust des Differenzierungs-
potenzials, jedoch auch ohne Erzeugung von Tera-
tomen in vivo deutlich vermehren.®® Nur mutierte
adulte Stammzellen bilden Tumore. Mutationen
werden etwa durch chemische Karzinogene, Infek-
tionen oder Bestrahlung ausgeldst. Unter bestimm-
tenBedingungen (wielangeKultivierung) bekommt
man bei praktisch allen Zellen irgendwann Tumore
- und eben auch bei adulten Stammzellen.

Die im Januar 2007 erstmals beschriebenen, zu-
mindest multipotenten Stammzellen des Frucht-
wassers (AFS) konnten in Kultur ohne Tumorige-
nitit itber mehr als 250 Passagen vermehrt werden.
Sie behielten lange Telomere und normalen Karyo-
typ, exprimierten Marker sowohl embryonaler als
auch adulter Stammzellen und konnten zu Zellen
aller Keimblitter differenziert werden, darunter
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Fett-, Knochen-, Muskel-, Gefiss-, Leber- und Ner-
vengewebe.®

Wiirden jedoch adulte Stammzellen auch nur
einen Bruchteil des bei embryonalen Stammzel-
len nachgewiesenen Tumorrisikos besitzen, so
wire ihr tiglicher Einsatz in etablierten Therapien
(hASZ des Knochenmarks, des peripheren Blutes,
des Nabelschnurblutes) und die Vielzahl klinischer
Studien mit hASZ unverantwortbar.

Wihrend die Tumorbildung fiir ESZ charakte-
ristisch ist, verursachen ASZ typischerweise keine
Tumore. Die nach Organtransplantation vom Spen-
derorgan ausgehenden Tumore liegen bei grofen
Studien (> 100.000 Organempfinger/Patienten) bei
0,01%.7° Offenbar verursachen die in der transplan-
tierten Organen vorhandenen kérperfremden adul-
ten Stammzellen trotz Immunsuppression keine
Tumore im Empfinger. Dennoch kénnen aufgrund
der Immunsuppression in den eigenen Organen
des Empfingers Tumore entstehen.”

5. Was sind die wesentlichen Ergebnisse

auf dem Gebiet der Forschung mit humanen
adulten Stammzellen der letzten 3 - 5 Jahre?
Wie hat sich die therapeutische Anwendung
in dem Zeitraum entwickelt?

In der Grundlagenforschung hat es groRe Fort-
schritte beziiglich der Plasitizitdt, Multi- und Plu-
ripotenz von adulten Stammzellen gegeben. So
konnten etwa aus dem Knochenmark bei Menschen
sogenannte MIAMI Zellen (human marrow-isola-
ted adult multilineage inducible cells) isoliert wer-
den, die pluripotenten Charakter zeigen.” Weitere
gegebenenfalls Therapie-relevante humane plu-
ripotente Stammzellen wurden kiirzlich aus dem
Fruchtwasser isoliert.”

In den letzten Jahren werden zunehmend pati-
enteneigene (autologe) olfactory mucosa (olfaktori-
sche Schleimhaut) Stammzellen fiir neurologische
Indikationen (z. B. Schlaganfall, Riickenmarksver-
letzungen) untersucht, auch in erfolgversprechen-
den klinischen Studien.”

Bei Diabetes vom Typ I konnte die Autoimmun-
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Zerstorung von beta-Zellen mit Immunosuppressi-
va gestoppt und das Immunsystem durch autologe
adulte Stammzellen wiederhergestellt werden.”s

Neben den schon seit vielen Jahren erfolgreich
praktizierten ~ Knochenmarkstransplantationen,
deren therapeutische Anwendungen in zahlrei-
chen klinischen Studien stindig erweitert werden,
sind auch Stammzellen aus dem Nabelschnurblut
in den vergangenen Jahren immer mehr in den Vor-
dergrund gertickt.

Britische Wissenschaftler um Colin McGuckin
(Newcastle) haben im Nabelschnurblut Stamm-
zellen mit ,embryonalen” Eigenschaften nachge-
wiesen: ,,cord-blood-derived embryonic-like stem
cells“ (CBEs), die jedoch offenbar das fiir hESZ ty-
pische Tumorrisiko nicht in sich tragen.”®

Heute gibt es weltweit einige hunderttausende
in 6ffentlichen Banken eingelagerter Nabelschnur-
blut-Einheiten, und es haben iiber 6000 allogene
Transplantationen bei 45 verschiedenen Krank-
heiten stattgefunden.” Nabelschnurblut-Trans-
plantationen verursachen weniger Komplikationen
bei einem niedrigeren Abstofungsrisiko via graft-
versus-host-Reaktion als herkémmliche Knochen-
markstransplantate. Menschliches Nabelschnur-
blut ist daher heute eine international zunehmend
genutzte wertvolle Quelle adulter Stammzellen fiir
die Therapie.

