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1. Hintergrund zur Entwicklung der menschlichen
Keimbahn

Grundlage der menschlichen Fortpflanzung sind Eizellen und Samen-
zellen, die tibergreifend als Keimzellen (oder auch Gameten) bezeich-
net werden. Die menschliche Keimbahn erfasst als Begriff wiederum
verschiedene Stadien von Keimzellen, die in der Entwicklung von
weiblichen und mannlichen Individuen auftreten und deren Funktion
die Weitergabe der genetischen Information von einer Generation zur
nachsten ist.

Die Entwicklung menschlicher Keimzellen beginnt etwa in der
dritten Schwangerschaftswoche mit dem Herausbilden (dem soge-
nannten >Differenzierenc<) der primordialen Keimzellen (primordial
germ cells, PGC). Diese Differenzierung der Keimzellen erfolgt in der
Wand des Dottersacks in der Grenzregion von Mesoderm und Endo-
derm auflerhalb des frithen Embryos. Aus Mesoderm-Zellen bilden
sich spater die inneren Organe, aus Endoderm-Zellen bildet sich wie-
derum die innere Endothelschicht. Primordiale Keimzellen wurden
zuerst in den 1940er Jahren anhand morphologischer Kriterien, d. h.
ihrer dufleren Erscheinung, beschrieben: Sie sind grofer als die sie
umgebenden somatischen Zellen und besitzen einen gut sichtbaren
Nucleolus (Kernkérperchen des Zellkerns). Bis heute wurden zahl-
reiche Markergene und Makerproteine fiir primordiale Keimzellen
beschrieben, mithilfe derer primordiale Keimzellen leicht detektiert
werden konnen. Diese Zellen gelangen mittels aktiver und passiver
Migration entlang des Hinterdarms des Embryos zur Keimbahnleiste.
In dieser siedeln sie sich zwischen der vierten und sechsten Schwan-
gerschaftswoche an. Bis zu diesem Zeitpunkt sind die Keimzellen
noch sexuell undifferenziert. Das bedeutet, dass sich genetisch mann-
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liche und weibliche Keimzellen bis hierhin nicht in Bezug auf ihre
Morphologie oder Genexpression unterscheiden.

Nach Besiedlung der Keimbahnleiste beginnt etwa zu Beginn der
siebten Schwangerschaftswoche die sexuelle Differenzierung der
Gonaden, d. h. der Eierstocke oder Hoden als derjenigen Organe, in
denen sich Ei- bzw. Samenzellen herausbilden. Der gewohnliche Ver-
lauf (default pathway) der Gonadenentwicklung ist weiblich. Die
maénnliche Gonadenentwicklung wird spezifisch induziert (ausgeldst)
und verlauft wie folgt: Die Expression der Gene SRY und SOX9, die
nur im Y-Chromosom des Mannes vorkommen, setzt eine Kaskade
an Signalwegen und zelluldren Differenzierungen in den somatischen
Zellen der bis hierhin sexuell indifferenten Gonadenanlage in Gang.
Diese Kaskade fiihrt zunéchst zur Bildung von Sertoli-Zellen (spezi—
fische Epithelzellen in den Samenkanalchen des Hodens), welche
durch Aggregation und Umlagerung Zellaggregate und anschlieflend
Samenstriange ausbilden. Im Zusammenspiel mit weiteren somati-
schen Zellen werden kaskadenartig Prozesse initiiert, die eine Aus-
pragung der Gonade als Hoden zur Folge haben. Die in Samenkanal-
chen eingeschlossenen primordialen Keimzellen werden nun zu
Gonozyten. Dies sind Keimzellen im Zentrum der immaturen Samen-
strange, die zundchst eine weitgehende und langfristige Arretierung
ihrer Entwicklung erfahren. Erst nach der Geburt entstehen testiku-
lire Stammzellen, die sogenannten Spermatogonien. Diese bilden
eine Reservepopulation, aus der lebenslanger Nachschub fiir Vorlau-
fer der Spermien rekrutiert werden kann. Im Kontrast zum Eierstock
beginntim Hoden die Spermatogenese, die Produktion von Spermien,
und die meiotische Reifeteilung erst Jahre spater im Anschluss an das
Einsetzen der Pubertat.!

