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Vorwort

Der vorliegende Sammelband analysiert die klinische Anwendung von humanen
induzierten pluripotenten Stammzellen (hiPS-Zellen) aus naturwissenschaftlicher,
unternehmerischer, patientenorientierter, ethischer und rechtsvergleichender Pers-
pektive. Die Beitridge des Bandes sind systematisch nach Stakeholdern gegliedert,
also nach jenen Personen oder Organisationen, die von einem Transfer der Stamm-
zellforschung in die klinische Medizin direkt oder indirekt betroffen sind. Dies
ermoglicht eine zielgenaue Suche nach Antworten auf individuelle Fragen zur kli-
nischen Translation der hiPS-Zell-Forschung, das heiBt zur Ubertragung der Ergeb-
nisse der (Grundlagen-)Forschung in die klinische Praxis.

Des Weiteren enthilt dieser Sammelband naturwissenschaftliche, ethische und
rechtliche Empfehlungen des deutsch-osterreichischen Forschungsverbunds Clin-
hiPS. In zweijdhriger gemeinsamer Arbeit haben deutsche und osterreichische Wis-
senschaftler/-innen aus Naturwissenschaft, Medizinethik und Recht die spezifi-
schen mit der klinischen Translation von hiPS-Zellen und davon abgeleiteten
Produkten verbundenen Probleme identifiziert und analysiert. Zusitzlich wurden
die naturwissenschaftlichen Herausforderungen fiir Qualitdt und Sicherheit im
Kontext der klinischen Anwendung am Menschen untersucht und aktuelle Liicken
in der ethischen und rechtlichen Regulierung aufgedeckt. Die Empfehlungen rich-
ten sich an alle Stakeholder, insbesondere an Forscher/-innen, Kliniker/-innen, Un-
ternehmer/-innen, Spender/-innen, Patienten/Patientinnen, Ethikkommissionen und
Regulierungsbehorden sowie an Gesetzgeber. Sie sollen zu einer erfolgreichen Um-
setzung der hiPS-Zell-Forschung in die klinische Praxis in Deutschland und Oster-
reich unter Beachtung hochster Qualitits-, Sicherheits- und Wirksamkeitsstandards
beitragen.

Wir bedanken uns beim Bundesministerium fiir Bildung und Forschung fiir
die Forderung des Verbundprojekts ,,ClinhiPS: Eine naturwissenschaftliche, ethi-
sche und rechtsvergleichende Analyse der klinischen Anwendung von humanen
induzierten pluripotenten Stammzellen in Deutschland und Osterreich® (FKZ



VI Vorwort

01GP1602A, 01GP1602B und 01GP1602C). Ein weiterer Dank geht an alle Auto-
ren/Autorinnen, die einen Beitrag zu diesem Sammelband geleistet haben. Alle
Artikel in diesem Sammelband geben ausschlieBlich die Auffassung der Autoren/
Autorinnen wieder.

Cambridge, USA Sara Gerke
Mannheim, Deutschland Jochen Taupitz
Gottingen, Deutschland Claudia Wiesemann
Wien, Osterreich Christian Kopetzki
Sulzbach, Deutschland Heiko Zimmermann
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Die klinische Anwendung von hiPS-Zellen:
ein Uberblick

Check for
updates

Sara Gerke und Solveig Lena Hansen

Zusammenfassung Seit mehr als zehn Jahren konnen differenzierte Korperzellen,
wie etwa Hautzellen, im Labor derart verdndert (,,induziert) werden, dass humane
pluripotente Stammzellen entstehen. Diese sogenannten humanen induzierten pluri-
potenten Stammzellen (hiPS-Zellen) besitzen — ebenso wie humane embryonale
Stammzellen (hES-Zellen) — das Potenzial, jeden beliebigen Zelltyp des menschli-
chen Korpers zu bilden. Sie konnen beispielsweise in Muskel-, Nieren- oder Herz-
muskelzellen differenziert werden. In diesem Kapitel wird ein Uberblick iiber das
Potential von hiPS-Zellen fiir die klinische Anwendung und aktuelle Herausforde-
rungen gegeben. Dariiber hinaus wird auf die Wichtigkeit der Einbindung von Sta-
keholdern im Translationsprozess eingegangen und unter anderem der Begriff
Stakeholder* definiert sowie ein Beispiel fiir ein mogliches Verfahren zur
Stakeholder-Beteiligung gegeben. Den Abschluss bildet ein Uberblick iiber die Bei-
trage in diesem Sammelband.

S. Gerke (<)

The Petrie-Flom Center for Health Law Policy, Biotechnology, and Bioethics at Harvard Law
School, Harvard University, Cambridge, USA

E-Mail: sgerke@law.harvard.edu

S. L. Hansen
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1 HiPS-Zell-Technologie: Potenzial und aktuelle
Herausforderungen

Seit mehr als zehn Jahren konnen differenzierte Korperzellen, wie etwa Hautzellen,
im Labor derart verdndert (,,induziert™) werden, dass humane pluripotente Stamm-
zellen entstehen.! Diese sogenannten humanen induzierten pluripotenten Stamm-
zellen (hiPS-Zellen) besitzen — ebenso wie humane embryonale Stammzellen
(hES-Zellen) — das Potenzial, jeden beliebigen Zelltyp des menschlichen Korpers
zu bilden. Sie konnen beispielsweise in Muskel-, Nieren- oder Herzmuskelzellen
differenziert werden. Unter hiPS-Zell-basierten Produkten sind solche Produkte zu
verstehen, die auf der Grundlage von hiPS-Zellen und ihren Differenzierungsderi-
vaten hergestellt werden.

Schon heute werden hiPS-Zellen im Labor zum Zweck der Krankheitsmodellie-
rung und des Arzneimittel-Screenings eingesetzt.? In Zukunft sollen sie auch kli-
nisch zur Behandlung von Krankheiten wie Altersbedingte Makuladegeneration
(AMD)? oder Herzmuskelschwiiche* genutzt werden. Fiir eine potenziell klinische
Anwendung gibt es zwei denkbare Ansitze: entweder werden die hiPS-Zellen aus
autologen (patienteneigenen) Zellen oder aus allogenen (nicht vom Patienten selbst,
sondern von einem Spender stammenden) Zellen generiert.’

In Japan wurden bereits die ersten Patienten in klinischen Studien mit hiPS-
Zell-basierten Produkten behandelt. So wurde im September 2014 in Kobe die
weltweit erste Patientin, die an exsudativer (feuchter) AMD litt, mit retinalen Pig-
mentepithelzellen (RPE-Zellen) behandelt, die aus autologen hiPS-Zellen abgelei-
tet wurden.® Die Transplantation erfolgte ohne schwerwiegende Nebenwirkungen.”
Trotzdem wurde die Studie im Marz 2015 ausgesetzt, nachdem Mutationen in den
autologen hiPS-Zellen eines weiteren Patienten gefunden wurden.® Mittlerweile
wurde auch eine zweite Studie in Kobe zur Transplantation von RPE-Zellen bei
Patienten mit feuchter AMD durchgefiihrt.” Diesmal wurden die RPE-Zellen aus
allogenen hiPS-Zellen eines gesunden Spenders abgeleitet. Der erste Patient wurde
bereits im Mérz 2017 behandelt.'” Im Januar 2018 geriet allerdings auch diese Stu-

' Park et al. 2008; Takahashi et al. 2007; Yu et al. 2007.

2Ebert et al. 2012.

3Netzhauterkrankung; fiir weitere Informationen s. Neubauer et al. 2020, Abschn. 2.3.3.1.

4Fiir weitere Informationen s. Zimmermann 2020.

SDie maskuline Form wird in diesem Beitrag aus Griinden der leichteren Lesbarkeit verwendet.

¢S. dazu http://www.umin.ac.jp/ctr, UMIN000011929 (RIKEN). Zugegriffen: 16.01.2020. Nihe-
res zur Studie s. auch Gerke und Taupitz 2018, S. 227 sowie Neubauer et al. 2020, Abschn. 2.3.3.1.

"Mandai et al. 2017. S. ebenfalls RIKEN 2015; RIKEN 2017a.
8 Garber 2015, S. 890.

?S. dazu http://www.umin.ac.jp/ctr, UMIN000026003 (Abteilung fiir Ophthalmologie, Kobe City
Medical Center General Hospital). Zugegriffen: 16.01.2020.

"RIKEN 2017b; AMED 2018.
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die in die Kritik, da eine schwerwiegende — wenn auch nicht lebensbedrohliche —
unerwiinschte Reaktion bei einem Teilnehmer gemeldet wurde.!!

Im Juli 2018 wurde zudem beispielsweise in Japan die erste Phase I/II-Studie mit
dopaminergen Vorlduferzellen begonnen. Diese wurden aus allogenen hiPS-Zellen
mit dem Ziel abgeleitet, Morbus Parkinson zu behandeln.'? Die erste Transplanta-
tion von 2,4 Millionen Vorlduferzellen in das Gehirn eines Patienten fand Cyranoski
2018. Mittlerweile wurde allerdings auch diese Studie ausgesetzt.'?

Im Dezember 2019 gaben die National Institutes of Health (NIH) die erste klini-
sche Priifung mit autologen hiPS-Zellen zur Behandlung der fortgeschrittenen ,,tro-
ckenen® Form der AMD in den USA bekannt.'* Aus hiPS-Zellen sollen RPE-Zellen
abgeleitet und Patienten mit einem Pflaster (,,Patch) transplantiert werden.'> Im
Februar 2019 hat zudem Fate Therapeutics eine klinische Priifung mit ihrem uni-
versellen (allogenen) hiPS-Zell-basierten Produkt zur Behandlung von fortgeschrit-
tenen soliden Tumoren in den USA begonnen.'®

Doch nicht nur in Japan und den USA, sondern auch in anderen Lindern, ein-
schlieBlich Europa, werden klinische Studien mit hiPS-Zell-basierten Produkten
durchgefiihrt bzw. sind klinische Studien geplant. Zum Beispiel hat Cynata Thera-
peutics, ein australisches Unternehmen, bereits eine klinische Phase I-Studie in
Australien und dem Vereinigten Konigreich abgeschlossen.!” In dieser Studie wur-
den mesenchymale Stammzellen aus allogenen hiPS-Zellen abgeleitet. Sie dienten
zur Behandlung von steroid-resistenter akuter Graft-versus-Host-Reaktion (eben-
falls Graft-versus-Host-Disease, GVHD), einer Reaktion des Immunsystems, die
nach einer allogenen Knochenmark- oder Stammzelltransplantation auftreten
kann.'® Eine Phase II-Studie ist ebenfalls geplant.'” In Deutschland wird die erste
klinische Priifung mit aus hiPS-Zellen abgeleiteten Herzmuskelzellen zur Behand-
lung der Herzinsuffizienz ebenfalls erwartet. Wie diese Beispiele zeigen, befindet
sich die hiPS-Zell-Technologie in der klinischen Translation: die Ergebnisse der
(Grundlagen-)Forschung werden in die klinische Praxis iibertragen.

Die hiPS-Zell-Technologie birgt ein hohes Potenzial fiir die klinische Anwen-
dung, doch gleichzeitig auch viele Herausforderungen. Die International Society
for Stem Cell Research (ISSCR) hat beispielsweise 2016 Leitlinien fiir die

1'Kyodo 2018.

128. dazu http://www.umin.ac.jp/ctr, UMIN000033564 (Kyoto University Hospital). Zugegriffen:
16.01.2020.

13S. http://www.umin.ac.jp/ctr, UMIN000033564 (Kyoto University Hospital). Zugegriffen:
16.01.2020.

“NIH 2019.
5Vgl. Sharma et al. 2019.

16S. dazu https://clinicaltrials.gov, NCT03841110 (Fate Therapeutics). Zugegriffen: 16.01.2020. S.
ebenfalls zurlangfristig angelegten Nachbeobachtungsstudie https://clinicaltrials.gov, NCT04106167
(Fate Therapeutics). Zugegriffen: 16.01.2020.

17Cynata Therapeutics 2019.

'8 Niheres zur Studie s. https://clinicaltrials.gov, NCT02923375 (Cynata Therapeutics Limited).
Zugegriffen: 16.01.2020.

1 Cynata Therapeutics 2019.
20Niheres dazu s. Wildermuth 2018. S. auch Zimmermann 2020.
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Stammzellforschung und klinische Translation sowie 2018 praktische Hinweise fiir
Arzte und Ethikkommissionen bzw. institutionelle Priifungsgremien fiir stammzell-
basierte klinische Studien verdffentlicht.?! Auch das German Stem Cell Network hat
2018 ein White Paper mit Analyse und Empfehlungen zur klinischen Translation
von Stammzellforschung in Deutschland verdffentlicht.”?> Weiterer — auf hiPS-
Zellen zugeschnittener — Bedarf ist gegeben: Um eine erfolgreiche klinische Trans-
lation von hiPS-Zellen unter Beachtung hochster Qualitéts-, Sicherheits- und Wirk-
samkeitsstandards zu sichern, sind die Herausforderungen friihzeitig und umfassend
aus einer interdisziplindren Perspektive zu analysieren.

Dieser Aufgabe hat sich das vom Bundesministerium fiir Bildung und Forschung
(BMBF) geforderte Projekt ,,ClinhiPS: Eine naturwissenschaftliche, ethische und
rechtsvergleichende Analyse der klinischen Anwendung von humanen induzierten
pluripotenten Stammzellen in Deutschland und Osterreich® gewidmet.? In zwei-
jahriger gemeinsamer Arbeit fiihrte ein Forschungsverbund aus deutschen und oster-
reichischen Wissenschaftlern aus Naturwissenschaft, Medizinethik und Recht eine
umfassende Analyse zur klinischen Anwendung und Translation der Forschung mit
hiPS-Zellen und davon abgeleiteten Produkten in Deutschland und Osterreich durch.

Das naturwissenschaftliche Teilprojekt (s. Teil T dieses Sammelbands)* analy-
sierte die klinische Anwendung von hiPS-Zellen am Menschen mit dem Fokus auf der
Schaffung von Qualitdtsstandards fiir eine sichere Anwendung von hiPS-Zell-
basierten Therapien. Zu diesem Zweck wurde der Gesamtprozess von der Generie-
rung von hiPS-Zellen iiber ihre Expansion und Differenzierung bis hin zur Qualitéts-
kontrolle, Charakterisierung, Kryokonservierung und Lagerung eingehend untersucht.

Das ethische Teilprojekt (s. Teil V dieses Sammelbands)® widmete sich morali-
schen Problemen, die im Zuge der klinischen Translation von hiPS-Zellen entste-
hen. Es evaluierte die klinische Implementierung von hiPS-Zell-basierten Thera-
pien. Bestandteil der Analyse waren unter anderem Fragen iiber die Einwilligung
und Aufkldrung von Spendern, der Studienplanung und Probandenauswahl sowie
einer Risiko-/Belastung-Chancen-Bewertung.