Zu den wesentlichen Ergebnissen der For-
schung mit humanen adulten Stammzellen sind
insbesondere auch publizierte (klinische) Studi-
en zu rechnen, die patienteneigene (endogene)
Stammzellen stimulieren, etwa durch Gabe von
G-CSF (granulocyte colonystimulating factor) bei
Schlaganfillen. Es ist hervorzuheben, dass diese
Ansitze auf die Transplantation (allogener oder au-
tologer) Stammzellen verzichten und stattdessen
die Regenerationseigenschaften im Koérper des Pa-
tienten vorhandener adulter Stammzellen stimu-
lieren (siehe auch Antwort zu Frage 6). Dies konnte
ein durch pharmazeutische Herstellung der stimu-
lierenden Faktoren auch in der Breite gangbarer
Weg werden, der zudem fiir die pharmazeutische
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Industrie interessant sein kénnte.

Sehr erfolgversprechend sind Ergebnisse, die
zeigen, dass durch nur vier Faktoren embryonale
oder adulte Fibroblasten der Maus zur Bildung plu-
ripotenter Stammzellen induziert werden kénnen.
Diese iPS (induced pluripotent stem) Zellen zei-
gen eine embryonalen Stammzellen vergleichbare
Morphologie und Wachstumseigenschaften.”® Auf
diese Weise konnten ethisch vollig unbedenklich
,hESZ“-dhnliche Stammzellen hergestellt werden,
die genetisch mit dem Spender tibereinstimmen.
Sie konnten auch in der Grundlagenforschung,
z.B. beim Studium von Zelldifferenzierung in
vitro an genetisch defekten Zellen, oder im Wirk-
stoff-screening Einsatz finden (mit den in Frage 3
genannten Eischrinkungen).

6. Wie viele klinische Studien und klinische
Anwendungen mit humanen Stammzellen
wurden durchgefiihrt bzw. werden entwickelt?
Fiir welche konkreten Krankheitsbilder wer-
den Therapiemoglichkeiten auf der Basis der
Forschung mit hESZ, mit adulten Stammzellen
sowie mit Stammzellen aus Nabelschnurblut
erwartet?

Adulte Stammzellen

Das von der US-Behorde National Institutes of
Health gefiihrte Register klinischer Studien nennt
aktuell 1443 Studien mit menschlichen adulten
Stammzellen (einschlieflich der Studien, fiir die
keine Patienten mehr rekrutiert werden).”

Einen dhnlichen Befund ergab eine 2007 verdf-
fentlichte Datenbank- und Literaturrecherche der
Wissenschaftlichen Dienste des Deutschen Bun-
destages, wo exemplarisch eine Reihe von Indika-
tionen angegeben werden.®

Es muss davon ausgegangen werden, dass kli-
nische Studien mit Stammzellen ganz iiberwie-
gend keine kommerziellen Studien (also ohne in-
dustriellen Sponsor), sondern nichtkommerzielle
Studien (investigator-initiated trials, sog. ,,IITs)
sind. Diese therapieorientierten Studien sind in
besonderem MaRe auf Férderung durch die 6ffent-
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liche Hand angewiesen.

Hier sind beispielhaft nur einige Publikationen
iiber klinische Studien konkreter Krankheitsbilder
herausgegriffen: Koronare Herzkrankheit (KHK)*,
Riickenmarksveletzungen®, Schlaganfall®; Multip-
le Sklerose®+.®s

Nabelschnurblutstammzellen

Die Diisseldorfer José Carreras Stammzellbank
gibt an, dass ,,von den ca. 200.000 Nabelschnur-
bluttransplantaten, die weltweit in knapp 40 6f-
fentlichen Nabelschnurblutbanken lagern, bereits
6000 allogen bei Patienten angewandt werden®
konnten.®

hESZ
Klinische Studien gibt es nicht.

7. Inwieweit haben Ergebnisse aus der For-
schung mit hESZ die Entwicklung der For-
schung im Bereich der adulten Stammzellfor-
schung beeinflusst? Welche Wechselwirkungen
gibt es zwischen beiden Forschungsgebieten,
etwa im Hinblick auf den Prozess der Dedif-
ferenzierung bzw. Reprogrammierung von
adulten Stammzellen? Kdnnte die adulte
Stammzellforschung auf die Ergebnisse aus
der hESZ-Forschung verzichten? Kénnen die Er-
kenntnisse iiber hESZ mdglicherweise das Wis-
sen iiber adulte Stammzellen soweit erweitern,
dass auf die Verwendung von hESZ langfristig
ein Stiick weit verzichtet werden kann?

