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Bis vor einigen Jahren in der Offentlich-

keit nahezu unbekannt, ist der Begriff
»Stammzellen® zu einer Zauberformel ge-
worden, der in Zukunft nahezu alle un-
sere medizinischen Probleme l6sen soll.
Aktuelle Schitzungen fiir die USA besa-
gen, dass mehr als 128 Millionen Men-
schen durch Stammzellen geholfen wer-
den kénnte - das ist fast die Hélfte der Be-
volkerung. Legt man denselben Prozent-
satz fiir Deutschland zugrunde, so wéren
dies mehr als 38 Millionen Menschen.
Die folgende Bestandsaufnahme soll zei-
gen, was durch Stammzelltherapie mach-
bar oder zumindest im Bereich des M6g-
lichen ist und wo die Grenzen zum Un-
moglichen liegen [1]. Sie sollte auch die
Basis fiir ethische und gesellschaftspoliti-
sche Diskussionen schaffen, die nicht Ge-
genstand dieses wissenschaftlichen Uber-
blicks sind.

Adulte Stammzellen

Die Hoffnung, dass viele Krankheiten ei-
nes Tages mit Stammzellen behandelt
werden konnten, beruht vor allem auf
dem langjahrigen Erfolg von Transplan-
tationen des Knochenmarks. Vor mehr
als 40 Jahren wurde festgestellt, dass
sich in dem transplantierten Material
eine Blut bildende Stammzelle, hamato-
poetische Stammzelle (HSZ) genannt, be-
findet und dass diese fiir den Erfolg der
Transplantationen verantwortlich ist [2].
Einen gewaltigen Aufschwung hat das
Feld der Stammzellforschung vor etwa
4 Jahren erhalten, als Veroffentlichun-
gen nahe legten, dass adulte Stammzel-
len in viele unterschiedliche Zelltypen
differenzieren konnen. Bis dahin schien
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diese Eigenschaft embryonalen Stamm-
zellen vorbehalten.

Adulte Stammzellen sind undifferen-
zierte Zellen, die in einem ansonsten dif-
ferenzierten Gewebe oder Organ vorkom-
men. Sie erneuern sich ein Leben lang,
wobei sie einerseits identische Kopien ih-
rer selbst erzeugen, andererseits in spe-
zialisierte Zellen des jeweiligen Gewebes
differenzieren [3]. Man hat adulte Stamm-
zellen in einer Vielzahl von Organen und
Geweben entdeckt: Knochenmark, Ge-
hirn, Epidermis, Blut, Leber, Haut, Au-
ge, Darm, Bauchspeicheldriise (Pankre-
as) und Skelettmuskel sind Beispiele da-
fiir. Die Verwendung adulter Stammzel-
len fiir die Therapie von Krankheiten
des Menschen wire aus verschiedenen
Griinden von Interesse. Zum einen ist es
die Aufgabe einer adulten Stammzelle,
unterschiedliche Zellen eines bestimm-
ten Gewebes zu bilden. Daher sollte es
bei der Transplantation adulter Stamm-
zellen im Idealfall méglich sein, all die-
se unterschiedlichen Zelltypen zu rege-
nerieren. Zum anderen konnte gezeigt
werden, dass zumindest einige Stamm-
zellen auch zum beeintrachtigten Gewe-
be wandern konnen [4]. Eine solche Fa-
higkeit wiirde Operationen erheblich er-
leichtern, weil man bei der Transplanta-
tion das Zielgewebe weniger prazise tref-
fen miisste. Auflerdem ist (zumindest
fiir neuronale Stammzellen) nachgewie-
sen worden, dass sie Wachstumsfakto-
ren ausschiitten, die andere Zellen im be-
troffenen Gewebe moglicherweise schiit-
zen oder sogar mobilisieren [5, 6]. Soll-
te dieser Befund allgemein giiltig sein,
konnte die Heilung des betroffenen Ge-
webes auf diese Weise erleichtert werden.

Vielleicht ist es sogar moglich, Stammzel-
len vor der Transplantation zur Bildung
von mehr Wachstumsfaktoren anzure-
gen oder sie genetisch so zu verdndern,
dass sie die zur Regenerierung des Gewe-
bes wichtigen Substanzen bilden.

Vollig iiberraschend war die Entde-
ckung, dass selbst adulte Stammzellen
in einem ausgewachsenen Organismus
noch eine hohe Plastizitit aufweisen.
Plastizitdt ist die Fahigkeit einer Zelle,
sich nicht nur in Zellen des Gewebetyps,
in dem sie sich befindet, sondern auch
in Zellen eines anderen Gewebes entwi-
ckeln zu konnen. Je nach Grad der Plas-
tizitdt werden solche Zellen als unipo-
tent, oligopotent, multipotent oder plu-
ripotent bezeichnet (Ubersicht 1, [7]).
Dass adulte Stammzellen eine Pluripo-
tenz besitzen, war iiberraschend und na-
hezu unvorstellbar, hatte man doch an-
genommen, dass Stammzellen, die von
einem der 3 Keimblitter des Embryos
(Ektoderm, Mesoderm oder Entoderm)
abstammen, nicht Abkémmlinge eines
der anderen beiden Keimblitter generie-
ren konnen. Diese Annahme wurde aber
von verschiedenen Forschern widerlegt.
So konnten Stammzellen aus dem Kno-
chenmark, die selber mesodermalen Ur-
sprungs sind, in die Hauptzelltypen des
Gehirns (Neuronen, Gliazellen und As-
trocyten) differenzieren, die wiederum
vom Ektoderm abstammen [8]. Umge-
kehrt wurden Stammzellen des Gehirns
in Blut- und Muskelzellen differenziert
[9]. Schlielich wurde berichtet, dass neu-
ronale Stammzellen aus dem Gehirn aus-
gewachsener Mduse Zellen aller 3 Keim-
blitter bilden kénnen, wenn man sie in
Blastozysten injiziert [10].
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Ubersicht 1

Der Begriff der Potenz in der Entwicklungs- und Zellbiologie

Mit,,Potenz” bezeichnet man in der Entwicklungsbiologie die Fahigkeit bestimmter Zellen und Gewe-
be, sich zu differenzieren. Bei einigen Organismen erfahren die Zellen mit jeder Zellteilung eine immer
starkere Einengung ihrer Entwicklungsmaglichkeiten. Ein bekanntes Beispiel ist die streng determi-
nierte Entwicklung bei Fadenwiirmern, bei der das, Zellschicksal” bereits sehr friih festgelegt ist. Bei
anderen Organismen (u.a.Wirbeltiere) bewahren die Zellen gewisse Freiheitsgrade, sodass sie je nach
Entwicklungsstadium — zum Teil zeitlebens — die Fahigkeit behalten, andere Zellen zu ersetzen. Diese
Fahigkeit tragt z. B.zum hohen Regenerationsvermaégen bei Amphibien bei. Die Fahigkeit zur Differen-
zierung nimmt in der Reihenfolge totipotent (=omnipotent), pluripotent, multipotent, oligopotent
und unipotent ab, doch ist diese Abgrenzung nicht immer scharf zu ziehen und hangt von vielen
AuBenfaktoren (Kulturbedingungen, Vorbehandlung u.a.) ab.

Totipotenz (Omnipotenz). (a) Fahigkeit einer einzigen Zelle, einen kompletten, lebensfahigen
Organismus aufzubauen. Beispiel: befruchtete Eizelle.

(b) Féhigkeit einer Stammzelle, sich in alle Zelltypen eines Organismus zu differenzieren. Embryonale
Stammzellen in Kultur konnten ein Beispiel dafiir sein. Allerdings ist es experimentell schwer nachzu-
weisen, dass sich eine Zelle tatséchlich in alle unterschiedlichen Zelltypen eines Organismus differen-

zieren kann. Bis dieser Nachweis erbracht ist, spricht man von Pluripotenz.

Pluripotenz. Fahigkeit einer Zelle, sich in nahezu alle Zellen differenzieren zu konnen, so beispiels-
weise in Abkommlinge aller 3 Keimblatter. Beispiel: embryonale Stammzellen.

Multipotenz. Fahigkeit einer Zelle, sich in eine Vielzahl von Abkommlingen zu differenzieren.
Beispiel: Stammzellen des hamatopoetischen Systems (8 Abb. 1).

Oligopotenz. Fahigkeit einer Zelle, sich in wenige Abkommlinge zu differenzieren. Beispiel:
lymphoide oder myeloide Stammzellen (3 Abb. 1).

Unipotenz. Fahigkeit einer Zelle, Zellen desselben Typs zu bilden. Beispiel: Fibroblasten.

Hamatopoetische Stammzellen

Die himatopoetischen (Blut bildenden)
Stammzellen (HSZ) des Knochenmarks
sind die am besten charakterisierten
adulten Stammzellen (8 Abb. 1). Man fin-
det sie nicht nur im Knochenmark, son-
dern auch in der foétalen Leber und Milz
sowie im Blut der Plazenta und in der
Nabelschnur. Unter bestimmten experi-
mentellen Bedingungen bilden HSZ Zell-
typen, die nicht Teil des Blutes sind, bei-
spielsweise Leberzellen [11, 12, 13]. Wei-
tere Untersuchungen legten nahe, dass
HSZ in eine Reihe von Zellen differen-
zieren, die sich sogar in das jeweilige Ge-
webe integrieren, namlich in Zellen der
Skelettmuskulatur, der Herzmuskeln,
der Blutgefidfle und des Gehirns [14, 15,
16]. Eine einzelne HSZ kann sich in Ab-
kommlinge aller 3 Keimblitter differen-
zieren. Entsprechendes trifft auch fiir ei-
nen zweiten Stammzelltyp des Knochen-
marks, fiir die mesenchymalen Stamm-
zellen zu (MSZ, s. hierzu Kapitel ,,Mesen-
chymale Stammzellen®).