Aufgrund der Abwesenheit der Gene SRY und SOX9 finden diese
Prozesse in der Gonade der Frau nicht statt. Weibliche Keimzellen, die
nach Erreichen der Gonadenanlage Oogonien genannt werden, ver-
mehren sich bereits in der Gonadenanlage des frithen Embryos,
wodurch mehrere Millionen Oogonien als grofie Klone entstehen.
Diese vereinzeln und rekrutieren aus der Umgebung Zellen, die sich
in Kontakt mit Oogonien zu Granulosazellen differenzieren. Die so
entstandenen Primordialfollikel beginnen etwa in der zehnten
Schwangerschaftswoche beim Menschen mit der meiotischen Tei-
lung. Dieser Prozess wird in der Prophase unterbrochen, so dass ein

1 Vgl. Sharma et al. 2019.
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Pool von Primordialfollikeln entsteht, der unter physiologischen
Bedingungen eine endliche Reserve von noch unreifen Eizellen dar-
stellt. Fortgesetzt wird die Eizellreifung durch das Reaktivieren der
Follikelreifung und das Initiieren der Meiose in der Eizelle erst in der
Pubertdt. Der Abschluss der Eizellreifung erfolgt erst mit der ersten
Reifeteilung nach dem Eisprung und mit der zweiten Reifeteilung
nach der Befruchtung.?

Frithe Stadien der Keimzellentwicklung sind in vivo im Menschen
schwer zu untersuchen. Zugang zu Geweben in der Frithschwanger-
schaft ist aus ethischen und rechtlichen Griinden fiir systematische
Forschung in Deutschland nicht moglich.? Forschung an diesen Sta-
dien wird daher in erster Linie an Tiermodellen (Fliege, Frosch, Zebra-
fisch, Nager) durchgefiihrt. Diese haben zwar viele Erkenntnisse zu
grundlegenden Mechanismen ermoglicht, jedoch unterscheidet sich
deren frithe Embryonalentwicklung signifikant von der menschlichen,
wodurch viele Ergebnisse nur bedingt tibertragbar sind. Primaten sind
in ihrer Entwicklung dem Menschen deutlich niher, jedoch wird hier
die Forschung aus anderen Griinden erschwert: Neben ethischen
Bedenken haben Primaten eine lange Reproduktionszeit, eine geringe
Anzahl von Nachkommen und genetische Manipulation ist bei ihnen
nur schwer moglich, wodurch Untersuchungen deutlich zeitaufwén-
diger und teurer sind als an klassischen Modelltieren. Auch landwirt-
schaftliche Nutztiere wie Schweine und Rinder werden fiir das Unter-
suchen spezifischer Fragestellungen verwendet, die Ergebnisse
derselben sind in ihrer Ubertragbarkeit auf die menschliche Situation
aber ebenfalls problematisch. Valide In-vitro-Modelle der menschli-
chen Keimbahnentwicklung werden daher dringend benoétigt, um die
grundlegenden Abldufe besser zu verstehen. Dies ist unter anderem
wichtig, um krankhafte Veranderungen (Unfruchtbarkeit, embryo-
nale Entwicklungsstorungen), die durch fehlerhafte Keimzellentwick-
lung entstehen, zu verstehen und gegebenenfalls therapeutische
Interventionen zu entwickeln. Die Grundlage fiir valide In-vitro-
Modelle bilden menschliche Stammzellen.