Das juristische Teilprojekt (s. Teil VI dieses Sammelbands)* war fiir die rechts-
vergleichende Analyse der klinischen Anwendung von hiPS-Zellen in Deutschland
und Osterreich verantwortlich. Es identifizierte die beiden Rechtslagen, die fiir ei-
nen erfolgreichen Translationsprozess der Ergebnisse der hiPS-Zell-Forschung in
die klinische Praxis zu beachten sind. Neben der Identifizierung von rechtlichen
Mingeln und Liicken wurden beide Rechtslagen miteinander verglichen und die
wesentlichen Unterschiede im Translationsprozess von hiPS-Zellen herausgestellt

2ITSSCR 2016; ISSCR 2018

2GSCN 2018.

ZNiheres zum Projekt s. www.ClinhiPS.de. Zugegriffen: 16.01.2020.
2 Neubauer et al. 2020.

% Hansen et al. 2020.

26 Gerke 2020; Kopetzki et al. 2020; Gerke et al. 2020b.
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und analysiert. Die Ergebnisse sollen zu mehr Transparenz und Rechtssicherheit
beitragen. Der Vergleich soll insbesondere die rechtlichen Divergenzen zwischen
Deutschland und Osterreich vor dem Hintergrund aufzeigen, dass beide Linder
Mitgliedstaaten der Europidischen Union sind. Weiteres Ziel war es, Handlungs-
empfehlungen an die Gesetzgeber zu geben.

Der vorliegende Sammelband reprisentiert die Ergebnisse des ClinhiPS-Projekts
und gibt abschlieend naturwissenschaftliche, ethische und rechtliche Empfehlun-
gen des Verbunds zur klinischen Translation der Forschung mit hiPS-Zellen und
davon abgeleiteten Produkten (s. Teil VII dieses Sammelbands)?’. Er richtet sich an
alle Stakeholder, das heifit Individuen und Gruppen, die an der Entwicklung und
Anwendung hiPS-Zell-basierter Produkte beteiligt oder von ihr betroffen sind, so-
wie an die Gesetzgeber. Neben den Ergebnissen der Teilprojekte enthilt der Sam-
melband weitere Beitrige von Stakeholdern aus den Gebieten klinische Forschung,
Industrie sowie Patientenvertretung. Diese ergénzenden Beitridge stammen von Re-
ferenten und Teilnehmern, die der Tagung: ,,Die klinische Translation humaner in-
duzierter pluripotenter Stammzellen. Eine Stakeholder-Konferenz zur Evaluation
innovativer Risikoforschung* beiwohnten. Diese Tagung fand am 20. und 21. Okto-
ber 2017 in Gottingen statt. Eine solche Stakeholder-Beteiligung ermoglicht gerade
in Bezug auf prospektive Studienvorhaben eine Einbindung unterschiedlicher Per-
spektiven und Interessen in der Planungsphase klinischer Studien.

Im Folgenden geben wir zunéchst eine Arbeitsdefinition des Begriffs ,,Stakehol-
der* und stellen dann das auf der Konferenz in Goéttingen angewandte Verfahren und
seine Evaluation dar. Den Abschluss bildet ein Uberblick iiber die Beitrige in die-
sem Sammelband.

2 Einbindung von Stakeholdern im Translationsprozess

2.1 Stakeholder: Eine Arbeitsdefinition

Der Begriff des Stakeholders bezeichnet im Kontext der Medizin Individuen oder
Gruppen, die aktiv an gesundheitsbezogenen Entscheidungen beteiligt oder von ih-
nen betroffen sind. Aufgrund ihrer Betroffenheit haben sie einen Anspruch (,,stake®)
auf Mitbestimmung im Forschungsprozess. Dies beinhaltet zum einen Personen
und Institutionen, die bereits finanzielle oder haftungsrechtliche Verantwortung tra-
gen (sog. primdre Stakeholder). Sie sind fiir gewohnlich von Beginn an in Entschei-
dungsprozesse eingebunden. Im Kontext der klinischen Forschung sind dies neben
den Forschern selbst auch Auftragsunternehmen, Biobanken, Ethikkommissionen
und Regulierungsbehdrden. Zum anderen sind Stakeholder aber auch solche Perso-
nen und Gruppen, die von Forschungsentscheidungen objektiv betroffen sind, ohne

27 Gerke et al. 2020a.



6 S. Gerke und S. L. Hansen

selbst Verantwortung fiir Entscheidungen iiber den Studienablauf zu tragen (sog.
sekunddre Stakeholder). Diese objektive Betroffenheit kann direkt oder indirekt
sein.?® Direkt Betroffene der hiPS-Zell-Forschung sind sowohl die Spender von so-
matischen Zellen, die gegebenenfalls tiber Zusatzbefunde informiert werden und
deren Privatsphire gefihrdet sein kann als auch Teilnehmer klinischer Studien. In-
direkt Betroffene sind etwa Angehorige, die unter Umstinden ebenfalls die Belas-
tungen einer Studienteilnahme (mit-)tragen. Gerade die sekunddren Stakeholder
sind bislang weder in Entscheidungen iiber die Studiengestaltung noch den Studien-
verlauf in systematischer Weise involviert.?

Daneben gibt es vorwiegend subjektiv Betroffene, die mit Anteilnahme oder Be-
fiirchtungen auf hochinnovative und risikoreiche Forschung reagieren. Diese Form
von subjektiver Betroffenheit geht im Unterschied zu priméren und sekundéren Sta-
keholdern oftmals mit einem geringeren normativen Anspruch auf Beteiligung ein-
her. Es besteht hier allerdings durchaus ein Anspruch auf Information, auf deren
Grundlage gesundheitliche Entscheidungen gefillt werden konnen. Normative Re-
levanz hat die vorwiegend subjektive Betroffenheit jedoch erst, wenn Forschungs-
vorhaben grofe Auswirkungen auf das gesellschaftliche Zusammenleben haben. An
dieser Stelle setzen das ,,Patient and Public Involvement* sowie das ,,Public En-
gagement™ an. Beide Konzepte zielen auf einen transparentes Gesprich zwischen
Offentlichkeit und Wissenschaft ab.3° Das ,,Public Engagement* soll zur besseren
Information iiber Forschung beitragen und der Offentlichkeit tatsichliche Maglich-
keiten des Dialogs er6ffnen. ,,Patient and Public Involvement hingegen bezeichnet
konkrete Projekte, die Forschung unter aktiver Beteiligung der Offentlichkeit durch-
fithren bzw. Forschung fiir die Offentlichkeit ermoglichen.’!

Der Begriff ,,Stakeholder* sensibilisiert insbesondere dafiir, dem Beteiligungs-
anspruch verantwortlicher Personen bzw. direkt Betroffener Beachtung zu schenken
und zu untersuchen, an welchen Stellen im Translationsprozess es geboten sein
kann, sie in Entscheidungen einzubinden.* Er sensibilisiert weiterhin fiir verschie-
dene Rollen, die in der klinischen Translation eingenommen werden, sowie fiir ver-
schiedene Interessen, die aufeinandertreffen.’® Zum Beispiel verfolgen Patienten in
klinischen Studien hidufig das Interesse, ihren Gesundheitszustand zu verbessern.
Die meisten Angehdrigen von Patienten hoffen ebenfalls auf eine schnelle Gene-
sung ihres kranken Familienmitglieds. Hingegen sorgen sich Forschende in der Re-
gel um das Wohlbefinden der Studienteilnehmer und zusitzlich um ihre For-
schungsergebnisse und — im Bereich der Translationsmedizin — regelmadBig auch
um die spitere Verbreitung und Vermarktung des Produkts. Regulierungsbehdrden

28 Niheres dazu s. Hansen et al. 2018.
2 Niheres s. auch Hansen et al. 2020.

30Crocker et al. 2018; Lander et al. 2014; Nuffield Council on Bioethics 2012, S. 56-92. Zum
Unterschied zwischen Public Involvement und Public Engagement s. auch https://www.invo.org.uk.
Zugegriffen: 16.01.2020.

31'Hansen et al. 2018, S. 290.
2Hansen et al. 2018, S. 298.
33 Concannon et al. 2012.
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haben zum Beispiel fiir gewohnlich ein Interesse daran, dass klinische Studien nach
hochsten Qualitits- und Sicherheitsstandards durchgefiihrt werden. Pharmazeuti-
sche Unternehmen zielen grundsitzlich darauf ab, ihr Produkt gewinnbringend zu
vermarkten. Die Interessen einzelner Stakeholder konnen sich decken, aber auch so
konfligieren, dass ein Interessensausgleich notwendig wird.

Verfahren zur Beteiligung von Stakeholdern konnen unterschiedlich ausgestaltet
sein und von der einfachen Information von Stakeholdern bis zu ihrer tatsdchlichen
Partizipation an Entscheidungsprozessen reichen.?* Dabei sollte das jeweils ge-
wihlte Verfahren einerseits zum Thema passen, andererseits sollte es so gestaltet
sein, dass es einen tatsdchlichen Mehrwert fiir das konkrete Projekt besitzt. Fiir die
Verbesserung eines Verfahrens sollte zudem ihr Einfluss auf die Entscheidungsfin-
dung (z. B. unter Verwendung von qualitativen oder quantitativen Techniken) aus-
gewertet werden.®

2.2 Das Gottinger Verfahren und seine Evaluation

Ziel der Gottinger Konferenz war es, Stakeholder aus verschiedenen Phasen des
Erprobungs- und Zulassungsprozesses miteinander ins Gesprich zu bringen, um
sich liber die Arbeitsweise anderer Beteiligter und Betroffener der klinischen Trans-
lation auszutauschen. Zur gemeinsamen Diskussion stand, wie Transparenz von
Entscheidungsprozessen, eine ausgewogene und gerechte Risikobewertung und
eine informierte offentliche Debatte sichergestellt werden konnen. Die Konferenz
gestaltete sich durch sieben Vortrige von unterschiedlichen Stakeholdern der klini-
schen Translation von hiPS-Zellen sowie drei Workshops, in denen die Teilnehmer
zu den Themen Kommunikation und Bewertung von Risiken, Partizipation von Pa-
tientenvertretern in der Translation, sowie Anforderungen an die Sicherung von
Spenderrechten intensiv diskutierten.

Im Rahmen der Stakeholder-Konferenz wurden Evaluationsbogen an alle Teil-
nehmenden (n = 60, Riicklauf 63 %) verteilt. Der Fragenkatalog umfasste fiinf Fra-
geblocke: Erstens geschlossene Fragen mit Mehrfachnennungen oder Likert-Skalen
(Aussagen auf einer mehrstufigen Antwortskala) zur Selbsteinschidtzung, zweitens
einen offenen Teil mit drei weiterfiihrenden Fragen. Der Evaluationsbogen sollte
dazu dienen, die individuellen Perspektiven auf das gewéhlte Format und den ge-
meinsamen Austausch zu erheben.

Die geschlossenen Fragen widmeten sich der Positionierung als Stakeholder,
dem Vorwissen der Teilnehmenden und der persénlichen Einschidtzung vom Konfe-
renzformat. Die weiterfiihrenden Fragen erhoben die erfiillten bzw. nicht erfiillten
Erwartungen beziiglich der Konferenz, weitere Themen/Aspekte zu hiPS-Zellen
bzw. zur klinischen Translation fiir zukiinftige Veranstaltungen sowie die Bewer-
tung des Tagungsformats.

#Luyet et al. 2012.
¥ Deverka et al. 2012; Esmail et al. 2015; Goodman und Thompson 2017.
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2.2.1 Teilnehmerfeld der Stakeholder-Konferenz

Das Teilnehmerfeld setzte sich tiberwiegend aus Forschern (Grundlagenforschung
und klinische Forschung), Ethikern und Juristen zusammen und spiegelte damit die
drei Teilprojekte des ClinhiPS-Projekts wider. Die Studierenden aus unterschiedli-
chen Fichern (v.a. Biologie und Medizin) bildeten einen ebenso grofen Anteil wie
die Ethiker. Die anderen Teilnehmer waren iiber verschiedene Gruppen von Stake-
holdern verteilt (s. Abb. 1). Im offenen Teil der Evaluation wurde diese Perspekti-
venvielfalt, und gerade die Einbindung von Stakeholdern wie Industrie und Patien-
tenvertretung, sehr positiv bewertet.

Die Konferenz war vornehmlich mit Experten besetzt und hatte eine relativ ge-
ringe Teilnehmerzahl von Patienten. Erkldren Iésst sich dies mit dem prospektiven
Zuschnitt der Konferenz und einem Thema, das bisher weniger in der Offentlichkeit
diskutiert wurde als andere biotechnologische oder medizinethische Themen wie
Organtransplantation, Reproduktionsmedizin oder Entscheidungen am Lebensende.

2.2.2 Einschiatzung der Workshops

In Bezug auf das Format wurden gerade die diskussionsintensiven Workshops posi-
tiv eingeschétzt (s. Abb. 2). Fast 60 % der Teilnehmer stimmten zu, dass die Work-
shops den Raum fiir eine ergebnisoffene Diskussion des jeweiligen Themas boten.
Fiir einen kommunikativen Dialog bot sich dieses Format an und stellte eine gute
Erginzung zu den inhaltlichen Vortrigen dar.

Im offenen Teil der Evaluation wurde das Zusammenspiel von Vortrigen und
Workshops sowie die konstruktive Diskussionsatmosphire positiv betont. Zu-

Teilnehmerfeld, in Prozent (Mehrfachauswahl méglich)

O Forscher/in (Grundlagen und Klinik)

2%

W Jurist/in

M Ethiker/in 7% 26%
M Studierende/r

7%
B Mitglied einer Ethikkommission

MW Mitglied einer Behorde oder regulatorischen Institution 6%

@ Sonstige

O Patient/in, Angehérige/r, Patientenvertreter/in oder Proband/in ~ 11%

22%

B Kommerzielle/r Anbieter/in bzw. Industrie

11%

@ Vertreter/in eines Sponsors oder eines Forschungsforderers

Abb. 1 Teilnehmerfeld der Gottinger Stakeholder-Konferenz im Oktober 2017



Die klinische Anwendung von hiPS-Zellen: ein Uberblick 9

Einschiitzung der Workshops, in Prozent

60
[ Aus meiner Sicht war die Diskussion innerhalb der
Workshops gut moderiert. 50
[ Die gemeinsame Diskussion in den Workshops hat 40
mir neue Perspektiven eroffnet.
B Der Workshop bot Raum fiir ergebnisoffene 0
Diskussion des Themas.
B Mit unterschiedlichen Standpunkten wurde im 20
Workshop konstruktiv und losungsorientiert
umgegangen.
. . . 10
B Ich habe mich gut einbringen kdnnen.

stimme stimme zu stimme stimme
vollkommen zu cher zu cher nicht zu

Abb. 2 Einschitzung der Workshops der Gottinger Stakeholder-Konferenz im Oktober 2017

gleich wurde aber auch noch mehr Raum fiir Diskussionen (insbesondere zum
Thema Nutzen und Risiken) sowie eine konkrete Formulierung von Zielen, Auf-
gaben und Ideen als Folge der Workshops angeregt. Hier zeigt sich, dass eine
solche Zusammenfiihrung von Stakeholdern stets einer Weiterentwicklung und
Reflexion bedarf. Fiir zukiinftige Vorhaben ist von Interesse, dass die Teilnehmer
folgende Aspekte als relevant fiir einen weiteren 6ffentlichen Dialog einstuften:
Einbindung von Klinikern und Patienten, Gewinnerwartung der Industrie, Um-
gang mit schwerwiegenden unerwiinschten Ereignissen, die Finanzierung von
hiPS-Zell-basierten Produkten im System der gesetzlichen Krankenkassen, Ge-
winnbeteiligung von Spendern und die Genom-Editierung von hiPS-Zellen. Als
weitere einzubindende primire Stakeholder wurden Biobanken und Krankenkas-
sen genannt. Dariiber hinaus regten einzelne Teilnehmende an, auch vorwiegend
subjektiv Betroffene einzubeziehen und Gesundheitspolitiker an der 6ffentlichen
Diskussion zu beteiligen. Von einigen Teilnehmern wurde zudem ein stédrkerer
Fokus auf die praktischen und ethischen Fragen klinischer Studien mit hiPS-
Zell-basierten Produkten gewiinscht.