Es gibt nicht viele Studien, die Thre Frage be-
antworten lassen. Eine Studie¥” wendet mit em-
bryonalen Stammzellen der Maus gewonnene Er-
kenntnisse zur in vitro Entwicklung neuronaler
Stammzellen auf hESZ an, aber auch auf adulte
Stammzellen aus dem Gehirn von Féten der Maus
und des Menschen. Die Ergebnisse sind auf neuro-
nale Stammzellkulturen anwendbar, die sowohl auf
ESZ als auch auf ASZ basieren kénnen. Insbesonde-
re ist aus der Studie nicht abzuleiten, dass die Ver-
wendung von hESZ unverzichtbar gewesen wire.
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Eine andere Studie® fand an adulten Stammzel-
len aus Maus-Embryonen einen Mechanismus zur
Steuerung der Entwicklung von Stammzellen, der
dann auch an hESZ iiberpriift wurde. Wesentliches
Ergebnis der Arbeit ist aber, dass die Wirksamkeit
dieses Steurungsmechanismus an erwachsenen
Ratten in vivo gezeigt werden konnte, was auf die
Méglichkeit einer medikamentds steuerbaren Re-
generation hinweist. Diese - in Hinsicht auf thera-
peutische Ansitze - wichtige Erkenntnis hitte je-
doch auch ohne Verwendung von hESZ gewonnen
werden kénnen.

Zur letzten Frage miissen die durch nur vier
Faktoren aus Fibroblasten induzierbaren pluripo-
tenten Stammzellen (iPS) erwihnt werden. Diese
iPS (induced pluripotent stem) Zellen zeigen eine
embryonalen Stammzellen vergleichbare Mor-
phologie und Wachstumseigenschaften.® Auf
diese Weise kénnten ethisch vollig unbedenklich
»hESZ“-dhnliche Stammzellen hergestellt werden,
die genetisch mit dem Spender {ibereinstimmen.
Diese Zellen kénnten hESZ (auch geklonte) erset-
zenund in der Grundlagenforschung eine wichtige
Rolle spielen.

8. Kann die Erforschung alternativer Metho-
den zur Gewinnung pluripotenter Stamm-
zellen mittelfristig eine wettbewerbsféahige
Alternative (mit therapeutischer Perspektive)
zur Forschung mit hESZ bieten? Inwieweit
konnen fiir die Weiterentwicklung auf diesem
Gebiet die Ergebnisse aus der hESZForschung
genutzt werden?

Eine pluripotente Stammzelle sollte sich in
Abkémmlinge aller drei Keimblitter entwickeln
kénnen, wie man sie auch in einem erwachsenen
Organismus findet. Die embryonale Stammazelle
(allerdings nur bei murinen ES nachgewiesen) ist
ein typisches Beispiel einer pluripotenten Stamm-
zelle, doch wurden auch in fetalen und adulten Or-
ganen pluripotente Stammzellen mit dhnlichem
Potential gefunden.* Hinsichtlich der bei Frage 4
diskutierten Probleme miissten hESZ absolut si-
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cher sein, um in einer potentiellen Therapie Ver-
wendung zu finden. Wie Davor Solter* feststellt,
sind bereits die obligaten Kriterien der Pluripo-
tenz, ndmlich die Fihigkeit, Keimbahn-Chimiren
zu bilden, fiir hESZ nicht erwiesen, da dies ,offen-
sichtlich® nicht getestet werden kénne. Daher sei-
en die einzig wirklich pluripotenten ESZ-Linien die
aus der Maus isolierten Zelllinien. In einer Publika-
tion des selben Jahres®> wird jedoch der Versuch
beschrieben, Pluripotenz durch Chiméirenbildung
von Maus-Mensch zu testen, allerdings waren die
meisten dieser chimiren Lebewesen morpholo-
gisch abnormal und zeigten nur eine sehr geringe
Beteiligung von hESZ und der Chimirenbildung.

Die bedeutendste Arbeit zur Alternative zu sol-
chen Experimenten und zur Bejahung Ihrer ersten
Frage wurde von Takahashi und Yamanaka im Au-
gust 2006 publiziert. Ihnen gelang es, pluripotente
Stammzellen aus Zellen des erwachsenen Korpers
durch Zugabe von nur vier Faktoren (Oct3/4, Soxa,
c-Myc, und Klfy) ,,induced pluripotent stem* (iPS)
Zellen herzustellen.

Die im Januar 2007 publizierte Gewinnung
pluripotenter menschlicher Stammzellen aus
dem Fruchtwasser (AFS),” wie auch die aus Nabel-
schnurblut isolierten pluripotenten menschlichen
Stammzellen (CBE)* sowie Stammzellen aus dem
Knochenmark, bieten dhnliche Alternativen.

Der altered nuclear transfer (ANT)* stellt kei-
ne valide Alternative im Sinne Threr Fragestellung
dar. Es gibt eine publizierte Arbeit, die solch ein
Verfahren experimentell darstellt.” Hier kumu-
lieren jedoch die bereits diskutierten inhirenten
Probleme von ES sowie die Probleme des Klonens
durch Zellkerntransfer (SCNT) zusitzlich mit den
schwer tiberschaubaren Problemen eines kiinstlich
erzeugten genetischen Defekts, die nicht nur einen
hypothetischen therapeutischen Einsatz, sondern
bereits die Tauglichkeit dieser Zellen fiir reine For-
schungszwecke in Frage stellen.

