EDITORIAL

aum ein Forschungsgebiet ist
B in einem so raschen Wandel

begriffen wie die Biomedizin,
von der nahezu allmonatlich Neues
vermeldet wird. In ganz besonderer
Weise gilt dies fiir die Forschung an
Stammzellen, die im Mittelpunkt
aktueller ethischer und politischer
Kontroversen steht. Dieses Feld wird als
so brisant eingestuft, dass ,Stammzell-
forscher” unversehens im Rampenlicht
stehen. Ein aufgrund origindrer Beitra-
ge bekannter Forscher ist Hans Robert
Scholer, Professor der Pennsylvania
State University, der in diesem Heft
berichtet.

Was ist das Besondere der Stamm-
zellen, was ldsst Forschungen an ihnen
so vielversprechend, aber auch so
bedenklich erscheinen?

Stammezellen sind teilungs- und
differenzierungsfihige Zellen, die einen
vielzelligen tierischen Organismus mit
seinen verschiedenen Organen und
Zelltypen entstehen lassen und bei
einem ausdifferenzierten Lebewesen
dem stidndigen Verlust von Zellen
entgegenwirken. Da zahlreiche Krank-
heiten wie Diabetes, Parkinson und
Alzheimer auf defekte Zellen zuriick-
gehen, richtet sich die Hoffnung darauf,
in Zukunft kranke Zellen durch gesunde
ersetzen zu kénnen.

Die ethischen Bedenken betreffen
nur die Nutzung der wihrend der Indi-
vidualentwicklung aktiven embryonalen
und fotalen Stammzellen. Die Verwen-
dung adulter Stammzellen hingegen
wird allgemein akzeptiert. Ein Beispiel
hierfiir sind die Blut bildenden Zellen
des Knochenmarks, die seit langem zur
Therapie von Leukdmie genutzt wer-
den. So werden dem Patienten in be-
stimmten Féllen Zellen eines gesunden
Spenders intravends verabreicht, um
funktionstiichtige Blutzellen hervorzu-
bringen. Die immunologische Abwehr
kann man durch Wahl geeigneter
Spender vermindern, so dass diese
Therapie erfolgreich, aber immer noch
sehr aufwendig ist. Eine weitere Option
besteht darin, im Patienten schlum-
mernde adulte Stammzellen ,zum Le-
ben zu erwecken“ und zu veranlassen,
neue, intakte Zellen zu bilden. Das
Potential adulter Stammzellen ist groRer
als anfangs vermutet: Blutbildungs-

zellen vermdgen offensichtlich auch
Leber- und Nervenzellen zu bilden und
scheinen von breitem therapeutischen
Nutzen zu sein.

Ein noch groferes Differenzierungs-
potential versprechen indes die Zellen,
die wihrend der Individualentwicklung
wirken: Hier richtet sich das Augen-
merk insbesondere auf die embryona-
len Stammzellen (ESZ). Sie liegen im
frithen Sdugetierkeim (Blastocyste) vor
und lassen sich vergleichsweise einfach
und in ausreichender Menge kultivie-
ren. Die Vision einiger Stammzellforscher
ist es, speziell auf den Patienten zuge-
schnittene embryonale Stammzellen
fiir therapeutische Zwecke herzustel-
len. Hierzu werden Eizellen entkernt
und mit dem somatischen Kern des
Patienten versehen. Aus einer so be-
handelten Eizelle konnen Blastocysten
hervorgehen, denen dann Stammzellen
entnommen werden, um sie in vitro zu
dem gewiinschten Gewebe zu differen-
zieren. Da Gewebe und Empfénger
genetisch iibereinstimmen, ergdben
sich bei der Transplantation keine
immunologischen Probleme.

Dieses so genannte therapeutische
Klonen wirft ethische Probleme auf:
Mit dem Transfer eines somatischen
Kerns in eine entkernte Eizelle wird
eine genetische Kopie (Klon) eines In-
dividuums geschaffen, zudem erfordert
die Nutzung embryonaler Stammzellen
einen zerstorerischen Eingriff. Die Frage:
Wann beginnt Leben? — stellt sich hier
sehr konkret. Nach dem deutschen
Embryonenschutzgesetz ist jedes Expe-
rimentieren mit der befruchteten Eizelle
untersagt. Dies fiihrte dazu, dass in
Deutschland nur unter strengen Vo-
raussetzungen das Arbeiten mit impor-
tierten Stammzellen zuldssig ist. Mog-
licherweise sind wir aber gar nicht ge-
zwungen, den Rubikon einer ver-
brauchenden Embryonenforschung zu
iiberschreiten: Wie in unserem Beitrag
ausgefiihrt, gibt es alternative Wege, um
Zellen von der Qualitdt korpereigener
embryonaler Stammzellen zu erzeugen.
Ein Schliissel hierfiir ist die , Repro-
grammierung” von Korperzellen.
Dahinter steckt eine grundlegende
Frage der Entwicklungsbiologie:
Warum ist das Entwicklungspotential
einer Stammezelle groBer als das einer
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Statt Krifte auf das Klonen von
Lebewesen zu vergeuden, gilt es,

die Anstrengungen auf das Verantwort-
bare zu konzentrieren.

aus ihr hervorgegangenen Gewebezelle,
wo doch beide genetisch identisch
sind? Offensichtlich spielen Interakti-
onen zwischen DNA und Proteinen eine
Rolle. Diese komplexe , epigenetische
Programmierung* ist es auch, die
Scholer jede Form des Klonens ganzer
Lebewesen vehement ablehnen lasst.
Hinzu kommen erhebliche genetische
Bedenken. Statt unnotige Kréfte fiir das
spektakuldre reproduktive Klonen zu
vergeuden, pladiert er nachdriicklich
dafiir, alle Optionen der Stammzell-
therapie auszuschopfen. Mit der Er-
zeugung von Oocyten-dhnlichen Zellen
aus embryonalen Stammzellen der
Maus ist ihm und seinen Mitarbeitern
im Mai dieses Jahres ein bislang nicht
fiir moglich gehaltener Schritt gelun-
gen. Wird damit das eherne, Generati-
onen verbindende Band der Keimbahn
aufgelost? — Es ist zu friih, diese Versuche
zu bewerten (ebenso die jiingste Mel-
dung japanischer Forscher {iber die
Erzeugung von Spermien aus ESZ). Es
gehort zum Wesen der Forschung, dass
sie ethische Fragen aufwirft. Wissen,
wie es unser Ubersichtsbeitrag ver-
mittelt, liefert keine moralischen Mal3-
stdbe, aber es gibt Orientierung fiir
verantwortbare Entscheidungen.

Klaus Rehfeld

521



Friithe Entwicklung eines Séugetieres.

a) zweizellige, b) mehrzelliges Furchungs-
stadium, c) Blastocyste mit Embryonalknoten
(ek) und Flissigkeit erfulltem Raum (bl).
[Oskar Hertwig: Handbuch der Entwicklungs-
lehre der Wirbeltiere, 1906]
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Das Feld der Stammzellforschung hat
vor etwa vier Jahren einen gewaltigen
Aufschwung erhalten, als Studien be-
legten, dass sich adulte Stammzellen
in viele unterschiedliche Zelltypen
differenzieren konnen. Diese Eigen-
schaft macht sie fiir den Einsatz in der
Krankheitstherapie des Menschen
interessant, denn Mediziner hoffen,
Krankheiten wie Parkinson, Alzheimer,
Krebs oder Diabetes eines Tages mit
Hilfe von Stammzellen behandeln zu
konnen. Ein noch hoheres Potential
steckt in den embryonalen Stamm-
zellen, die nahezu alle Zelltypen
hervorbringen konnen. Sie lassen sich
aber bislang nur iiber eine verbrau-
chende Embryonenforschung ge-
winnen, die aus ethischen Griinden

in Deutschland und anderen Lindern
verboten ist. Der Autor zeigt in seinem
Beitrag die therapeutischen Einsatz-
moglichkeiten humaner Stammzellen
auf und stellt Moglichkeiten vor, wie
man auf kiinstlichem Wege embryonale-
dhnliche humane Stammzellen er-
zeugen kann.
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Mahenge - Ein Fenster

zum Mitteleozén Afrikas........ 540
Der Zeitabschnitt des Eozédns

(54-35 Mio. Jahre vor heute) ist fiir
das Verstdndnis der Evolution der
Sdugetiere, die sich damals rasch
entfalteten, von grof3er Bedeutung.
Zu den wenigen Fundstitten, die
Einblick in diese erdgeschichtliche
Epoche gewidhren, gehort der vulkani-
sche Kratersee Mahenge im nordlichen
Zentraltansania. Im letzten Jahr wurden
hier im Rahmen des Sub-Sahara-
Paleogene-Project eine Fiille von Tier-
und Pflanzenfossilien geborgen. Sie
geben erstmals Auskunft {iber die
Lebenswelt des Mitteleozédns siidlich
der Sahara und bieten einmalige
Vergleichsmoglichkeiten mit ent-
sprechenden Fundstétten der
Nordhalbkugel (Grube Messel, Eck-
felder Maar u. a.). Zu den iiberra-
schenden Ergebnissen gehort, dass
sich der Lebensraum im Gebiet von
Mahenge seit dem Eozén offensicht-
lich wenig gedndert hat — was eine
genauere paldookologische Rekons-
truktion erleichtern diirfte. Auch in
benachbarten Paldoseen haben die
Forscher fein geschichtete Seeablage-
rungen entdeckt, so dass mit weiteren
Fossilfunden zu rechnen ist.

Arbeit im Forschungscamp bei Mahenge (Tan-
sania).
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mend interdisziplinar, um Einblicke in die Le-
bensbedingungen und Lebensrdume friitherer
Erdzeitalter zu gewinnen. Bei der Rekonstrukti-
on vergangener Organismenwelten beziehen
sie alle verfigbaren Daten ein, wie sie insbe-
sondere von Geologen, Mineralogen, Isotopen-
physikern und Klimaforschern geliefert werden.
Zudem suchen sie den Anschluss an die Re-
zent-Biologen, die ihnen Auskunft tber all jene
Eigenschaften geben, die fossil nicht erhalten
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werden kénnen, wie physiologische Mechanis-
men oder Verhaltensweisen. Mittlerweile ist un-
ser Wissen ber das Eozan (54-35 Mio. Jahre
vor heute) erstaunlich detailliert: Es war eine
»Treibhaus-Welt”, die Warme liebenden Orga-
nismen eine Fille geeigneter terrestrischer Ha-
bitate bot, die Kontinente waren zum Teil Uber
Landbriicken verbunden (z.B. Nordamerika
und Nordeuropa tber die Thule-Briicke und die
DeGeer-Route) und befanden sich auf anderer
geographischer Breite. So lag das heutige
Zentraltansania mit der Fundstédtte Mahenge
mindestens 15° stidlich des Aquators (Beitrag
S. 525). Damals war die zentrale Hochflache
Tansanias von einem Urwald bedeckt, in dem
mehrere Maarseen lagen, darunter der See von
Mahenge. Dank glinstiger Umstédnde (fein-
koérnige Sedimente, lebensfeindliche Bedingun-
gen in tiefen Wasserzonen) sind hier Fossilien
mitsamt ihrer Feinstrukturen gut erhalten. Von
ihrer Untersuchung darf man ahnlich detaillier-
te Aufschliisse erwarten, wie man sie von den
bertihmten Fossilien der eozédnen Grube Messel
gewonnen hat. Das hier gezeigte ganzrandige
Fiederblatt einer Leguminose zeigt Anpassun-
gen an ein relativ trockenes Klima. Auch ande-
re Befunde deuten darauf hin, dass der See von
einem lichten Trockenwald umgeben war, der
dem heutigen Miombowald der Region in sei-
ner Struktur dhnlich war.