2 Vgl. Leitch / Tang / Surani 2013.
3 Vgl. den Abschnitt 2.2 (»Stammzellgewinnung aus tiberzahligen Embryonen«) des
zweiten Teils (Rechtliche Aspekte) des vorliegenden Sachstandsberichts.
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2. Stammzellmodelle der Keimbahnentwicklung

Stammzellen sind definiert als Zellen, die sich einerseits im undiffe-
renzierten Zustand vermehren konnen und andererseits in andere
Zelltypen differenzieren konnen. Man unterscheidet je nach Potenz
der Zellen zwischen uni-, multi-, pluri- oder totipotenten Stammzel-
len. Unipotente Stammzellen konnen sich in einen spezifischen Zell-
typ differenzieren, multipotente Stammzellen konnen sich in ver-
schiedene Linien, teils andere Stammezellen, teils direkt in somatische
Zellen (wie zum Beispiel Haut- oder Muskelzellen) differenzieren.
Uni- und multipotente Stammzellen finden sich in vielen Geweben
des erwachsenen Korpers und werden daher auch als adulte Stamm-
zellen zusammengefasst. Pluripotente Stammzellen kénnen sich in
alle Zelltypen des Korpers entwickeln, jedoch nicht in extra-embryo-
nale Gewebe wie die embryonalen Anteile der Plazenta (Mutterku-
chen) und des Amnions (Eihaut bei Wirbeltieren). Totipotente Zellen
sind nur in der sehr frithen Embryonalentwicklung (von der befruch-
teten Eizelle bis zu den ersten Blastomerenstadien) zu finden. Diese
konnen alle, sowohl embryonale als auch extraembryonale, Zelltypen
bilden. Die Effizienz dazu nimmt aber bereits nach der ersten Teilung
des Praimplantationsembryos (Zwei-Zell-Stadium) ab. In der nor-
malen Entwicklung finden sich pluripotente Zellen nur in der inneren
Zellmasse von Embryonen im Stadium der Blastozyste und in Keim-
zelltumoren, den sogenannten Teratomen.

In Gegeniiberstellung mit diesen Arten von Stammzellen sind
Keimzellen ein besonderer Zelltyp: Einerseits ist ihr Entwicklungs-
potenzial unipotent, da sie sich unter normalen in vivo Bedingungen
nur in Gameten (Eizellen und Spermien) differenzieren. Andererseits
haben primordiale Keimzellen ein Genexpressionsmuster, das nah an
dem von pluripotenten Stammzellen liegt. Werden primordiale Keim-
zellen aus den Gonaden isoliert, konnen sie unter passenden Kultur-
bedingungen in pluripotente Zellen tiberfiihrt werden, also in Zellen,
die sich in alle Zelltypen des Korpers differenzieren kénnen. Sie sind
zudem der einzige Zelltyp, der mittels Zellkernverschmelzung bei der
Befruchtung (also der Verschmelzung einer Eizelle mit einem Sper-
mium) wieder eine totipotente Zelle bilden kann und dadurch die
genetische Information an die ndchste Generation weitergeben kann.
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2.1 Pluripotente Stammzellen