Auch wenn viele Publikationen die
Aussichten einer Therapie mit anderen

gewebespezifischen adulten Stammzel-
len als HSZ sehr positiv erscheinen las-
sen, muss es sich hier in den meisten
Fillen erst noch zeigen, ob die Ergebnis-
se tatsdchlich auf der Plastizitdt dieser
Stammzellen beruhen. Hierzu einige Bei-
spiele:

== Adulte Stammzellen sind sehr sel-
ten, schwer zu identifizieren und noch
schwerer von anderen Zellen der jewei-
ligen Organe zu isolieren. Daher kann
zum gegenwirtigen Zeitpunkt nicht
ausgeschlossen werden, dass sich in
einem bestimmten Gewebe mehrere
Stammzelltypen befinden. Es besteht al-
so die Moglichkeit, dass eine vermeint-
lich definierte Stammzellpréparation

in Wirklichkeit ein Stammzellgemisch
darstellt. Tatsdchlich wurde vor kur-
zem belegt, dass Stammzellen aus Mus-
keln der Maus, von denen zuvor ange-
nommen worden war, dass sie alle wich-
tigen Zelltypen des Blutes bilden kén-
nen, in Wirklichkeit dem hamatopoeti-
schen System entstammen [17]. Diese
aus Muskeln isolierten HSZ waren nim-
lich nicht in der Lage, in der Kulturscha-
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le Kolonien zu bilden, die Muskelzel-
len enthalten. Dies war nur den eigentli-
chen Stammzellen des Muskels moglich,
die gemeinsam mit den HSZ isoliert
worden waren. Diese Ergebnisse wurden
so erkldrt, dass im Korper eine substan-
zielle Zahl von HSZ zirkuliert und somit
auch in Muskeln zu finden ist.

== Andere Arbeiten, wie z. B. die Diffe-
renzierung fotaler neuronaler Stamm-
zellen der Maus in HSZ, konnten trotz
eingehender Studien nicht reproduziert
werden [18]. Die urspriinglich beschrie-
bene Umwandlung in Blutzellen wurde
stattdessen als ein Kultivierungsartefakt
interpretiert. Moglicherweise haben die
Kulturbedingungen zu genetischen Ver-
anderungen (z. B. Mutationen) im Ge-
nom der Zellen gefiihrt. Allerdings ist

es eher wahrscheinlich, dass nicht-gene-
tische Modifikationen fiir die Verdnde-
rungen verantwortlich sind. Solche Mo-
difikationen bezeichnet man als epigene-
tische Markierungen, auf die weiter un-
ten noch eingegangen wird (s. Kapitel
»Epigenetische Probleme®).

== Ein weiterer Grund fiir die beobach-
tete Plastizitdt mancher Stammzellen
mag auch in ihrer Fusion mit anderen
Zellen liegen, die zu tetraploiden Zellli-
nien fiihrt [19, 20]. Hierdurch erweitern
sie ihre Potenz und bilden die beobach-
teten und beschriebenen Gewebe.

Die oben dargelegten Ergebnisse haben
die von vielen Forschern bereits zuvor ge-
duflerte Skepsis gegeniiber der Pluripo-
tenz adulter gewebespezifischer Stamm-
zellen noch verstirkt [21, 22, 23]. Um ei-
nen soliden wissenschaftlichen Nach-
weis der Pluripotenz von Stammzellen
fithren zu kénnen, miissen daher in Zu-
kunft einzelne aufgereinigte und genau
definierte Zellen fiir die Untersuchungen
benutzt werden.

Mesenchymale Stammzellen

Mesenchymale Stammzellen (MSZ) [24,
25] kénnen wie HSZ Abkémmlinge aller
3 Keimblitter bilden; sie liefern beispiels-
weise alle Formen von Binde- und Stiitz-
geweben, quer gestreifte Muskulatur, fast
alle glatten Muskelzellen, Herzmuskula-
tur und Gefiflendothelien. MSZ haben
grofles Aufsehen erregt, da einzelne Zell-



Zusammenfassung

linien mehr als 2 Jahre in Kultur gehalten
wurden und wichtige Merkmale pluripo-
tenter Zellen besitzen. Einzelne MSZ der
Maus und der Ratte lief3en sich in der Kul-
tur in eine Vielzahl von Zelltypen diffe-
renzieren. Ein wichtiger Beweis fiir ihre
Pluripotenz war der Nachweis, dass sie
nach Injektion in murine Blastozysten
fast alle Zelltypen bilden und sich auch
in allen Organen ansiedeln kénnen.

Da diese Zellen ein grofles Potenzial
zu besitzen scheinen, ist es wichtig, dass
sie von vielen Laboratorien untersucht
werden. Noch gibt es im Hinblick auf die
MSZ zahlreiche Fragen, die zu beantwor-
ten sind: So konnten MSZ bislang nicht
erfolgreich aus Menschen isoliert werden,
die &lter als 50 Jahre sind. Ein Grund hier-
fiir konnte sein, dass adulte Stammzellen
auch einem Alterungsprozess unterlie-
gen [26]. Hinzu kommt, dass nach einer
géngigen Hypothese der menschliche
Korper nur fiir eine Lebensdauer von et-
wa 45 Jahren angelegt ist (zur Ubersicht
[27]). Eine duflerst wichtige Frage ist zu-
dem, ob menschliche MSZ iiberhaupt
fiir therapeutische Zwecke geeignet sind.
Sollte dies der Fall sein, so darf man sich
von diesem Stammzelltyp des Knochen-
marks in Zukunft viel erhoffen.

Mdglichkeiten und Grenzen der
therapeutischen Verwendung von
adulten Stammzellen

Es gibt einige Hiirden, die tiberwun-
den werden miissen, bevor man adulte
Stammzellen fiir therapeutische Zwecke
einsetzen kann. Das erste Problem liegt
darin, dass Stammzellen - wie bereits
erwdhnt - in den Organen nur in gerin-
ger Zahl vorhanden sind. So ist z. B. nur
eine unter 10.000 Zellen des Knochen-
marks eine HSZ. Um adulte Stammzel-
len sinnvoll einsetzen zu konnen, miis-
sen sie aber in gréf3eren Mengen zuging-
lich sein bzw. angereichert/vermehrt wer-
den. Dies fiihrt direkt zum zweiten Prob-
lem, dem der mangelnden Kenntnis der
effektiven und optimalen Kultur- und
Differenzierungsbedingungen fiir adul-
te Stammzellen. Dies liegt zum grofien
Teil daran, dass man iiber die zelluldre
Umgebung von Stammzellen im Organ
(sog. Nischen; engl. Stem cell niche) und
iiber die Wachstumsfaktoren, die in die-

sen Nischen gebildet werden, nahezu
nichts weif3. Ferner sind unsere Kennt-
nisse iiber das Verhalten adulter Stamm-
zellen in einem geschiddigten Gewebe
und die Faktoren, die zu ihrer Vermeh-
rung und Differenzierung bené&tigt wer-
den, sehr gering.

Ein weiteres Problem ist die mogli-
che Abstoflung der Zellen durch das Im-
munsystem. Wegen der geringen Zahl
der adulten Stammzellen in Geweben
sind diese, wie bereits ausgefiihrt, nur
sehr schwer zu isolieren, weshalb z. B.
die meisten Knochenmarkstransplanta-
te zahlreiche verschiedene Zelltypen ent-
halten. Dies ist aber nicht wiinschens-
wert, da bei nicht {ibereinstimmenden
Antigenen der Zelloberfldche (sog. Histo-
kompatibilitdts-Antigene) von Spender
und Empfinger eine groflere Zellzahl zu
einer verstirkten Immunabwehr fithren
kann. Daher ist es wichtig, die Verfah-
ren zur Aufreinigung hdmatopoetischer
Stammzellen zu verbessern. Aufierdem
besiedeln angereicherte Stammzellen
das Blut schneller und effizienter, was
unter anderem die Infektionsrisiken ver-
ringert [28].