[Photo.: Thomas M. Kaiser] Rd
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122. VERSAMMLUNG DER GDNA

Hans Robert Schéler, Pennsylvania/USA

Das Potential von Stammzellen

— Ist der Mensch regenerierbar?

Die Zahl der Menschen, die an unheilbar degenerativen Erkrankungen leiden, geht in die

Millionen. Wer den langsamen, aber unaufhaltsamen kérperlichen Zerfall eines Menschen

miterlebt hat, kann die Intensitit der Hoffnung erahnen, die viele der direkt und indirekt

Betroffenen derzeit auf die Erforschung und Nutzung von Stammzellen setzen. Sind die

Hoffnungen berechtigt, vermégen Stammzellen Krankheiten zu lindern oder gar zu heilen?

Welche therapeutischen Einsatzmoglichkeiten bieten embryonale und adulte Stammzellen?

Die Diskussion zur Erforschung und zum Einsatz humaner embryonaler Stammzellen ist wegen

des therapeutischen Nutzens einerseits und der damit verbundenen ,,verbrauchenden

Embryonenforschung“ andererseits sehr kontrovers, und die jeweiligen Standpunkte erscheinen

fast unvereinbar. Reicht es, adulte Stammzellen zu erforschen und fiir eine Therapie einzu-

setzen? Gibt es eine Notwendigkeit zur ﬁberschreitung des ,,Rubikon®, oder sind alternative

Méglichkeiten in Sicht, um embryonaldhnliche Stammzellen zu gewinnen?

is vor einigen Jahren in der Offentlichkeit nahezu

unbekannt, ist der Begriff ,Stammzellen“ zu einer

Zauberformel geworden, die in Zukunft nahezu all
unsere medizinischen Probleme l6sen soll. Glaubt man den
offentlichen Verlautbarungen vieler Protagonisten, so wird
man mittels dieser Wunderzellen Krankheiten wie Alzheimer
und Parkinson vielleicht nicht heilen, aber den Betroffenen
zumindest ein menschenwiirdiges Leben ermdoglichen.
Aktuelle Schétzungen fiir die USA besagen, dass mehr als
128 Millionen Menschen durch Stammzellen geholfen
werden kann - das ist fast die Hilfte der Bevolkerung (Tab. 1).
Legt man denselben Prozentsatz fiir Deutschland zugrunde,
so waren dies mehr als 38 Millionen Menschen.

Die folgende Bestandsaufnahme soll zeigen, was durch
Stammzelltherapie machbar oder zumindest im Bereich des
Moglichen ist, und wo die Grenzen zum Unmédglichen sind
[1]. Dies sollte auch eine Basis fiir ethische und gesellschafts-
politische Diskussionen schaffen, die nicht Gegenstand
dieses wissenschaftlichen Uberblicks sind.

Adulte Stammzellen

Die Hoffnung, dass viele Krankheiten eines Tages mit
Stammezellen behandelt werden konnen, beruht vor allem
auf dem langjdhrigen Erfolg von Transplantationen des
Knochenmarks. Vor mehr als 40 Jahren wurde festgestellt,
dass sich in dem transplantierten Material eine Blut bildende
Stammzelle, hamatopoetische Stammzelle (HSZ) genannt,
befindet und dass diese fiir den Erfolg der Transplantationen
verantwortlich ist [2]. Einen gewaltigen Aufschwung hat das
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Feld der Stammzellforschung vor etwa vier Jahren erhalten,
als Verdffentlichungen nahe legten, dass sich adulte Stamm-
zellen in viele unterschiedliche Zelltypen differenzieren
konnen. Bis dahin schien diese Eigenschaft embryonalen
Stammzellen vorbehalten.

Adulte Stammzellen sind undifferenzierte Zellen, die in
einem ansonsten differenzierten Gewebe oder Organ vor-
kommen. Sie erneuern sich im Kérper ein Leben lang, wobei
sie einerseits identische Kopien ihrer selbst machen, ande-
rerseits sich in spezialisierte Zellen des jeweiligen Gewebes
differenzieren konnen [3]. Man hat adulte Stammzellen in
einerVielzahl von Organen und Geweben entdeckt: Knochen-
mark, Gehirn, Epidermis, Blut, Leber, Haut, Auge, Darm,
Bauchspeicheldriise (Pankreas) und Skelettmuskeln sind
Beispiele dafiir (Abb. 1).

Kardiovaskulére Krankheiten 58 Millionen
Autoimmunkrankheiten 30 Millionen
Diabetes 16 Millionen
Osteoporose 10 Millionen
Krebs 8,2 Millionen
Alzheimer Krankheit 5,5 Millionen
Parkinson Krankheit 5,5 Millionen
Schwere Brandwunden 0,3 Millionen
Verletzungen des Riickenmarkes 0,25 Millionen

Geburtsdefekte 0,15 Millionen/Jahr

Tab. 1. Mogliche Patientengruppen fiir Therapien, die auf Stammzellen
beruhen. Nach einer Studie fiir die USA [D. Perry, Science 287, 1423
(2000)].
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122. Versammlung der GDNA
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Abb. 1. Beispiele von Organen und Geweben, in denen adulte Stamm-
zellen identifiziert wurden.

KASTEN 1:

Der Begriff der Potenz
in der Entwicklungs- und Zellbiologie

Mit ,Potenz“ bezeichnet man in der Entwicklungsbiologie die
Fahigkeit bestimmter Zellen und Gewebe, sich zu differenzieren.
Bei einigen Organismen erfahren die Zellen mit jeder Zellteilung
eine immer starkere Einengung ihrer Entwicklungsmaglichkeiten.
Ein bekanntes Beispiel ist die streng determinierte Entwicklung bei
Fadenwiirmern, bei der das ,Zellschicksal“ bereits sehr friih fest-
gelegt ist.

Bei anderen Organismen (u. a. Wirbeltiere) bewahren die Zellen
gewisse Freiheitsgrade, so dass sie je nach Entwicklungsstadium -
zum Teil zeitlebens - die Fahigkeit behalten, andere Zellen zu er-
setzen. Diese Fahigkeit tragt z. B. zum hohen Regenerationsvermo-
gen bei Amphibien bei.

Die Féhigkeit zur Differenzierung nimmt in der Reihenfolge totipo-
tent (= omnipotent), pluripotent, multipotent, oligopotent und uni-
potent ab, doch ist die Abgrenzung der Begriffe nicht immer scharf
zu ziehen und héngt von vielen AuBenfaktoren (Kulturbedingun-
gen, Vorbehandlung u. a.) ab.

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

(b) Fahigkeit einer Stammzelle, sich in alle Zelltypen eines Organis-
mus differenzieren zu kdnnen. Embryonale Stammzellen in Kultur
konnten ein Beispiel daflr sein. Allerdings ist es experimentell
schwer nachzuweisen, dass sich eine Zelle tatséchlich in alle
unterschiedlichen Zelltypen eines Organismus differenzieren kann.
Bis dieser Nachweis erbracht ist, spricht man von Pluripotenz.
Pluripotenz: Fahigkeit einer Zelle, sich in nahezu alle Zellen diffe-
renzieren zu kénnen, so beispielsweise in Abkémmlinge aller drei
Keimbléatter. Beispiel: Embryonale Stammzellen.

Multipotenz: Fahigkeit einer Zelle, sich in eine Vielzahl von Ab-
kémmlingen zu differenzieren. Beispiel: Stammzellen des Hamato-
poetischen Systems (siehe Abb. 2).

Oligopotenz: Fahigkeit einer Zelle, sich in wenige Abkdmmlinge
zu differenzieren. Beispiel: Lymphoide oder Myeloide Stammzellen
(siehe Abb. 2).

Unipotenz: Fahigkeit einer Zelle, Zellen desselben Typs zu bilden.
Beispiel: Fibroblasten.
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Eine Verwendung adulter Stammzellen fiir die Therapie
von Krankheiten des Menschen wire aus verschiedenen
Griinden von Interesse. Zum einen ist es die Aufgabe einer
adulten Stammezelle, unterschiedliche Zellen eines bestimm-
ten Gewebes zu bilden. Daher sollte es bei der Transplantation
adulter Stammzellen im Idealfall moglich sein, all diese
unterschiedlichen Zelltypen zu regenerieren. Zum anderen
konnte gezeigt werden, dass zumindest einige Stammzellen
zum beeintrdchtigten Gewebe wandern, wie etwa neuronale
Stammzellen in Nagern zum Bereich eines Hirntumors [4].
Eine solche Fahigkeit wiirde Operationen erheblich erleich-
tern, weil man bei der Transplantation das Zielgewebe weni-
ger prézise treffen miisste. Aullerdem ist zumindest fiir
neuronale Stammezellen nachgewiesen worden, dass sie
Wachstumsfaktoren ausschiitten, die andere Zellen im be-
troffenen Gewebe moglicherweise schiitzen oder sogar
mobilisieren [5, 6]. Sollte dieser Befund allgemein giiltig sein,
konnte die Heilung des betroffenen Gewebes auf diese Weise
erleichtert werden. Vielleicht ist es sogar moglich, Stamm-
zellen vor der Transplantation zur Bildung von mehr Wachs-
tumsfaktoren anzuregen oder sie genetisch so zu manipulie-
ren, dass sie dadurch zur Regenerierung des Gewebes wichti-
ge Substanzen bilden. Dies wédre besonders dann interessant,
wenn der Patient eine genetisch bedingte Krankheit hétte.

Vollig tiberraschend war die Entdeckung, dass selbst adul-
te Stammzellen in einem ausgewachsenen Organismus noch
eine hohe Plastizitdt haben. Unter Plastizitit versteht man,
dass sie nicht nur Zellen des Gewebetyps, in dem sie sich
befinden, bilden, sondern auch Zellen eines anderen Ge-
webes. Je nach Grad der Plastizitdt werden solche Zellen als
unipotent, oligopotent, multipotent oder pluripotentbezeich-
net (Kasten 1, [7]). Insbesondere eine Pluripotenz adulter
Stammzellen war nahezu unvorstellbar gewesen, hatte man
doch angenommen, dass sich Stammzellen, die von einem
der drei Keimbldtter des Embryos (Ektoderm, Mesoderm
oder Ento-derm) abstammen, nicht Abkdmmlinge eines der
anderen beiden Keimblitter generieren konnen.

Es wurde aber von verschiedenen Forschern gezeigt, dass
Stammezellen, die von einem Keimblatt abstammen, sich
auch in Abkommlinge eines anderen Keimblattes differen-
zieren. So konnten Stammzellen aus dem Knochenmark, die
selber mesodermalen Ursprungs sind, in die Hauptzelltypen
des Gehirns (Neuronen, Gliazellen und Astrocyten) differen-
zieren, die wiederum vom Ektoderm abstammen [8]. Umge-
kehrt wurden Stammzellen des Gehirns in Blut- und Muskel-
zellen differenziert [9]. SchlieBlich wurde berichtet, dass
neuronale Stammzellen aus dem Gehirn ausgewachsener
Miuse Zellen aller drei Keimblétter bilden kénnen, wenn
man sie in Blastocysten (vgl. Abb. 3, S. 529) injiziert [10].

Hdmatopoetische Stammezellen

Die Hdmatopoetischen Stammzellen (HSZ) des Knochen-
marks sind die am besten charakterisierten adulten Stamm-
zellen (Abb. 2). Zuerst wurden sie dadurch identifiziert, dass
sie Zell-Linien des Blutes wieder herstellten und dadurch
Maduse retteten, die ansonsten aufgrund einer letalen Strahlen-
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dosis gestorben wiren. Man findet sie nicht nur im Knochen-

mark, sondern auch in der fotalen Leber und Milz sowie im

Blut der Plazenta und der Nabelschnur.