Pluripotente Stammzellen lassen sich in vitro (in der Kulturschale)
unbegrenzt vermehren und sind in der Lage alle Zelltypen des Kor-
pers, inklusive der Keimzellen, zu bilden. Bei kultivierten pluripoten-
ten Stammzellen gibt es verschiedene Arten, die in erster Linie durch
ihre Generierung unterschieden werden. Die ersten kultivierten plu-
ripotenten Stammzellen wurden aus embryonalen Keimzelltumoren
gewonnen (embryonic cancer cells, EC Zellen). Sie legten den Grund-
stock des Forschungszweiges, spielen aber heutzutage keine grofiere
Rolle mehr. Der wichtigste Zelltyp sind embryonale Stammzellen
(ES-Zellen). Sie werden aus der inneren Zellmasse eines Embryos
gewonnen und sind bis heute am intensivsten charakterisiert worden.
Da bei der Gewinnung dieser Stammzellen der Embryo zerstort wird,
kann ihre Gewinnung als ethisch problematisch angesehen werden
und wurde deshalb in einigen Landern gesetzlich stark eingeschrinkt.
Das deutsche Embryonenschutzgesetz (ESchG) und Stammzellgesetz
(StZG) erscheinen im internationalen Vergleich eher restriktiv ange-
legt: Forschung an befruchteten Embryonen und die Gewinnung von
embryonalen Stammzellen sind in Deutschland verboten.* Embryo-
nale Stammzellen lassen sich auch nicht von den zu behandelnden
Personen generieren, was fiir die Erforschung spezifischer klinischer
Krankheitsbilder von Nachteil ist. Insbesondere bei komplexen gene-
tischen Erkrankungen sind die Ursachen oft noch nicht verstanden
und Stammgzellen mit der entsprechenden Patient*innen-DNA wiren
hier hilfreich, um die Krankheit in vitro nachzustellen. Dieses Problem
lasst sich umgehen, indem ES-Zellen durch nukledren Transfer gebil-
det werden. Dafiir wird der Zellkern in einer gespendeten Eizelle
durch den Zellkern einer somatischen Zelle eines anderen Menschen,
zum Beispiel eines Patienten oder einer Patientin, ersetzt. Diese
Eizelle kann dann iiber chemische Stimulation zur Teilung angeregt
werden und bildet einen normalen, entwicklungsfahigen Praimplan-
tationsembryo, der zur Gewinnung von ES-Zellen verwendet wird
(nt-ES-Zellen). Diese Zellen haben dann die genetische Information
der somatischen (Patient*innen-) Zelle einer zu behandelnden Person
(dies wird auch als Klonen zu Forschungszwecken bezeichnet). Ledig-
lich die mitochondriale DNA, also die genetische Information der

* Vgl. Abschnitt 2 (»Allgemeiner regulatorischer Nachholbedarf mit Blick auf hiPS-
Zellen?«) des zweiten Teils (Rechtliche Aspekte) des vorliegenden Sachstandsberichts.
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Mitochondrien (die Kraftwerke der Zelle), kommt von der gespende-
ten Eizelle und stimmt nicht mit der der Patient*innen-DNA {iber-
ein.’? Ethisch sind nt-ES-Zellen ahnlich problematisch wie ES-Zellen,
da auch hier Prdimplantationsembryonen eingesetzt und zerstort
werden.

Die ethische Problematik wurde durch die Entwicklung indu-
zierter pluripotenter Stammzellen (iPS-Zellen) umgangen.® Ein spa-
ter mit dem Nobelpreis geehrtes japanisches Forschungsteam hat her-
ausgefunden, dass sich jede Korperzelle durch die Uberexpression von
nur vier Transkriptionsfaktoren (Proteine, welche die Expression
anderer Gene anregen) in einen pluripotenten Zustand reprogram-
mieren ldsst.” Neben dem offensichtlichen Vorteil, dass fiir diese
Methode kein Embryo zerstort werden muss, ermoglicht dies aufSer-
dem eine flexible Generierung pluripotenter Zellen von Pati-
ent*innen, wodurch spezifische Modelle genetischer Erkrankungen
generierbar sind. Von ihrer Genexpression her sind iPS-Zellen ver-
gleichbar mit ES-Zellen, jedoch sind je nach Art der Re-Differenzie-
rung und Ausgangszelle Unterschiede in der epigenetischen Regulie-
rung detektierbar.

Epigenetik ist der Sammelterminus fiir alle Mechanismen, wel-
che die Genexpression regulieren ohne den genetischen Code des
Erbmaterials zu verwenden. Alle Zellen erhalten wahrend der Diffe-
renzierung spezifische epigenetische Muster, die bei der Reprogram-
mierung zu iPS-Zellen teilweise nicht komplett entfernt werden,
wodurch die anschliefende Neu-Differenzierung der Zellen beein-
trachtigt werden kann. Aufierdem werden die fiir die Reprogrammie-
rung notwendigen Transkriptionsfaktoren fiir gewohnlich iiber Retro-
viren eingebracht, die diese in das Genom einbauen. Retroviren haben
eine Tendenz, DNA in der Ndhe von Proto-Onkogenen (Gene, deren
Expression mit der Entwicklung von Krebs in Verbindung gebracht
werden) zu integrieren, wodurch das Risiko besteht, dass sich die Zel-
len zu Krebszellen entwickeln. Um dies zu umgehen, werden ver-
mehrt Vektoren (sogenannte Genfihren) verwendet, bei denen die
Transkriptionsfaktoren nicht in die DNA eingebaut werden.®