9. Inwieweit konnen tierische embryonale
Stammzellen, z. B. aus Primaten, als Ersatz
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fiir hESZ im Bereich der Grundlagenforschung
eingesetzt werden? Wie viele Projekte hat es
bisher gegeben?

a) Bis zum heutigen Tag arbeiten zahlreiche
Arbeitsgruppen in der Grundlagenforschung mit
murinen ES-Zellen. Meine eigene Arbeitsgruppe
am LBI untersucht Fragestellungen zur Pathoge-
nese von Krebs und chronischen Erkrankungen
im Mausmodell, wobei murine ES Zellen fiir uns
ein Instrument zur Gewinnung transgener mouse
strains tiber die Herstellung chimirer Blastozysten
durch Injektion transgener muriner ES darstel-
len.*® Wir arbeiten mit dem Mausmodell, weil da-
mit Grundlagen-Erkenntnisse gewonnen werden,
die auf den Menschen tibertragbar sein kénnen.

Der Nutzen embryonaler Stammzellen von
Miusen als Modellsystem geht sowohl aus dem
Umstand hervor, dass so viele veréffentlichte Diffe-
renzierungsprotokolle fiir menschliche embryona-
le Stammzellen auf Vorarbeiten mit Miusestamm-
zellen beruhen,” wie auch aus dem Potenzial,
Differenzierungsprotokolle durch Transplantation
von Zellen in ausgereifte Tiere zu validieren' oder
die Eingliederung solcher Zellen bei sich entwi-
ckelnden Nagerembryonen zu untersuchen.

Es konnte weiters gezeigt werden, dass die Ge-
samtexpression von Markern des pluripotenten Zu-
stands bei embryonalen Stammzelllinien der Maus
und des Menschen im Wesentlichen dhnlich ist.
Die erfolgreiche Nutzung dhnlicher Kulturbedin-
gungen fiir die anfingliche Erhaltung humaner™s
und muriner' embryonaler Stammzellen scheint
darauf hinzudeuten, dass diese Unterschiede
moglicherweise relativ gering sind. Erweisen sich
Miusestammzellen jedoch aus einem bestimmten
Grund als ungeeignet, ist die mogliche Nutzung
embryonaler Stammzellen anderer Siugerspezi-
es, wie z. B. andere Primatenmodelle, ein wertvol-
ler Ersatz fiir hESZ.s Vor diesem Hintergrund ist
es wichtig festzuhalten, dass bisher anscheinend
noch in keiner Studie die Fihigkeit embryonaler
Primatenstammzellen untersucht worden ist, nach
Injektion in verwandte Blastozysten an einer Chi-
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madrenbildung teilzunehmen, sodass jede aktuelle
Bewertung ihrer Entwicklungsfihigkeit sich weit
gehend auf ihre bekannte Fihigkeit beschrinkt,
nach Xenotransplantation bei immundefizienten
Maiusen Teratome zu bilden.

Da embryonale Stammzellen der Maus ein be-
quemes Modell fiir die Untersuchung der Diffe-
renzierungsanforderungen abgeben,"” sollten wir
der ersten Motivation fiir jede scheinbare Dring-
lichkeit, geklonte menschliche Embryonen fir
Grundlagenforschung und zur Suche nach The-
rapien zu verwenden, kritisch gegeniiberstehen.
Das gilt gerade auch im Lichte der kaum erdrterten
Erscheinung der wirtsabhingigen Tumorbildung
nach Transplantation embryonaler Stammzellen,
das klar machen sollte, dass die Sicherheit von aus
menschlichen Embryonen gewonnenen Stamm-
zellen sich durch eine Xenotransplantation in Tie-
re nicht ermitteln ldsst.*® Es ist bedauerlich, dass
solche Erkenntnisse keine breitere Offentlichkeit
finden, was allerdings bei negativen Ergebnissen
oft der Fall ist.

b) hESZ werden in der Regel aus menschlichen
Embryonen gewonnen, die im Rahmen der medizi-
nisch unterstiitzten Fortpflanzung (ART) wie z. B.
der in vitro Fertilisation erzeugt worden sind. ART
fithrt aber bekanntermassen zu einer Verdoppe-
lung der Privalenz von Fehlbildungen (Malforma-
tionen), mit zum Teil epigenetischen™ und gene-
tischen Ursachen.

Zur Gewinnung von hESZ-Linien werden iiber-
zihlige Embryonen aus der ART verwendet™, die
jedoch hiufig morphologische Abnormalititen,
Entwicklungsstillstand, Apoptosen (Zelltod), An-
euploidien und Mosaizismen® zeigen.

Studien mit Miusen und Hamstern haben ge-
zeigt, dass die zur Gewinnung von Eizellen notwen-
dige Superovulation die Lebensfihigkeit der Em-
bryonen reduziert.”s Auch kann die Verwendung
von unterschiedlichen Kulturbedingungen und
Nihrmedien die Expression und das Imprinting
von verschiedenen Genen veridndern und zu einer
defekten Entwicklung fithren.