HSZ des Nabelschnurblutes werden
vermutlich in Zukunft sehr wichtig fiir
die Therapie von Krankheiten sein [29].
Transplantate solcher Zellen rufen inte-
ressanterweise keine starke Abwehrreak-
tion hervor [30]. Man nimmt an, dass die
Zellen im Nabelschnurblut weniger diffe-
renziert sind als die Zellen im Blut aus-
gewachsener Organismen und daher we-
niger stark immunologisch wirken [31].
Ein beachtenswerter Vorteil von HSZ
aus dem Nabelschnurblut ist auch, dass
die Histokompatibilitdts-Antigene im
Voraus identifiziert und katalogisiert wer-
den kénnen. Allerdings ist auch die Zahl
der HSZ, die man aus den etwa 50 bis
150 ml Blut einer Nabelschnur-Plazenta-
Préiparation erhilt sehr gering. Gerade
hier sollte man grofie Anstrengungen un-
ternehmen, Kulturbedingungen zu etab-
lieren, die eine Proliferation und Diffe-
renzierung von HSZ ermdéglichen. Dazu
wird es sehr wichtig sein, die Stammzell-
nische im Organismus besser zu verste-
hen [3, 32]. Das Verstindnis der Stamm-
zellnischen von Modellorganismen wie
der Fruchtfliege Drosophila diirfte dazu
einen wichtigen Beitrag liefern [33].
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Das Potenzial von Stammzellen.
Eine Bestandsaufnahme

Zusammenfassung

Die Zahl der Menschen, die an unheilbar dege-
nerativen Erkrankungen leiden, geht in die Mil-
lionen. Entsprechend setzen viele der direkt und
indirekt Betroffenen derzeit gro8e Hoffnungen
auf die Erforschung und Nutzung von Stammzel-
len. Sind die Hoffnungen berechtigt, vermagen
Stammzellen Krankheiten zu lindern oder gar zu
heilen? Welche therapeutischen Einsatzmdglich-
keiten bieten embryonale und adulte Stammzel-
len? Die Diskussion zur Erforschung und zum Ein-
satz humaner embryonaler Stammzellen ist we-
gen des therapeutischen Nutzens einerseits und
der damit verbundenen,verbrauchenden Em-
bryonenforschung” andererseits sehr kontrovers,
und die jeweiligen Standpunkte erscheinen fast
unvereinbar. Reicht es, adulte Stammzellen zu er-
forschen und fiir eine Therapie einzusetzen? Gibt
es eine Notwendigkeit zur Uberschreitung des
,Rubikon”, oder sind alternative Mdglichkeiten

in Sicht, um embryonaldhnliche Stammzellen zu
gewinnen?

Schliisselworter

Adulte Stammzellen - Embryonale Stammzellen -
Klonen - Genetische Kontrolle -

Epigenetische Kontrolle

Bundesgesundheitsbl - Gesundheitsforsch - Gesundheitsschutz 6 - 2004 ‘ 3



Originalien und Ubersichtsarbeiten

®—@

il poirmie
L e

Ul b

Abb.1 » Das hamato- .
poetische System. Links
eine hamatopoetische
Stammzelle (HSZ), die
weitere HSZ hervor-
bringt. Deren Nach-
kommen konnen sich
weiter teilen oder als
multipotente Stamm-
zellen eine lymphoide
oder myeloide Stamm-
zelle hervorbringen,
die samtliche Blut-
zellen bilden

THRE

Embryonale Stammzellen

Embryonale Stammzellen (ESZ) bilden
den Embryonalknoten (Embryoblast)
der Blastozyste (B Abb.2). Beim Men-
schen findet man ESZ etwa vom 4. bis
zum 7. Tag nach der Befruchtung, bei der
Maus etwa vom 3. bis zum 5. Tag. Danach
differenzieren sich die ESZ und bilden
die 3 Keimblitter Ektoderm, Mesoderm
und Entoderm als Grundlage des fota-
len Korpers.

Potenzial von embryonalen
Stammzellen

Im Gegensatz zu dieser recht kurzen Ent-
wicklungsperiode im Embryo kénnen
sich ESZ unter geeigneten Bedingungen
in der Kultur unbegrenzt vermehren.
Wie im Organismus kénnen sich ESZ
auch in Kultur in eine Vielzahl von Zellty-
pen differenzieren. Vor mehr als 20 Jah-
ren wurden Zelllinien von ESZ (ESZ-Li-
nien) der Maus etabliert (8 Abb. 2). Seit-
dem hat man eine Fiille von Informatio-
nen gesammelt, um die ESZ-Linien zu
kultivieren und zu differenzieren (Uber-
sicht in [7 34]). So konnten aus ihnen
verschiedene Zellen des Nervensystems,
Insulin produzierende Zellen, Knochen-
zellen, Zellen des hdamatopoetischen Sys-
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tems, Endothelzellen, Fettzellen und un-
terschiedliche Muskelzelltypen, wie bei-
spielsweise Herzmuskelzellen, gebildet
werden.

Menschliche ESZ-Linien wurden erst-
mals 1998 erfolgreich kultiviert [35]. In
seiner Originalpublikation hatte James
Thomson gezeigt, dass humane ESZ gut-
artige Tumore (Teratome) bilden, wenn
man sie in Méuse injiziert. Diese Terato-
me enthalten recht komplexe Gewebe ek-
to-, meso- und entodermalen Ursprungs.
So waren in ihnen unter anderem Kno-
chen, Zihne, Haarfollikel und Lungen-
gewebe zu finden. Diese Ergebnisse bele-
gen zum einen die Pluripotenz der huma-
nen ESZ, weisen aber auch auf eine mog-
liche Gefahr hin. Sollten sich ESZ oder
transformierte Abkommlinge nach einer
Transplantation weiterhin in einem un-
differenzierten Zustand halten kénnen,
bestinde die Moglichkeit der Auspré-
gung lebensbedrohlicher Tumore (Tera-
tokarzinome). Um ESZ-Linien zur Thera-
pie nutzen und gleichzeitig das Risiko ei-
ner Tumorbildung ausschlieffen zu kén-
nen, wird man ihr biologisches Entwick-
lungsprogramm einengen miissen, etwa
indem man es durch partielle Differenzie-
rung in eine gewiinschte Richtung lenkt.
Ideal wire es, ESZ-Linien in der Kultur in
adulte Stammzellen spezifischer Potenz
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zu differenzieren. Bei der Maus ist dies
bereits gelungen. So wurde vor kurzem
gezeigt, dass sich aus murinen ESZ-Li-
nien neuronale Stammzellen herstellen
lassen, aus denen sich wiederum funkti-
onsfiahige dopaminerge Neuronen entwi-
ckeln konnen [36]. Diese Zellen waren in
der Lage, die Parkinson-typischen Symp-
tome in Ratten, die als Modell fiir die Er-
krankung dienen, deutlich zu mildern.
Solche Erfolge wurden zwar schon zuvor
mit neuronalen Stammzellen aus f6talen,
neugeborenen und adulten Stammzellen
der Maus erzielt, jedoch war es in diesen
Experimenten nicht einfach, Stammzel-
len in ausreichender Menge zu erhalten.
Durch die Transplantation von ESZ der
Maus gelang es ebenfalls, Riickenmarks-
verletzungen teilweise zu beheben [37].
Murine ESZ wurden auch in Insulin pro-
duzierende Zellen differenziert, die nach
ihrer Transplantation die Insulinregula-
tion im diabetischen Korper zumindest
zum Teil wiederherstellen konnten [38].
Humane ESZ-Linien kénnten in Zu-
kunft ebenfalls eine unerschopfliche
Quelle fiir Transplantationstherapien
des Nervensystems, der Leber oder des
Pankreas sein. Zuerst muss jedoch ge-
zeigt werden, dass die differenzierten
Zellen in einem Modellsystem Sympto-
me einer Krankheit mildern kénnen.
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Verschmelzung, Karyogamie, steht noch bevor) und ein Polkérperchen
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Abb.4 A Oct4 und Pluripotenz. So lange das Protein Oct4 in einer bestimm-
ten relativen Menge vorliegt, bleibt der Status einer Zelle als embryonale
Stammzelle erhalten. Kommt es zu Abweichungen, so geht ihre Pluripotenz
verloren

Abb.3 <« Transfer eines Zellkerns
einer Korperzelle der Maus
in eine entkernte Mausoozyte

Denkbar wiren Xenotransplantationen,
wie sie fiir das Ratten-Modell der Parkin-
son-Erkrankung beschrieben wurden, in
diesem Fall zwischen Mensch und Affe.
Ich vermute, dass in nicht allzu ferner Zu-

kunft entsprechende Berichte iiber Rhe-
susaffen veréffentlicht werden, in denen
Diabetes oder Parkinson mit menschli-
chen, von ESZ-Linien abgeleiteten Zel-
len therapiert werden konnte. Neben sol-

chen funktionellen Analysen muss aber
auch gezeigt werden, dass sich die trans-
plantierten Zellen richtig in den Zellver-
band integrieren. Dies wird besonders
wichtig fiir Nerven- und Herzmuskelzel-
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len sein, weniger hingegen fiir Zellen des
Blutsystems.

Probleme der Kultivierung

Um ihre Pluripotenz zu bewahren, muss-
ten murine und humane ESZ-Linien bis-
lang in serumhaltigem Medium und auf
Nihrzellen gehalten werden. Bei der Ver-
wendung humaner ESZ ist dies mogli-
cherweise ein Problem, da die Nihrzel-
len aus der Maus stammen und das Se-
rum aus Kilbern. Somit kénnten Zoono-
sen, also Infektionen, die von Tieren auf
den Menschen tibertragen werden, nicht
ausgeschlossen werden. Vor kurzem wur-
dejedoch die Kultivierung von humanen
ESZ auf menschlichen Néhrzellen be-
schrieben [39]. Es bleibt abzuwarten, ob
die als Nihrzelllieferanten verwendeten
Gewebe (fotale Muskelzellen, fétale Haut-
zellen) tatsdchlich notwendig sind, um
die Pluripotenz der humanen ESZ-Lini-
en zu erhalten. Um Zoonosen und natiir-
lich auch die Verwendung menschlicher
Nihrzellen zu vermeiden, sollten kiinst-
liche Kultursysteme fiir humane ESZ-Li-
nien etabliert werden. Dies ist kein utopi-
sches Ziel; zumindest fiir ESZ der Maus
ist es gelungen, der Kultur einen Faktor
zuzusetzen, der von den Nihrzellen pro-
duziert wird [40]. Dieser Faktor (Leuke-
mia inhibitory factor, LIF) hat aber kei-
nen Einfluss auf humane ESZ und ist folg-
lich fiir deren Kultur nicht geeignet. Von
diesen Hiirden einmal abgesehen, ist die
Kultivierung und Vermehrung von hu-
manen ESZ-Linien gegenwirtig noch
recht aufwéndig.