> Vgl. Lee / Kang 2019.

6 Vgl. Abschnitt 2 (»Einleitung«) des dritten Teils (Ethische Aspekte) des vorliegen-
den Sachstandsberichts.

7 Vgl. Takahashi et al. 2007.

8 Vgl. Hockemeyer / Jaenisch 2016.
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In den letzten Jahren wurden andere Verfahren zur Herstellung
von Zellen mit einer vermehrten Potenz in vitro beschrieben. Hier ist
das Ziel Zellen zu generieren, deren Genexpression ahnlich ist wie im
Zwei-Zell-Stadium, also nach der ersten Teilung der befruchteten
Eizelle, so dass diese Zellen potentiell auch totipotente Eigenschaften
haben.” Diese Zellen ermoglichen wichtige Erkenntnisse fiir die
Grundlagenforschung in Bezug auf die Eigenschaften totipotenter
Zellen und der embryonalen Entwicklung, da sie sich auch in extra-
embryonale Zellen entwickeln konnen. Jedoch spielen sie im Bereich
der Keimzellforschung bisher eine untergeordnete Rolle.

Konventionell kultivierte humane pluripotente Stammzellen
unterscheiden sich in mancher Hinsicht von pluripotenten Stamm-
zellen aus der Maus, welche sich in einem sogenannten naiven Status
befinden. Pluripotente Zellen der Maus besitzen ein Genexpressi-
onsmuster und zelluldren Entwicklungsstand, der nahe an den Zellen
der inneren Zellmasse des Praimplantationsembryos liegt. Humane
pluripotente Stammzellen entsprechen in ihrer Genexpression und
den Signalkaskaden eher den Zellen des Postimplantationsembryos
und werden als >primed< bezeichnet. Naive und primed pluripotente
Zellen unterscheiden sich in ihrem Wachstum, den benétigten
Wachstumsfaktoren und in ihrem Entwicklungspotential. Mehrere
Publikationen haben in den letzten Jahren gezeigt, dass sich auch
humane pluripotente Zellen tiber angepasste Kulturbedingungen zu
einem noch starker dem naiven Status entsprechenden Entwicklungs-
stand de-differenzieren lassen. Diese Zellen haben ein besseres Ent-
wicklungspotential, sind aber unter Kulturbedingungen weniger stabil
und neigen dazu, chromosomale Schiaden anzuhéufen, wenn sie iiber
einen langeren Zeitraum in diesen Medien kultiviert werden.!°

Fir die In-vitro-Gametogenese haben iPS-Zellen das grofte
Potential, relevante Ergebnisse fiir Patient*innen zu generieren und
sind daher am weitesten verbreitet. Meist werden diese noch unter
konventionellen Bedingungen kultiviert, die Verwendung angepass-
ter Medien, um ihr Entwicklungspotential zu verbessern, wird aber
vermehrt untersucht und wird vermutlich zukiinftig mehr und mehr
zum Standard werden.