Verschiedene HSZ-Populationen wurden untersucht, wobei
bestimmte Oberflichenmarker der Zelle verwendet wurden.
Als ein wichtiges Hilfsmittel zur Isolierung von Stammzellen
hat sich ihre Fahigkeit herausgestellt, einen zuvor hinzugefiig-
ten vitalen Farbstoff (Hoechst 33342) wieder aus der Zelle her-
aus transportieren zu kénnen [11]. Unter bestimmten experi-
mentellen Bedingungen bilden HSZ Zelltypen, die nicht Teil
des Blutes sind, beispielsweise Leberzellen [12-14]. Weitere Un-
tersuchungen legten nahe, dass sich HSZ in eine Reihe von
Zellen differenzieren, die sich sogar in das jeweilige Gewebe
integrieren, ndmlich Zellen der Skelettmuskulatur, der Herz-
muskeln, der Blutgefidl3e und des Gehirns [15-17].

Auch wenn viele Publikationen die Aussichten einer
Therapie mit adulten Stammzellen sehr positiv erscheinen
lassen, muss es sich in den meisten Fallen erst noch zeigen,
ob die Ergebnisse tatsdchlich auf der Plastizitdt von Stamm-
zellen beruhen.

e Adulte Stammzellen sind namlich sehr selten, schwer zu
identifizieren und noch schwerer von anderen Zellen der
jeweiligen Organe zu isolieren. Daher kann zum gegen-
waértigen Zeitpunkt nicht ausgeschlossen werden, dass
sich in einem Gewebe mehrere Stammzelltypen befinden

und diese wihrend der Praparation lediglich nicht von-
einander getrennt wurden. Tatsdchlich wurde vor kurzem
belegt, dass Stammzellen aus Muskeln, von denen zuvor
gezeigt worden war, dass sie in der Maus alle wichtigen
Zelltypen des Blutes bilden konnen, in Wirklichkeit dem
hdmatopoetischen System entstammen [18]. Diese aus
Muskeln isolierten HSZ waren nicht in der Lage, in der
Kulturschale Kolonien zu bilden, die Muskelzellen enthal-
ten. Dies war nur den eigentlichen Stammzellen des Mus-
kels méglich, die gemeinsam mit den HSZ isoliert worden
waren. Diese Ergebnisse wurden so erklért, dass im Koérper
eine substantielle Zahl von HSZ zirkuliert und somit auch
in Muskeln zu finden sind.

* Andere Arbeiten, wie die zur Differenzierung fotaler neu-
ronaler Stammzellen der Maus in HSZ, konnten trotz ein-
gehender Studien nicht reproduziert werden [19]. Die ur-
spriinglich beschriebene Umwandlung in Blutzellen wur-
de als ein Kultivierungsartefakt interpretiert. Moglicher-
weise hatten die Kulturbedingungen das Genom ver-
andert, etwa durch Mutation der DNA-Sequenz in den
Zellen. Allerdings ist es eher wahrscheinlich, dass Modifi-
kationen des Genoms fiir die Verdnderungen verantwort-
lich sind. Solche Modifikationen des Genoms bezeichnet
man als epigenetische Markierungen, auf die weiter unten
noch eingegangen wird.
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¢ Ein weiterer Grund fiir die beobachtete Plastizitdt man-
cher Stammzellen mag die Fusion mit anderen Zellen
sein, die zu tetraploiden Zelllinien fiihrt [20, 21]. Plotzlich
konnten die Zellen mehr, weil andere Zellen in ihnen
schlummernde Eigenschaften geweckt hatten. Solche

Ergebnisse haben die von vielen bereits zuvor gedullerte

Skepsis gegeniiber der Pluripotenz adulter Stammzellen

noch mehr verstarkt [22-24].

Um einen soliden wissenschaftlichen Nachweis der
Pluripotenz von Stammzellen fithren zu kénnen, miissen
einzelne Zellen fiir die Untersuchungen benutzt werden. Ein
solcher Nachweis ist nicht nur fiir die HSZ, sondern fiir einen
zweiten Stammzelltyp des Knochenmarks, die mesenchyma-
len Stammzellen (MSZ), gelungen. Die erste Studie fiihrte
namlich den Nachweis, dass eine einzelne hdmatopoetische
Stammzelle sich in Abkémmlinge aller drei Keimblétter diffe-
renzieren kann und daher pluripotent ist [17]. Neben HSZ
wurden auch MSZ aus dem Knochenmark ausgewachsener
Mause isoliert und fiir eine Reihe von Untersuchungen ein-
gesetzt [25, 26].

Mesenchymale Stammezellen

Mesenchymale Stammzellen (MSZ) konnen Abkémmlin-
ge aller drei Keimblétter bilden; sie liefern beispielsweise alle
Formen von Binde- und Stiitzgeweben, quergestreifte Mus-
kulatur, fast alle glatten Muskelzellen, Herzmuskulatur und
Gefdllendothelien. MSZ haben groBes Aufsehen erregt, da
einzelne Zell-Linien inzwischen mehr als zwei Jahre in Kultur
gehalten wurden und wichtige Merkmale pluripotenter
Zellen besitzen. Einzelne MSZ der Maus und der Ratte liefSen
sich in Kultur in eine Vielzahl von Zelltypen differenzieren.
Ein wichtiger Beweis der Pluripotenz von einzelnen MSZ war
insbesondere, dass sie nach Injektion in Blastocysten der
Maus fast alle Zelltypen des Korpers bilden und diese sich
auch in allen Organen ansiedeln kénnen. Da diese Zellen ein
so grolles Potential zu besitzen scheinen, ist es wichtig, dass
diese von vielen Laboratorien untersucht werden. Es gibt
zahlreiche wichtige Fragestellungen, die man gerne be-
antworten mochte. So konnte man bislang diese Zellen nicht
erfolgreich aus Menschen isolieren, die &lter als 50 Jahre sind.
Ein Grund hierfiir konnte sein, dass auch adulte Stamm-
zellen einem Alterungsprozess unterliegen [27]. Ein weiterer
Aspekt ist, dass nach einer gangigen Hypothese der mensch-
liche Koérper nur fiir eine Lebensdauer von etwa 45 Jahren
angelegt ist (zur Ubersicht [28]). Selbst fiir die Maus steht
noch der Nachweis aus, dass die Zellen einen Schaden funk-
tionell ausgleichen konnen. Eine dulerst wichtige Frage ist,
ob HSZ und MSZ des Menschen iiberhaupt fiir therapeuti-
sche Zwecke geeignet sind. Sollte dies der Fall sein, so darf
man gerade von diesen beiden Stammzelltypen des Knochen-
marks in Zukunft viel erhoffen.

Moglichkeiten und Grenzen von Knochenmark-Stammezellen

Davon abgesehen, dass sich diese Befunde eventuell nicht
verallgemeinern und auf den Menschen iibertragen lassen,
gibt es einige Hiirden, die iiberwunden werden miissen, be-
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vor man adulte Stammzellen fiir die Therapie einsetzen
kann. Das erste Problem ist, dass Stammzellen nur in ge-
ringer Zahl vorhanden sind. So ist nur eine Zelle unter 10000
Zellen des Knochenmarks eine HSZ. Um adulte Stammzellen
sinnvoll einsetzen zu kénnen, miissen Stammzellen aber in
grofleren Mengen erzeugt werden. Dies fiihrt direkt zum
zweiten Problem, dem der mangelnden Kenntnis der Kultur-
bedingungen von adulten Stammzellen. So ist man beispiels-
weise nicht in der Lage, HSZ in Kultur zu vermehren. Dies
liegt zum groRen Teil daran, dass man iiber die zelluldre Um-
gebung von Stammzellen im Organ (sog. Nischen; engl. stem
cell niche) und die Wachstumsfaktoren, die in diesen Nischen
gebildet werden, nahezu nichts weilf. Ferner sind unsere
Kenntnisse {iber adulte Stammzellen in einem geschéddigten
Gewebe sehr gering. So konnte es sein, dass in einer betroffe-
nen Nische die notwendigen Zellen und Faktoren fehlen, die
von Stammzellen zur Vermehrung und Differenzierung in
die entsprechenden Zellen des Gewebes benotigt werden.

Ein weiteres Problem ist die mogliche Abstoffung durch
das Immunsystem. Wegen der geringen Zahl der adulten
Stammzellen in Geweben sind diese nur sehr schwer zu iso-
lieren, weshalb die meisten Transplantationen des Knochen-
marks recht unrein sind. Dies ist nicht wiinschenswert, da im
Falle von nicht iibereinstimmenden Antigenen der Zellober-
fliche (sog. Histokompatibilitdts-Antigene) eine gréRere
Zellzahl zu einer verstirkten Immunabwehr fithren kann.
Dagegen besiedeln konzentrierte hdmatopoetische Stamm-
zellen das Blut schneller und effizienter, was unter anderem
die Infektionsrisiken verringert, weil der Kérper nur fiir kurze
Zeit ohne Immunabwehr ist [29].

HSZ des Nabelschnurblutes werden vermutlich in Zukunft
sehr wichtig fiir die Therapie von Krankheiten sein [30].
Transplantate von Nabelschnurblut rufen interessanterweise
keine starke Abwehrreaktion hervor [31]. Man nimmt an,
dass die Zellen im Nabelschnurblut weniger differenziert
sind als im Blut ausgewachsener Organismen und daher
weniger stark immunologisch wirken [32]. Ein beachtens-
werter Vorteil von Nabelschnurblut ist auch, dass die Histo-
kompatibilitdts-Antigene im Voraus identifiziert und katalo-
gisiert werden konnen. Allerdings ist auch die Zahl der HSZ
sehr gering, die man aus den etwa 50 bis 150 ml Blut einer
Nabelschnur-Plazenta-Préparation erhilt. Gerade hier sollte
man grofle Anstrengungen unternehmen, Kulturbedingun-
gen zu etablieren, die eine Proliferation und Differenzierung
von HSZ ermoglichen. Dazu wird es sehr wichtig sein, die
Stammzellnische im Organismus besser zu verstehen [3, 33].
Das Verstdndnis der Stammzellnischen von Modellorganis-
men wie Drosophila diirfte dazu einen wichtigen Beitrag
liefern [34].

Fotale Stammzellen

Fotale Stammzellen sind primitive Zellen des Fotus (d. h.
der Leibesfrucht nach Abschluss der Organogenese bis zum
Zeitpunkt der Geburt), die Zellen in den verschiedenen
Organen des entstehenden Korpers bilden und erneuern.
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Abb. 3. Gewinnung von Embryonalen
Stammzellen (ESZ). In der Mitte schemati-
sche Darstellung der Entwicklungsstadien.
0 Std.: Befruchtete Oocyte; 24 bis 72 Std.:
verschiedene Teilungsstadien, in denen
die Zellen schlief3lich dicht nebeneinander
liegen (Maulbeerkeim, Morula); 84 Std.:
Blastocyste (Hohlkeim) mit Embryonal-
knoten (= Embryoblast) und Trophoblast
(auRere Hohlkugel). Die Farbaufnahmen
dariiber zeigen die Griinfarbung durch
das Transgen Oct4 GFP etwa ab 48 Std.
nach der Befruchtung (vgl. S. 531). Die
DNA-Férbung der befruchteten Oocyte
zeigt den weiblichen und den mannlichen
Vorkern (deren Verschmelzung,
Karyogamie, steht noch bevor) und

ein Polkdrperchen.
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Bislang waren folgende fotale Stammzellen Gegenstand der
Forschung: HSZ, neuronale Stammzellen und Vorldufer der
Langerhans’schen Inseln des Pankreas. Neuronale Stammzellen
kommen in groflen Mengen im fotalen Gehirn vor, sie
konnen leicht isoliert werden und lassen sich im undifferen-
zierten Zustand in Kultur halten. Aullerdem konnen sich
neuronale Stammzellen des Fotus in die drei Hauptzelltypen
des Gehirns differenzieren [35, 36]. Neuronale fétale Stamm-
zellen wurden in Tieren verwendet, die als Modelle fiir das
Parkinson-Syndrom des Menschen dienen [37, 38]. Fétale
Pankreaszellen konnen Insulin bilden, nachdem sie in diabe-
tische Miuse transplantiert wurden. Es wurde jedoch bislang
nicht gezeigt, ob es sich wirklich um Stammzellen, um Vor-
lauferzellen oder um bereits differenzierte Langerhans’sche
Inseln handelte [39].