Bevor man humane ESZ in Kultur neh-
men konnte, wurden humane embryona-
le Karzinom-Zelllinien verwendet, um
Untersuchungen an einem frithen em-
bryonalen Zelltyp durchfiihren zu kon-
nen. Im Gegensatz zu solchen Zellen wei-
sen ESZ-Linien auch nach mehr als 2 Jah-
ren in der Kultur noch immer einen nor-
malen Satz an Chromosomen auf [41].
Das bedeutet jedoch nicht, dass die kulti-
vierten ESZ-Linien frei von Mutationen
sind. Wie man von anderen eukaryoti-
schen Zellen weif3, wird mindestens eine
Mutation pro Zellteilung in das Genom
eingebracht [42, 43]. Somit wiirde man
unweigerlich ein erhohtes Risiko einge-
hen, wenn man Zellen aus &lteren Kul-

turen fiir die Therapie einsetzt, d. h., es
ist zu vermuten, dass diese Zellen geneti-
sche Verdnderungen tragen.

Immunologische Probleme bei der
Verwendung von Stammzellen

Bei der Verwendung embryonaler, fota-
ler oder adulter Stammzellen ist die im-
munologische Unvertraglichkeit zwi-
schen dem Zellspender und dem Emp-
fanger eine grofle Hiirde. Von weni-
gen Ausnahmen abgesehen (wie etwa
bei eineiigen Zwillingen), wird es bei ih-
rer Verwendung aufgrund unterschied-
licher Histokompatibilitdts-Antigene
zwischen Spender und Empfinger zu ei-
ner Abstoflungsreaktion kommen. Ei-
ne Moglichkeit, diese zu vermeiden, ist
es, auf die iiblichen Verfahren zuriick-
zugreifen. Hierzu z&hlt z. B. die Verwen-
dung von Immunsuppressiva oder aber
die kombinierte Transplantation von ei-
genen (autologen) und fremden (alloge-
nen) Stammzellen. Moglicherweise liefle
sich das Problem auch l6sen, wenn es ge-
lange, folgendes, kiirzlich fiir die Ratte
entwickelte Verfahren umzusetzen [44]:
Hier wurden sowohl ganze Blastozysten
als auch Zellen, die ausschlieflich vom
Embryoblasten der Blastozyste stammen,
zur Toleranzinduktion eingesetzt. Diese
Zellen sind ndmlich immunologisch re-
lativ unwirksam, was damit zusammen-
hingen mag, dass der Embryo wihrend
der frithen Entwicklung nicht als fremd
erkannt werden soll. Dieser Vorteil konn-
te sich aber auch als problematisch her-
ausstellen, wenn tatsidchlich die Gefahr
der Teratokarzinom-Bildung besteht,
ein Aspekt, der in der Veroffentlichung
nicht berticksichtigt wurde. Sollte dieses
aber nicht der Fall sein und geldnge es,
von etablierten humanen ESZ-Linien ab-
geleitete HSZ in das Blutsystem einzu-
bringen, so konnten nachfolgend weite-
re Transplantationen von differenzierten
Zellen oder Geweben, die von denselben
ESZ abstammen, durchgefiihrt werden.
Es bestehen aber noch weitere Optio-
nen um mogliche immunologische Prob-
leme zu umgehen: Man kénnte eine gro-
e Zahl von unterschiedlichen ESZ-Lini-
en verschiedener Blastozysten in Kultur
nehmen, um die Chance zu erhéhen, dass
eine Ubereinstimmung mit dem Histo-
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kompatibilitdts-Antigen eines Empfan-
gers vorliegt. Eine derartige Vorgehens-
weise wurde in England gew#hlt,wo man
hofft, mit etwa 300 verschiedenen ESZ-Li-
nien, den Grofiteil der Histokompatibili-
tats-Antigene in der Bevolkerung abzude-
cken. Ferner besteht die Moglichkeit, die
Histokompatibilitéts- Antigene durch ho-
mologe Rekombination in einer ESZ-Li-
nie zu entfernen in der Hoffnung, dass
diese Zellen nach Transplantation nicht
als fremd erkannt werden. Diesen Weg
hat man bereits bei der Xenotransplanta-
tion eingeschlagen. Eine Losung der im-
munologischen Fragen wire aber wohl
erst moglich, wenn man durch das Ver-
fahren des therapeutischen Klonens ESZ-
Linien herstellt, die den Zellkern einer
koérpereigenen Zelle enthalten. Die Theo-
rie dieses Verfahrens wird im néchsten
Abschnitt erldutert.

Therapeutisches Klonen: Gewinnung
von korpereigenen ESZ-Linien

Eine Stammzelltherapie ist sowohl mit
fremden (allogenen) als auch mit eige-
nen (autologen) Zellen denkbar. Beide
Optionen haben Vor- und Nachteile.

Allogene Stammzellen. Bei der Verwen-
dung von allogenen Stammzellen be-
steht der Vorteil darin, dass man sie ei-
nem gesunden Organismus entnehmen
kann. Eine Transplantation allogener
adulter oder embryonaler differenzier-
ter Stammzellen wiére beispielsweise zur
Therapie genetischer Erkrankungen sinn-
voll. Sollte das Problem der immunologi-
schen Unvertréglichkeit zwischen Spen-
der und Empfianger gel6st werden kon-
nen und sollten auflerdem geniigend
Stammzellen zur Verfiigung stehen, wi-
re die Verwendung allogener Zellen eine
viel versprechende Option fiir die Thera-
pie einer Reihe von Krankheiten.

Autologe Stammzellen. Autologe adulte
Stammzellen wiirden es erlauben, das
Problem der immunologischen Unver-
traglichkeit zu umgehen. Allerdings ist
fraglich, ob und wie viele adulte Stamm-
zellen man einem kranken Kérper ent-
nehmen kann. Es ist auch ungewiss, wie
viele adulte Stammzellen eines bestimm-
ten Typs ein alternder Mensch besitzt,



von einem alternden kranken Menschen
ganz abgesehen. Eine weitere Schwierig-
keit besteht darin, dass man bei Vorlie-
gen einer genetischen Erkrankung eben
auch die Zellen des Patienten verwenden
miisste, die eine schidliche Mutation
tragen. Bei Erkrankungen, die auf dem
Mangel eines bestimmten Genprodukts
beruhen, lief3e sich diese unter Umstin-
den durch Einfiihren des entsprechen-
den Gens beheben. Das Einschleusen des
Gens kann beispielsweise durch modifi-
zierte harmlose Lentiviren erfolgen, die
imstande sind, Stammzellen zu infizieren.
Eine solche Infektion wiirde man in der
Kulturschale durchfiihren,bevor man die
Stammzellen in den kranken Korper tiber-
tragt (Ubersicht in [45]). Allerdings gibt
es auch eine Vielzahl von genetischen
Problemen, bei denen ein solcher Gen-
transfer nicht helfen wiirde. So kann ein
Krankheitsbild beispielsweise dadurch
verursacht werden, dass eine Mutation
in einem Gen zu einem defekten Protein
fithrt, das dann die Funktion der Zelle be-
eintréchtigt. Auch ist es momentan nicht
moglich, nach dem Gentransfer die Men-
ge des in der Zelle gebildeten Proteins ge-
nau einzustellen oder gar zu regulieren.
Aber gerade dieses ist im physiologischen
Kontext oft essenziell. Es wiirde den Kor-
per auf Dauer schédigen, wenn beispiels-
weise die genetisch modifizierten Zellen
standig Insulin ausschiitteten.

Der einzige Ausweg ldge in solchen
Féllen darin, den genetischen Defekt in
den Stammzellen vor der Transplantati-
on durch eine sog. homologe Rekombi-
nation zu korrigieren, d. h. die mutier-
ten Gensequenzen gezielt gegen norma-
le DNA-Sequenzen auszutauschen. Da-
mit bliebe die korrekte Regulation des
Gens gewahrt. Dieses Verfahren ist aber
in adulten Stammzellen momentan nicht
umsetzbar. Dagegen ist fiir ESZ-Linien -
zumindest fiir ESZ der Maus - die Metho-
dik der homologen Rekombination etab-
liert und in ihnen recht effizient. Beim
Menschen liegen ESZ nur bis zum 7. Tag
seiner Entwicklung vor. Entsprechend
konnten bei ihm korpereigene, indivi-
duelle ESZ-Linien (autologe ESZ), in de-
nen dann evtl. auch noch eine homolo-
ge Rekombination durchgefiihrt werden
kann, nicht gewonnen werden. Autologe
menschliche ESZ lieflen sich nur durch
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das Verfahren des sog. therapeutischen
Klonens erzeugen, das im Folgenden er-
lautert wird.