° Vgl. Riveiro / Brickmann 2020.
10 Vgl. De Los Angeles 2019.
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2.2 Differenzierung pluripotenter Zellen zu primordialen
Keimzellen

Pluripotente Stammzellen lassen sich mit verschiedenen Differenzie-
rungsprotokollen zu Zellen entwickeln, die primordialen Keimzellen
ahneln. Um die Effizienz zu erhohen, werden die Zellen erst in einen
plastischen Status gebracht, der die nachsten Schritte der Differen-
zierung vereinfacht. Dazu werden sie entweder fiir 48 Stunden in eine
meso-endodermale Vorlauferzelle vordifferenziert oder tiber Zusatze
im Kulturmedium in einen Status mit naiver pluripotenter Genex-
pression gebracht, also einem Muster der Genexpression, welches
nahe an der Genexpression der inneren Zellmasse des friihen Praim-
plantationsembryos ist. Die so keimzellpermissiven Zellen werden
dann mittels verschiedener Wachstumsfaktoren, wobei der wichtigste
das sogenannte bone morphogenic protein 4 (BMP4) ist, in Aggregaten
zu frithen keimzellahnlichen Zellen (primordial germ cell-like cells,
PGCLCs) differenziert. Diese Differenzierung dauert etwa vier bis
acht Tage und die Zellen konnen mit einer Kombination von Ober-
flaichenmarkern fiir weitere Analysen aus den Aggregaten isoliert
werden. Die so generierten Zellen sind in ihrer Genexpression und
ihren epigenetischen Mustern (Methylierung) sehr nah an den zu
Beginn des Kapitels beschriebenen migrierenden, primordialen Keim-
zellen in dem sich entwickelnden Embryo (etwa 4.-6. Schwanger-
schaftswoche). Sie sind in diesem Zustand weder in die weibliche noch
in die méannliche Richtung determiniert.!

Die Entwicklung dieser Differenzierungsprotokolle war ein
wichtiger Fortschritt, um die frithe Keimzellentwicklung im Men-
schen zu untersuchen. Mit dieser Methode lief? sich zeigen, dass sich
die Entwicklung in einigen wesentlichen Punkten von der Maus
unterscheidet und in Bezug auf die Signalkaskaden in der frithen Spe-
zifizierung andere Faktoren wichtig sind.’> Es zeigte sich auch, dass
die Entwicklung in anderen Modellorganismen, wie zum Beispiel in
nicht-humanen Primaten oder Schweinen dem Menschen ahnlicher
ist als die Entwicklung, die in Nagern zu beobachten ist.!> Diese pri-
mordialen keimzelldhnlichen Zellen zeichnen sich durch die verblie-
bene Expression von Pluripotenzmarkern aus, die es ihnen ermog-

1 Vgl. Irie et al. 2018.
12 Vgl. Irie et al. 2015; Kojima et al. 2017.
13 Vgl Kobayashi et al. 2017.
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licht, sich relativ leicht mittels passender Kulturbedingungen in
pluripotente Zellen zu wandeln und dabei auch die Fahigkeiten
zurlickzugewinnen, in verschiedene Zelltypen des Korpers zu diffe-
renzieren. Auflerdem konnen diese Zellen iiber einen langeren Zeit-
raum vermehrt werden, was weitere Analysen dieser frithen Keimzell-
Stadien ermoglicht.'* Allein sind diese Zellen jedoch nichtin der Lage,
die weitere Gametogenese zu initiieren, da dafiir (chemische und
mechanische) Signale der umgebenden somatischen Gonadenzellen
notwendig sind. Der ndchste wichtige Schritt, um weitere Stadien der
Gametogenese generieren zu konnen, besteht darin die somatische
Nische nachzubilden, welche die verschiedenen relevanten Zelltypen
der méannlichen oder weiblichen Gonade enthalt, notwendige Wachs-
tumsfaktoren liefert sowie die korrekten dreidimensionalen Struktu-
ren in vitro nachahmt.