SchlieBlich wurden Urkeimzellen aus der sich bildenden
Gonade isoliert und in Kultur zu Zellen transformiert, die
groRe Ahnlichkeit mit embryonalen Stammzellen haben
[40]. Diese Zellen sind pluripotent, da sie sich in viele Zell-
typen aller drei Keimblétter differenzieren konnen, aber
nicht in Gameten.

Embryonale Stammzellen

Embryonale Stammzellen (ESZ) bilden den Embryonal-
knoten (Embryoblast) der Blastocyste (vgl. Abb. 3). Beim
Menschen 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 drei Keim-
bléatter Ektoderm, Mesoderm und Entoderm als Grundlage
des embryonalen Korpers.

Potential und erste Erfolge

Im Gegensatz zu dieser recht kurzen Entwicklungsperiode
im Embryo kénnen sich ESZ unter geeigneten Bedingungen
in Kultur unbegrenzt vermehren. Wie im Organismus kon-
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nen sich ESZ auch in Kultur in eine Vielzahl von Zelltypen
differenzieren. Vor mehr als 20 Jahren wurden Zell-Linien
von ESZ der Maus etabliert (Abb. 3). Seitdem hat man eine
Fiille von Informationen gesammelt, um die ESZ-Linien zu
kultivieren und zu differenzieren (Ubersicht in [7, 41]). So
konnten aus ihnen verschiedene Zellen des Nervensystems,
Insulin produzierende Zellen, Knochenzellen, Zellen des
hidmatopoetischen Systems, Endothelzellen, Fettzellen und
unterschiedliche Muskelzelltypen, wie beispielsweise Herz-
muskelzellen, gebildet werden.

Menschliche ESZ wurden erstmals 1998 erfolgreich kulti-
viert [42]. In seiner Originalpublikation hatte James Thom-
son gezeigt, dass humane ESZ gutartige Tumore (Teratome)
bilden, wenn man sie in M&use injiziert. Diese Teratome
enthalten recht komplexe Gewebe ekto-, meso- und entoder-
malen Ursprungs. So waren unter anderem Knochen, Zéhne,
Haarfollikel und Lungengewebe in ihnen zu finden. Diese
Ergebnisse belegen zum einen die Pluripotenz der humanen
ESZ, weisen aber auch auf eine mégliche Gefahr hin. Sollten
sich ESZ oder transformierte Abkémmlinge an bestimmten
Stellen des Korpers weiterhin in einem undifferenzierten
Zustand halten konnen, konnten sich lebensbedrohliche
Tumore (Teratokarzinome) bilden. Um ESZ zur Therapie
nutzen und gleichzeitig Gefahren wie Tumore ausschlieBen
zu konnen, wird man das biologische Programm von ESZ
einengen miissen, etwa indem man es durch partielle Diffe-
renzierung in eine gewiinschte Richtung lenkt. Ideal wére es,
ESZ in Kultur in adulte Stammzellen spezifischer Potenz zu
differenzieren. Bei der Maus ist dies bereits gelungen. So
wurde vor kurzem gezeigt, dass sich aus ESZ der Maus neu-
ronale Stammzellen fiir funktionsfdhige dopaminerge Neu-
ronen erzeugen lassen [43]. Diese konnten die Parkinson-
typischen Symptome in Ratten, die als Modell fiir das Syn-
drom dienen, deutlich mildern. Solche Erfolge wurden zwar
schon zuvor mit neuronalen Stammzellen aus fotalen, neu-
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geborenen und adulten Stammzellen der Maus erzielt, jedoch
war es fiir jene Experimente nicht einfach, Stammzellen in
ausreichenden Mengen zu erhalten. Neuronale Stammzellen
aus menschlichen Gehirnen zu gewinnen, gleichgiiltig wel-
cher Entwicklungsstufe, wiirde naturgema( ein zusétzliches
Problem darstellen. AulBerdem wurden mittels transplantier-
ter ESZ der Maus Riickenmarksverletzungen teilweise kuriert
[44]. ESZ der Maus wurden auch in Insulin produzierende
Zellen differenziert, die nach ihrer Transplantation die In-
sulinregulation im diabetischen Kérper zumindest zum Teil
wiederherstellen konnten [45].

Humane ESZ konnten in Zukunft ebenfalls eine un-
erschopfliche Quelle fiir Transplantationstherapien des
Nervensystems, der Leber oder des Pankreas sein. Zuerst
muss jedoch gezeigt werden, dass die differenzierten Zellen
in einem Modellsystem Symptome einer Krankheit mildern
konnen. Denkbar wiren Xenotransplantationen, wie sie fiir
das Ratten-Modell des Parkinson-Symptoms beschrieben
wurden, in diesem Fall zwischen Mensch und Affe. Ich ver-
mute, dass in nicht allzu ferner Zukunft entsprechende Be-
richte iiber Rhesusaffen veroffentlicht werden, in denen
Diabetes oder Parkinson mit menschlichen, von ESZ
stammenden Zellen kuriert werden konnte. Neben solchen
funktionellen Analysen muss aber auch gezeigt werden, dass
die transplantierten Zellen sich richtig in den Zellverband
integrieren. Dies wird wichtig fiir Nerven- und Herzmuskel-
zellen sein, wohl weniger wichtig fiir Zellen des Blutsystems.

Probleme der Kultivierung

Um ihre Pluripotenz zu bewahren, mussten ESZ von
Mensch und Maus bislang in serumhaltigem Medium und
auf Ndhrzellen gehalten werden. Dies stellte im Falle der
humanen ESZ ein mogliches Problem dar, da die Ndhrzellen
aus der Maus stammten und das Serum aus Kithen und
somit Zoonosen, also Infektionen, die von Tieren auf den
Menschen iibertragen werden, nicht ausgeschlossen werden
konnten. Vor kurzem wurde jedoch die Kultivierung von
humanen ESZ auf menschlichen N&hrzellen beschrieben
[46]. Es bleibt abzuwarten, ob die als Ndhrzelllieferanten ver-
wendeten Gewebe, wie fotale Muskeln und fotale Haut,
tatsdchlich notwendig sind, um die Pluripotenz der huma-
nen ESZ zu erhalten. Um Zoonosen und die Verwendung
menschlicher Ndhrzellen aus ethischen Bedenken und dem
derzeit noch damit verbundenen Aufwand zu vermeiden,
sollten kiinstliche Kultursysteme fiir humane ESZ etabliert
werden. Dies ist kein utopisches Ziel; zumindest fiir ESZ der
Maus ist es dadurch gelungen, dass der Kultur ein Faktor
zugesetzt wird, der von den Néhrzellen produziert wird [47].
Dieser Faktor (Leukemia inhibitory factor) hat aber keinen
Einfluss auf humane ESZ und ist folglich fiir deren Kultur
nicht geeignet. Von diesen Hiirden einmal abgesehen, ist die
Vermehrung von humanen ESZ ohnehin noch so miihselig,
dass ein effizientes Arbeiten mit ihnen noch recht aufwendig
ist.

Bevor man humane ESZ in Kultur nehmen konnte, wur-
den humane embryonale Karzinom-Zell-Linien verwendet,
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um Untersuchungen an einem frithen embryonalen Zelltyp
durchfiihren zu kénnen. Im Gegensatz zu solchen embryo-
nalen Karzinom-Zell-Linien haben ESZ auch nach mehr als
zwei Jahren in Kultur noch immer einen normalen Satz an
Chromosomen [48]. Das bedeutet jedoch nicht, dass diese
Zellen frei von Mutationen sind. Wie man von anderen
eukaryotischen Zellen weil}, wird mindestens eine Mutation
pro Zellteilung in das Genom eingebracht [49, 50]. Somit geht
man unweigerlich ein erhohtes Risiko von genetischen
Schidigungen ein, wenn man Zellen aus dlteren Kulturen fiir
die Therapie einsetzt.

Immunologische Probleme

Bei der Verwendung embryonaler, fotaler oder adulter
Stammzellen ist die immunologische Unvertraglichkeit von
Spender und Empfinger eine wichtige Hiirde. Von wenigen
Ausnahmen abgesehen, wie etwa eineiigen Zwillingen, wird
es aufgrund unterschiedlicher Histokompatibilitdts-Anti-
gene zu einer Abstofungsreaktion kommen. Eine Moglich-
keitist, auf die tiblichen Verfahren zurtickzugreifen, wie etwa
auf die Verwendung von Immunsuppressiva oder auf eine
gemeinsame Transplantation von eigenen (autogenen) und
fremden (allogenen) Stammzellen nach Chemotherapie.
Moglicherweise liel3e sich das Verfahren vereinfachen, wenn
es geldnge, folgendes, kiirzlich fiir die Ratte entwickelte Ver-
fahren auf den Menschen anzuwenden [51]: Sowohl ganze
Blastocysten, als auch nur solche Zellen, die von dem Em-
bryoblasten der Blastocyste stammen, wurden zur Toleranz-
induktion eingesetzt. Diese Zellen sind ndmlich immunolo-
gisch relativ unwirksam, was damit zusammenhéngen mag,
dass der Embryo wéhrend der frithen Entwicklung nicht als
fremd erkannt werden soll. Dieser Vorteil konnte sich aber
auch als problematisch herausstellen, wenn tatsédchlich die
Gefahr der Teratokarzinom-Bildung besteht, ein Aspekt, der
in der Veroffentlichung nicht berticksichtigt wurde. Sollte
diese Gefahr aber nicht bestehen und geldnge es, von ESZ
abgeleitete HSZ in das Blutsystem einzubringen, so konnten
weitere Transplantationen von differenzierten Zellen oder
Geweben, die von denselben ESZ abstammen, durchgefiihrt
werden. Es bestehen aber noch weitere Optionen: Man
konnte eine grole Zahl von unterschiedlichen ESZ-Linien
von Blastocysten in Kultur nehmen, um die Chance zu er-
hohen, eine Ubereinstimmung mit dem Histokompatibi-
litdts-Antigen eines Empfiangers zu haben. Eine derartige
Vorgehensweise wurde in England gewé&hlt, wo man mit etwa
300 verschiedenen ESZ-Linien hofft, den Grofteil der Histo-
kompatibilitdts-Antigene in der Bevolkerung abzudecken.
Ferner besteht die Mdglichkeit, die Histokompatibilitdts-
Antigene durch homologe Rekombination in einer ESZ zu
entfernen, in der Hoffnung, dass die Zellen nach Transplan-
tation nicht als fremd erkannt werden. Diese Strategie hat
man bereits bei der Xenotransplantation eingeschlagen. Eine
perfekte Ubereinstimmung ist aber erst méglich, wenn man
ESZ nach Zellkerntransfer einer eigenen Korperzelle her-
stellt. Diese Moglichkeit wird im nédchsten Abschnitt detail-
liert behandelt.
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Klonen als Weg zur Gewinnung korpereigener
embryonaler Stammzellen

Eine Stammzelltherapie ist sowohl mit fremden (alloge-
nen) als auch mit eigenen (autogenen) Zellen denkbar. Beide
Optionen haben Vor- und Nachteile.

Allogene Zellen haben den Vorteil, dass man die Stamm-
zellen eines gesunden Organismus verwenden kann. Eine
solche Therapie wére beispielsweise bei genetischen Erkran-
kungen des Patienten sinnvoll. Sollte das Problem der immu-
nologischen Unvertréglichkeit von Spender und Empfanger
gelost werden konnen und sollten aullerdem geniigend
Stammzellen zur Verfiigung stehen, hat diese Option fiir eine
Reihe von Erkrankungen gute therapeutische Chancen.