Methode

Folgende Vorgehensweisen wiren prin-
zipiell denkbar, um korpereigene, indi-
viduelle ESZ-dquivalente Zellen/Zelllini-
en abzuleiten. Bei jeder Vorgehensweise
wiirde man als Ausgangsmaterial den di-
ploiden Zellkern differenzierter Koérper-
zellen (somatische Zellen) des Patienten
oder die vollstdndigen Zellen verwenden
und versuchen, ESZ-Linien oder ESZ-idhn-
liche Zellen/Zelllinien herzustellen. Un-

terschiedlich wiéren in erster Linie die ge-
wihlten Wege, um das Potenzial des Zell-
kerns wieder zu seiner vollen Entfaltung
zu bringen. Das Vorgehen, das in einer
Reihe von Tierversuchen bereits erfolg-
reich durchgefiihrt wurde, ist der Trans-
fer des Kerns somatischer Zellen (KTSZ)
in entkernte Oozyten (Eizellen, B Abb. 3)
und ihre anschlieende Weiterentwick-
lung in der Kultur zu Blastozysten.

So ist es bei der Maus bereits gelun-
gen, nach einem solchen KTSZ aus den
resultierenden Blastozysten ESZ-Linien
abzuleiten [46, 47]. Uns gelang es dann
zu zeigen, weshalb solche Experimente
erfolgreich sind, obwohl die Blastozys-
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Zahl der Modifikationen bzw.
Pramutationen, die in normalen
Zellen bleiben

1
10-20

1

1

5

Tabelle 1
Ubersicht endogener DNA-Lésionen in menschlichen Zellen und der maglichen Entstehungsarten von Punktmutationen.
Naheres in [58]
Lasionen/Pramutationen Art der Lasions- Zahl der Modifikationen
bzw. Mutationsbildung bzw. Pramutationen pro Zellen
und Tag
Uracil Desaminierung von Cytosin 400
Thymin Desaminierung von 5-Methylcytosin 30
Hypoxanthin Desaminierung von Adenin 10
8-Oxoguanin Oxidation von Guanin 1.000
Formamido-Pyrimidin Oxidation von Guanin 200
Thyminglykol und &hnliche Oxidation von Pyrimidinen 500
oxid. Pyrimidine
Ethyl-Cytosin Lipid-Peroxidation von Cytosin 200
Ethyl-Adenin Lipid-Peroxidation von Adenin 200
3-Methyl-Adenin SAM-Methylierung von Adenin 600
7-Methyl-Guanin SAM-Methylierung von Guanin 4.000
05-Methyl-Guanin Durch endogene Nitrosamine 200
Ohne Base Hydrolyse 9.000

ten in den meisten Fillen nicht lebens-
fahig sind [48]. Von Bedeutung ist hier
das Proteinprodukt des sog. Oct4-Gens,
das fiir die Aufrechterhaltung der Pluri-
potenz von ESZ essenziell ist [49, 50]. Of-
tensichtlich wird in pluripotenten ESZ
nur eine bestimmte Menge an Oct4 ge-
bildet (B Abb.4). Eine Abweichung um
+50% hat dramatische Folgen, da sich
dann die ESZ differenzieren und ihre Plu-
ripotenz verlieren (51,52, 53].

Aus Griinden, die mit der Genomqua-
litat somatischer Zellen (aus denen der
Zellkern entnommen wird) zu tun ha-
ben, wére es wichtig, mehrere ESZ-Li-
nien durch Kerntransfer zu erzeugen,
um zu entscheiden, welche sich am bes-
ten fiir die spétere Nutzung eignen. Auf-
grund der mangelnden DNA-Qualitét so-
matischer Zellen und der unterschiedli-
chen Verpackung der DNA durch Prote-
ine des Chromatins ist es ndmlich nicht
moglich, die Qualitit der erzeugten Zell-
linie vorherzusagen. Ein grofler Vorteil
von Zelllinien, die durch Kerntransfer er-
zeugt werden, ldge darin, dass sie in Kul-
tur eingehend untersucht und nach ih-
rer Eignung (z. B. einen bestimmten Zell-
typ bilden zu kénnen) selektiert werden
kénnten, bevor man sie zur Stammzell-
therapie einsetzt. Ein weiterer Vorteil
wire, dass man diese Untersuchungen
nur mit einem Teil der Zellen einer sol-

chen Linie durchfiihren miisste. Der an-
dere Teil liele sich in fliissigem Stickstoff
konservieren. Erwiese sich eine Linie spé-
ter als geeignet, konnte man auf das ein-
gefrorene Material zurtickgreifen. Durch
diese Vorgehensweise lief3e sich beispiels-
weise verhindern, dass sich in einer etab-
lierten Zelllinie durch eine lange Kultivie-
rung Mutationen anhdufen.

Das herkommliche, in Tierversuchen
eingesetzte Kerntransferverfahren erfor-
dert die Verwendung von natiirlichen
Oozyten. Ihre Gewinnung ist duflerst
aufwindig, und beim Menschen wire es
mit einer unangenehmen Prozedur ver-
bunden. Es scheint nun aber moglich, in
der Kultur Oozyten aus ESZ zu erzeugen.
Bei der Maus ist es uns kiirzlich bereits
gelungen [54]. Mithilfe solcher Oozyten
wird man vielleicht in der Lage sein,nach
Kerntransfer ESZ-Linien zu generieren.

Umprogrammierung

Um auf dem eben skizzierten Weg ESZ-
Linien erzeugen zu konnen, wére es no-
tig,den in die Oozyte iibertragenen Kern
einer ausgereiften Korperzelle umzupro-
grammieren, d. h. sein genetisches Pro-
gramm auf einen frithen Startpunkt in
der Embryonalentwicklung zuriickstel-
len. Da man aber die resultierenden ESZ-
Linien nur fiir die Therapie benétigen
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wiirde, miisste man hier nicht génzlich
an den Anfang zuriickkehren. Statt einer
Oozyte konnte man evtl. auch embryo-
nale Stammzellen ohne Kern (Zytoplas-
ten) verwenden, um einen somatischen
Kern zu einem embryonalen Stammzell-
kern umzuprogrammieren. Experimen-
te,in denen eine somatische und embryo-
nale Stammzelle der Maus fusioniert wur-
den, haben bereits gezeigt, dass ESZ in
der Lage sind, den zusétzlichen Kern so
zu veriandern, dass er Merkmale von na-
tiirlichen ESZ-Kernen besitzt. Eine wich-
tige Aufgabe wird es sein, die zelluldren
Faktoren zu bestimmen, die fiir die Um-
programmierung des somatischen Kerns
verantwortlich sind. Vielleicht ldsst sich
dann ein Verfahren zur Herstellung kor-
pereigener, individueller ESZ-Linien oh-
ne Einsatz von Oozyten und embryona-
len Zellen entwickeln.

Reproduktives Klonen

Der Kerntransfer zur Erzeugung von le-
bensfihigen Organismen wird als repro-
duktives Klonen bezeichnet. Gegen ein re-
produktives Klonen stehen nicht nur ethi-
sche Bedenken, sondern auch zahlreiche
biologische Griinde. Momentan liegt die
Klonierungseffizienz, also der Prozent-
satz der Organismen, die nach einem
Kerntransfer in Oozyten lebend geboren



werden, bei einigen Tierarten bei etwa
3-5%, bei den meisten deutlich darunter.
Es ist sicherlich mit Verbesserungen zu
rechnen, doch auch dann diirfte es un-
moglich sein, den Tod von Embryonen
und Féten zu vermeiden oder einzuschit-
zen, ob der transferierte Kern genetische
Defekte triagt oder nicht. Ob das berithm-
te ,Klonschaf* Dolly aufgrund eines ge-
netischen Defekts unter Arthritis litt, ist
nicht gekldrt, genauso wenig, in welchem
Stadium und woran die 276 ,,Fehlversu-
che®, die Dollys Geburt vorangingen, ge-
storben sind [55]. Da sich die meisten
Protagonisten des reproduktiven Klonens
dieser Probleme nicht bewusst sind oder
diese nicht als tatsdchliche Probleme anse-
hen, wird es wohl notwendig sein, durch
weitere Tierversuche deutlich zu machen,
dass man durch Klonen lebensfahige Or-
ganismen nur auf rein statistischer Basis
und ohne Vorhersagbarkeit generieren
kann. Es gibt eine Vielzahl von Griinden,
weshalb Kerne von Kérperzellen ungeeig-
net sind, um Organismen zu klonen, die
frei von bedrohlichen Mutationen sind. Ei-
nige der Griinde sollen im Folgenden dar-
gelegt werden.

Probleme des Klonens

Das entwicklungsbiologische Programm
wird sowohl durch genetische, als auch
durch epigenetische Faktoren kontrol-
liert. Unter genetischer Kontrolle ver-
steht man die Gesamtheit der unmittel-
bar durch Gene (bzw. durch die von ih-
nen kodierten Proteine) bestimmten Ab-
l4ufe. Sie kann nur funktionieren, wenn
die DNA-Sequenz des Genoms intakt ist.
Die epigenetische Kontrolle umfasst al-
le Wechselwirkungen zwischen Zellbe-
standteilen oder zwischen Zellen, die die
Entwicklung mitbestimmen, die aber nur
mittelbar genetisch vorgegeben sind. Epi-
genetisch wirksam sind insbesondere
Modifikationen und Verpackungen des
Genoms (duflerlich erkennbar am Chro-
matin, den fiarbbaren Bestandteilen im
Kern, bestehend aus der DNA, Histonen
und Nicht-Histonproteinen). Die epige-
netische Kontrolle greift nur, wenn das
Chromatin keine zu grofien Méngel auf-
weist. Sind Modifikation oder Verpa-
ckung des Genoms gestort, konnen sich
Tumore bilden.