2.3 In-vitro-Gametogenese

In der Maus ist es im Jahr 2012 erstmals gelungen, befruchtungsfa-
hige Eizellen aus pluripotenten Stammzellen zu generieren. Hierzu
wurden die Stammzellen zuerst in Richtung primordialer Keimzellen
(PGCLCs) differenziert und dann mit fetalen Ovarzellen (in erster
Linie Granulosa-Zellen) kultiviert. Die Keimzellen erfahren damit
eine somatische Umgebung von unreifem Eierstockgewebe. Diese
Co-Kultivierung induziert eine somatische Nische fiir die weitere,
dann geschlechtsspezifische und hier weibliche Entwicklung der
Keimzellen. Uber einen Zeitraum von mehreren Wochen wurde durch
die Zugabe verschiedener, zeitlich abgestimmter Wachstumsfaktoren
die weibliche Spezifizierung der Keimzellen induziert. Um die Genese
von Eizellen (Oogenese) zu initiieren, wurden mittels der Co-Kultur
Organoide (Zellaggregate, die die In-vivo-Organstruktur in vitro
widerspiegeln) erzeugt, die anschliefend unter die Haut von Mausen
transplantiert werden. Als transplantierter Graft durchlaufen die
Gewebe eine Weiterentwicklung zum Ovar (Eierstock). Die Keimzel-
len durchlaufen ihre Entwicklung bis zu befruchtungsfahigen Eizellen.
Die Organoid-Grafts werden tiber einwachsende Blutgefidf3e versorgt
und konnten sich so zu funktionsfdhigen Ovarien entwickeln. Die
transplantierten Gewebe unterstiitzen die Follikelreifung und die

14 Vgl. Murase et al. 2020.
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darin entstehenden Eizellen konnen dann nach Reifung entnommen
und mittels In-vitro-Verfahren befruchtet und ausgetragen werden.
Dies fithrte zur Gewinnung lebender und fertiler Mduse.’® Das Sys-
tem wurde dann durch Anpassung der Kulturbedingungen so weiter-
entwickelt, dass der Transplantationsschritt entfallen konnte und alle
Schritte in der Kulturschale stattfinden konnten.'® Auch fiir die mann-
lichen Keimzellen wurde ein entsprechendes Kultursystem ent-
wickelt, in dem in vitro spermatogoniale Stammzellen generiert wur-
den, die nach Transplantation in Maushoden die weitere
Spermatogenese durchlaufen und in der Lage sind, fruchtbare Nach-
kommen zu zeugen."”

In den letzten Jahren gab es erste Berichte tiber die Generierung
von Vorlduferzellen von Keimzellen (Oogonien und Spermatogonien)
aus humanen pluripotenten Stammzellen.!8 Ahnlich wie im Maus-
system wurden pluripotente Zellen zuerst in Richtung primordialer
Keimzellen differenziert und dann mit fetalen Ovar- beziehungsweise
Hodenzellen der Maus co-kultiviert. In beiden Fallen konnte eine
geschlechtstypische Genexpression detektiert werden und auch die
epigenetischen Veranderungen waren ahnlich zu den in der Fetalent-
wicklung beobachteten Veranderungen. Inwieweit diese Zellen in der
Lage sind, sich zu befruchtungsfihigen Keimzellen weiterzuentwi-
ckeln und ob vor allem die epigenetischen Anlagen korrekt iiber den
kompletten Zyklus erhalten bleiben, wurde bisher noch nicht
beschrieben.

Ein limitierender Faktor diesbeziiglich ist die Verwendung von
somatischen Zellen aus der Maus. Auch wenn viele Mechanismen der
Keimzellreifung zwischen den Spezies konserviert sind, gibt es einige
bekannte, aber auch noch nicht untersuchte Unterschiede, die die
vollstandige Gametogenese behindern konnen. Durch Transplantati-
onsversuche konnte gezeigt werden, dass Keimzellen von Primaten
zwar prinzipiell im Maushoden tiberleben und auch die richtigen
Nischen besetzen, sie jedoch keine vollstindige Spermatogenese
durchlaufen.!® Daher brauchen wir weitere Forschungsmodelle, in
denen die Interaktion der Keimzellen mit somatischen Nischen unter-
sucht werden kann. Dies lasst sich zum Beispiel durch die Co-Kultur

15 Vgl. Hayashi et al. 2012.

16 Vgl. Hikabe et al. 2016.

17" Vgl. Ishikura et al. 2016.