2.2.3 Gesamteinschitzung der Konferenz

Vornehmlich wurde die Veranstaltung als eine Moglichkeit zur Diskussion (28 %)
und zum Informationsaustausch (23 %) betrachtet. Nur ein Prozent der Befragten
hatten den Eindruck, dass auf dieser Konferenz Personen gemeinsam Entscheidun-
gen getroffen haben. Diese Einschidtzung sensibilisiert dafiir, dass je mehr Perspek-
tiven zum ersten Mal aufeinandertreffen, es desto schwieriger wird, in diesem
begrenzten Zeitrahmen konkrete Entscheidungen fiir die Zukunft zu fillen. In
einem so neuen Feld wie der klinischen Translation von hiPS-Zellen kann deshalb
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Gesamteinschitzung der Konferenz, in Prozent

O Auf dieser Veranstaltung haben Personen zum Thema o 1%
hiPS diskutiert. 11%

O Auf dieser Veranstaltung konnten sich Personen zum 28%
Thema hiPS informieren.
. . . 15%
M Auf dieser Veranstaltung konnten sich Stakeholder im
Bereich hiPS vernetzen.

E Von dieser Veranstaltung werden Impulse fiir die
offentliche Debatte im Bereich hiPS ausgehen.

W Auf dieser Veranstaltung haben Personen zum Thema
hiPS zusammengearbeitet.

B Auf dieser Veranstaltung haben Personen zum Thema
hiPS Entscheidungen getroffen.

Abb. 3 Gesamteinschitzung der Gottinger Stakeholder-Konferenz im Oktober 2017

auf einer eintigigen Stakeholder-Konferenz nur ein erster Austausch iiber Perspek-
tiven und einzubindende Interessen erfolgen (Abb. 3).

Ein solcher Austausch iiber Perspektiven und einzubindende Interessen ist al-
lerdings essenziell, um aktuelle Probleme und Herausforderungen gemeinsam zu
identifizieren und zu diskutieren, sich mit verschiedenen Stakeholdern zu vernet-
zen und ihre Perspektiven kennenzulernen sowie den eigenen Standpunkt zu re-
flektieren. So hatten 22 Prozent der Befragten den Eindruck, dass die Veranstal-
tung ein Forum zur Vernetzung bot. Des Weiteren gingen 15 Prozent der Befragten
davon aus, dass von der Veranstaltung Impulse fiir die 6ffentliche Debatte ausge-
hen werden.

Die hier vorliegende schriftliche Ausarbeitung gefiihrter Diskussionen bietet nun
die Moglichkeit, das Diskutierte der wissenschaftlichen Offentlichkeit zuginglich
zu machen sowie Ergebnisse und Anregungen festzuhalten.

3 Aufbau des vorliegenden Sammelbands

Dieser Sammelband umfasst systematisch die Perspektiven von Stakeholdern auf
dem Gebiet der Grundlagenforschung, klinischen Forschung, Industrie, Patienten-
vertretung, Ethik und des Rechts. Dies ermdglicht eine zielgenaue Suche nach Ant-
worten auf individuelle Fragen im klinischen Translationsprozess von hiPS-Zellen
und hiPS-Zell-basierten Produkten. Dariiber hinaus enthilt dieser Sammelband na-
turwissenschaftliche, ethische und rechtliche Empfehlungen des deutsch-osterrei-
chischen Forschungsverbunds ClinhiPS zur klinischen Translation der Forschung
mit hiPS-Zellen und davon abgeleiteten Produkten.
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Teil I: Grundlagenforschung

In Teil I werden die naturwissenschaftlichen Grundlagen im Kontext einer klini-
schen Anwendung von hiPS-Zellen erlautert. Neubauer et al. analysieren das zu-
kiinftige Potenzial von hiPS-Zellen fiir die regenerative Medizin. Zwischen der
Reprogrammierung von differenzierten Korperzellen und der klinischen Anwen-
dung von hiPS-Zell-basierten Produkten liegen zahlreiche, mitunter zeitintensive
Prozessschritte. Neubauer et al. analysieren diese einzelnen Prozessschritte einer
hiPS-Zell-basierten Therapie eingehend und systematisch, angefangen von der Ge-
nerierung von hiPS-Zell-Linien iiber die Expansion, Differenzierung und anwen-
dungsorientierte Applikation bis hin zur Qualititskontrolle und Charakterisierung
sowie Kryokonservierung und Lagerung.

Teil II: Klinische Forschung

Teil II dieses Sammelbands ist der klinischen Forschung gewidmet. Zimmermann
gibt einen Einblick in die Herzreparatur mit Herzmuskelpflastern aus pluripotenten
Stammzellen und die Translation eines priklinischen Konzeptes in die klinische
Priifung. Aktuelle Therapiemalnahmen adressieren nur unzureichend die hohe
Sterblichkeit und die stark eingeschrinkte Lebensqualitidt von Patienten mit Herz-
muskelschwiiche. Ein vielversprechendes Verfahren ist die Implantation von Herz-
muskelzellen aus hES-Zellen und hiPS-Zellen. Ein Ansatz fiir eine optimale Herz-
remuskularisierung stellt die Herzmuskelzellimplantation iiber im Labor geziichtete
Herzgewebe — sogenannte Herzmuskelpflaster — dar.

Teil III: Industrie

Teil III gibt einen Einblick in die Sichtweise von Unternehmen. Herget et al. be-
leuchten, wie ein Wissenschafts- und Technologieunternehmen in der Stammzell-
forschung und der Genom-Editierung mit bioethischen Fragen umgeht. Merck bie-
tet eine breite Palette von Dienstleistungen und Produkten fiir die Genom-Editierung,
Stammzellforschung und Reproduktionsmedizin an. Diese Geschiftsaktivititen
konfrontieren das Unternehmen mit vielféltigen bioethischen Fragestellungen.
Merck hat deshalb Prozesse und Strukturen geschaffen, die einen verantwortungs-
vollen und regelkonformen Einsatz seiner Dienstleistungen und Produkte auf
Grundlage hochster ethischer Standards sicherstellen soll. In ihrem Beitrag be-
schreiben Herget et al. diese etablierten Prozesse und Strukturen als Anregungen fiir
andere Unternehmen und stellen dabei das Merck Bioethics Advisory Panel und
Stem Cell Research Oversight Committee Vor.

Harder beschiftigt sich in seinem Beitrag mit den Herausforderungen innovati-
ver Gewebemedizin aus unternehmerischer Sicht. Er untersucht den Bedarf von
hiPS-Zellen und Geweben, analysiert die Rahmenbedingungen der Weltgesund-
heitsorganisation, des Europarates und der Europdischen Union und stellt die Um-
setzung in Deutschland dar. Harder diskutiert iiber Qualitéts- und Sicherheitsstan-
dards, die Organisation der Gewebespende, Verteilungsregeln fiir Gewebespenden,
das Handelsverbot von Geweben und den Handel mit Gewebeprodukten, Erstat-
tungsfragen sowie Aspekte der Vigilanz bzw. Nachbeobachtung. In seinem Beitrag
spricht sich Harder fiir eine ,,Kultur der Gewebespende® aus und unterbreitet
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konkrete Vorschlige wie ein staatliches, unternehmerisches und gesellschaftliches
Engagement aussehen konnte.

Teil I'V: Patientenvertretung

In Teil IV dieses Sammelbands werden hiPS-Zellen aus einer patientenorientierten
Perspektive beleuchtet. Kruip untersucht in seinem Beitrag die Patientenvertretung
in der (hiPS-Zell-)Forschung als Herausforderung fiir Patientenorganisationen. Am
Beispiel der Erbkrankheit Mukoviszidose und der Aktivititen des Selbsthilfevereins
Mukoviszidose e.V. zeigt Kruip die Herausforderungen auf, vor denen Patientenor-
ganisationen bei der effektiven Patientenvertretung stehen. Er befiirwortet den Ab-
bau von zusitzlichen Hiirden, wie zum Beispiel Sprachbarrieren durch Studienun-
terlagen, die ausschlieBlich in wissenschaftlicher (d. h. nicht laienverstindlicher)
englischer Sprache verfiigbar sind.

Teil V: Ethik

Teil V des Sammelbands beschéftigt sich mit ethischen Fragestellungen. Hansen
et al. analysieren die klinische Forschung mit hiPS-Zellen aus ethischer Perspek-
tive. Sie diskutieren insbesondere ethische Fragen zur Aufkldarung und Einwilligung
der Spender, Studienplanung, Probandenauswahl, Risiko/Belastung-Chancen-Be-
wertung, Aufkldrung und Einwilligung der Studienteilnehmer sowie gesellschaft-
liche Aspekte der klinischen Translation der Stammzellforschung. Dariiber hin-
aus wird die ethische Analyse durch die Diskussion diskursiver Verfahren des
Stakeholder-Involvements ergénzt. Hansen et al. zeigen auf, welche Stakeholder
Anspruch auf Beteiligung im Verfahren erheben konnen und wie eine bessere Be-
riicksichtigung ihrer Interessen bei der Ausgestaltung des Forschungsprozesses aus-
sehen sollte.

Teil VI: Recht
Teil VI dieses Sammelbands ist dem Recht gewidmet. Gerke analysiert in ihrem
Artikel die klinische Translation von hiPS-Zellen in Deutschland mit dem Ziel, zu
mehr Transparenz und Rechtsklarheit beizutragen. Hierfiir untersucht sie das Arz-
neimittelgesetz (AMG), Transplantationsgesetz (TPG), Gentechnikgesetz (GenTG),
Stammzellgesetz (StZG) und Embryonenschutzgesetz (ESchG). Gerke stuft zu-
nédchst unter anderem somatische Zellen, hiPS-Zellen und/oder hiPS-Zell-basierte
Produkte im Lichte des jeweiligen Gesetzes ein und analysiert anschlieend die
rechtlichen Konsequenzen der Einstufung. Sie vermittelt dem Leser dabei einen
systematischen Uberblick iiber die deutsche Rechtslage zur klinischen Translation
von hiPS-Zellen. Zusitzlich zur Klidrung der deutschen Rechtslage zeigt sie recht-
liche Mingel und Liicken auf und gibt konkrete Novellierungsvorschlige.
Kopetzki et al. analysieren die klinische Translation von hiPS-Zellen in Oster-
reich. Sie untersuchen das osterreichische Arzneimittelgesetz (0 AMG), Gewebesi-
cherheitsgesetz (GSG), Gentechnikgesetz (GTG) und Fortpflanzungsmedizingesetz
(FMedG). Kopetzki et al. legen die erheblichen Auslegungsschwierigkeiten dar, die
die Anwendung der einschldgigen rechtlichen Regelungen auf die konkreten
Sachverhalte im Zusammenhang von hiPS-Zell-basierten Produkten nach sich
zieht. Sie entwickeln in ihrem Landesbericht eine plausible und vertretbare Rechts-
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auffassung, zeigen rechtliche Liicken und Mingel im Osterreichischen Recht auf
und stellen Handlungsbedarf fiir den Gesetzgeber fest.

Im dritten Beitrag zu Teil VI fithren Gerke et al. eine rechtsvergleichende Ana-
lyse der klinischen Translation von hiPS-Zellen in Deutschland und Osterreich
durch. Sie stellen die wesentlichen Unterschiede zwischen deutschem und oster-
reichischem Recht fest. Dabei werden das Arzneimittelrecht, Transplantations- und
Geweberecht, Gentechnikrecht, Stammzellen-, Embryonenschutz- und Fortpflan-
zungsmedizinrecht in die Untersuchung miteinbezogen. Gerke et al. stellen insbe-
sondere fest, dass Diskrepanzen zwischen deutscher und Osterreichischer Rechts-
lage vor allem im Hinblick auf die Regelung ethisch umstrittener Fragestellungen
bestehen. So zeigen sie unter anderem auf, dass das deutsche Recht zum Umgang
mit hiPS-Zell-basierten Keimzellen derzeit deutlich liberaler ausgestaltet ist als das
oOsterreichische Recht.

Teil VII: Empfehlungen des Verbunds ClinhiPS

Teil VII dieses Sammelbands enthilt naturwissenschaftliche, ethische und recht-
liche Empfehlungen zur klinischen Translation der Forschung mit hiPS-Zellen
und davon abgeleiteten Produkten des deutsch-osterreichischen Forschungsver-
bunds ClinhiPS. In zweijdhriger Arbeit haben Wissenschaftler aus Naturwissen-
schaft, Medizinethik und Recht die konkreten mit der klinischen Translation von
hiPS-Zellen und davon abgeleiteten Produkten verbundenen Probleme identifi-
ziert und untersucht. Dariiber hinaus wurden die naturwissenschaftlichen Heraus-
forderungen fiir Qualitdt und Sicherheit im Kontext der klinischen Anwendung
am Menschen analysiert sowie aktuelle Liicken in der ethischen und rechtlichen
Regulierung erfasst. Als Resultat entwickelten Gerke et al. die in diesem Teil des
Bands enthaltenen Empfehlungen, die sich an alle Stakeholder, die in die klini-
sche Translation der hiPS-Zell-Forschung involviert sind, sowie an die Gesetz-
geber richten.
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Naturwissenschaftliche Grundlagen im
Kontext einer klinischen Anwendung von
humanen induzierten pluripotenten
Stammzellen

Julia C. Neubauer*, Stephanie Bur*, Ina Meiser*, Andreas Kurtz
und Heiko Zimmermann

Zusammenfassung Humane induzierte pluripotente Stammzellen (hiPS-Zellen)
konnen patienten- und krankheitsspezifisch aus nahezu jeder Zelle des Korpers er-
zeugt werden und besitzen Eigenschaften, die eigentlich nur Zellen aus einem Em-
bryo besitzen. Ihre einfache Herstellung und ihre hohe Verfiigbarkeit ermoglichen
eine Vielzahl an neuartigen zellbasierten Therapiemethoden und therapeutischen
Einsatzmoglichkeiten. Der gesamte Arbeitsablauf, der fiir eine klinische Anwen-
dung von hiPS-Zellen notig ist, ldsst sich in die Gewinnung (Generierung), die Ver-
vielfiltigung (Expansion), die Spezialisierung (Differenzierung), die funktionsver-
lustfreie Lagerung (Kryokonserierung), die Charakterisierung (Qualititskontrolle)
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sowie die finale Applikation (Zelltherapie) der hiPS-Zellen bzw. der hiPS-Zell-
basierten Produkte unterteilen. Jeder dieser Schritte besitzt einen entscheidenden
Einfluss auf die Qualitit und Funktionalitit des resultierenden hiPS-Zell-basierten
Therapieproduktes. Daher werden in diesem Beitrag die naturwissenschaftlichen
Grundlagen und die Umsetzung der genannten Prozessschritte mit ihren Chancen
und Risiken nach aktuellem Stand der Technik erldutert sowie Ausblicke auf zu-
kiinftige praktische Fragestellungen gegeben.