Genetische Probleme

Wie jeder langlebige, vielzellige Organis-
mus unterliegt auch der menschliche
Korper mutagenen dufleren Faktoren,
deren Wirkungen sich im Laufe des Le-
bens addieren: Hierzu zéhlen z.B. UV-
und ionisierende Hintergrundstrahlung,
chemische Mutagene wie Aflatoxin, Ben-
zen und N-Nitrosamine sowie auch die
Infektion mit Krebs erzeugenden Viren.
Neben diesen dufleren Gefahren gibt es
eine Vielzahl von Gefahren, die dem Or-
ganismus selbst innewohnen: Mit jeder
Zellteilung wird die DNA geschadigt, was
Ausgangspunkt fiir einen Tumor sein
kann, falls die Mutationen nicht repa-
riert werden. Im Mai 2000 waren 21.591
Mutationen in mehr als 1.000 Genen
des Menschen bekannt, die fiir die unter-
schiedlichsten Probleme verantwortlich
sind (B Abb.5) [56]. Man nimmt an, dass
sich in menschlichen Zellen téglich eine
Vielzahl von DNA-Pramutationen bildet.
Von Pramutationen spricht man, wenn
eine Chance besteht, dass die Verdande-
rungen korrigiert werden. Da aber die
DNA-Reparatur nicht perfekt arbeitet,
diirften einige Pramutationen die Quel-
le fiir spontan auftretende Mutationen
sein. Sowohl das gelegentliche Auftre-
ten nicht reparierter geschddigter Nuk-
leotide als auch das fehlerhafte Ablesen
wihrend der Replikation kénnen zu Tu-
moren und anderen Krankheiten fiih-
ren. Verdnderungen des Genoms finden
sich schon friih, d. h. bereits wihrend der
Embryonalentwicklung. So konnte man
z. B. durch hochempfindliche Methoden
bereits im Blut von gesunden Neugebore-
nen einen Austausch von Chromosomen-
stiicken nachweisen, die Tumore induzie-
ren konnen [57]. Pramutationen werden
durch prizise und hocheffiziente Repa-
ratursysteme weitgehend riickgéngig ge-
macht. Es besteht daher eine recht ho-
he Wahrscheinlichkeit, dass man bis
zum 45. Lebensjahr keine Tumore ent-
wickelt [27]. Danach ist gleichsam das
Ende der Garantiezeit erreicht (,,End of
Warranty“), und sowohl die Mutations-
hiufigkeit als auch die Wahrscheinlich-
keit, Tumore auszuprégen, steigen rapi-
de an (B Abb.6).

Die schédlichen Folgen von Muta-
tionen finden in den Diskussionen mit

Stammzell- und Klonierungsexperten na-
hezu keine Beriicksichtigung. Dies ist vl-
lig unverstandlich, denn man muss iiber
die unterschiedlichen Mutationsarten Be-
scheid wissen um zu erkennen, welchen
Gefahren klonierte Organismen ausge-
setzt wiren. Folgende Mutationen bzw.
Vorgénge spielen in diesem Zusammen-
hang eine Rolle:

Verdnderungen durch Punktmutationen.
DNA-Punktmutationen lassen sich im
Wesentlichen auf 3 Hauptursachen zu-
riickfiihren: auf labile N-Glykosyl-Bin-
dungen, auf eine Desaminierung methy-
lierter DNA und auf oxidativen Stress
(Ubersicht in [58]). Ferner kénnen Muta-
tionen durch Rekombination sich wieder-
holender genomischer Segmente entste-
hen. Transitionen von Cytosin (C) nach
Thymin (T) verursachen etwa ein Drittel
aller Punktmutationen, die bei genetisch
vererbten menschlichen Erkrankungen
zu finden sind [59]. Diese recht komple-
xen Probleme werden in Ubersicht 2 und
D Tabelle 1 beschrieben.

Transkriptionsgekoppelte DNA-Reparatur.
Das Enzym RNA-Polymerase II schreibt
DNA in mRNAs um (Transkription), die
letztlich in Proteine iibersetzt werden
(Translation). Bereits vor mehr als 15 Jah-
ren wurde festgestellt, dass transkribier-
te, also aktive Gene weitaus schneller re-
pariert werden als inaktive Gene [60]. Da-
raus ergibt sich, dass Mutationen in inak-
tiven Genen héufiger auftreten als in ak-
tiven Genen, was kein Problem ist, wenn
Erstere fiir den Rest des Lebens inaktiv
bleiben. So stort es nicht, wenn beispiels-
weise Gene, die nur in Gehirnzellen expri-
miert werden, in Muskelzellen mutiert
sind. Dort werden sie nicht benétigt und
bleiben ausgeschaltet, weshalb sie auch
keinen Schaden verursachen konnen.

Mutationen durch Rekombination repetiti-
ver genomischer Segmente. Monogene Er-
krankungen beruhen zumeist auf spezi-
fischen Mutationen innerhalb eines defi-
nierten Gens. Solche Mutationen lassen
sich oft auf Fehler wahrend der DNA-Re-
plikation zuriickfiihren. Dariiber hinaus
gibt es Erkrankungen, die durch Rekom-
binationen genomischer Regionen ver-
ursacht werden. Ausgangspunkt sind zu-
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Abb.7 A Reproduktive Klonierung bei Miusen. Uberlebensrate von Embryonen und Foten wihrend der
Schwangerschaft. Kurz nach der Implantation haben nur noch wenige Embryonen die Fahigkeit, sich
weiterzuentwickeln. Selbst 10 Tage nach der Befruchtung, wenn die meisten Féten schon abgestorben
sind, zeigen sich an den wenigen Uberlebenden schwerwiegende Probleme. Das groBe Bild zeigt zwei
10,5 Tage alte Foten, der linke ist durch Klonen, der rechte durch eine normale Befruchtung entstanden

ndchst Genduplikationen - hierdurch
entstehen repetitive genomische Sequen-
zen (RGS). Die Wiederholungen des ur-
spriinglichen genomischen Bereichs wer-
den als paraloge genomische Bereiche be-
zeichnet - sie bilden die RGS. Zwischen
den RGS eines oder mehrerer Chromo-
somen kann es nun zu einem Austausch
von Bruchstiicken kommen. RGS sind iib-
licherweise 10.000-400.000 Basenpaare
lang, wobei mindestens 97% der Sequen-
zen identisch sind und somit ein geeigne-
tes Substrat fiir eine homologe Rekombi-
nation darstellen.

Mutationen infolge von Alterung. Es gibt ver-
schiedene Theorien iiber den Alterungs-
prozess, die sich aber gegenseitig nicht
ausschlief3en [61]. Eine seit langem disku-
tierte Theorie besagt, dass mit zunehmen-
dem Alter die DNA-Reparaturaktivitdt ab-
und damit die DNA-Schidigung zunimmt
[62]. Substanzen, die DNA schéddigen — wie
z.B. Strahlen und Chemotherapien - kon-
nen Prozesse induzieren, die dem natiirli-
chen Altern dhneln. Beispiele dafiir sind
reduzierte Wundheilung, frithe Wechsel-
jahre, Haarausfall und vorzeitige Vergrei-
sung. Oft sind Gene betroffen, deren Pro-
teinprodukte DNA-Schéddigungen erken-
nen und/oder an DNA-Reparaturen betei-
ligt sind. Ferner wird ein Zusammenhang
zwischen der Verkiirzung der Chromoso-

men-Enden (Telomere) und dem Altern
der Zellen gesehen. Da die Telomere bei
jeder Zellteilung kiirzer werden, spricht
man in diesem Zusammenhang geradezu
von einer Lebensuhr. Eine dritte Theorie
stellt einen Zusammenhang zwischen oxi-
dativem Stress, Metabolismus und Altern
her. Hierzu liegen zahlreiche an Tiermo-
dellen gewonnene Daten vor: Mutationen,
die z.B. den Glukose-Metabolismus redu-
zieren, verldngern die Lebensdauer vieler
Tierarten. Man vermutet, dass ein verrin-
gerter Stoffwechsel zu einem geringeren
Anteil toxisch wirkender Formen des Sau-
erstoffs fiihrt. Bei allen 3 Prozessen diirfte
das Protein ps53 eine Schliisselrolle spielen.
Es scheint einerseits entstehende Tumore
zu unterdriicken, andererseits die Repa-
ratur und Regeneration normaler Zellen
zu beschrinken [62]. Mdusen, denen eine
tiberaktive p53-Variante in die Keimbahn
eingefithrt wurde, waren immun gegen
Krebs, alterten aber schneller. Sie verhiel-
ten sich in dieser Hinsicht wie Tiere, die
Defekte in der DNA-Reparatur aufwiesen
oder nur noch kurze Telomere hatten. Ins-
gesamt scheint p53 die Entwicklung neuer
Tumore zu verringern, was auf Kosten der
Reparatur und Regeneration des norma-
len Gewebes geht.