62

Da es keine aus in-vivo-Embryonen produzier-
ten hESZ Linien gibt, die Vergleichsstudien mit
sicher ,gesunden“ hESZ erlauben wiirden, wi-
ren Versuche mit nahen Verwandten der Spezies
Mensch (Primaten) sicher vorteilhaft. Solche Stu-
dien wiirden auch einen besseren Vergleich mit den
in vivo isolierten hASZ ermoglichen.

Ein solches Vorgehen wiirde die Moglichkeit
bieten, nicht nur direkt Informationen iiber das
Verhalten von ,normalen“ hESZ sowie hASZ zu
erhalten, sondern auch sichere und funktionale Er-
satztherapien zu entwickeln, die der Situation am
Menschen nahe kommen."s

Vor jeder Anwendung von riskanten und neu-
en Therapiemethoden wie z. B. mit hESZ am Men-
schen wiren ohnehin GroRtiermodelle, an denen
dann auch transplantierte Gewebe morphologisch
untersucht werden kénnten, erforderlich.

10. Wie sind die Vor- und Nachteile einer
hohen Plastizitat embryonaler Stammzellen
hinsichtlich einer méglichen therapeutischen
Anwendung zu bewerten? Bei welchen Krank-
heitsbildern ist eine hohe und bei welchen
eine niedrige Plastizitdat von Stammzellen
vielversprechender?

Embryonale Stammzellen besitzen das Potenti-
al, sich in jeden Zelltyp des Kérpers zu entwickeln
(nachgewiesen bisher nur fiir ES der Maus, siche
bei Frage 1). Dies macht sie fiir Zwecke der Grund-
lagenforschung im Labor interessant. Dieses hohe
Maf an Plastizitdt birgt auch das Risiko , Ursache
einer Fehlentwicklung vor allem in vivo zu sein.

1. Falls hESZ vor der Transplantation in vit-
ro nicht vollstindig differenziert vorliegen, kann
sich in vivo zu jeder Zeit ein aggressiver Tumor aus
ebenfalls verschiedensten Zellarten bilden.

Deswegen ist es notwendig, aus ESZ vordif-
ferenzierte Zellen in vitro zu 100% von allen noch
nicht differenzierten ESZ zu reinigen."

2. Die Differenzierung von ESZ muss vor der
Transplantation zudem stabil sein, ansonsten
kénnten sich spiter durch sogenannte Dedifferen-
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zierung der Zellen des Transplantats unerwiinschte
Proliferationen von undifferenzierten Zellen bis hin
zu Tumoren bilden. Ein Beispiel solch einer Dedif-
ferenzierung ist im Tiermodell fiir Morbus Parkin-
son beschrieben,”” wo hochreine Nervenzellen mit
zunichst gutem funktionalen Erfolg implantiert
wurden. Allerdings zeigte sich nach 10 Wochen:
a. eindeutlicher Verlust dopaminproduzierender,
funktionaler Zellen
b. sich vermehrende undifferenzierte Zellen
c. eine phinotypische Verinderung des Trans-
plantats.

3. a) Weiters stellt sich auch die Frage, inwie-
weit Ergebnisse von Studien mit ESZ gut reprodu-
zierbar sind. Es gibt Beispiele, an denen genau die-
ser Punkt nicht gezeigt werden konnte. Lumelsky
und Blondel et al.”® publizierten eine Strategie zur
Erzeugung von Insulin produzierenden beta-dhnli-
chen Zellen aus ESZ, die nach Implantation in vivo
keine Tumorbildung zeigten. Diese Methode ver-
wendete ein aufwendiges, 5-stufiges Protokoll zur
Selektion von Vorlduferzellen aus embryoid bodies
(EBs). Ein Versuch, dieses Protokoll zu reproduzie-
ren, zeigte lediglich, dass diese Zellen zwar Insulin
positiv waren, aber keine RNA fiir Insulin mehr
produzierten und eigentlich apoptotisch waren,"
also wahrscheinlich Insulin aus dem Medium auf-
nahmen. Eine andere Arbeitsgruppe® bestitigte
diese Ergebnisse, zeigte aber noch zusitzlich deut-
liche Tumorbildung. In einem modifizierten Proto-
koll von Lumelsky und Blondel et al.* schlieglich
konnten funktionale Insulin produzierende Zellen
differenziert werden, allerdings fand auch die Ar-
beitsgruppe von Anna Wobus hier schon nach kur-
zer Zeit in einigen Versuchstieren Tumore.*

b) Auf der anderen Seite ist es allgemein an-
erkannt, dass adulte Knochenmarkstammzellen
eine ideale Quelle fiir die Herstellung von pankre-
atischen Zellen sind.” Experimente haben gezeigt,
dass Stammzellen des Knochenmarks die Fihigkeit
haben, in vivo in pankreatische Zellen zu differen-
zieren. Die Transplantation von c-Kit+ Knochen-
markszellen in diabetische Miuse zeigte, dass diese
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sich zu duktalen und Inselstrukturen differenzier-
ten, was vor allem die endogene Neubildung von
insulinproduzierenden Zellen in den Empfinger-
méiusen anregte.” Dies fiihrte zu einer deutlichen
funktionellen Verbesserung.