1 Einleitung: Was sind humane induzierte pluripotente
Stammzellen und welches Potenzial besitzen sie fiir die
regenerative Medizin der Zukunft?

In den letzten Jahrzehnten wurde verstidrkt der Begriff der personalisierten Medizin
geprigt. Dies beschreibt die Moglichkeit, mageschneiderte Therapien fiir jeden
Menschen nach seinem genetischen Code und seiner Veranlagung zu entwickeln.
Ein Meilenstein hierfiir stellt die Entdeckung von humanen induzierten pluripoten-
ten Stammzellen (hiPS-Zellen) durch Yamanaka im Jahr 2007 dar. Diese Zellen
konnen durch das Einbringen spezifischer genetischer Faktoren aus fast jeder Zelle
des Menschen erzeugt werden und erlangen dadurch wieder Fahigkeiten, die nor-
malerweise ausschlielich Zellen aus einem Embryo besitzen: hiPS-Zellen sind un-
begrenzt teilungsfihig und konnen sich in fast alle Zellen des menschlichen Korpers
entwickeln (auch ,differenzieren” genannt). Damit bilden hiPS-Zellen einen der
vielversprechendsten Kandidaten fiir zukiinftige Zelltherapien, um nach zellzersto-
renden Unfillen (z. B. Verbrennungen) oder Krankheiten (z. B. Herzinfarkt) einen
angemessenen Ersatz zu erzeugen.

Heute — 11 Jahre nach der Erzeugung der ersten hiPS-Zellen — ist eine klinische
Anwendung im Rahmen der Stammzelltherapie in greifbare Nihe geriickt. Der na-
turwissenschaftliche Hintergrund und die noch vorhandenen technischen Probleme
einer solchen Anwendung werden nachfolgend fiir die notwendigen Prozessschritte
erldutert.

1.1 Was sind Stammzellen und wie werden sie unterschieden

Alle Stammzellen sind durch zwei Eigenschaften charakterisiert. Erstens besitzen
sie die Fihigkeit sich unbegrenzt selbst zu erneuern. Das bedeutet, dass sie sich
immer wieder teilen und dabei Kopien von sich erzeugen konnen, die auch wieder
Stammezelleigenschaften besitzen. Zweitens differenzieren die in ihrer Funktion
noch nicht festgelegten (undifferenzierten) Stammzellen unter bestimmten Voraus-
setzungen in spezialisierte (differenzierte) Zelltypen.

Anhand ihres Differenzierungspotenzials werden Stammzellen kategorisiert. To-
tipotente Zellen besitzen das grofite Differenzierungspotenzial; dieses nimmt wih-
rend der Embryonalentwicklung von pluripotent iiber multipotent bis zu unipotent
stetig ab (Abb. 1). Totipotente (totus = ganz und potentia = Vermogen, Kraft)
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Abb. 1 Unter natiirlichen Umstianden nimmt das Differenzierungspotenzial von humanen Zellen
mit zunehmender Spezialisierung wihrend der Entwicklung ab: die befruchtete Eizelle und Zellen
bis zum Acht-Zell-Stadium sind totipotent, die innere Zellmasse der Blastozyste ist pluripotent,
wihrend der darauffolgenden Embryonalentwicklung und im adulten Organismus sind multi- und
unipotente Stammzellen vorhanden, welche in die spezialisierten Zelltypen des menschlichen Kor-
pers differenzieren. Pluripotente, multipotente und unipotente Stammzellen konnen in vitro diffe-
renziert werden. Die direkte Umwandlung von einem differenzierten Zelltyp in einen anderen
(Transdifferenzierung) ist fiir einzelne Zelltypen in vitro ebenfalls moglich (Abschn. 1.2). Diffe-
renzierte Zellen konnen auflerdem durch Reprogrammierung in einen pluripotenten Zustand ver-
setzt werden (hiPS-Zellen)

Stammzellen sind in der Lage, unter geeigneten Bedingungen einen vollstindigen
Organismus zu bilden. Beim Menschen sind lediglich die befruchtete Eizelle und
die embryonalen Zellen bis zum Acht-Zell-Stadium totipotent. Sie kénnen in der
Gebdrmutter einen menschlichen Organismus inklusive der dazu notwendigen ex-
traembryonalen Gewebe, wie Plazenta und Eihidute, bilden.! Ab dem 16-Zell-
Stadium differenzieren die Zellen in eine innere und dullere Schicht, was mit dem
Verlust ihrer Totipotenz einhergeht. Die fortschreitende Differenzierung resultiert in
einer Hohlkugel, der Blastozyste, an deren Innenseite eine Ansammlung pluripoten-
ter Zellen (Embryoblast) liegt, aus der sich der Embryo entwickelt. Pluripotente
(plus = mehr) Stammzellen sind dadurch charakterisiert, dass sie alle Zellen des
menschlichen Korpers bilden kénnen. In der weiteren Entwicklung kommt es zur
Ausbildung der drei Keimblitter (Ektoderm, Entoderm, Mesoderm), wobei es sich
um Zellschichten handelt, aus denen alle Organe des menschlichen Korpers hervor-

I'Strachan und Read 2005, S. 84 ff.
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gehen. Mit der Spezialisierung in Ekto-, Endo- oder Mesoderm verlieren die Zellen
ihr Pluripotenz. Sie sind jedoch noch in der Lage verschiedene Zelltypen eines
Keimblattes zu bilden, sie sind multipotent (multus = viel). Beim Entoderm handelt
es sich um das innere (bildet z. B. die Epithelien des Verdauungstraktes, der Atem-
wege, der Leber) beim Mesoderm um das mittlere (bildet z. B. Skelettmuskulatur,
Knochen, Niere, Herz, Blutgefifle) und beim Ektoderm um das d@uflere Keimblatt
(bildet z. B. Haut, Nervensystem, Zihne) des Embryoblasten. Multipotente Stamm-
zellen sind nicht nur wihrend der Embryogenese vorhanden, sondern lassen sich
auch aus dem erwachsenen Korper isolieren. Sind Stammzellen nur noch in der
Lage einen Zelltyp zu bilden, bezeichnet man sie als unipotent (uni = eins). Ein
Beispiel hierfiir stellen die spermatogonialen Stammzellen in den Hoden dar, aus
denen nur Spermien entstehen. Derzeit sind tiber 200 verschiedene Zelltypen im
menschlichen Korper bekannt. Im Gegensatz zu Stammzellen haben spezialisierte
Zellen nicht die Fahigkeit sich unbegrenzt oft zu teilen. Da die Lebenszeit der meis-
ten Zellen zudem begrenzt ist, miissen kontinuierlich neue Korperzellen von den im
Organismus vorhandenen multipotenten und unipotenten Stammzellen gebildet
werden um das Gleichgewicht des Korpers (Homoostase) aufrecht zu erhalten. Da-
bei steuern Impulse des umgebenden Zellmilieus wie Zell-Zell-Kontakte, extrazel-
luldre Matrix oder Wachstumsfaktoren die Differenzierung in gewebe- oder organ-
spezifische Zellen. Stammzellen finden sich beispielsweise in der Haut, der Leber,
im Darm oder im Knochenmark. In der Regel sind nur sehr wenige Stammzellen im
Gewebe vorhanden, was es schwierig macht grolere Mengen zu isolieren. Eine
Ausnahme stellt beispielsweise das Knochenmark dar.

Stammzellen werden nicht nur anhand ihres Differenzierungspotenzials unter-
schieden, sondern auch aufgrund ihrer Herkunft (Abb. 1). Humane embryonale
Stammzellen (human embryonic stem cell, hES-Zellen) werden aus der inneren
Zellmasse der Blastozyste isoliert, welche bei der normalen Embryonalentwicklung
den Embryo bilden wiirde.> Dabei wird die Blastozyste zerstort. Embryonale
Stammzellen konnen in vitro unter Beibehaltung ihres pluripotenten Status kulti-
viert werden. Das erfordert aber eine Anpassung der Zellen, sodass sie nicht mehr
identisch mit den im Embryo vorhandenen Zellen sind.’> Werden aus ilteren Em-
bryonen Stammzellen isoliert, bezeichnet man diese als fetale Stammzellen. Sie sind
in der Regel multipotent, also nicht mehr in der Lage alle Zellen des Organismus zu
bilden. Adulte Stammzellen oder auch Gewebestammzellen konnen nach der Geburt
aus verschiedenen Organen und Geweben isoliert werden. Sie sind multi- oder uni-
potent und dienen der stetigen Erneuerung der Korperzellen und der Regeneration
nach Verletzungen. Neben den hdmatopoetischen Stammzellen (Blutstammzellen)
im Knochenmark, welche den Ausgangspunkt fiir die Zellneubildung des Blutes
und des Abwehrsystems darstellen, fanden beispielsweise die mesenchymalen
Stammzellen in mehreren klinischen Studien Anwendung.* Eine Sonderform stellen

2Thomson et al. 1998, S. 1145 ff.
3Varela et al. 2011, S. 15207 ff.; Yamanaka 2012, S. 678 ff.
#Squillaro et al. 2016, S. 829-438.
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hiPS-Zellen dar, da sie nicht natiirlich vorkommen, sondern durch die kiinstliche
Reprogrammierung von differenzierten Zellen erzeugt werden.’

1.2 Die Geschichte der hiPS-Zellen

Fiir eine lange Zeit war man davon iiberzeugt, dass die Differenzierung von Zellen
nicht reversibel ist.® Man stellte sich das wie einen Ball vor, der von einer Berg-
spitze ins Tal rollt (Waddingtons mountain), wobei verschiedene Tiler der Differen-
zierung in unterschiedliche Zelltypen entsprachen.” Eine Reihe bahnbrechender
Experimente, die iiber Jahrzehnte stattfanden, war notwendig um das Gegenteil zu
beweisen. In Folge dieser Entdeckungen entstand die iPS-Zell-Technologie.®

1962 fiihrte Sir John Gurdon den ersten erfolgreichen somatischen Zellkern-
transfer mit Froschen durch (somatic cell nuclear transfer, SCNT).® Darunter ver-
steht man die Ubertragung des Zellkerns einer differenzierten Korperzelle (somati-
sche Zelle) in eine entkernte Eizelle, was in der Umprogrammierung des Zellkerns
resultiert. Wie man heute weil3, wird die Umprogrammierung durch Faktoren im
Cytoplasma der entkernten Eizelle ausgelost. Nach dem somatischen Zellkerntrans-
fer entsteht aus der Eizelle ein Embryo, der genetisch identisch mit der verwendeten
differenzierten Korperzelle ist. Dieser Vorgang wird auch als Klonen bezeichnet.
Erst 1997, also tiber 30 Jahr spiter, konnte der SCNT mit einem Sadugetier — ndmlich
dem Schaf Dolly — erfolgreich durchgefiihrt werden.'” Kurz darauf wurde 1998 die
erste Maus geklont.!! Mittlerweile konnten verschiedene Arten wie zum Beispiel
Schweine, Rinder, Katzen, Kaninchen, Wildkatzen und Kamele geklont werden, die
Effizienz ist jedoch bis heute niedrig (1-3 %).'? Diese Erfolge im Klonen bewiesen,
dass differenzierte Zellen noch alle genetischen Informationen fiir die Entwicklung
eines Organismus enthalten, dass die Differenzierung reversibel ist und, dass Eizel-
len unbekannte Faktoren enthalten, welche diese Reprogrammierung auslosen.

Die Entdeckung, dass bestimmte Faktoren existieren, welche als sogenannte
,,Master-Regulatoren‘ wirken und so die Zelldifferenzierung und -identitit steuern
konnen, legte nahe, dass diese auch fiir die Reprogrammierung in der Eizelle ver-
antwortlich waren. 1987 konnte beispielsweise gezeigt werden, dass durch die Ex-
pression des Transkriptionsfaktors Antennapedia in Drosophila melanogaster Beine
statt Antennen ausgebildet werden.”® Dieser Prozess der direkten Umwandlung

STakahashi und Yamanaka 2006, S. 663 ff; Park et al. 2008; Takahashi et al. 2007; Yu et al. 2007.
SWeismann et al. 1893, S. 37 ff.; Waddington 1957.

"Waddington 1957.

8Takahashi und Yamanaka 2006, S. 183 ff.

°Gurdon 1962, S. 622 ff.

0Wilmut et al. 1997, S. 810 ff.

'Wakayama et al. 1998, S. 369 ff.

2Thuan et al. 2010, S. 20 ff.

3Schneuwly et al. 1987, S. 816 ff.
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einer differenzierten Korperzelle in einen anderen Zelltyp ohne pluripotente oder
multipotente Zwischenstufe wird als Transdifferenzierung bezeichnet (Abb. 1).