Autogene Stammzellen erlauben, das Problem der immu-
nologischen Unvertréglichkeit zu umgehen. Allerdings ist es
fraglich, ob und wie viele Stammzellen man einem kranken
Korper entnehmen kann. Es ist auch ungewiss, wie viele
Stammzellen eines bestimmten Typs ein alternder Mensch
besitzt, von einem alternden kranken Menschen ganz abge-
sehen. Eine weitere Schwierigkeit ist, dass man bei geneti-
schen Erkrankungen eben die Zellen verwenden wiirde, die
eine schddliche Mutation tragen. Solche Erkrankungen, die
auf einem Mangel eines bestimmten Genprodukts beruhen,
kann man unter Umstdnden durch Einfiihren der Erbinfor-
mation beheben. Das Einschleusen des entsprechenden
Gens kann beispielsweise durch modifizierte harmlose
Lentiviren erfolgen, die imstande sind, Stammzellen zu in-
fizieren. Eine solche Infektion wiirde man in der Kulturschale
durchfiihren, bevor man die Stammzellen in den kranken
Korper tibertrdgt (Ubersicht in [52]). Allerdings gibt es eine
Vielzahl von genetischen Problemen, bei denen eine solche
Expression nicht helfen wiirde. So kann ein Krankheitsbild
beispielsweise dadurch verursacht werden, dass eine Mutation
in einem Gen zu einem defekten Protein fithrt und dieses
Protein die Funktion der Zelle beeintrachtigt. Auch ist es
momentan nicht méglich, die Menge eines Proteins in der
Zelle mit Hilfe eines Virus genau einzustellen oder gar zu
regulieren. Aber gerade im physiologischen Kontext des
Korpers ist oft essentiell, dass die Menge eines Proteins regu-
lierbar ist. Es wiirde den Korper auf Dauer schiddigen, wenn
beispielsweise die ,verbesserten“ Zellen stdndig Insulin aus-
schiitteten.

Der einzige Ausweg in solchen Féllen ist, den genetischen
Defekt in den Stammzellen zu korrigieren, bevor man sie
wieder in den Korper einbringt. Der Idealfall wére, die Muta-
tion im Genom durch die normale DNA-Sequenz auszutau-
schen, da dann die Regulation des Gens gewahrt bleibt.
Dieses Vorgehen stellt aber fiir adulte Stammzellen momentan
eine uniiberwindliche Hiirde dar. Dagegen ist fiir ESZ -
zumindest fiir die Maus — die Methodik der homologen
Rekombination etabliert und recht effizient. Hierbei wird
das defekte Allel entfernt und durch ein normales Allel aus-
getauscht. Da aber der Mensch ab dem 7. Tag seiner Entwick-
lung keine ESZ besitzt, konnen entsprechende Zellen nur auf
kiinstlichem Wege hergestellt werden, wenn eine Therapie
durch eigene Zellen erfolgen soll.
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Folgende Vorgehensweisen erscheinen mir prinzipiell
denkbar, um korpereigene, ESZ-aquivalente Zellen abzuleiten.
Bei jeder Vorgehensweise verwendet man als Ausgangsmaterial
den Zellkern oder die Zelle des Patienten und versucht, ESZ
oder ESZ-dhnliche Zellen herzustellen. Unterschiedlich sind
in erster Linie die gewdhlten Wege, um das Potential des Zell-
kerns wieder zu seiner vollen Entfaltung zu bringen. Das Vor-
gehen, das in einer Reihe von Tierversuchen erfolgreich
durchgefiihrt wurde, ist der Kerntransfer somatischer Zellen
(KTSZ) in Oocyten (Abb. 4).

So ist es bei der Maus bereits gelungen, nach einem solchen
KTSZ aus Blastocysten ESZ-Linien abzuleiten [53, 54]. Uns
gelang es dann zu zeigen, weshalb solche Experimente erfol-
greich sind, obwohl die Blastocysten in den meisten Féllen
nicht lebensfdhig sind [55]. Moglich waren diese Analysen
durch die Verwendung des Gens Oc#4, das ein fiir die Auf-
rechterhaltung der Pluripotenz von ESZ essentielles Protein
codiert (Ubersicht [56, 57]). Offensichtlich darf nur eine be-
stimmte Proteinmenge von Oct4 in ESZ gebildet werden
(Abb. 5). Eine Abweichung um * 50% im Vergleich zu der
Menge, die normalerweise in ESZ exprimiert wird, hat
dramatische Folgen, da sich dann die ESZ differenzieren und
ihre Pluripotenz verlieren [58].

Um die Pluripotenz nach Kerntransfer festzustellen, war
es wichtig, die Entwicklung der mit einem diploiden somati-
schen Kern versehenen und damit gleichsam befruchteten
Eizelle bis zur Blastocyste unter dem Mikroskop verfolgen zu
kénnen. Dazu wurde das Oct4-Gen mit der DNA-Sequenz fiir
das griin-fluoreszierende Protein (GFP) gekoppelt [59, 60].
Die Analyse der transgenen Mduse, von denen spéter Kerne
fiir den Transfer verwendet wurden, hatte gezeigt, dass das

Abb. 4. Transfer eines Kerns einer Korperzelle in eine entkernte Oocyte.
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Abb. 5. Oct4 und Pluripotenz. Der Status als embryonale Stammzelle
wird nur so lange aufrechterhalten, so lange das Protein Oct4 in einer
bestimmten relativen Menge vorliegt. Kommt es zu Abweichungen, so
geht die Pluripotenz irreversibel verloren.

GFP nur ESZ und Keimzellen griin farbt. Kérperzellen, und
das schlief$t adulte Stammezellen ein, zeigten dagegen keine
Farbung. Kerne, die aus Korperzellen solcher transgener Médu-
se stammten, fithrten nach Transfer in Oocyten dazu, dass bei
Erfolg des Versuches alle Blastomere des Embryos ab dem Vier-
zellstadium griin leuchteten. Ohne die Expression des Oct4-
Gens, die durch die griine Farbung angezeigt wird, sind Blasto-
mere nicht pluripotent. Nimmt man die Blastocysten in Kultur,
bilden sich Zellkolonien auf der Kulturschale. Je nach Ausmal3
der griinen Farbe in der Blastocyste lieBen sich aus den Zellen
der Kolonie ESZ-Linien erzeugen, die wiederum griin fluores-
zierten. So ergab keine der ungefdrbten Kolonien eine ESZ-
Linie. Obwohl kaum lebensfdhig als Embryo, wurden selbst
dann ESZ-Linien aus Blastocysten gewonnen, wenn einige
wenige Zellen kraftig griin leuchteten (Abb. 6).

Aus Griinden, die mit der Genomqualitdt somatischer
Zellen zu tun haben, ist es wichtig, mehrere Zell-Linien zu
untersuchen, um zu entscheiden, welche sich am besten fiir
den Kerntransfer und die spétere Nutzung eignen. Aufgrund
der mangelnden DNA-Qualitdt somatischer Zellen und der
unterschiedlichen Verpackung der DNA durch Proteine des
Chromatins ist es ndmlich nicht moglich, die Qualitét der er-
zeugten Zell-Linie vorherzusagen. Ein grofler Vorteil von
Zell-Linien, die durch Kerntransfer erzeugt werden, ist, dass
sie in Kultur eingehend untersucht und nach ihrer Eignung
(z. B. einen bestimmten Zelltyp bilden zu kénnen) selektiert
werden konnen, bevor man sie zur Stammzelltherapie ein-
setzt. Ein weiterer Vorteil ist, dass man diese Untersuchun-
gen nur mit einem Teil der Zellen einer solchen Linie durch-
fiihren muss. Sobald man ndmlich eine ESZ-Linie etabliert
hat, wird ein Teil in fliissigem Stickstoff aufbewahrt. Erweist
sich eine Linie spéter als geeignet, kann man auf das konser-
vierte Material zuriickgreifen. Dies verringert einige Risiken,
beispielsweise, dass sich wédhrend der Kultivierung Muta-
tionen in den Zellen anhdufen.

Da es unmoglich ist, das gesamte Genom von 3 Milliarden
Basenpaaren eines Zellkerns auf Mutationen hin zu unter-

532

suchen, wird auch in Zukunft erst das biologische Ergebnis
des Kerntransfers zeigen, ob das Experiment erfolgreich
verlaufen ist. Dies ist im Falle von Zell-Linien kein Problem,
da man leicht tiberpriifen kann, wie gut diese beispielsweise
funktionsfahige Langerhans’sche Inseln oder Herzmuskel-
zellen zu bilden vermogen.

Therapeutisches und reproduktives Klonen

Wéhrend ein therapeutisches Verfahren, das auf der
Auswahl von geeigneten Zell-Linien beruht, akzeptabel ist
(therapeutisches Klonen), ist dieses Prinzip zur Erzeugung
lebensfihiger Organismen abzulehnen. Gegen ein reproduk-
tives Klonen stehen nicht nur ethische Bedenken, sondern
auch methodische Griinde. Momentan liegt die Klonierungs-
effizienz, also der Prozentsatz der Organismen, die nach ei-
nem Kerntransfer in Oocyten lebend geboren werden, bei
einigen Tierarten bei etwa 3 bis 5%, bei den meisten deutlich
darunter. Es ist sicherlich mit Verbesserungen zu rechnen,
doch auch dann diirfte es unmoglich sein, tote Embryonen
und Foten zu vermeiden oder gar vor der Klonierung zu wissen,
ob der transferierte Kern einen genetischen Defekt hat oder
nicht. Ob das bertihmte ,Klonschaf“ Dolly auf Grund eines
genetischen Defekts unter Arthritis litt, ist nicht geklart, ge-
nauso wenig, in welchem Stadium und woran die 276 , Fehl-
versuche®, die Dollys Geburt vorangingen, gestorben sind
[61]. Da die meisten Protagonisten reproduktiven Klonens
sich dieser Probleme nicht bewusst sind oder bewusst sein
wollen, wird es wohl notwendig sein, durch weitere Tier-
versuche offensichtlich zu machen, dass man durch Klonen
lebensfihige Organismen nur auf rein statistischer Basis und
ohne Vorhersagbarkeit generieren kann. Es gibt eine Vielzahl
von Griinden, weshalb somatische Kerne ungeeignet sind,
um gezielt Organismen ohne bedrohliche Mutationen zu
klonen. Einige der Griinde werden weiter unten dargestellt.

Der tibliche Kerntransfer erfordert die Verwendung von
natiirlichen Oocyten. Da sie dullerst aufwendig zu gewinnen
sind und beim Menschen eine unangenehme Prozedur er-
forderlich machen, wiirde man sie gerne ersetzen. Es scheint
aber gangbar, Oocyten in Kultur aus ESZ zu erzeugen, was
uns kiirzlich bei der Maus gelungen ist [73]. Mit Hilfe solcher
Oocyten wird man vielleicht in der Lage sein, nach Kern-
transfer ESZ-Linien zu generieren. Ein reproduktives Klonen
diirfte aber auf diesem Weg noch weniger moglich sein als
aus reguldren Eizellen.

Umprogrammierung

Um aber auf dem eben skizzierten Weg ESZ-Linien er-
zeugen zu kdnnen, wird es noétig sein, den transferierten Kern
umzuprogrammieren. Hintergrund ist, dass im Normalfall
nach Befruchtung der Oocyte das genetische Programm von
»vorne beginnt*.