Generell ist zu sagen, dass es fiir eine Trans-
plantation erforderlich ist, dass die gewiinschten
Zellen stabil sind (also eine geringe Plastizitit zei-
gen) und nicht durch Zellen mit hoher Plastizitit
wie ESZ verunreinigt sein diirfen. In dieser Hin-
sicht sind ESZ gerade wegen ihrer hohen Plastizitit
den ASZ unterlegen.

11. Wie bewerten Sie die Moglichkeiten einer
langfristig wirksamen und immunvertraglichen
Zellersatztherapie auf Basis von hESZ bei sol-
chen Krankheiten, deren Ursachen man nicht
genau kennt und deren pathophysiologische
Mechanismen man nicht unterbrechen kann?

Bei Krankheiten, deren Pathogenese nicht be-
kannt ist, wire es nicht ratsam, lingerfristige und
unter Umstinden nicht reversible oder riskante Zel-
lersatztherapien einzusetzen. Es wire auch unver-
antwortlich, vorschnell Hoffnungen auf (risikorei-
che) Zellersatz-Therapien zulenken, nur weil derzeit
verfiigbare Therapien die Krankheiten nicht kausal
angehen konnen. Eine langfristig wirksame Thera-
pie verlangt einen Ansatz, der nicht nur temporir
die untergegangenen Zellen ersetzt, sondern die Ur-
sache des Untergangs der Zellen behebt. Ohne hin-
reichende Kenntnis der Krankheitsmechanismen
ist eine solche langfristige Therapie durch keine Art
von Stammzellen-Therapie zu gewihrleisten.

Um eine Immunvertriglichkeit hESZ zu er-
moglichen, also ,patient-matched” embryonale
Stammzellen herzustellen, wird die Hypothese
des ,,therapeutischen Klonens“ diskutiert. Zwar ist
die in den Medien zunichst verbreitete Erwartung
von Therapiemdglichkeiten mittlerweile durch
Betrugsskandale ernsthaft untergraben worden,*
doch kénnte es trotz aller Schwierigkeiten grund-
sdtzlich moglich sein, das reproduktive Klonen
beim Menschen durchzufiihren. Forderungen, das
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ytherapeutische Klonen“ am Menschen statt im
Tiermodell durchzufiihren, stiitzen sich vor allem
auf die Ergebnisse von lediglich zwei Artikeln':

Bei genauerer Durchsicht des so genannten
»Proof-of-Principle“-Artikels von Rideout etal.?®
waren die Autoren nicht in der Lage, die Defekte
der durch das Fehlen eines fiir das Immunsystem
essentiellen Gens (Ragz2) durch gentechnische Kor-
rekturen an embryonalen Stammzellen der Origi-
nalmiuse und nachfolgender ,therapeutischer”
Klonung zu heilen. Rag2 defiziente Miuse kénnen
keine weifen Blutkérperchen vom Typ der Lym-
phozyten produzieren. Es mussten erst ,,reproduk-
tive“ Klone hergestellt werden, denen dann adulte
Knochenmarksstammzellen entnommen wurden,
die dann zur Heilung der Rag2-defizienten Miuse
fithrten. Paradoxerweise wurden die kranken Miu-
se mit der urspriinglichen Stérung daher durch
»adulte” Stammzellen (AS-Zellen) ihrer geborenen
Klone geheilt und nicht mit Hilfe von durch Kern-
transfer gewonnenen ES-Zellen. Die Ursache des
Therapieversagens der durch Kerntransfer gewon-
nenen ES-Zellen war bei den Empfingermiusen
das Auftreten von so genannten natiirlichen Killer-
zellen (NK), die zur Abstofung der aus ntES-Zel-
len gewonnenen Zellen fithrten. Dazu kam es an-
scheinend, weil die aus den geklonten Embryonen
gewonnenen Stammzellen zu niedrige Konzentra-
tionen von MHC-Klasse I-Molekiile aufwiesen, Pro-
teine, die das Immunsystem zur Selbsterkennung
benétigt. Um doch noch einen beschrinkten ,,Er-
folg” zu erzielen, wurde die Therapie an anderen
mutierten Ragz-defizienten Miusen durchgefiihrt,
die keine NK-Zellen produzieren konnen. Diese
Miuse waren jedoch nicht die Zellkernspender fur
das ,,therapeutische Klonen®.