Die Etablierung von Kultivierungsbedingungen fiir pluripotente Zellen ermog-
lichte schlieBlich die Suche nach den fiir die Umkehrung der Differenzierung ver-
antwortlichen Faktoren. Dazu analysierte die Arbeitsgruppe von Yamanaka syste-
matisch, welche Gene bei der unbegrenzten Selbsterneuerung und der Pluripotenz
von embryonalen Mausstammzellen eine Rolle spielen. Andere Gruppen identifi-
zierten parallel ebenfalls Gene, die in embryonalen Stammzellen aktiv sind, nicht
aber in differenzierten Zellen. Schlieflich entstand eine Liste mit 24 moglichen
Reprogrammierungs-Faktoren. Diese wurden einzeln oder kombinatorisch mit
Hilfe eines retroviralen Transduktions-Systems (Abschn. 2.1) in embryonale Maus-
Fibroblasten (mouse embryonic fibroblasts, MEF) eingebracht, anschlieBend wurde
die mogliche Induktion der Pluripotenz untersucht. Pluripotente Zellen unterschei-
den sich zum Beispiel in ihrer Morphologie (Gestalt) von Fibroblasten, da sie in
dichtgepackten, homogenen Kolonien wachsen und nicht mehr als Einzelzellen.'*
Bei Verwendung aller 24 Faktoren entstanden pluripotente Kolonien, aber nicht bei
der Einbringung einzelner Faktoren. In weiteren Versuchen wurde die Anzahl der
Kandidaten systematisch reduziert, was schlieflich zur Identifizierung einer mini-
mal notwendigen Anzahl von vier Faktoren fiihrte (OCT3/4, SOX2, KLF4 und
MYC). Die Reprogrammierung von differenzierten Maus-Zellen mit diesen vier
Faktoren wurde 2006 publiziert und die so generierten Zellen wurden als induziert
pluripotent bezeichnet.'> Schon ein Jahr spiter konnten Yamanaka und Kollegen mit
denselben Reprogrammierungsfaktoren humane Zellen reprogrammieren.'® Bis
heute wird die Reprogrammierung stetig weiterentwickelt (unter anderem Metho-
den zum Einbringen der Gene, verwendete Gene, Molekiile zum Erhohen der Effek-
tivitdt). Darauf wird im Abschn. 2.1 ,,Generierung von hiPS-Zell-Linien* niher
eingegangen.

1.3  Vor- und Nachteile von hiPS-Zellen im Vergleich zu
anderen Zellsystemen

Wie bedeutend die Reprogrammierung von differenzierten Korperzellen in pluripo-
tente Stammzellen ist, wird daran deutlich, dass Shinya Yamanaka und John Gurdon
2012 fiir ihre Entdeckung den Nobelpreis in Medizin erhielten. Die Vor- und Nach-
teile der hiPS-Zellen im Vergleich zu anderen Zellsystemen wie hES-Zellen, adul-
ten Stammzellen, sowie Zellen gewonnen aus somatischem Zellkerntransfer oder
einer Transdifferenzierung, werden in diesem Abschnitt erldutert.

4Takahashi und Yamanaka 2006, S. 183 ff.
5Takahashi und Yamanaka 2006, S. 663 ff.
19Takahashi et al. 2007, S. 861 ff.
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Humane embryonale Stammzellen werden aus der inneren Zellmasse der Blasto-
zyste gewonnen, somit miissen fiir ihre Gewinnung Embryonen zerstort werden.
Dies ist ethisch stark umstritten und unterliegt in Europa keiner einheitlichen Ge-
setzgebung. In Deutschland verbietet das Stammzellgesetz (StZG) die Herstellung,
Einfuhr und Verwendung von humanen embryonalen Stammzellen, gestattet aber
nach behordlicher Genehmigung und Uberpriifung durch die Ethik-Kommission
deren Einfuhr fiir bestimmte Forschungszwecke. In anderen Lindern finden trotz
der Kontroverse bereits klinische Studien mit hES-Zellen statt [https://www.clinic-
altrials.gov, zugegriffen: 16. Januar 2019]."7 HiPS-Zellen scheinen auf den ersten
Blick das ethische Problem zu losen und aufgrund ihrer funktionalen Aquivalenz
dhnlich geeignet fiir therapeutische Anwendungen zu sein wie embryonale Stamm-
zellen. Im Gegensatz zu hES-Zellen kann das Ausgangsmaterial fiir die Reprogram-
mierung in hiPS-Zellen leicht gewonnen werden, da sie theoretisch aus allen Zellen
des menschlichen Korpers generiert werden konnen. Am weitesten verbreitet ist die
Verwendung von Fibroblasten aus Hautbiopsien oder von PBMCs (Peripheral
Blood Mononuclear Cell) aus dem Blut. Ein weiterer groBer Vorteil liegt darin, dass
sich mit der hiPS-Zell-Technologie patienten- und damit auch krankheitsspezifische
Stammzellen und entsprechende differenzierte Zellen herstellen lassen. Diese kon-
nen in Zukunft sowohl als unerschopfliche Zellquelle fiir Stammzelltherapien ein-
gesetzt werden, wobei die benotigten Zellen vom Patienten selbst gewonnen werden
konnen (autologe Therapien), als auch in der Grundlagenforschung und Medika-
mentenentwicklung, da hiPS-Zellen viele Krankheitsbilder im LabormafBstab abbil-
den konnen.'® Im Gegensatz dazu sind mit hES-Zellen nur sogenannte allogene
Therapien moglich, bei welchen Spender und Empfanger verschiedene Personen
sind und entsprechend ein Leben lang AbstoBungsreaktionen durch Immunsuppres-
sion verhindert werden miissen. Jedoch hat die Forschung an hES-Zellen im Ver-
gleich zu den hiPS-Zellen 10 Jahre Vorsprung, weswegen deren therapeutische An-
wendung trotz ethischer Bedenken, rechtlicher Einschrinkungen und medizinischer
Hiirden néher an der praktischen Umsetzung ist. HES-Zellen und hiPS-Zellen sind
sich morphologisch, funktionell und genetisch sehr dhnlich, inwieweit sie identisch
sind, konnte jedoch noch nicht vollstindig geklidrt werden und ist weiterhin Gegen-
stand wissenschaftlicher Untersuchungen. Es gab seit der Entdeckung der hiPS-
Zellen sowohl Berichte, die keinen Unterschied zu hES-Zellen hinsichtlich Genex-
pression oder Desoxyribonukleinsdure-Methylierung (deoxyribonucleic acid,
DNA) (Abschn. 2.1.1) feststellen konnten, als auch Publikationen, die das Gegen-
teil zeigte.' Erkldren lisst sich dieser Umstand teilweise damit, dass in der An-
fangszeit die Reprogrammierung hiufig unvollstidndig erfolgte, obwohl die hiPS-
Zellen morphologisch nicht von hES-Zellen unterschieden werden konnten. Die
unvollstindige Reprogrammierung duBlerte sich beispielsweise darin, dass das
Methylierungsmuster der Ausgangszelle erhalten blieb, was wiederum die Differen-

7Schwartz et al. 2015, S. 509 ff.
18Singh et al. 2015, S. 2; Verheyen et al. 2018, S. 363 ff.
9Yamanaka 2012, S. 678 ff.
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zierung beeinflusste.”’ Das fiihrte zur damaligen Annahme, dass sich hiPS-Zellen
von hES-Zellen unterscheiden. Die Methode der Reprogrammierung wurde seit
2006 weiterentwickelt und verbessert, dennoch sind fiir einen direkten Vergleich
beider Zellsysteme hES- und hiPS-Zellen mit dem gleichen genetischen Hinter-
grund, also von einem identischen Spender notwendig. Aus diesem Grund wurden
in Studien hES-Zell-Linien zunichst differenziert und die differenzierten Zellen
anschlieBend wieder in hiPS-Zellen reprogrammiert. Bei solchen isogenen Linien
konnten keine Unterschiede in der Genexpression, dem Methylierungsmuster oder
der Funktionalitit festgestellt werden.?! Unabhiingig davon, stellen hiPS-Zellen we-
gen ihres vergleichbaren Potenzials, den geringeren ethischen Bedenken und auf-
grund der Moglichkeit sie patientenspezifisch einzusetzen, einen vielversprechen-
den Kandidaten fiir eine therapeutische Anwendung dar.

Eine weitere Moglichkeit der Gewinnung pluripotenter Zellen aus der Blasto-
zyste ist der somatische Zellkerntransfer (somatic cell nuclear transfer, SCNT)
(Abschn. 1.2). Der mittels SCNT generierte Embryo trigt die gleiche Erbinforma-
tion wie der Spender des verwendeten Zellkerns (klonen). Aufgrund der niedrigen
Effizienz und dem damit einhergehenden hohen Verbrauch an Eizellen und auf-
grund der Zerstérung von Embryonen ist der somatische Zellkerntransfer ebenso
ethisch fragwiirdig wie die Verwendung embryonaler Stammzellen. Ein Ansatz, der
diese Probleme abschwichen soll, ist der modifizierte Zellkerntransfer (altered nu-
clear transfer, ANT). Bei dieser Technik werden der somatische Zellkern und/oder
die Eizelle so verindert, dass das volle embryonale Entwicklungspotenzial nach
dem Kerntransfer nicht mehr vorhanden ist, der sogenannte Pseudoembryo aber
immer noch pluripotente Zellen bilden kann.?? Neben den ethischen bestehen aber
auch methodische Bedenken, da klonierte Miuse hdufig genetische Defekte aufwei-
sen. Zu diesen gehoren bei Méusen unter anderem eine fehlerhafte Genexpression
in Embryonen, ein erhohtes Risiko fiir Adipositas, eine Beeintrachtigungen des Im-
munsystems, eine hohere Krebsanfilligkeit und vorzeitiger Tod, sodass eventuelle
Auswirkungen beim Menschen noch weiter untersucht werden miissten.?* Da die
mitochondriale DNA (mtDNA) im Cytoplasma der Eizelle vorliegt und nicht vom
Zellkern des Spenders stammt, konnte SCNT oder ANT allerdings bei Erkrankun-
gen, die durch Mutationen in der mtDNA hervorgerufen werden, eine Moglichkeit
zur Erzeugung eines gesunden Embryos darstellen. Eine weitere Besonderheit ist,
dass der somatische Zellkerntransfer zurzeit die einzige Methode ist, mit der eine
differenzierte Zelle in vitro in einen totipotenten Zustand versetzt werden kann.>
Auf Grund der ethischen Problematik ist diese Methode allerdings in vielen Lin-
dern, darunter auch Deutschland (nach dem Embryonenschutzgesetz, ESchG) ver-
boten.

20Kim et al. 2010, S. 285 ff.

2 Mallon et al. 2014, S. 376 ff.; Choi et al. 2015, S. 1173 ff.
22Hurlbut 2007, S. 79 ff.

B Thuan et al. 2010, S. 20 ff.

24 Cieslar-Pobuda et al. 2017, S. 1359 ff.
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Bei der Transdifferenzierung wird eine differenzierte Zelle direkt in eine andere
differenzierte Zelle umgewandelt (Abschn. 1.2). Dieser Prozess ist auf den ersten
Blick schneller und einfacher als die Reprogrammierung in hiPS-Zellen mit an-
schlieBender Differenzierung in den gewiinschten Zelltyp.>* Die kiirzere Zeit der in
vitro Kultivierung macht die transdifferenzierten Zellen aulerdem weniger anfillig
fiir eine Akkumulation genetischer Mutationen, welche bei hiPS-Zellen méglich
ist.> HiPS-Zellen bergen die Gefahr, dass sie nach der Differenzierung spontan
dedifferenzieren oder dass im differenzierten Zellprodukt noch undifferenzierte,
pluripotente Stammzellen vorhanden sind, die aufgrund ihres unbegrenzten Ver-
mehrungspotenzials Tumore bilden konnen. Dieses Risiko ist bei der Transdifferen-
zierung zwar nicht vorhanden, eine karzinogene Wirkung bei transdifferenzierten
Zellen kann durch mégliche epigenetische Verdnderungen der Zellen (Abschn. 2.1.1)
und die notwendige Einbringung und Expression neuer Gene (dhnlich der Repro-
grammierung, Abschn. 2.1) allerdings nicht vollstéindig ausgeschlossen werden.?
Ein groBer Nachteil der Transdifferenzierung ist, dass differenzierte Zellen im
Gegensatz zu Stammzellen ein begrenztes Teilungspotenzial besitzen und nur fiir
kurze Zeit expandiert werden konnen, sodass keine grolen Zellmengen hergestellt
werden konnen. Entsprechend kann die in vitro Transdifferenzierung fiir therapeu-
tische Anwendungen, bei denen eine grofle Zellzahl benotigt wird (Abschn. 2.2),
nicht verwendet werden. Zurzeit ist die Transdifferenzierung zudem nur in wenige
Zelltypen moglich, was den Anwendungsbereich im Vergleich zu hiPS-Zellen stark
einschrinkt. Beispielsweise konnten Fibroblasten in Myozyten, Neurone, Hepato-
zyten oder Kardiomyozyten transdifferenziert werden. Zusammengefasst konnte
die Transdifferenzierung eine schnellere und kostengiinstigere Alternative fiir ein-
zelne Zelltypen, die in kleinen Mengen bendtigt werden, darstellen. Mit hiPS-
Zellen kann jedoch ein breiteres Spektrum an Zelltypen und eine groere Zellzahl
generiert werden.?”’

Adulte Stammzellen sind uni- oder multipotent und konnen nach der Geburt aus
verschiedenen Organen und Geweben, zum Beispiel Fettgewebe oder Knochen-
mark, isoliert werden. Einzelne Therapien mit adulten Stammzellen werden bereits
seit Jahrzehnten eingesetzt und gelten im Gegensatz zu pluripotenten Stammzellthe-
rapien als sicher und ethisch unbedenklich. Alles begann 1969 mit der ersten
von Thomas durchgefiihrten Knochenmarkstransplantation; seitdem wurde diese
Stammzelltherapie bei ungefahr einer Million Menschen zur Behandlung von Leu-
kimie angewandt.?® Die hidmatopoetischen Stammzellen (Blutstammzellen) im
Knochenmark stellen dabei den Ausgangspunkt fiir die Zellneubildung des Blutes
und des Abwehrsystems dar. Ebenfalls duflerst erfolgreich werden Hautstammzel-
len seit tiber 30 Jahren unter anderem zur Behandlung von Verbrennungen ange-

% Gore et al. 2011, S. 1173 ff.; Cieslar-Pobuda et al. 2017, S. 1359 ff.
26 Cieslar-Pobuda et al. 2017, S. 1359 ff.

27 Cieslar-Pobuda et al. 2017, S. 1359 ff.; Davis et al. 1987, S. 987 ff.; Vierbuchen et al. 2010,
S. 1035 ff.; Ambasudhan et al. 2011, S. 113 ff.; Sekiya und Suzuki 2011, S. 390 ff.; Ieda et al. 2010,
S. 375 ff.