Die oben dargelegten Vorgédnge kénn-
ten fiir einen geklonten Organismus, d. h.
fiir einen Organismus, der durch Ubertra-
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gung eines Zellkernes aus einer Kérper-
zelle in eine Oozyte erzeugt wiirde, aus-
geprégte Folgen haben. Das Klonen hebt
z. B.den inaktiven Zustand der zellspezifi-
schen Gene auf. Wenn also beispielsweise
aus dem Kern einer Muskelzelle ein Orga-
nismus generiert werden sollte, miissten
in diesem Kern zahlreiche inaktivierte
Gene (z. B. Gene, die fiir die Entwicklung
spezifischer Zellen des Gehirns erforder-
lich sind) wieder aktiviert werden. Wei-
sen diese Gene Mutationen auf, so kénn-
te das zu Komplikationen in den sich bil-
denden Geweben und Organen (z. B. Ge-
hirnzellen) fiithren. Solche Gene kénnen
fehlerhafte Proteine bilden, in den fal-
schen Zellen exprimiert oder in unphy-
siologischen Mengen abgelesen werden.
Da der menschliche Korper mehr als 200
verschiedene Zelltypen besitzt,kann man
sich leicht ausmalen, was passieren wiir-
de, wenn alle stummen Gene einer Mus-
kelzelle in der Gesamtheit eines Korpers
wieder aktiv werden. Vorliegende Muta-
tionen miissten nicht unbedingt sofort
Probleme bereiten. In menschlichen Zel-
len werden z. B. 4-6 Mutationen benétigt,
um eine frithe Tumorzelle (neoplastische
Zelle) zu erzeugen [63]. Da nach dem re-
produktiven Klonen jede Zelle des Kor-
pers dieselben Mutationen tragen wiirde,
fangen alle Zellen gleichsam bei einem
diesbeziiglich hoheren Grundzustand
an. Es ist nicht vorhersehbar, ob noch 4, 3,
2 Mutationen oder nur noch eine weitere
Mutation benétigt wiirde, um das ,,Fass
zum Uberlaufen® zu bringen und eine
neoplastische Zelle zu bilden. Ein Klon,
der durch den Transfer des Kerns aus ei-
ner adulten somatischen Zelle entstinde,
wiirde zudem in seinen eigenen Koérper-
zellen von Beginn an verkiirzte Telome-
re tragen. Das konnte die Lebenszeit sei-
ner Zellen bzw. die Lebenszeit des gesam-
ten Organismus verkiirzen. Allerdings ist
nicht geklért, ob diese Annahme tatsdch-
lich zutrifft.

Trotz der beschriebenen Risiken fiir
das Genom von Korperzellen sind Muta-
tionen kein Problem fiir Zellen der Keim-
bahn. Offensichtlich verfiigen diese iiber
besondere Mechanismen, die sie in die
Lage versetzen, {iber viele Jahre Spermi-
en oder Oozyten hoher Genomqualitit
zu generieren. Mogliche Griinde hierfiir
sollen an dieser Stelle nicht erortert wer-



den,denn selbst Zellen hoher Genomqua-
litdt sind zum Klonen génzlich ungeeig-
net, weil es gravierende epigenetische
Probleme gibt, die im Folgenden darge-
stellt werden.

Epigenetische Probleme

Keimzellen und Imprinting. Die Keim-
bahn verbindet die Individuen einer Spe-
zies und ist daher potenziell unsterb-
lich. In jeder Generation werden Oozy-
ten und Spermien gebildet, deren Ver-
einigung der Ausgangspunkt fiir einen
neuen Organismus ist. In einigen Ver-
tebraten ist die Oozyte auch ohne Sper-
mium in der Lage, einen Organismus zu
bilden. So wurden parthenogenetische
(durch ,Jungfernzeugung®) entstande-
ne Reptilien, Vogel, Fische und Amphi-
bien beschrieben. Diese bilden sich aus
unbefruchteten Oozyten, sodass nur das
weibliche Genom zu ihrer Entwicklung
beitrdgt. Auch bei Sdugern (u.a. Maus,
Kaninchen, Schwein) kénnen sich Emb-
ryonen gelegentlich auf parthenogeneti-
schem Weg bilden, die aber wihrend der
Embryonalentwicklung sterben. Experi-
mentell lief3en sich bei Sdugern Embryo-
nen erzeugen, die rein ménnlichen (an-
drogenotischen) oder rein weiblichen
(gynogenotischen) Ursprungs sind. Hier-
zu brachte man durch Transplantation
entweder 2 weibliche (maternale) oder 2
ménnliche (paternale) Vorkerne in einer
zuvor entkernten Oozyte zusammen. Die
Embryonalentwicklung wird dann nur
von der Erbinformation eines Geschlech-
tes gesteuert.In allen 3 Fdllen sterben die
Embryonen, weil das weibliche und das
ménnliche Genom zwar dieselben Gene
besitzen, die Funktion einiger Gene aber
je nach ihrer Herkunft (ménnlich oder
weiblich) unterschiedlich ist.

Wenn die Funktion eines Gens allein
vom Geschlecht abhingt, so muss dies
eine epigenetische Ursache haben, die
man als genomische Markierung oder
Imprinting bezeichnet [57]. Vermutlich
bewirkt das Imprinting, dass bestimmte
Gene nur vom miitterlichen, andere nur
vom viterlichen Genom abgelesen, d. h.
exprimiert werden. Das Imprinting be-
ruht auf einer unterschiedlichen Methy-
lierung der maternalen und paternalen
Gene. Bei der Verschmelzung von Eizelle

Ubersicht 2

Von der Pramutation zur Punktmutation

Pramutationen. Von Pramutationen spricht man, wenn eine Chance besteht, dass die Veranderungen
repariert werden, bevor sie sich als Mutationen manifestieren (vgl.Tab. 1). Spontan auftretende Muta-
tionen diirften zu einem groBen Teil auf einer fehlerhaften DNA-Reparatur zuriickzufiihren sein. Zu-
sammen mit fehlerhaftem Ablesen wahrend der Replikation konnen sie entscheidend zu Ausbildung
von Tumoren fiithren.

Schadigungsquellen und Reparaturmaglichkeiten

Labile N-Glykosyl-Bindung. Alle biologischen Makromolekiile sind instabil und zerfallen mit der Zeit.
Nukleinsauren (DNA und RNA) zerfallen in Losung, wobei RNA besonders instabil ist. Durch die Gegen-
wart einer Hydroxylgruppe in der 2°-Position von Ribose ist deren Phosphodiesterbindung besonders
empfindlich gegeniiber Hydrolyse. Die Phosphodiesterbindungen von DNA sind zwar weitaus stabiler,
allerdings geht dies auf Kosten der Stabilitat der N-Glykosylbindungen, durch die Zucker (Desoxyribose)
und Basen verbunden sind. In metabolisch aktiven Zellen liegt die DNA in vollstandig hydrierter Form
vor,und man nimmt an, dass sie dhnlich schnell Basen verliert wie in Losung. In der Zelle werden die
basenfreien Stellen der DNA durch eine Reihe von Enzymen repariert, was sehr effizient geschieht.

Desaminierung methylierter DNA. Die hydrolytische Umwandlung von Cytosin in Uracil bei neutra-
lem pH wird durch direkte Desaminierung durch Hydrolyse verursacht. 5-Methylcytosin verliert die
Aminogruppe etwa 3- bis 4-mal schneller als Cytosin (C), sodass die Desaminierung von 5-Methyl-
cytosin eine wichtige Mutationsquelle darstellt. Cytosin ist, wenn es im DNA-Strang in Nachbarschaft
von Guanin steht (sog. CG-Dinucleotid), bei Saugetieren haufig methyliert. Diese Methylierung hat
insbesondere einen Einfluss auf die Aktivitdt von Genen (in transkriptionsaktiven Genen ist die Me-
thylierung geringer als in inaktiven). Das Problem liegt weniger in dem Verlust der Aminogruppe als
in der Reparatur. Wird Cytosin in Zellen desaminiert, entsteht Uracil (U), das durch die Uracil-DNA-Gly-
kosylase entfernt wird, woraufhin die basenfreie Stelle effizient korrigiert wird. Diese Glykosylase ist
hingegen nicht in der Lage, desaminiertes 5-Methylcytosin (also Thymin, T) als Substrat zu verwen-
den. Es kommt hinzu, dass fehlerhafte Guanin-Thymin (G-T)-Basenpaarungen bei Saugern durch sehr
langsame Korrekturenzyme repariert werden. Sowohl die erhdhte Rate von Desaminierungen von
5-Methylcytosin als auch die relativ langsame Reparatur fehlerhafter G-T-Basenpaarungen haben zur
Folge, dass CG-Sequenzen eine etwa 40fach hohere Mutationsrate aufweisen als Sequenzen aus an-
deren Dinukleotiden. Hierauf diirfte zuriickzufiihren sein, dass Transitionen von C nach T fiir etwa ein
Drittel aller Punktmutationen verantwortlich sind, die zu genetisch vererbten menschlichen Erkran-
kungen fiihren. Die Mutationshaufigkeit des CG-Dinukleotids nach TG hangt von dem jeweiligen Gen
ab.Vergleicht man Gene des Menschen miteinander, sind beispielsweise in B-Globin- und HPRT-Genen
weniger als 10% der CG-Dinucleotide mutiert,im ADA-Gen sind sind es hingegen 50% [62].