In dem zweiten Artikel zeigen Barberi et al.>
die erfolgreiche Implantation dopaminerger Neu-
ronen aus ntES-Zellen in Parkinson-Miusen. Diese
ntES-Zellen waren von anderen Miusen gewonnen
worden, insofern wurde kein ,,therapeutisches Klo-
nen“ (isogene Transplantate) durchgefithrt. Mit
Neuronen aus normalen embryonalen Stammzel-
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len aus ivf-Miuseembryonen konnte jedoch in der-
selben Studie eine ebenso erfolgreiche Implantati-
on erreicht werden. Diese Tatsache liegt vermutlich
daran, dass das Gehirn ein immunprivilegiertes Or-
gan ist.*° Dazu kommt noch, dass die Gewinnung
der wenigen embryonalen Stammzelllinien durch
Kerntransfer, diein dieser Studie verwendet worden
waren, iiberaus ineffizient war.s' Noch dazu war die
Studie zu kurz (wenige Wochen), um eine mégliche
Teratomentstehung sicher auszuschliefen.s* Die
beim Klonen gehiuft auftretenden epigenetischen
Modifikationen fithren zu vermehrtem Risiko einer
Tumorentstehung.'s

12. Wie schatzen Sie bei unverandertem
Stammzellgesetz die Perspektiven fiir die
Stammzellenforschung in Deutschland ein
- beziiglich der Forschung mit hESZ und mit
adulten Stammzellen?

Hinsichtlich der Forschung mit adulten
Stammzellen liegt Deutschland international in
der Spitzengruppe.

Die Vorgaben des deutschen Gesetzes lenken
Forschungsanstrengungen auf adulte Stammzellen
und ESZ-Grundlagenforschung in Tiermodellen.

Wenn neue Therapien fiir Menschen mit bisher
schwer oder nicht heilbaren Krankheiten das Ziel
sind, dann dienen die Vorgaben des Stammzell-
gesetzes der Konzentration auf Erreichung dieses
Ziels, das angesichts der dargestellten gravieren-
den Probleme bei hESZ am ehesten mit hASZ (al-
logene und autologe Transplantation, Stimulation
endogener hASZ) zu erreichen sein wird. Diese
Konzentration erscheint auch angesichts der Be-
grenztheit der Ressourcen sinnvoll.

Mit der Befiirchtung, bei ESZ ins Hintertreffen
zu geraten, steht Deutschland nicht allein. In den
USA wird die Politik beschuldigt, durch Beschrin-
kung der aus Bundesmitteln forderungsfihigen
hESZ-Linien die Forschung zu blockieren. Tatsich-
lich aber wurden in den USA bei weitem die meis-
ten Arbeiten {iber Stammzellen publiziert, 13663 in
den Jahren 2000 bis 2004, entsprechend iiber 40%
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aller einschligigen Artikel. Die USA blieben also
die Nummer 1, speziell auch in Publikationen tiber
hESZ. Deutschland ist schon die Nummer 2 mit10%
aller Publikationen iiber Stammzellen. GroRbri-
tannien liegt mit seiner freiziigigen Gesetzgebung
nach Japan abgeschlagen auf Rang 4. Uber 85% aller
publizierten Arbeiten mit hESZ basieren auf den
vom NIH 2001 approbierten Ziellinien. Die renom-
mierten US-Forscher Owen-Smith und McCormick
erwihnen selbst, dass ,nur 14,4% aller hESZ-Publi-
kationen mit Zelllinien durchgefiihrt wurden, die
nicht von NIH zugelassen sind“s¢. Jedoch konnte
keine einzige Publikation eine hESZ-basierte The-
rapie mit Anwendung am Menschen zeigen.

13. Wie bewerten Sie die im Stammzellge-
setz getroffene Entscheidung zum Umgang
mit embryonalen Stammzellen in Deutsch-
land auch im Hinblick auf die nationale

und internationale Entwicklung? Trifft das
Stammzellgesetz eine ethisch angemessene
Entscheidung im Hinblick auf die betroffenen
Positionen (Menschenwiirde, Recht auf Leben,
Ethik des Heilens, Forschungsfreiheit)?

Die deutsche Stichtagsregelung ist ein ethi-
sches Minimum. Weil die in der Vergangenheit
gewonnenen embryonalen Stammzellen bereits
vorhanden waren, konnte man 2002 die einmalige
gesetzgeberische Entscheidung ethisch vertreten,
sie fiir einen sehr wichtigen Grund zu verwenden.
Das ethische Unzulissige lag bereits in der Vergan-
genheit und war nicht mehr riickgingig zu machen.
Wer das Menschenrecht auf Leben ernst nimmt
und daher menschliches Leben als schutzwiirdig
respektiert, kann die embryonenverbrauchende Er-
zeugung von Stammzellen ethisch nicht legitimie-
ren. Menschenrechte stehen nicht zur Disposition.
Menschliche Embryonen sind Menschen in ihrem
frithesten Entwicklungsstadium und haben einen
unanfechtbaren Anspruch auf Lebensschutz. Auch
aus der Perspektive der ,Ethik des Heilens“ - die die
spekulative Hoffnung auf zukiinftige therapeuti-
sche Moglichkeiten gegen die konkrete Verletzung
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desLebensrechts menschlicher Embryonen abwigt
- ldsst sich keine lebenszerstérende Handlung wie
z. B. die Erzeugung und Vernichtung von Embryo-
nen zur Gewinnung von embryonalen Stammzel-
len zu Forschungszwecken legitimieren.
Angesichts der internationalen Entwicklung der
Grundlagenforschung angefiihrte Griinde fiir For-
derungen nach einer Gesetzesinderung konnen sich
nicht auf eine neue Bewertung der ethischen Aspek-
te stiitzen. Die ethische Abwigung der betroffenen
Positionen hat sich gegeniiber 2002 nicht verindert.