2 Storb 2012, S. 334.
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wandt, da sie sich vergleichsweise einfach und schnell kultivieren lassen. Aus einer
3 cm? groBen Hautbiopsie vom Patienten entsteht nach 3—4 Wochen ein vielschich-
tiges, epitheliales autologes Transplantat, das grofl genug ist den ganzen Korper zu
bedecken.?” Mesenchymale Stammzellen (mesenchymal stem cell, MSC) konnen
aus verschiedenen Geweben wie Knochenmark, Fettgewebe oder Nabelschnur iso-
liert werden und fanden bereits in zahlreichen klinischen Studien zur Behandlung
verschiedener Erkrankungen, wie zum Beispiel Diabetes, Autoimmunerkrankungen
oder Erkrankungen der Leber und Niere, Anwendung.*® MSCs haben ihren Ur-
sprung im Mesoderm und konnen beispielsweise in Osteoblasten (knochenbildende
Zellen), Chondrozyten (knorpelbildende Zellen) oder Adipozyten (Fettgewebszel-
len) differenzieren. Es existiert allerdings auch die zuletzt dominante Hypothese,
dass die Wirkung von transplantierten MSCs auf von ihnen sezernierten Stoffen
beruht. Allerdings haben sie den Vorteil, dass sie immunomodulatorische, das heif3t
das Immunsystem beeinflussende, Eigenschaften besitzen, wodurch eine allogene
Verwendung vereinfacht wird.?' Alle bislang etablierten Therapien mit adulten
Stammzellen haben gemeinsam, dass sie Zellen aus verhéltnisméBig leicht zugéng-
lichen Quellen wie Knochenmark, Blut oder Haut verwenden, die sich zudem ver-
gleichsweise einfach kultivieren lassen. Viele adulte Stammzellen lassen sich aber
nicht ohne irreparable Schadigung des Spenders in ausreichender Menge gewinnen,
da nur sehr wenige Stammzellen tief verteilt im Gewebe vorhanden sind. Ein Bei-
spiel hierfiir sind Stammzellen aus dem Gehirn zur Behandlung neurologischer Er-
krankungen. Folglich ist in vielen Bereichen zurzeit keine Therapie mit adulten
Stammzellen moglich. Dass mit zunehmendem Alter des Patienten die Funktionali-
tit der adulten Stammzellen abnimmt und das Krebsrisiko steigt, stellt ein weiteres
Problem bei der autologen Verwendung von adulten Stammzellen dar.*

Im Vergleich zu den hier dargestellten Zellsystemen, gelten hiPS-Zellen mit ihrer
Verfiigbarkeit, sowie ihrem Selbsterneuerungs- und Differenzierungspotenzial als
vielversprechendste Zellquelle fiir die klinische Translation Zell-basierter Thera-
pien.

2 Prozessschritte einer hiPS-Zell-basierten Therapie

Zwischen der Reprogrammierung von Korperzellen und der klinischen Applikation
des hiPS-Zellen abgeleiteten Produkts liegen zahlreiche, mitunter zeitintensive Ar-
beitsschritte. Der Herstellungsprozess kann unabhiingig von der finalen Anwendung
in einzelne Prozessschritte abstrahiert werden (Abb. 2). Zunichst miissen hiPS-
Zell-Linien generiert werden (Abschn. 2.1; Abb. 2 Punkt 1). Dazu werden die zu
reprogrammierenden Zellen aus dem gespendeten Gewebe aufgereinigt und in Kul-

¥ Qjeh et al. 2015, S. 25476 ff.

3 Squillaro et al. 2016, S. 829 ff.; Stoltz et al. 2015, S. 19.
31Stoltz et al. 2015, S. 19.

32Brunet und Rando 2007, S. 288.
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Abb. 2 Schematische Ubersicht des Herstellungsprozesses von hiPS-Zellen abgeleiteten Thera-
pieprodukten. Dieser beginnt mit der Generierung der hiPS-Zellen und endet mit dem differenzier-
ten Zellprodukt fiir die klinische Anwendung

tur genommen. Nach der Reprogrammierung mit den entsprechenden Transkripti-
onsfaktoren bilden die erzeugten hiPS-Zellen kolonieartige Strukturen, wodurch
hiPS-Zellen von den nicht reprogrammierten Zellen morphologisch unterschieden
werden konnen. Diese Kolonien werden zunéchst separiert und getrennt kultiviert,
bevor eine erste Qualitdtskontrolle entscheidet, welche Kolonien als hiPS-Zell-
Linie weiterverwendet werden. Da fiir die meisten Zelltherapien eine grof3e Zellzahl
bendotigt wird, muss die erzeugte hiPS-Zell-Linie im néchsten Schritt weiter expan-
diert werden (Abschn. 2.2; Abb. 2 Punkt 2). Um das bei einem Herzinfarkt verlorene
Gewebe zu ersetzen, sind beispielsweise mindestens 1-2 x 10° kiinstlich herge-
stellte Kardiomyozyten notwendig.*®* Nach der Expansion ist es unerlisslich erneut
die Qualitdit der hiPS-Zellen zu kontrollieren (Abschn. 2.4; Abb. 2 Punkt 5). Es wird
geschitzt, dass von der Gewinnung des Ausgangsmaterials bis zur expandierten
hiPS-Zell-Linie aktuell Kosten von 10.000 bis 20.000 USD entstehen bei einer Pro-
zessdauer von vier bis sechs Monaten.** Die néchsten Schritte hin zur Therapie sind
die Differenzierung der hiPS-Zellen in den benétigten Zelltyp, sowie die Herstel-
lung des finalen Zellproduktes (Abschn. 2.3; Abb. 2 Punkt 3). Beim finalen Zellpro-
dukt kann es es sich je nach Anwendung sowohl um Einzelzellen als auch um ein
Gewebekonstrukt handeln. Zur Qualititssicherung sowie fiir eine erleichterte und
schnellere Bereitstellung konnen die Produkte wihrend der verschiedenen Prozess-
schritte eingefroren (kryokonserviert) und bei tiefkalten Temperaturen iiber Jahre
gelagert werden (Abschn. 2.5; Abb. 2 Punkt 4). Dies ermdglicht es zu einem spiite-
ren Zeitpunkt auf bereits generierte hiPS-Zell-Linien eines Patienten zuriick zu
greifen oder auch ganze Zellbanken fiir allogene Therapien anzulegen. Diese Zell-
banken konnten in Zukunft kompatible hiPS-Zell-Linien fiir therapeutische Anwen-

3Storb 2012, S. 334.
3McKernan und Watt 2013, S. 875 ff.
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dungen fiir einen Grofteil der Bevolkerung vorritig halten (Abschn. 2.1.3.1). Zu
jedem Prozessschritt sind entsprechende Qualitditskontrollen unerlisslich, die im
Abschn. 2.4 niher beschrieben werden (Abb. 2 Punkt 5).

Eines der grofiten Probleme auf dem Weg zu einer breiten klinischen Anwen-
dung von hiPS-Zellen liegt neben der relativ langen Produktionsdauer und den ho-
hen Kosten in fehlenden standardisierten Methoden zum Nachweis der Qualitit und
Sicherheit dieser Zellen. Die Prozessschritte zur Herstellung von hiPS-Zellen abge-
leiteten Therapieprodukten werden im Folgenden einzeln betrachtet. Dabei werden
sowohl der biologische Hintergrund als auch die technische Umsetzung erlédutert.
Zusitzlich werden vielversprechende Entwicklungen im Ausblick dargestellt.

2.1 Generierung von hiPS-Zell-Linien

Differenzierte Korperzellen kénnen durch Reprogrammierung, also durch die Ex-
pression ausgewihlter und in die Zellen eingebrachter Transkriptionsfaktoren, in
induzierte pluripotente Stammzellen umgewandelt werden. Seit der ersten erfolg-
reichen Reprogrammierung 2006, wurde die Methode in den letzten 12 Jahren wei-
terentwickelt, um die Effizienz und die Sicherheit zu erhohen. Im Folgenden wer-
den sowohl der biologische Hintergrund (Abschn. 2.1.1) als auch die technische
Umsetzung mit verschiedenen Vektorsystemen (Abschn. 2.1.2) erldutert. Anschlie-
end werden im Ausblick (Abschn. 2.1.3) die verschiedenen Kategorien von Thera-
piemoglichkeiten erldutert und die zukunftweisende Methode der Genom-Editierung
vorgestellt, wodurch das therapeutische Potenzial der hiPS-Zellen deutlich vergro-
Bert werden konnte.

2.1.1 Biologischer Hintergrund

Fiir eine erfolgreiche Reprogrammierung sind die Einschleusung von bestimmten
Reprogrammierungsfaktoren und deren erfolgreiche Expression iiber einen be-
stimmten Zeitraum, der abhidngig vom Zelltyp und der verwendeten Methode
variiert, notwendig.® Erfolgreich ist die Reprogrammierung dann, wenn durch
diese exogenen, also von auflen eingebrachten, Faktoren das endogene, zelleigene
Pluripotenz-Netzwerk (zentral bedeutsam sind z. B. OCT3/4, SOX2 und NANOG)
vollstindig reaktiviert wird, welches wiederum embryonale Gentranskriptionskas-
kaden dauerhaft stabilisiert und aufrechterhilt. Diese Transkriptionskaskaden sind
sowohl verantwortlich fiir die unbegrenzte Selbsterneuerungsfihigkeit wie auch fiir
die Pluripotenz der reprogrammierten Zellen. Die vollstindige, dauerhafte Reakti-
vierung dieses endogenen Netzwerks findet nur statt, wenn die Stilllegung der exo-
genen Faktoren erfolgt.

3 Gonzalez et al. 2011, S. 231 ff.
36Gonzalez et al. 2011, S. 231 ff.
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2.1.1.1 Reprogrammierungsfaktoren

Durch eine systematische Untersuchung konnte die Liste potenzieller Reprogram-
mierungsfaktoren auf vier reduziert und die erste erfolgreiche Reprogrammierung
von murinen Zellen mit OCT3/4 (octamer-binding transcription factor 3/4), SOX2
(SRY-box-containing gene 2), KLF4 (Kruppel-like factor 4) und MYC (my-
elocytomatosis oncogene, auch bekannt als C-MYC), kurz OSKM, durchgefiihrt
werden.”” Ein Jahr spiiter wurden humane Zellen zeitgleich mit Hilfe dieses und
eines anderen Faktorgemischs, bei dem OCT3/4 und SOX2 in Kombination mit
NANOG und LIN28 (kurz OSNL) eingesetzt wurden, reprogrammiert.>® Bis heute
wurde die Methode der Reprogrammierung weiter optimiert. Im Folgenden wird
eine kurze Ubersicht gegeben, eine detaillierte Zusammenfassung kann den Re-
view-Artikeln von Gonzalez et al. und von Takahashi und Yamanaka entnommen
werden.* Generell spielen drei Kategorien von Faktoren bei der Reprogrammie-
rung eine Rolle: Pluripotenz-assoziierte, Zellzyklus-regulierende und die Epigene-
tik-beeinflussende Faktoren, die nachfolgend erldutert werden.

Ziel der Reprogrammierung ist die Aktivierung des endogenen Pluripotenz-
Netzwerks, das heift von Genen, die friih in der Embryonalentwicklung exprimiert
werden und das pluripotente Potenzial erhalten. Dafiir notwendig sind Pluripotenz-
assoziierte Transkriptionsfaktoren. Zu diesen zdhlen OCT3/4, SOX2 und NANOG.
Alternativ konnen andere Transkriptionsfaktoren verwendet werden sofern sie die
gleichen Zielgene beeinflussen. Beispielsweise kann NANOG durch KLF4, wel-
ches kein Pluripotenz-Transkriptionsfaktor ist, ersetzt werden.** Werden zusiitzlich
zu OSKM weitere Pluripotenz-Transkriptionsfaktoren wie NANOG oder UTF1
(undifferentiated embryonic cell transcription factor 1) verwendet, verbessert dies
die Effizienz der Reprogrammierung.*! Die Effizienz gibt den prozentualen Anteil
der reprogrammierten Zellen an.

Zellzyklus-Regulatoren wie die Transkriptionsfaktoren MYC oder KLF4 beein-
flussen direkt oder indirekt die Regulation des Zellzyklus und damit die Zellteilung
(Proliferation). Sie tragen somit dazu bei, dass die Zellen eine unbegrenzte Selbst-
erneuerungsfihigkeit erlangen. Humane Fibroblasten konnen zwar ganz ohne MYC
mit OSK reprogrammiert werden, jedoch wird die Effizienz der Reprogrammierung
dadurch deutlich reduziert. Dennoch ist fiir therapeutische Anwendungen ein Ver-
zicht auf MYC aufgrund seiner potenziell tumorigenen (tumorerzeugenden) Wir-
kung (Onkogen) moglicherweise sinnvoll: Eine Studie zeigte, dass sich bei keiner
von 26 Miusen, die aus mit OSK reprogrammierten Zellen erzeugt wurden, Tumore
entwickelten. Wurde zusitzlich MYC verwendet, starben sechs von 37 Méusen auf-
grund einer Tumorbildung.*? Es ist jedoch nicht ausgeschlossen, dass es sich hierbei

3 Takahashi und Yamanaka 2006, S. 663 ff.

#Yu et al. 2007, S. 1917 ff.

¥ Takahashi und Yamanaka 2016, S. 183 ff.; Gonzalez et al. 2011, S. 231 ff.
4Takahashi und Yamanaka 2016, S. 183 ff.

4I'Takahashi und Yamanaka 2016, S. 183 ff.; Gonzalez et al. 2011, S. 231 ff.
“2Nakagawa et al. 2008, S. 101 ff.
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um einen durch unvollstindige Reprogrammierung hervorgerufenen Effekt han-
delte. Da alle Vertreter der MYC-Familie gegeneinander ausgetauscht werden kon-
nen, konnten alternativ weniger tumorigene Varianten wie L-MYC verwendet wer-
den.¥ Der Zellzyklus kann nicht nur durch Transkriptionsfaktoren beeinflusst
werden, auch andere Proteine (z. B. Kinase-Inhibitoren), chemische Substanzen
oder microRNASs (micro ribonucleic acid, micro Ribonukleinsdure) kénnen positive
Effekte auf die Proliferation und die Reprogrammierung haben, sowie die Inhibie-
rung von Reprogrammierungs-Barrieren ermdglichen (Abschn. 2.2.1).4

Ebenso konnen die Epigenetik-beeinflussende Faktoren die Reprogrammierung
beschleunigen und die Effizienz erhohen, da die mit der Reprogrammierung einher-
gehenden epigenetischen Verdnderungen einen limitierenden Faktor darstellen.*
Unter Epigenetik werden alle auf die Tochterzellen vererbbaren Modifikationen
der Genexpression zusammengefasst, die nicht auf einer Verdnderung der DNA-
Sequenz basieren.*® Zu den bedeutendsten epigenetischen Mechanismen zihlt die
DNA-Methylierungen bei der Methylgruppen an Bausteine der DNA gebunden
werden, was zu einer Inaktivierung der Transkription fiihrt. Jeder Zelltyp besitzt ein
spezifisches DNA-Methylierungsmuster, welches die Zelltyp-spezifische Genex-
pression definiert. Folglich hat der Status der DNA-Methylierung in den Ausgangs-
zellen einen Effekt auf die Reprogrammierung.