Entsprechend muss man nach dem Kerntransfer in
Oocyten das genetische Programm auf einen frithen Start-
punkt zuriickstellen. Da man aber nur ESZ fiir die Therapie
bendtigt, muss man nicht ganz an den Anfang der Embryo-
nalentwicklung zuriick. So wird man sicherlich versuchen,
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Abb. 6. Oct4, GFP und die Herstellung Embryonaler
Stammzellen (ESZ). - a. Vier Morula-Stadien in Hell-
feld- und Fluoreszenzaufnahme, die nach Kerntransfer
von Kernen einer transgenen Maus mit gekoppeltem
Oct4- und GFP-Gen entstanden sind. Drei davon sind
grun, ein Hinweis, dass in ihnen das lebenswichtige
Oct4-Gen angeschaltet ist. - b. Sieben Blastocysten,
deren Intensitat der griinen Farbe stark variiert. -

c. Zwei Blastocysten, nachdem sie sich in der Kultur-
schale angeheftet haben. Der linke Auswuchs ist in-
tensiv grlin, der rechte, der spéater verkimmerte, nur
schwach griin. - d. ESZ, die aus der linken Blastocyste
in ¢ gewonnen wurde. Die nicht-griinen Zellen sind

®_.@ =

Helferzellen, auf denen ESZ wachsen. Nur solche Blas-
tocysten, die eine Gruppe kréftig griiner Zellen haben,
kénnen ESZ bilden. [Photos M. Boiani, H. Scholer]

somatische Zellen direkt in ESZ-Linien umzuwandeln (Abb. 7).
Statt einer Oocyte kann man auch embryonale Stammzellen
ohne Kern (Cytoplasten) verwenden, um einen somatischen
Kern zu einem embryonalen Stammzellkern umzuprogram-
mieren. Experimente, in denen zwei Zellen der Maus fusio-
niert worden waren, haben bereits gezeigt, dass ESZ in der
Lage sind, den zusitzlichen Kern so zu verdandern, dass er
Merkmale von natiirlichen ESZ besitzt. Sollte sich zeigen, dass
Cytoplasten von ESZ dazu ausreichend sind, konnte sich
daraus ein sehr einfaches Verfahren zur Herstellung
korpereigener ESZ entwickeln. Da man ESZ im Gegensatz zu
Oocyten leicht in groBen Mengen erhalten kann, konnte man
so die Faktoren, die den somatischen Kern umprogrammieren,
bestimmen. Das Wissen wiederum kénnte die Generierung
von ESZ-Linien aus somatischen Zellen erleichtern. Dabei
konnten sich auch die Gene und Transgene, wie sie fiir die
genetische Analyse nach Kerntransfer in Oocyten verwendet
wurden, als hilfreich herausstellen. Da sich Cytoplasten durch

physikalische Methoden leicht isolieren lassen, wére selbst eine
biochemische Analyse der fiir die Umprogrammierung not-
wendigen Faktoren denkbar.

Probleme des Klonens

Das entwicklungsbiologische Programm wird sowohl ge-
netisch, als auch epigenetisch kontrolliert. Unter genetischer
Kontrolle versteht man die Gesamtheit der unmittelbar
durch Gene (bzw. die von ihnen codierten Proteine) be-
stimmten Abldufe. Sie kann nur funktionieren, wenn die
DNA-Sequenz des Genoms intakt ist. Unter epigenetische
Kontrolle fallen alle die Entwicklung mitbestimmenden
Wechselwirkungen zwischen Zellbestandteilen oder zwischen
Zellen, die nur mittelbar genetisch vorgegeben sind. Epige-
netisch wirksam sind insbesondere Modifikationen und
Verpackungen des Genoms (duBlerlich erkennbar am Chro-
matin, den firbbaren Bestandteilen im Kern, bestehend aus
der DNA, Histonen und anderen, Nicht-Histon-Proteinen).

In vitro Oocyten

—®

/@‘_

autogene ESZ

Cytoplasten von ESZ

Kiinstliche Vesikel
mit Proteincocktail

Abb. 7. Herstellung autogener Embryonaler
Stammzellen (ESZ). Links: Patient, dessen
Zellkerne nach Kultivierung wieder in den
Korper zuriickgefiihrt werden sollen.
Rechts: Denkbare Vorgehensweisen. In

‘ allogene ESZ den zwei oberen Beispielen werden Oocyten
[ ) —> verwendet, die entkernt und dann mit dem
/ eigenen Kern versehen werden. Griin:
¥ C Ableitung von Oocyten aus allogenen ESZ;
/ Oocyten ﬁ autogene orange.: Verwendung elgene"r Oocyten. Eine
e —» somatische Vermeidung von Oocyten wéare dann denkbar,

(Stamm)Zellen | wenn man allogene ESZ entkernt und die
Cytoplasten mit den korpereigenen Zell-
kernen kombiniert (blau). Eine Fortfiihrung
dieser Idee ist die Kombination verschieden
ausgestatteter kiinstlicher Vesikel (violett,
grau) mit den Zellkernen. Alle Vorgehens-
weisen setzen voraus, dass man die
Komponenten kennt, die eine Rickfiihrung
des Kerns in einen embryonaldhnlichen
Zustand ermoglichen.
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Die epigenetische Kontrolle funktioniert nur, wenn das Chro-
matin keine zu groBen Méngel aufweist. Sind Modifikation
oder Verpackung des Genoms gestort, konnen sich Tumore
bilden. Nur wenn man solche Abldufe und damit deren Risi-
ken versteht, kann man therapeutisches Klonen und dessen
klinische Anwendung, die Stammzelltherapie, verantwor-
tungsvoll in Angriff nehmen.

e Genetische Probleme
Mutationen

Wie jeder langlebige, vielzellige Organismus unterliegt
auch der menschliche Kérper mutagenen dulleren Faktoren,
deren Wirkungen sich im Laufe des Lebens addieren: Hierzu
zdhlen UV- und ionisierende Hintergrundstrahlung, chemi-
sche Mutagene wie Aflatoxin, Benzen und N-Nitrosamine
sowie die Infektion durch Krebs erzeugende Viren. Neben
diesen Gefahren von auflen gibt es eine Vielzahl von Ge-
fahren von innen. Mit jeder Zellteilung wird die DNA ge-
schidigt, was Ausgangspunkt fiir einen Tumor sein kann,
falls die Mutationen nicht repariert werden. Im Mai 2000
waren 21 591 Mutationen in mehr als 1 000 Genen des
Menschen bekannt, die fiir die unterschiedlichsten Proble-
me verantwortlich sind (Abb. 8) [62]. Man nimmt an, dass
sich téglich in menschlichen Zellen eine Vielzahl von DNA-
Pramutationen bilden. Von Prédmutationen spricht man,
wenn eine Chance besteht, dass die Verdnderungen repariert
werden. Da die DNA-Reparatur nicht perfekt arbeitet, diirf-
ten einige Pramutationen die Quelle fiir spontan auftretende
Mutationen sein. Sowohl das gelegentliche Auftreten nicht
reparierter geschddigter Nucleotide als auch das fehlerhafte
Ablesen wihrend der Replikation konnen zu Tumoren und
anderen Krankheiten fiihren. Lebensbedrohliche Verdnde-
rungen des Genoms finden schon in frithen Entwicklungs-
stadien statt. So konnte man durch hochempfindliche Me-
thoden im Blut von Sduglingen einen Austausch von Chro-
mosomenstiicken nachweisen, die zu Tumoren fiihren kén-
nen [63]. DNA-Mutationen finden in jedem Menschen von
der Geburt an statt. Praimutationen werden durch prézise
und hocheffiziente Reparatursysteme weitgehend riickgian-
gig gemacht. Es besteht daher eine recht hohe Wahrschein-

lichkeit, ein Alter von etwa 45 Jahren ohne Tumore zu errei-
chen [28]). Danach ist gleichsam das Ende der Garantiezeit
erreicht (,End of Warranty“) und sowohl die Mutationshiu-
figkeit als auch die Wahrscheinlichkeit, Tumore zu ent-
wickeln, steigen rapide an (Abb. 9).

Die schédlichen Folgen von Mutationen finden in Diskus-
sionen mit Stammzell- und Klonierungsexperten nahezu
keine Beriicksichtigung. Dies ist vollig unverstdndlich, denn
man muss liber die unterschiedlichen Mutationsarten Be-
scheid wissen, um zu erkennen, welchen Gefahren klonierte
Organismen ausgesetzt sind.

— Verdnderungen durch Punktmutationen
DNA-Punktmutationen lassen sich im Wesentlichen auf
drei Hauptursachen zuriickfithren: labile N-Glykosyl-Bin-
dungen, Desaminierung methylierter DNA und oxidativer
Stress (Ubersicht: [64]). Ferner konnen Mutationen durch
Rekombination sich wiederholender genomischer Segmente
entstehen. Transitionen von Cytosin (C) nach Thymin (T)
verursachen etwa ein Drittel aller Punktmutationen in gene-
tisch vererbten menschlichen Erkrankungen [65]. Diese recht
komplexen Probleme werden im Kasten 2 beschrieben.

— Transkriptionsgekoppelte DNA-Reparatur

Das Enzym RNA-Polymerase II schreibt DNA in mRNAs
um (Transkription), die letztlich in Proteine iibersetzt wer-
den (Translation). Bereits vor mehr als 15 Jahren wurde fest-
gestellt, dass transkribierte Gene weitaus schneller repariert
werden als inaktive Gene [66]. Daraus ergibt sich, dass Muta-
tionen in inaktiven Genen héufiger auftreten als in aktiven
Genen, was kein Problem ist, wenn ein inaktives Gen fiir den
Rest des Lebens inaktiv bleibt. So stort es nicht, wenn bei-
spielsweise Gene, die nur in Gehirnzellen exprimiert werden,
in Muskelzellen mutiert sind. Dort werden sie nicht benétigt
und bleiben ausgeschaltet, weshalb sie auch keinen Schaden
verursachen kénnen (Abb. 10).

Das Klonen hebt den inaktiven Zustand der Zell-spezifi-
schen Gene auf. Wenn aus dem Kern einer Muskelzelle ein
Organismus generiert werden soll, werden plétzlich die Ge-
hirn-spezifischen Gene wieder benétigt. Weisen diese Gene

Abb. 8. Krankheitserzeugende Mutationen
“missense” 10292 im Genom des Menschen. Spektrum der
2566 (12%) (48%) verschiedenen Mutationen, aufgeteilt nach
nonsense ° Art und Haufigkeit. Zum Zeitpunkt der
“splicing” 2143 (10%) . Analyse waren insgesamt 21591 Mutationen
Regulatorische Sequenzen Punktmutationen in 1039 Genen bekannt. Nach [62]
Kleine Deletionen 3540 (1 6%)
Kleine Insertionen 1296 (6Cy°)
GroBe Deletionen 1072 (5%)
Komplexe Rearrangements
Kleine Insertionen + Deletionen
Grofe Insertionen + Duplikationen
Vermehrung repetitiver Sequenzen Delethllen/IHSCI’thIlen
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KASTEN 2:

Von der Pramutation zur Punktmutation.

Von Prémutationen spricht man, wenn eine Chance besteht, dass die
Veranderungen repariert werden, bevor sie sich als Mutationen
manifestieren (vgl. Tab. 2). Spontan auftretende Mutationen dirften zu
einem grofRRen Teil auf eine fehlerhafte DNA-Reparatur zurtickzufiihren
sein. Zusammen mit fehlerhaftem Ablesen wahrend der Replikation
kénnen sie entscheidend zur Ausbildung von Tumoren beitragen.