Oxidativer Stress. Aerob wachsende Zellen sind wahrend des normalen Metabolismus aktivem Sau-
erstoff ausgesetzt, der eine wichtige Ursache endogener Schadigungen sein kann. Eine Basenschédi-
gung, die zu einer Mutation fiihren kann, ist 8-Hydroxylguanin. Hydroxylguanin wird hauptséchlich
durch Hydroxylradikale erzeugt und bewirkt, dass es an dieser Stelle zur Paarung mit Adenin statt mit
Cytosin kommt. Diese Reaktion fiihrt wahrend der Replikation zu Mutationen, falls diese Schadigung
nicht rechtzeitig durch eine DNA-Glykosylase abgespalten wird. Es gibt noch eine Reihe von mégli-
chen Ursachen fiir Mutationen, deren Ablauf man aber im Detail noch gar nicht untersucht hat. Ein
Beispiel fiir eine solche endogene Schadigungsmaoglichkeit ist die Bildung von H,0, durch stimulierte
polymorphonukleére Leukozyten und Monozyten. Auch Tumore kdnnen erhebliche Mengen an H,0,
bilden. Dieses sehr wirksame Oxidationsmittel kann trotz endogener Katalase die DNA schadigen.
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und Spermium werden die geschlechts-
spezifischen Methylierungsmuster ver-
eint und spéter von Zellteilung zu Zelltei-
lung weitergegeben.

Fiir das reproduktive Klonen hitte das
Imprinting erhebliche Relevanz: Wiirde
man ndmlich zum Klonen Zellkerne von
Keimzellen oder deren Vorldufern einset-
zen, so wiirde der resultierende Embryo
nur das Markierungsmuster des miitter-
lichen oder viterlichen Genoms tragen.
Die ganz frithen Keimzellen, die Urkeim-
zellen, die wahrend der Entwicklung ei-
nes Organismus entstehen, haben zwar
zunéchst wie alle anderen Zellen auch ei-
ne maternale und eine paternale Markie-
rung. Wihrend sie sich entwickeln, set-
zen sie diese aber neu, d. h., die alte wird
entfernt und je nach Geschlecht gegen
die miitterliche oder viterliche ersetzt.
Das hat zur Folge, dass Embryonen, die
man aus Keimzellen zu klonen versucht,
aus dhnlichen Griinden sterben, wie die
oben erwéhnten androgenetischen, gyno-
genetischen oder parthenogenetischen
Embryonen von Sdugetieren [7].

Ein weiteres Problem ergdbe sich da-
raus, dass die Weitergabe der Markierung
in den Keimzellen und im Kérper oft
nicht sehr prazise erfolgt. Das ist — wie bei
den bereits diskutierten ,,schlafenden Mu-
tationen“ — meist unerheblich, weil im Or-
ganismus die epigenetische Markierung
in den meisten Zellen keine Rolle spielt.
Wiirde jedoch ein Zellkern zum reproduk-
tiven Klonen eingesetzt, kann ein fehler-
haftes Ablesen wihrend der fritheren Ent-
wicklung sehr problematisch werden.

Reprogrammierung. Neben der Methylie-
rung muss auch noch die Verpackung
des Genoms verindert werden, wenn
das Klonen mittels somatischer Zellker-
ne erfolgreich sein soll. Viele Gene, die
in den jeweiligen Korperzellen aktiv wa-
ren, miissen abgeschaltet werden, ande-
re, die inaktiv waren, wieder angeschal-
tet werden, damit sich ein Embryo ent-
wickeln kann. Die epigenetische Repro-
grammierung wéhrend der normalen
Entwicklung und wiahrend des Klonpro-
zesses zidhlen zurzeit zu den interessan-
testen Themen der molekularen Biologie
[64]. Allerdings ist noch unbekannt, wie
die alten Proteine und Modifikationen
durch neue ersetzt werden.

Auf jeden Fall ist zu vermuten, dass
auch aufgrund dieses epigenetischen
Phénomens das bereits oben gesagte fiir
einen klonierten Organismus gelten wiir-
de: Eine fehlerhafte Verpackung des Ge-
noms und eine daraus resultierende feh-
lerhafte Aktivierung bzw. Inaktivierung
von Genen hitte tief greifende, aber un-
vorhersehbare Folgen. Zusammengefasst
ist es sehr wahrscheinlich, dass durch
Kerntransfer erzeugte Organismen auf-
grund der dargelegten genetischen und
epigenetischen Probleme Schiden auf-
weisen diirften, die evtl. bereits wihrend
der Embryonalentwicklung oder aber
erst spéter, d. h. zum Teil sicherlich erst
beim adulten Organismus, sichtbar wer-
den diirften.

Adulte Stammzellkerne und Klonen

Wiren evtl. Kerne von adulten Stammzel-
len geeigneter als Kerne differenzierter,
ausgereifter Korperzellen, um Organis-
men zu klonieren? Auch wenn fiir Erste-
re noch nicht dieselbe Fiille an Informa-
tionen vorliegt wie fiir differenzierte so-
matische Zellen, gibt es keinen Grund an-
zunehmen, dass hier nicht die gleichen
genetischen und epigenetischen Proble-
me auftreten konnten. Tatsdchlich meh-
ren sich z.B. die Hinweise, dass auch
adulte Stammzellen einem Alterungspro-
zess unterliegen [26].

Selbst die Kerne embryonaler Stamm-
zellen wiirden sich nicht zum Klonen von
Organismen eignen. Obwohl sie ein sehr
frithes Entwicklungsstadium représentie-
ren und ihr epigenetisches Programm da-
her dem Programm der befruchteten Ei-
zelle sehr dhnlich sein sollte, zeigen Expe-
rimente mit geklonten Mdusen, dass vie-
le Gene in den Organen der Tiere falsch
abgelesen werden. Gleichgiiltig, ob der
Kern einer Korperzelle oder einer ESZ
zum Klonen verwendet wird, es wird in
beiden Fillen etwa jedes 25. Gen falsch
exprimiert [65]. Diese Zahl ist sehr aus-
sagekraftig, weil in der zitierten Studie
mehr als 10.000 Gene gleichzeitig unter-
sucht wurden. Das bedeutet, dass in je-
dem Organ eines Klons Hunderte von Ge-
nen falsch exprimiert werden. Dies liegt
wahrscheinlich daran, dass am Anfang
der Embryonalentwicklung wichtige re-
gulatorische Schliisselgene, wie z. B. das
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Oct4-Gen, nicht korrekt abgelesen wer-
den konnten [48].

In Abhiéngigkeit von den betroffenen
Genen sterben die Klone entweder als Em-
bryonen oder Féten. In seltenen Fillen
(eben bei den 3-5% Uberlebenden) wer-
den die Probleme wéhrend der Entwick-
lung von Zelle zu Zelle weitergegeben
(8 Abb.7). Dass solche, anfangs nicht of-
fensichtlichen Anderungen dramatische
Spitfolgen haben konnen, zeigen die fett-
leibigen Miuse, die oft durch den Prozess
des Klonens entstehen [66]. Bis etwa zur
10. Woche nach der Geburt haben solche
Mausklone ein normales Korpergewicht,
danach erhoht es sich jedoch drastisch.
Die Verpaarung zweier fettleibiger Mdu-
se fiihrte zu einem interessanten Ergeb-
nis: Obwohl die Eltern sehr schwer waren,
waren die Nachkommen nicht etwa noch
fettleibiger, sondern so schlank wie nor-
male Mduse. Dieses Ergebnis zeigt eindeu-
tig, dass die Neuverpackung des Genoms
wihrend des Klonens fehlerhaft gewesen
ist. Erst wenn diese wieder modifiziert
wird, kann das normale Entwicklungs-
programm ablaufen. Dazu mussten die
Gene, deren fehlerhaftes Ablesen zur Fett-
leibigkeit fiihrte, wieder richtig verpackt
werden. Dies geschah wihrend der Game-
togenese, also wihrend der Bildung von
Spermien und Eizellen. Im genannten Bei-
spiel war es also erst in der folgenden Ge-
neration moglich, alle Gene wieder rich-
tig abzulesen und ein normales Korper-
gewicht zu entwickeln. Allerdings bleibt
noch abzuwarten, ob die fettleibigen Méu-
se oder die Tiere der ndchsten Generation
nicht spéter im Leben Tumore oder ande-
re Probleme entwickeln.

Die Ergebnisse der oben dargelegten
Tierversuche machen deutlich, dass die
beim reproduktiven Klonen zu erwarten-
den Probleme weder vorhersagbar, noch
unbedingt sofort sichtbar wéren. Ob je-
des zehnte, fiinfundzwanzigste oder hun-
dertste Gen falsch abgelesen wiirde, ist da-
bei noch nicht einmal wichtig. Bei 66.000
Genen, die man im menschlichen Ge-
nom vermutet, wiren das in jedem Fall
sehr viele betroffene Gene. Wie grofi die
daraus resultierenden Probleme sein wer-
den, werden zukiinftige tierexperimentel-
le Untersuchungen deutlich machen.

Nach einem Vortrag auf der 122. Ver-
sammlung der Gesellschaft Deutscher



Naturforscher und Arzte (GDNA) in Hal-
le. Er wurde im Versammlungsband ,,An
den Fronten der Forschung - Kosmos-
Erde-Leben (S. Hirzel Verlag, Stuttgart,
Leipzig 2003) und in der Naturwissen-
schaftlichen Rundschau 56:525 (2003)
publiziert.
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