Neben der Kombination von Reprogrammierungsfaktoren aus verschiedenen
Kategorien ist der Erfolg der Reprogrammierung auch von der Stochiometrie der
verwendeten Faktoren abhingig.’” Beispielsweise resultierten eine hohe OCT3/4
und gleichzeitig niedrige SOX2 Konzentration in der hochsten Effizienz. Hiufig
wird fiir OSKM ein Verhiltnis von 3:1:1:1 verwendet.

2.1.1.2  Kultivierungsbedingungen

Neben der Kombination und Stéchiometrie der ausgewihlten Reprogrammierungs-
faktoren sind auch die Kultivierungsbedingungen ein ausschlaggebender Faktor fiir
die effiziente Reprogrammierung und Qualitdt der generierten hiPS-Zellen. Ein
chemisch definiertes Minimalmedium komplett frei von tierischen Komponenten
(E8) erwies sich in Kombination mit einer Vitronektin-Beschichtung (Abschn. 2.2.1)
beispielsweise als effizienter bei der lentiviralen und episomalen Reprogrammie-
rung (Abschn. 2.1.2) als das meistverwendete, kommerzielle Medium mTeSR.*
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der Zusatz von Enzymen ins Medium (z. B.
21 Medium zur Inhibierung der Kinasen MEK und Glycogensynthase-Kinase 3)
sowohl die Induktion als auch den Erhalt der Pluripotenz positiv beeinflusst.*

+*Nakagawa et al. 2008, S. 101 ff.

#“Gonzalez et al. 2011, S. 231 ff.

4 Takahashi und Yamanaka 2016, S. 183 ff.; Gonzalez et al. 2011, S. 231 ff.
46 Strachan und Read 2005, S. 341 ff.

4TTakahashi und Yamanaka 2016, S. 183 ff.

“Chen et al. 2011, S. 424 ff.

4 Takahashi und Yamanaka 2016, S. 183 ff.
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Neben der Zusammensetzung des Zellkulturmediums hat der Sauerstoff-Partialdruck
einen Einfluss auf die Reprogrammierung. HiPS- und hES-Zellen werden standard-
miBig mit normaler Luft, also 21 % Sauerstoff kultiviert. Da der Sauerstoff-
Partialdruck im Embryo hypoxisch (2-6 % Sauerstoff) ist, entspricht dies nicht der
physiologischen Umgebung. Passt man die Kultivierungsbedingungen der natiirli-
chen Zellnische an und reprogrammiert unter hypoxischen Bedingungen, erhoht
dies die Effizienz deutlich.*

2.1.1.3 Ausgangsmaterial fiir Reprogrammierung

Nicht zuletzt beeinflusst auch das verwendete Ausgangsmaterial fiir die Reprogram-
mierung die Effizienz und Dauer des Prozesses. HiPS-Zellen kénnen theoretisch
aus allen Zellen des menschlichen Korpers generiert werden, am weitesten verbrei-
tet ist zurzeit aufgrund der guten Verfiigbarkeit die Verwendung von Fibroblasten
aus Hautbiopsien oder PBMCs aus dem Blut (Peripheral Blood Mononuclear Cell).
Von den 1556 bei der grofiten Zellbank CIRM (California Institute for Regenerative
Medicine) registrierten hiPS-Zell-Linien wurden 263 aus Fibroblasten und 1148
aus PBMCs gewonnen (Stand 21.01.19). Bei der europidischen Bank fiir induzierte
pluripotente Stammzellen (EBiSC) wurden bei 78 % der Linien Fibroblasten als
Ausgangsmaterial verwendet und bei den restlichen 22 % PBMCs.>' Die Gewin-
nung der somatischen Ausgangszellen sollte fiir den Spender moglichst schonend
und somit wenig invasiv erfolgen. Zum Beispiel ist die Entnahme einer geringen
Menge Blutes einer Hautbiopsie vorzuziehen, sofern beide Verfahren im Hinblick
auf Gewinnung und Verwendung medizinisch und naturwissenschaftlich gleichwer-
tig sind. Wenig invasiv ist auch die Entnahme eines Haares; die daraus gewonnen
primiren Keratinozyten (Hautzellen) konnten im Vergleich zu humanen Fibroblas-
ten hundertfach effizienter und zweifach schneller zu hiPS-Zellen reprogrammiert
werden.” Bei der Auswahl des Ausgangszelltyps gilt generell: Je geringer der Dif-
ferenzierungstatus der Zellen ist, umso leichter und effizienter lassen sie sich repro-
grammieren, da das genetische Muster dann noch vergleichbarer zu pluripotenten
Zellen ist. Beispielsweise weist das DNA-Methylierungsmuster vollstindig diffe-
renzierter Zellen mehr Verdnderungen auf als das wenig differenzierter Zellen.
Héamatopoetische Stamm- und Vorlduferzellen konnten entsprechend mit einer Effi-
zienz von 28 % reprogrammiert werden, damit war die gleiche Methode dreihun-
dertfach effizienter als bei final differenzierten B- oder T-Zellen.>

Die Auswahl der Reprogrammierungsfaktoren ist auch abhiingig vom verwende-
ten Ausgangszelltyp. Wenn differenzierte Zellen bereits einen Reprogrammierungs-
faktor endogen exprimieren, so muss dieser nicht mehr von auflen hinzugegeben
werden. Neurale Vorlduferzellen exprimieren beispielsweise sox2, sodass hier so-
wohl eine Kombination aus OCT3/4 und KLF4 oder MYC als auch OCT3/4 allein

*Yoshida et al. 2009, S. 237 ff.
> De Sousa et al. 2017, S. 105 ff.
52 Aasen et al. 2008, S. 1276 ff.
S Eminli et al. 2009, S. 968 ff.
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eine erfolgreiche Reprogrammierung ermdglichte. Allerdings war die Reprogram-
mierungseffizienz mit nur einem Faktor zehnfach niedriger (0,014 %) als mit zwei
Faktoren und Reprogrammierungdauer fast doppelt so lang (4—5 Wochen).>

2.1.1.4 Mechanismus der Reprogrammierung

Wie genau die Expression von eingeschleusten Transkriptionsfaktoren wie OSKM
den Ubergang zum pluripotenten Status einleitet ist zurzeit noch nicht vollstindig
bekannt. Details zu den molekularen Mechanismen wurden von Smith et al. zusam-
mengefasst, wohingegen Takahashi und Yamanaka eine generellere Ubersicht ge-
ben.> Die erfolgreiche Reprogrammierung hingt vom Zusammenspiel vieler Ereig-
nisse ab und kann in eine frilhe und eine spite Phase unterteilt werden. In den
Ausgangszellen sind somatische Gene aktiv, wohingegen Pluripotenz-assoziierte
Gene (PAG) nicht exprimiert werden. In der frithen Phase ist unter anderem die
Unterdriickung der Expression somatischer Zellgene wichtig. Gleichzeitig blockie-
ren zum Beispiel DNA-Schidden oder der programmierte Zelltod (Apoptose) den
Fortschritt der Reprogrammierung. Erst in der spidten Phase werden spezifische
PAGs fiir die Reprogrammierungs-Transkriptionsfaktoren zugénglich und deren
Expression initiiert, wihrend gewebespezifische Gene und Entwicklungsgene wei-
terhin unterdriickt werden. Schlielich werden in hiPS-Zellen die exogenen Repro-
grammierungsfaktoren und die somatischen Gene im Gegensatz zu den PAGs nicht
mehr exprimiert. Nach der Aktivierung bestimmter Schliissel-Gene wird die Pluri-
potenz in der spiten Phase der Reprogrammierung stabilisiert und damit unabhin-
gig von der Expression der eingeschleusten Faktoren. Die Expression der Schliis-
sel-Gene scheint ein vollstindiges, sich selbst erhaltendes regulatorisches Netzwerk
wiederherzustellen. Viele Zellen der heterogenen Ausgangs-Zellpopulation initiie-
ren die Reprogrammierung, da der Prozess komplex ist und viele Ereignisse um-
fasst, schlieen aber nur sehr wenige Zellen ihn erfolgreich ab. Insgesamt verlduft
die Reprogrammierung nicht deterministisch, also nicht vorherbestimmt, sondern
zufillig (stochastisch). Folglich erscheinen reprogrammierte Zellen nicht synchro-
nisiert, sondern zu unterschiedlichen, zufilligen Zeiten. Um die Funktionalitit und
Sicherheit der hiPS-Zellen zu gewihrleisten, muss darauf geachtet werden, dass es
sich um vollstindig reprogrammierte Zellen handelt. Unvollstindig reprogram-
mierte Zellen weisen viele Eigenschaften von vollstindig reprogrammierten Zellen
auf (z. B. Selbsterneuerungsfihigkeit, Expression von Pluripotenz-Genen, Morpho-
logie, Bildung von Teratoma) (Abschn. 2.4.1), exprimieren aber weiterhin die exo-
genen Reprogrammierungsfaktoren und somatische DNA-Methylierungsmuster
wurden nicht vollstindig geloscht. Solch ein ,,epigenetisches Gedichtnis® kann
dazu fiihren, dass einerseits die Differenzierung in die Ausgangszellen oder nahe
verwandte Zelltypen begiinstigt und andererseits in andere Zelltypen erschwert

54Kim et al. 2008, S. 646 ff.
55 Takahashi und Yamanaka 2016, S. 183 ff; Smith et al. 2016, S. 139 ff.
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wird.>® Ein weiteres Merkmal vollstindig reprogrammierter Zellen ist die Aktivie-
rung des stillgelegten X-Chromosoms in weiblichen Zellen.

2.1.1.5 Zusammenfassung

Fiir die Durchfiihrung einer erfolgreichen Reprogrammierung muss genau evaluiert
werden welcher Zelltyp, welche Reprogrammierungsfaktoren und welche Kultivie-
rungsbedingungen verwendet werden sollen. Generell kénnen Vorlduferzellen oder
adulte Stammzellen effizienter und oftmals mit weniger Faktoren reprogrammiert
werden als vollstindig differenzierte Zellen. Die Effizienz kann jedoch durch Be-
einflussung des Zellzyklus und/oder epigenetischen Status ebenso verbessert wer-
den wie durch die Beseitigung von Reprogrammierungs-Barrieren. Die zugrunde
liegenden molekularen Mechanismen sind Gegenstand weiterer Untersuchungen
und konnen dabei helfen weitere Faktoren und Wege zu identifizieren, um die Re-
programmierung zu optimieren.

2.1.2 Technische Umsetzung

Durch Verwendung verschiedener Ausgangszelltypen, Kombinationen von Tran-
skriptions- bzw. Reprogrammierungsfaktoren und Kultivierungsbedingungen erge-
ben sich, wie in Abschn. 2.1.1 beschrieben, zahlreiche Optionen fiir eine Re-
programmierung. Allen gemeinsam ist allerdings die Grundvoraussetzung, dass
zunichst Pluripotenz-assoziierte Transkriptionsfaktoren in die Ausgangszellen ein-
gebracht werden miissen. Um dies zu erreichen, konnen verschiedene Techniken
angewandt werden, welche sich in drei Kategorien einteilen lassen: integrative
DNA-Methoden (z. B. Retroviren, Transposons), nicht-integrative DNA-Methoden
(z. B. Adenoviren, episomale Plasmide) und DNA-freie Methoden (z. B. Proteine,
mRNA). Die unterschiedlichen Kategorien unterscheiden sich in ihrem Risiko fiir
Erbgutverdnderungen und folglich in ihrer Sicherheit fiir klinische Anwendungen
(Abb. 3). Bei den meisten dieser Methoden werden sogenannte Vektoren verwendet.
Vektoren sind Transportvehikel, mit denen Nukleinsiduren, also die Bausteine der
DNA und RNA, in Zellen eingebracht und exprimiert werden. Handelt es sich um
einen viralen Vektor wird der Prozess als Transduktion bezeichnet, wohingegen
man unter Transfektion die Aufnahme von Nukleinsduren (z. B. Plasmide, mRNA)
in eukaryotische Zellen versteht. Bei letzterem muss die Aufnahme kiinstlich her-
beigefiihrt werden. Ob alle Reprogrammierungsfaktoren zusammen in einem Vek-
tor oder jeder Faktor in einem separaten Vektor iibertragen wird, ist vektor- und
protokollabhiingig. Im Folgenden werden stellvertretend die wichtigsten Beispiele
aus den verschiedenen Kategorien beschrieben. Eine detailliertere Ubersicht kann
den Artikeln von Bernal et al. und Gonzalez et al. entnommen werden.”’

S Kim et al. 2010, S. 285 ff.
STGonzalez et al. 2011, S. 231 ff.; Bernal 2013, S. 956 ff.
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Abb. 3 Vergleich verschiedener Reprogrammierungs-Methoden hinsichtlich ihrer Effizienz und
Sicherheit fiir eine therapeutische Anwendung. Integrative DNA-Methoden sind in rot, nicht-
integrative DNA-Methoden in griin und DNA-freie Methoden in blau dargestellt. Abbildung in
Anlehnung an Gonzalez et al. 2011 (Takahashi et al. 2007, S. 861 ff.)