Schadigungsquellen und Reparaturméglichkeiten

Labile N-Glykosyl-Bindung: Alle biologischen Makromolekiile sind in-
stabil und zerfallen mit der Zeit. Nucleinsduren (DNA und RNA) zer-
fallen in Losung, wobei RNA besonders instabil ist. Durch die
Gegenwart einer Hydroxylgruppe in der 2’-Position von Ribose ist de-
ren Phosphodiesterbindung besonders empfindlich gegentiber Hydro-
lyse. Die Phosphodiesterbindungen von DNA sind zwar weitaus stabi-
ler, allerdings geht dies auf Kosten der Stabilitat der N-Glykosylbin-
dungen, durch die Zucker (Desoxyribose) und Basen verbunden sind.
In metabolisch aktiven Zellen liegt die DNA in vollstédndig 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 Umwandlung von Cytosin in Ura-
cil bei neutralem pH wird durch direkte Desaminierung durch Hydro-
lyse verursacht. 5-Methylcytosin verliert die Aminogruppe etwa 3 bis
4mal schneller als Cytosin (C, vgl. Abb.), so dass die Desaminierung
von 5-Methylcytosin eine wichtige Mutationsquelle darstellt. Cytosin
ist, wenn es im DNA-Strang in unmittelbarer Nachbarschaft von Gua-
nin steht (sog. CG-Dinucleotid) bei Sdugetieren haufig methyliert. Die-
se Methylierung hat insbesondere einen Einfluss auf die Aktivitat von
Genen (in transkriptionsaktiven Genen ist die Methylierung 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-Glykosylase entfernt wird, woraufhin die basen-
freie Stelle effizient korrigiert wird. Diese Glykosylase ist hingegen
nicht in der Lage, desaminiertes 5-Methylcytosin (also Thymin, T) als
Substrat zu verwenden. Es kommt hinzu, dass fehlerhafte Guanin-
Thymin (G-T)-Basenpaarungen bei Sdugern durch sehr langsame
Korrekturenzyme repariert werden. Sowohl die erhéhte Rate von Des-
aminierungen von 5-Methylcytosin als auch die relativ langsame Repa-
ratur fehlerhafter G-T-Basenpaarungen haben zur Folge, dass CG-
Sequenzen eine etwa 40fach hohere Mutationsrate aufweisen als
Sequenzen aus anderen Dinucleotiden. Hierauf dirfte zurtickzuftihren
sein, dass Transitionen von C nach T flir etwa ein Drittel aller Punkt-
mutationen verantwortlich sind, die zu genetisch vererbten menschli-

Dinucleotids nach TG héngt von dem jeweiligen Gen ab. Vergleicht
man Gene des Menschen miteinander, sind beispielsweise in 3-Glo-
bin- und HPRT-Genen weniger als 10% der CG-Dinucleotide mutiert,
im ADA-Gen sind es hingegen 50% [62].

Oxidativer Stress: Aerob wachsende Zellen sind wahrend des norma-
len Metabolismus aktivem Sauerstoff ausgesetzt, der eine wichtige
Ursache endogener Schadigungen sein kann. Eine Basenschadigung,
die zu einer Mutation fiihren kann, ist 8-Hydroxylguanin. Hydroxylgua-
nin wird hauptsachlich 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 méglichen Ursachen
fur Mutationen, deren Ablauf man aber im Detail noch gar nicht un-
tersucht hat. Ein Beispiel fur eine solche endogene Schadigungs-
moglichkeit ist die Bildung von H,0, durch stimulierte polymor-
phonucleédre Leukocyten und Monocyten. Auch Tumore kénnen er-
hebliche Mengen an H,0, bilden. Dieses sehr wirksame Oxidations-
mittel kann trotz endogener Katalase die DNA schéadigen.
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chen Erkrankungen fiihren.

Lasion/Pramutation

Uracil

Thymin

Hypoxanthin
8-Oxoguanin
Formamido-Pyrimidin
Thyminglykol und &hnliche
oxid. Pyrimidine
Ethyl-Cytosin
Ethyl-Adenin
3-Methyl-Adenin
7-Methyl-Guanin
08-Methyl-Guanin
Ohne Base

Die Mutationshaufigkeit des CG-

Art wie Lasion bzw.
Modifikation

gebildet wird

Desaminierung von Cytosin
Desaminierung von 5-Methylcytosin
Desaminierung von Adenin
Oxidation von Guanin

Oxidation von Guanin

Oxidation von Pyrimidinen

Lipid-Peroxidation von Cytosin
Lipid-Peroxidation von Adenin
SAM-Methylierung von Adenin
SAM-Methylierung von Guanin
Durch endogene Nitrosamine
Hydrolyse

Zahl der Modifikationen
bzw. Pramutationen
pro Zelle und Tag
400
30
10
1000
200
500

200
200
600
4000
200
9000

Zahl der Modifikationen bzw.
Pramutationen, die in normalen
Zellen bleiben
1
10-20
1

1
5
5

Tab. 2. Ubersicht endogener DNA-Lasionen in menschlichen Zellen und der moglichen Entstehungsarten von Punktmutationen. Néheres in [64]
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I
Ende der
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Abb. 9. Abhangigkeit von Mutationsrate und Krebs mit zunehmendem
Alter. Wenn mehrere Mutationen stattgefunden haben, kommt es zu ei-
nem exponentiellen Anstieg der Krebserkankungen. Nach [28]

Mutationen auf, so kann das zu Komplikationen in den sich
bildenden Gehirnzellen verursachen. Solche Gene kdnnen
fehlerhafte Proteine bilden, in den falschen Zellen exprimiert
oder in unphysiologischen Mengen abgelesen werden. Da
der menschliche Kérper mehr als 200 verschiedene Zelltypen
besitzt, kann man sich das Risiko leicht ausmalen, wenn alle
stummen Gene einer Muskelzelle in der Gesamtheit eines
Korpers aktiv werden.

Solche Mutationen miissen nicht unbedingt sofort Proble-
me bereiten. Allerdings entsteht Krebs zum Beispiel allein

schon durch eine schrittweise Ansammlung genetischer Mu-
tationen [67]. In menschlichen Zellen werden vier bis sechs
Mutationen benétigt, um eine frithe Tumorzelle (neoplastische
Zelle) zu erzeugen. Da nach dem Klonen jede Zelle des Korpers
dieselben Mutationen tragt, fangen alle Zellen gleichsam bei ei-
nem hoheren Grundzustand an. Es ist nicht vorhersehbar, ob
noch vier, drei, zwei Mutationen oder nur noch eine weitere
Mutation benétigt wird, um das ,Fass zum Uberlaufen zu
bringen und eine neoplastische Zelle zu bilden.

— Mutationen durch Rekombination repetitiver genomischer

Segmente

Monogene Erkrankungen beruhen zumeist auf spezifi-
schen Mutationen innerhalb eines Gens. Solche Mutationen
lassen sich oft auf Fehler wihrend der DNA-Replikation
zuriickfiihren. Dartiber hinaus gibt es Erkrankungen, die
durch Rekombination genomischer Regionen verursacht
werden. Ausgangspunkt sind zunédchst Genduplikationen —
hierdurch entstehen repetitive genomische Sequenzen
(RGS). Die Wiederholungen des urspriinglichen genomi-
schen Bereichs werden als paraloge genomische Bereiche
bezeichnet — sie bilden die RGS. Zwischen den RGS eines
oder mehrerer Chromosomen kann es nun zu einem Aus-
tausch von Bruchstiicken kommen. RGS sind tiblicherweise
10000 bis 400000 Basenpaare lang, wobei mindestens 97%
der Sequenz identisch ist und somit ein geeignetes Substrat
fiir eine homologe Rekombination darstellt.

— Mutationen infolge von Alterung

Es gibt verschiedene Theorien des menschlichen Alterns,
die sich nicht gegenseitig ausschlieBen [68]. Eine seit langem
diskutierte Theorie besagt, dass mit zunehmendem Alter die

-spezifische Gene

Expression

Sehr gute Reparatur
von Primutationen

_f'
{
i
’\"_’ S
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Heterochromatin

gn o o — NN ( T
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bedingten Krankheiten?

Abb. 10. Die Konsequenzen aus der Kopplung von Transkription und DNA-Reparatur.
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DNA-Reparatur ab- und damit die DNA-Schadigung zu-
nimmt [69]. Substanzen, die DNA schddigen — wie Strahlen-
und Chemotherapien — kénnen Prozesse induzieren, die
dem natiirlichen Altern dhneln. Beispiele dafiir sind redu-
zierte Wundheilung, frithe Wechseljahre, Haarausfall und
vorzeitige Vergreisung. Oft sind Gene betroffen, die DNA-
Schidigungen erkennen und/oder an DNA-Reparaturen be-
teiligt sind. Ferner wird ein Zusammenhang zwischen Ver-
kiirzung der Chromosomen-Enden (Telomere) und Altern
gesehen. Da die Telomere bei jeder Zellteilung kiirzer wer-
den, spricht man geradezu von einer Lebensuhr. Eine dritte
Theorie stellt einen Zusammenhang zwischen oxidativem
Stress, Metabolismus und Altern her, wofiir es zahlreiche, an
Tiermodellen gewonnene Befunde gibt. Mutationen, die den
Glucose-Metabolismus reduzieren, verlingern die Lebens-
dauer vieler Tierarten. Man vermutet, dass ein verringerter
Stoffwechsel zu einem geringeren Anteil toxisch wirkender
Formen des Sauerstoffs fiihrt.

Bei allen drei Prozessen diirfte das Protein p53 eine
Schliisselrolle spielen. Es scheint einerseits entstehende
Tumore zu unterdriicken, andererseits die Reparatur und
Regeneration normaler Zellen zu beschrénken [69]. Mdusen,
denen eine tiberaktive p53-Variante in die Keimbahn einge-
filhrt wurde, waren immun gegen Krebs, alterten aber
schneller; sie verhielten sich in dieser Hinsicht wie Tiere, die
Defekte in der DNA-Reparatur aufwiesen oder nur noch kur-
ze Telomere hatten. Insgesamt scheint p53 die Entwicklung
neuer Tumore zu verringern, was auf Kosten der Reparatur
und Regeneration des normalen Gewebes geht.

Trotz der beschriebenen Risiken fiir das Genom von Kor-
perzellen sind Mutationen kein Problem fiir Zellen der
Keimbahn. Offensichtlich verfiigen diese iiber besondere
Mechanismen, die sie in die Lage versetzen, iiber viele Jahre
Spermien oder Oocyten hoher Genomqualitdt zu generieren.
Mogliche Griinde hierfiir sollen an dieser Stelle nicht erortert
werden, denn selbst Zellen hoher Genomqualitédt sind zum
Klonen gédnzlich ungeeignet, weil es gravierende epigeneti-
sche Probleme gibt.

e Epigenetische Probleme
Keimzellen und Imprinting

Die Keimbahn verbindet die Organismen einer Spezies
und ist daher potentiell unsterblich. In jeder Generation wer-
den Oocyten und Spermien gebildet, deren Vereinigung den
Ausgangspunkt eines neuen Organismus darstellt. In einigen
Vertebraten ist die Oocyte auch ohne Spermium in der Lage,
einen Organismus zu bilden. So wurden ausgewachsene par-
thenogenetische (durch ,Jungfernzeugung“ entstandene)
Reptilien, Vogel, Fische und Amphibien beschrieben. Diese
entstehen aus unbefruchteten Oocyten, so dass nur das
weibliche Genom zur Entwicklung beitrédgt (vgl. NR 7/2002,
S. 349). Auch bei Sdugern (u. a. Maus, Kaninchen, Schwein)
konnen sich gelegentlich auf parthenogenetischem Weg
Embryonen bilden, die sich allerdings hochsten bis zu einem
Fotus entwickeln. Experimentell lieBen sich bei Sdugern
Embryonen erzeugen, die rein mannlichen (androgenoti-
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schen) oder rein weiblichen (gynogenotischen) Ursprungs
sind. Hierzu brachte man durch Transplantation entweder
zwei weibliche (maternale) oder zwei ménnliche (paternale)
Vorkerne in einer zuvor entkernten Oocyte zusammen. Die
Embryonalentwicklung héangt dann nur von der Erbinforma-
tion eines Geschlechtes ab. In allen drei Féllen sterben die
Embryonen, weil das weibliche und das médnnliche Genom
zwar dieselben Gene besitzen, die Aufgabenverteilung man-
cher Gene beider Elternteile aber unterschiedlich ist.