14. Welchen ethischen Stellenwert messen
Sie dabei jeweils den einzelnen Regelungs-
komponenten zu: Stichtagsregelung? Straf-
androhung? Beschrdnkung der Einfuhr auf
Forschungszwecke?

Die Stichtagsregelung ist wie gesagt ein ethi-
sches Minimum, wobei die einmalige oder gar eine
laufende Verschiebung des Stichtages die Regelung
insgesamt ethisch unzulidssig machen wiirde. Denn
das Argument fiir diese Regelung war: Es diirfen
keine Embryonen mehr fiir weitere in Deutschland
nutzbare Stammzelllinien get6tet - oder gar eigens
fiir diesen Zweck geschaffen - werden. Eine Ver-
schiebung des Stichtages oder ein gleitender, nach-
laufender Stichtag wire damit unvereinbar.

Wiirde der Gesetzgeber heute das Argument,
die gegenwirtig aktuellen (nach dem deutschen
Stichtag gewonnenen) Stammzelllinien miissten
auch innerhalb Deutschlands nutzbar sein, zur
Grundlage einer Anderung des Stichtages machen,
so wiirde das gleiche Argument in der Zukunft
(wenn weitere, wiederum aktuellere Stammzellli-
nien im Ausland existieren) jede weitere Anderung
des Stichtages begriinden.

Zur Strafandrohung: Angesichts des Ranges
der betroffenen Rechtsgiiter (Menschenwiirde,
Lebensschutz) erscheint eine strafrechtliche Absi-
cherung grundsitzlich geboten. Allerdings trigt
bereits die Einfuhr von embryonalen Stammzellen
den Makel einer gewissen Doppelmoral: Sie stiitzt
sich auf die im Ausland durchgefiihrte ethisch
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nicht akzeptable Gewinnung der Stammzelllinien
durch T6tung menschlicher Embryonen.

15. Ist eine Anderung des Stammzellgeset-
zes aus ethischer Sicht fiir Sie notwendig
bzw. haben sich seit der Verabschiedung des
Stammzellgesetzes Griinde fiir eine Verdnde-
rung ergeben? Wenn ja, welche Anderungen
waren fiir Sie ethisch vertretbar? (Abschaf-
fung des Stichtags, Nachlaufender Stichtag,
Verschiebung des Stichtags - Abschaffung
der Strafandrohung; Begrenzung der Straf-
androhung auf das Inland - Erweiterung des
Einfuhrzwecks auf therapeutische, diagnosti-
sche Anwendungen)

Eine Anderung ist aus ethischer Sicht abzuleh-
nen. Es gibt Alternativen fiir die Grundlagenfor-
schung (siche Antworten zu Fragen 8 und 9). Fiir
therapeutische Anwendungen sind hESZ bereits
aus den oben dargestellten Griinden (siche Antwor-
tenzu Fragen 2, 4 und 5) weniger geeignet als andere
Stammzellen. Insbesondere steht der Gesetzgeber
nicht vor dem Dilemma, dass konkrete hESZ-ba-
sierte Therapien, fiir die es keine Alternativen gibt,
konkreten Patienten vorenthalten wiirden.

16. Wie bewerten Sie aus ethischer Sicht die
Perspektive der kommerziellen Nutzbarkeit
der embryonalen Stammzellforschung?

Das Problem der kommerziellen Nutzbarkeit
der embryonalen Stammzellenforschung stellt sich
nicht in Hinsicht auf therapeutische Verwendun-
gen, da diese absehbar nicht gegeben sind, ggf aber
hinsichtlich der ,material transfer aggreements“
(MTA) mancher Lieferanten von hESZ-Linien fiir
Forschungszwecke.

Tatsichlich jedoch scheint embryonale Stamm-
zellenforschung fiir 6ffentlichkeitswirksam publi-
zierte angebliche Durchbriiche, die bei genauer
Betrachtung nicht haltbar sind, kommerziellen
benefit abzuwerfen.’ss

Aus medizinisch-ethischer Sicht sind auf kom-
merziellen benefit spekulierende, aber angesichts
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des Standes der Wissenschaft zu hESZ nicht vali-
dierte Heilungsversprechungen verwerflich, da sie
die Hoffnungen von Patienten und ihren Angeho-
rigen instrumentalisieren.
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