2.1.2.1 Integrative DNA-Methoden

Bei den integrativen DNA-Methoden integriert der Vektor inklusive der einge-
schleusten Gene in die DNA-Sequenz der Empfingerzelle. Um dies zu ermdogli-
chen, konnen verschiedene Arten von Viren, zum Beispiel Retroviren verwendet
werden. Retroviren sind behiillte Viren mit einzelstrangigem RNA-Genom. Unter
dem Genom versteht man die Gesamtheit der vererbbaren Informationen, welche in
der Nukleinsidure-Sequenz gespeichert und in Abschnitten (Genen) organisiert ist.
Nach der Infektion der Empfingerzelle wird die virale RNA mit Hilfe des viralen
Enzyms ,,Reverse Transkriptase* in doppelstringige DNA umgeschrieben (transkri-
biert), welche als complementary DNA (cDNA) bezeichnet wird. Ein zweites vira-
les Enzym vermittelt die Integration der cDNA in das Genom der Empfingerzelle.
Nachdem das virale Genom ins Wirtsgenom integriert wurde, wird es gemeinsam
mit den zelleigenen Genen exprimiert, was schlieflich im Zusammenbau neuer Vi-
ruspartikel resultiert. Werden Viren als Vektor verwendet, muss die Nukleinsédurese-
quenz, die in den Empfingerzellen exprimiert werden soll, in das Genom der Viren
eingefiigt werden. Dabei werden in der Regel Teile des viralen Genoms, zum Bei-
spiel Gene fiir Membranproteine, ersetzt, um vermehrungsunfihige Viruspartikel zu
erzeugen. Die so generierten, nur einmalig infektidsen, vermehrungsunfihigen Vi-
ren konnen die Empfingerzellen infizieren, woraufhin die integrierte Nukleinsédure-
sequenz zusammen mit dem verbliebenen viralen Genom iibertragen werden. Ne-
ben Gammaretroviren wurden auch Lentiviren aus der Familie der Retroviren
verwendet. Diese haben den Vorteil, dass sie Zellen unabhidngig vom Zellzyklus
infizieren konnen, weswegen sie im Gegensatz zu Gammaretroviren auch fiir sich
nicht teilende Zellen geeignet sind. Trotz der hohen Transduktionseffizienz lag die
Effizienz der Reprogrammierung mit einem gammaretroviralen Vektor, welcher
OSKM enthielt, beispielsweise bei 0,020 % (10 hiPS-Zellkolonien entwickelten
sich aus 50.000 Ausgangszellen) und mit einem lentiviralen Vektor, welcher OSNL
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enthielt, bei 0,022 % (198 Kolonien aus 900.000 Zellen).’® Diese Effizienzen stellen
aber lediglich einen groben Anhaltspunkt dar und lassen sich nicht direkt miteinan-
der vergleichen. Alle retroviralen Vektoren integrieren ins Genom der Wirtszelle,
was ein Sicherheitsrisiko fiir therapeutische Anwendungen darstellt, da die Genex-
pression umliegender Gene der Wirtszelle beeinflusst werden kann. Zum Beispiel
kann eine Integration innerhalb eines Tumorsuppresorgens dessen Expression ver-
hindern und in der Nihe eines Onkogens dessen Expression erhohen, was beides zu
unkontrolliertem, unbegrenztem Wachstum, also zur Tumorbildung, fiihren kann.
Yamanaka und Kollegen verwendeten beispielsweise fiir die Transduktion mit
OSKM vier separate Vektoren und erhielten reprogrammierte Zellen, bei denen sich
an 20 verschiedenen Stellen der Vektor integriert hatte. Des Weiteren besteht die
Gefahr, dass die retroviralen Vektoren, deren Expression in den pluripotenten Zellen
unterdriickt ist, wiahrend oder nach der Differenzierung reaktiviert werden. Um
diese Probleme zum Teil zu beheben, wurden induzierbare und nach er Reprogram-
mierung aus dem Genom entfernbare Systeme entwickelt (z. B. mit dem Cre/
loxP-System). Eine weitere integrative DNA-Methode stellen Transposons dar.
Transposons sind genetische Elemente, die im Genom springen konnen. Im Gegen-
satz zu retroviralen Vektoren wird beispielsweise das sogenannte PiggyBac Trans-
poson nach der Integration vollstindig herausgeschnitten, sodass theoretisch keine
genomische Veridnderung am Integrationsort vorhanden ist. Dennoch wurden in der
Praxis Verinderungen an den Integrationsstellen beobachtet, weswegen die Uber-
priifung der prizisen Entfernung mittels Sequenzierung unbedingt notwendig ist.®
Zudem ist diese Methode im Vergleich zu nicht-integrativen und DNA-freien Me-
thoden sehr komplex und zeitaufwendig.

2.1.2.2  Nicht-integrative DNA-Methoden

Zu den nicht-integrativen DNA-Methoden zihlt unter anderem die Verwendung von
Adenoviren und Plasmiden. Diese Methoden haben im Hinblick auf eine Verwendung
der Zellen zur Humantherapie den Vorteil, dass die Reprogrammierung theoretisch
ohne permanente Modifikation des Genoms der Ausgangszellen erfolgt, dennoch be-
steht die Moglichkeit, dass die DNA-Vektoren ins Genom integrieren, weswegen ent-
sprechende Kontrollen notwendig sind (Abschn. 2.4). Generell ist die Effizienz der
Reprogrammierung mit nicht-integrativen DNA-Methoden deutlich niedriger als mit
integrativen. Adenoviren sind unbehiillte, doppelstringige DNA-Viren. Fiir die Re-
programmierung wurden vermehrungsunfihige, adenovirale Vektoren verwendet,
welche zum Beispiel eine Effizienz von 0,0006 % (3 Kolonien entwickelten sich aus
500.000 Zellen) aufwiesen.®! Dabei wurden Hepatozyten als Ausgangszellen verwen-
det, da sie besonders leicht mit Adenoviren infizierbar sind, sodass circa 50-60 % der

S8 Takahashi et al. 2007, S. 861 ff.; Yu et al. 2007, S. 1917 ff.
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Hepatozyten mit allen vier verwendeten Reprogrammierungsfaktoren (OSKM)
gleichzeitig infiziert wurden. Da die verwendeten Vektoren nicht ins Wirtsgenom in-
tegrieren und vermehrungsunfihig sind, wird ihr Erbgut bei der Zellteilung nicht ver-
mehrt, sondern zufillig auf die Tochterzellen verteilt. Dadurch werden die Vektoren
mit jeder Zellteilung verdiinnt und gehen schlieBlich verloren. Das gleiche Prinzip gilt
fiir Plasmide, die auch als episomale DNA bezeichnet werden. Plasmide sind ring-
formige DNA-Molekiile, die auflerhalb des chromosomalen Erbgutes, also dem
,.-Haupt“-Erbgut, in Bakterien vorkommen und mehrere Gene enthalten. Fiir die Re-
programmierung wurden zunichst vermehrungsunfihige Plasmide als Vektor (andere
Bezeichnung: episomaler Vektor) verwendet, welche die Gene der Reprogrammie-
rungsfaktoren enthalten und bei den Zellteilungen verloren gehen. Da die konstante
Expression der Faktoren {iber mehrere Tage die Voraussetzung fiir eine erfolgreiche
Reprogrammierung ist, miissen diese Plasmide immer wieder in die Zellen einge-
bracht werden.®> Um diese arbeitsintensive serielle Transfektion zu umgehen und eine
stabilere Expression zu erreichen, wurden vom Epstein-Barr Virus abgeleitete Plas-
mid-Vektoren entwickelt, wodurch eine zum Wirtsgenom synchrone Vervielfiltigung
stattfindet. Der Vektor wird aber zufillig und gegebenenfalls ungleichmaBig oder feh-
lerhaft auf die Tochterzellen verteilt, sodass circa 5 % der Plasmide pro Zellteilung
verloren gehen. Dies fiihrt dazu, das nach ungefihr 10 bis 15 Zellteilungen in einem
Grofteil der Zellen, aber nicht in allen Zellen, keine Plasmide mehr vorhanden sind.
Folglich miissen sowohl bei episomalen als auch bei Adenovirus-Vektoren die Beibe-
haltung der urspriinglichen DNA-Sequenz der Ausgangszelle und die Vektorfreiheit
in den entstandenen hiPS-Zellkolonien iiberpriift werden, um die Sicherheit fiir eine
therapeutische Anwendung zu gewihrleisten (Abschn. 2.4.1). Dennoch wurden episo-
male Vektoren in der ersten klinischen Studie von aus hiPS-Zellen abgeleiteten Zellen
verwendet.

2.1.2.3 DNA-freie Methoden

Zu den DNA-freien Methoden zihlen unter anderem die Verwendung von Vektoren,
die auf dem Sendai-Virus basieren und von vollstindig Vektor-freien Technologien
(synthetische mRNA, Proteine). Eine Integration ins Wirtsgenom ist bei den DNA-
freien Methoden ausgeschlossen, da im gesamten Prozess keine DNA verwendet
wird. Sie gelten daher momentan als die sicherste Art der Reprogrammierung, wo-
bei die Effizienz der DNA-freien Methoden sehr unterschiedlich ist: Sie reicht von
niedrigen (Proteine) bis zu hohen Effizienzen (mRNA, Sendai-Virus). Die einzige
Methode, bei der keine Nukleinsduren in die Ausgangszellen eingebracht werden,
stellt die Reprogrammierung mit Proteinen dar. Hierbei wird direkt das bendtigte
Produkt, also die Transkriptionsfaktoren selbst, in die Zellen eingeschleust statt wie
in allen anderen Methoden die kodierenden DNA- oder RNA-Sequenzen. Die Pro-
teine werden dazu mit kurzen Aminosédureketten fusioniert, die ihr Eindringen in
eukaryotische Zellen vermitteln. Allerdings ist es technisch schwierig, gro8e Men-

%2Gonzalez et al. 2011, S. 231 ff.
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gen bioaktiver Proteine, die die Zellmembran durchdringen kénnen, zu synthetisie-
ren. Auflerdem ist die Effizienz der Protein-vermittelten Reprogrammierung sehr
niedrig.® Im Gegensatz dazu ist die Effizienz bei der Verwendung synthetischer
mRNAS sehr hoch.** Als mRNA wird das einzelstringige Transkript eines zu einem
Gen gehorigen Teilabschnitts der DNA bezeichnet und dient als Vorlage fiir die
Proteinbiosynthese. Verschiedene technische Hiirden mussten liberwunden werden,
um synthetische mRNAs fiir die Reprogrammierung herzustellen. Unter anderem
wurde die in vitro Synthese optimiert, die RNA stabilisiert und die Immunogenitiit,
also das Risiko, dass eine Abwehrreaktion des Immunsystems ausgelost wird, redu-
ziert.® Nach dem Einbringen in die Ausgangszellen ist die synthetischen mRNAs
nur fiir ungefihr 24 h stabil, weswegen die mRNAs tédglich neu in die zu reprogram-
mierenden Zellen eingeschleust werden miissen, um die benotigte stabile Expres-
sion iiber mehrere Tage zu gewihrleisten. Da das angeborene Immunsystem von
den synthetischen mRNAs aktiviert wird, kommt es zu einer zytotoxischen Wir-
kung.% Eine Methode um diese immunvermittelte Toxizitit zu reduzieren, stellt die
vollstindige Substitution der natiirlichen mRNA-Bausteine mit dhnlichen Baustei-
nen dar. In Kombination mit der Zugabe eines neutralisierenden Proteins, welches
die verbliebene Immunantwort unterdriickt, konnte die Reprogrammierungs-
Effizienz mit synthetischen mRNAs fiir OSKML auf 4 % erhoht werden.® Der di-
rekte Vergleich des retroviralen Vektors mit synthetischer mRNA bei der Repro-
grammierung mit OSKM zeigte, dass mRNA nicht nur effizienter (1,4 % gegen
0,04 %) sondern auch schneller funktionierte (Kolonien nach 13 Tagen statt 24 Ta-
gen).%” Aufgrund der Einfachheit, der hohen Effizienz und der nicht vorhandenen
Gefahr einer Integration ins Genom, stellt die Reprogrammierung mit synthetischer
mRNA eine vielversprechende Technik fiir therapeutische Anwendungen dar. Da
mRNAs ebenso wie Proteine keine Vektorsysteme sind und nach einer kurzen Zeit
in den Zellen abgebaut werden, besteht zudem keine Notwendigkeit die generierten
hiPS-Zellen auf Vektorfreiheit zu iiberpriifen. Jedoch muss die synthetische mRNA
aufgrund der kurzen Stabilitit, ebenso wie Proteine, iber mehrere Tage tiglich neu
in die Zellen eingeschleust werden, was arbeitsintensiv ist. Zudem werden durch die
direkte Einbringung der mRNA hohe Konzentrationen an Transkriptionsfaktoren
erreicht, die bei der Verwendung von MYC ein onkogenes Risiko darstellen und die
Genomstabilitiit beeinflussen.®® Eine weitere DNA-freie Alternative stellt die Ver-
wendung von auf dem Sendai-Virus (SeV) basierenden Vektoren dar. Sendai-Viren
sind behiillte Viren mit einzelstringigem RNA-Genom aus der Familie der Pa-
ramyxoviridae. Seit der ersten Verwendung 1995 wurden auf SeV basierende Vek-
toren stetig weiterentwickelt. In aktuellen Varianten wurde beispielsweise das Gen
des viralen Fusionsproteins deletiert, wodurch die Fihigkeit des Virus mit der
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Zellmembran der Wirtszelle zu verschmelzen, verloren geht. Folglich kénnen keine
neuen Zellen infiziert werden. Um dennoch eine einmalige Infektion der Aus-
gangszellen zu ermoglichen, werden die SeV-Vektoren in Zell-Linien produ-
ziert, die so veridndert wurden, dass sie das fehlende Fusionsprotein produzieren,
was zur Bildung einmalig infektioser SeV-Vektoren fiihrt.® Nach erfolgreicher Re-
programmierung mit SeV-Vektoren muss die virale RNA durch mehrere Passagen
aus den Zellen eliminiert werden. Dies kann aufgrund der noch vorhandenen Ver-
mehrungsfihigkeit der RNA schwierig und langwierig sein. Um die Effizienz zu
verbessern und den Prozess zu beschleunigen, wurden Mutationen eingefiigt, die zu
einer Temperatursensitivitit fithren. Eine Temperaturerhohung in Form einer mehr-
tdgigen Kultivierung bei 39 °C statt 37 °C fiihrt dann zur Inaktivierung der Genex-
pression.”® Solch verbesserte SeV-Vektoren wurden bereits fiir die Reprogram-
mierung verschiedener Ausgangszellen verwendet. Je nach Bedingungen und
verwendeten Reprogrammierungsfaktoren kann die Effizienz besser sein als mit
retroviralen Vektoren, es wurden beispielsweise Effizienzen von bis zu 1 % mit Fi-
broblasten erreicht.”! SeV-Vektoren wurden dariiber hinaus zur Gentherapie ver-
schiedener Krankheiten wie zystischer Fibrose klinisch angewandt, da sie eine effi-
ziente Methode zur Einbringung von Genen in verschiedene Zelltypen darstellen.”
Der Vorteil bei der Reprogrammierung ist, dass die SeV-Technologie eine hohe Ef-
fizienz aufweist, die Ausgangszellen nur einmal transfiziert werden miissen und
keine Gefahr der Integration ins Genom besteht. Im Vergleich zur Reprogrammie-
rung mit synthetischer mRNA haben SeV-Vektoren den Nachteil, dass die generier-
ten hiPS-Zellen lidnger kultiviert werden miissen, um den SeV-Vektor zu eliminie-
ren, was zur Anhdufung genetische Mutation beitragen kann.” Zudem miissen die
entstandenen hiPS-Kolonien auf Vektorfreiheit iiberpriift werden (Abschn. 2.4.1).

2.1.2.4 FEinschleusen der Reprogrammierungsfaktoren

Wihrend virale Vektorsysteme in der Regel infektios sind und folglich die Empfin-
gerzellen ohne zusitzliche Hilfsmittel infizieren (Transduktion), miissen sowohl
andere Vektorsysteme als auch mRNA (Transfektion) kiinstlich in die Empfanger-
zellen eingebracht werden. Dazu stehen unter anderem chemische Verfahren wie
Lipofektion, die Verwendung kationischer Polymere und anorganischer Nanoparti-
kel oder physikalische Methoden wie Elektroporation zur Verfiigung. Bei der Elek-
troporation werden kurze Hochspannungsimpulse verwendet, die voriibergehend
einen Bruch in der Zellmembran erzeugen, durch den die Nukleinsdure-Molekiile
passieren konnen. Die Elektroporation ist im Allgemeinen effizient und fiir viele
Zelltypen anwendbar, jedoch ist die hohe Mortalitétsrate der Zellen ein limitieren-
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