Wenn die Funktion eines Gens allein vom Geschlecht ab-
héangt, so muss dies eine epigenetische Ursache haben, die
man als genomische Markierung oder Imprinting bezeichnet
[63]. Vermutlich verursacht die genomische Markierung die
unterschiedliche Expression von Genen, so dass bestimmte
Gene nur vom miitterlichen, andere nur vom véiterlichen
Genom abgelesen werden. Ein Charakteristikum der geno-
mischen Markierung ist die unterschiedliche Methylierung
der maternalen und paternalen Gene. Bei der Verschmelzung
von Eizelle und Spermium bei der Befruchtung werden die
geschlechtsspezifischen Methylierungsmuster vereint und
spiter von Zellteilung zu Zellteilung weitergegeben.

Fiir das reproduktive Klonen hat dies erhebliche Relevanz:
Wiirde man ndmlich Kerne von Keimzellen oder deren Vor-
laufern einsetzen, so hdtte man letztlich nur das Markie-
rungsmuster des maternalen oder paternalen Genoms. Die
ganz frithen Keimzellen, die Urkeimzellen, die wihrend
der Entwicklung eines Organismus entstehen, haben
zunichst wie alle anderen Zellen auch eine maternale und
ein paternale Markierung. Wahrend sich die Keimzellen
entwickeln, setzen sie entsprechend ihrem eigenen Ge-
schlecht die Markierung neu, die alte wird entfernt und, je
nach Geschlecht, gegen die miitterliche oder véterliche er-
setzt. Das hat zur Folge, dass Embryonen, die man aus
Keimzellen zu klonen versucht, aus dhnlichen Griinden
sterben, wie die erwdhnten androgenetischen, gynogene-
tischen oder parthenogenetischen Embryonen von Siuge-
tieren [7].

Ein weiteres Problem ergibt sich daraus, dass die Weiter-
gabe der Markierung in den Keimzellen und im Koérper oft
nicht sehr prézise erfolgt. Das ist — wie bei den bereits disku-
tierten ,schlafenden Mutationen“ — meist unerheblich, weil
im Organismus die epigenetische Markierung in den meisten
Zellen keine Rolle spielt. Wird jedoch ein Kern zum Klonen
eingesetzt, kann ein fehlerhaftes Ablesen wihrend der friihe-
ren Entwicklung sehr problematisch werden.

Reprogrammierung und Chromatin

Neben der Methylierung muss auch noch die Verpackung
des Genoms verdndert werden, wenn das Klonen mittels so-
matischer Zellen erfolgreich sein soll. Viele Gene, die in den
jeweiligen Korperzellen aktiv waren, miissen abgeschaltet
werden, andere, die inaktiv waren, wieder angeschaltet wer-
den, damit sich ein Embryo entwickeln kann. Die epigeneti-
sche Reprogrammierung wédhrend der normalen Entwick-
lung und dem Prozess des Klonens zdhlen zurzeit zu den in-
teressantesten Themen der molekularen Biologie [70]. Aller-
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dings ist noch unbekannt, wie die alten Proteine und
Modifikationen durch neue ersetzt werden.

Adulte Stammzellkerne und Klonen

Sollte man Kerne von adulten Stammzellen verwenden,
um ESZ nach Kerntransfer in Oocyten zu generieren? Sind
adulte Stammzellkerne sogar geeignet, Organismen zu klo-
nieren? Auch wenn man noch nicht dieselbe Informations-
fiille wie fiir differenzierte somatische Zellen hat, gibt es kei-
nen Grund anzunehmen, dass sie nicht ebenso Mutationen
und epigenetische Probleme haben wie somatische Zellen.
Tatsdchlich vermehren sich die Hinweise, dass adulte
Stammzellen einem Alterungsprozess unterliegen [27].

Selbst die Kerne der ESZ eignen sich nicht zum Klonen
von Organismen. Obwohl sie ein sehr frithes Entwicklungs-
stadium reprédsentieren und daher das epigenetische Pro-
gramm dem der befruchteten Eizelle sehr dhnlich sein sollte,
werden viele Gene in Organen von geklonten Médusen falsch
abgelesen [71]. Gleichgiiltig, ob der Kern einer Korperzelle
oder einer ESZ zum Klonen verwendet wird, wird etwa jedes
25. Gen falsch abgelesen. Diese Zahl ist sehr aussage-
kréftig, weil in der zitierten Studie mehr als 10000 Gene
gleichzeitig untersucht wurden. Das bedeutet, dass in jedem
Organ eines Klons Hunderte von Genen falsch abgelesen
werden. Diese falsche Expression in den Organen geklonter
Miuse liegt wahrscheinlich daran, dass am Anfang der
Embryonalentwicklung wichtige regulatorische Gene, wie
das Oct4-Gen, nicht immer richtig umgepackt wurden und
deshalb nicht korrekt abgelesen werden konnten [55]. Je
nachdem, welche Gene falsch abgelesen wurden, sterben die
Klone entweder als Embryonen oder Foten, oder sie reichen
dieses Problem in seltenen Fillen (eben den 3-5% Uberle-
benden) wihrend der Entwicklung von Zelle zu Zelle weiter
(Abb. 11). Dass solche, anfangs nicht offensichtlichen An-
derungen dramatische Spétfolgen haben kénnen, zeigen die
fettleibigen Mduse, die oft durch den Prozess des Klonens
entstehen [72]. Bis etwa zur 10. Woche nach der Geburt
haben solche Mausklone ein normales Kérpergewicht, da-
nach jedoch erhoht sich ihr Gewicht drastisch. Die Ver-
paarung zweier fettleibiger Mduse fiihrte zu einem interes-
santen Ergebnis: Obwohl die Eltern sehr schwer waren, waren
die Nachkommen nicht etwa noch fettleibiger, sondern
schlank, und zwar so schlank wie normale Mause. Dies zeigt
eindeutig, dass die Neuverpackung des Genoms wahrend
des Klonens fehlerhaft gewesen ist. Erst wenn das Genom
»die Gelegenheit bekommt“, richtig verpackt und modifiziert
zu werden, kann das normale Entwicklungsprogramm wieder
ablaufen. Dazu miissen Gene, deren fehlerhaftes Ablesen zur
Fettleibigkeit fiihrte, wieder richtig verpackt werden. Das ge-
schieht wihrend der Gametogenese, also der Bildung von
Spermien und Eizellen. Somit war es im genannten Beispiel
erst in der folgenden Generation moglich, alle Gene wieder
richtig abzulesen, so dass die Mduse wieder ihr normales
Korpergewicht hatten. Allerdings bleibt abzuwarten, ob die
fettleibigen Mduse oder die der nidchsten Generation nicht
spéater im Leben Tumore oder andere Probleme entwickeln.
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Abb. 11. Reproduktive Klonierung bei Mausen: Uberlebensrate von
Embryonen und Féten wéhrend der Schwangerschaft. Kurz nach der Im-
plantation haben nur noch wenige Embryonen die Fahigkeit, sich weiter-
zuentwickeln. Selbst 10 Tage nach der Befruchtung, als die meisten
Féten schon abgestorben waren, zeigen sich an den wenigen Uberle-
benden schwer wiegende Probleme. Das grof3e Bild zeigt zwei 10,5 Tage
alte Foten, der linke ist durch Klonen, der rechte auf dem Wege einer
normalen Befruchtung entstanden.

Die wichtigste Botschaft der Versuche an Tieren ist, dass
Probleme des Klonens weder vorhergesehen werden kon-
nen, noch unbedingt sofort sichtbar sind. Man darf sich
daher nicht von niedlichen S&duglingsgesichtern der Klon-
babys tduschen lassen, die vielleicht in Zukunft der Welt-
offentlichkeit prasentiert werden. In diesen erbarmungs-
wiirdigen Kreaturen schlummern mit Sicherheit Probleme.
Ob jedes zehnte, fiinfundzwanzigste oder hundertste Gen
falsch abgelesen wird, ist dabei noch nicht einmal wichtig.
Bei 66000 Genen, die man im menschlichen Genom ver-
mutet, sind das in jedem Fall sehr viele Gene. Fiir die Zahl der
Mutationen gibt es noch keine Statistiken. Aber anhand der
vorliegenden Daten (z. B. Abb. 8) kann man vermuten, dass
die Zahlen auch hoch sind. Wie grol8 die Probleme sein wer-
den, die sich daraus ergeben, wird sich erst in ihrem weiteren
Leben zeigen.

Schlussbetrachtung

Zwei Dinge erfiillen das Gemiit mit immer neuer und zu-
nehmender Bewunderung und Ehrfurcht, je dfter und anhal-
tender sich das Nachdenken damit beschdiftigt: Der bestirnte

Himmel iiber mir und das moralische Gesetz in mir.
Immanuel Kant, Kénigsberg (22. April 1724 — 12. Februar 1804.)

Ein Ziel meiner Darlegung ist, Argumente fiir die For-
schung an embryonalen und adulten Stammzellen zusam-
menzutragen, die ein groles Potential fiir die medizinische
Forschung haben. AuBerordentlich wichtig erscheint mir,
auch die Moglichkeiten des Kerntransfers in Oocyten oder
Oocyten-dhnlichen Zellen fiir das therapeutische Klonen zu
entwickeln. Hierfiir ist es nicht notwendig, den ,,Rubikon“ zu
iiberschreiten, indem man Menschen klont, sondern man
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Abb. 12. Moglichkeiten der in vitro-Stamm-
zell-Kultivierung. Die Hoffnung ist, dass man
eines Tages den gesamten therapeutischen
Ansatz in Kultur durchfiihren kann. Momen-
tan dient die Maus als Modell zur Entwick-
lung eines solchen Systems. Embryonalkér-
perchen (Embryoid Bodies) sind Aggregate
von ESZ, die Merkmale friiher Embryonen
aufweisen. Nach [41]
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muss auf die Kraft der Wissenschaft bauen. So belegen eine
ganze Reihe von Erkenntnissen, dass es auch aus wissen-
schaftlicher Sicht unvertretbar ist, Menschen zu klonen. Dies
wire nur méglich, wenn man tote Féten und Totgeburten in
Kauf nimmt. Vielleicht trégt dieses Wissen dazu bei, dass Pro-
tagonisten des Klonens von Menschen einsehen, dass sie
doppelt Leben aufs Spiel setzen: Das Leben, das sie schaffen
wollen und das Leben, das nicht kuriert wird, weil ihr Bestre-
ben Menschen zu klonen, gleichzeitig das Bestreben hemmit,
sinnvolle Therapien zu entwickeln. In diesem Sinne hoffe
ich, dass man zukiinftig in Deutschland, ohne stdndig an
»Slippery Slopes“ zu denken, das Potential von ESZ-Linien
erforscht, die durch autologes Klonen (d. h. Kerntransfer
korpereigener Zellen in Oocyten, um Zellen zu erhalten, die
man in den eigenen Korper zuriickfithren mochte) herge-
stellt wurden. Vielleicht lassen sich ja gelegentlich Tiiren da-
durch 6ffnen, dass man andere kraftvoll zuschldgt. Die Zu-
kunft wird mit Sicherheit zeigen, welches medizinische
Potential adulte und embryonale Stammzellen besitzen
(Abb. 12), gleichgiiltig, ob man sich in Deutschland an deren
Erforschung beteiligt oder nicht. Aber es wiére fiir das An-
sehen Deutschlands im Ausland sicherlich nicht forderlich,
wenn — bei einer auf Ablehnung beruhenden Nichtbeteili-
gung der deutschen Forschung — die entsprechenden Thera-
pien, die in anderen Landern entwickelt wurden, dann spéter
in Deutschland zur Anwendung kdmen.
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