18 Vgl. Yamashiro et al. 2018; Yamashiro et al. 2020; Hwang et al. 2020.
19 Vgl. Sosa et al. 2018.
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von humanen, in vitro generierten primordialen Keimzellen mit tes-
tikuldren Zellen von Ratten in einem standardisierten Kultursystem
untersuchen. In einem solchen System konnte eine Interaktion der
Keimzellen mit dem somatischen Gewebe kontinuierlich beobachtet
werden.20

Um die Interspezies-Problematik zu umgehen, konnten Co-Kul-
turen mit humanem Gewebe eine Losung sein. Es ist aber weder
ethisch, rechtlich noch technisch moglich, ausreichend fetales Gewebe
der passenden Entwicklungsstufe (etwa siebte Schwangerschaftswo-
che) fiir Forschungszwecke zu generieren, wodurch eine direkte Adap-
tion der Mausversuche nicht moglich ist. Ethisch, rechtlich und tech-
nisch steht dem entgegen, dass diese Art von Gewebe aus humanen
Embryonen gewonnen wiirde, die hierfiir zerstort werden miissten.
Da humane Embryonen . d. R. einem besonderen Schutz unterliegen
und hierfiir weder in groler Zahl produziert noch fiir eine Weiter-
verwendung aus anderen Quellen zur Verfiigung stehen, ist nur wenig
Gewebe dieser Art fiir Forschungsvorhaben verfiigbar.”! Eine Alter-
native ist die Verwendung von adultem Gewebe, was durch die Ver-
wendung von Hoden, die bei geschlechtsanpassenden Operationen
von Transfrauen entnommen werden, moglich ist. Diese dadurch
gewonnenen somatischen Zellen kénnen in vitro kultiviert werden
und sind in der Lage, nach Vereinzelung wieder tubulare Strukturen
zu bilden.?? Jedoch unterscheiden sich adulte somatische Zellen von
den fetalen Zellen in ihrem Reifegrad und der Signaltransduktion, also
in der Weiterleitung von Signalen innerhalb einer Zelle und zwischen
Zellen. Deshalb ist unklar, inwieweit sie in der Lage sind, die sehr
frithen Stadien, die man bei der Stammzelldifferenzierung initial
generiert, zu unterstiitzen.

Eine weitere Option besteht darin, nicht nur die Keimzellen,
sondern auch die somatische Umgebung, welche die notwendigen
biochemischen und mechanischen Signale fiir die geschlechtsspezifi-
sche Differenzierung zu Spermien und Eizellen ermdglicht, direkt aus
pluripotenten Stammzellen zu differenzieren. Dadurch haben alle
verwendeten Zellen denselben fetalen Reifungsgrad und konnen in
der gemeinsamen Co-Kultur entsprechend der fetalen Entwicklung
weiter differenziert werden. Verschiedene Zelltypen, die in einem

20 Vgl. Mall et al. 2020.

21 Vgl. Abschnitt 2 (»Allgemeiner regulatorischer Nachholbedarf mit Blick auf hiPS-
Zellen?«) des zweiten Teils (Rechtliche Aspekte) des vorliegenden Sachstandsberichts.
22 Vgl. Alves-Lopes / Stukenborg 2018; Mincheva et al. 2018; Mincheva et al. 2020.
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Gewebe benotigt werden, einzeln zu generieren und dann in Co-Kul-
turen zu komplexen Organoiden zusammenzufiihren, hat sich in
anderen Organsystemen schon als vielversprechender Ansatz
bewdhrt.?® Erste Publikationen beschreiben eine Differenzierung in
vitro von Sertoli-dhnlichen Zellen.?* Bisher gibt es jedoch keine
Berichte tiber erfolgreiche Co-Kulturen mit humanen Keimzellen.

Testikulare somatische Zellen konnen sich in vitro autark zu
hodendhnlichen Strukturen zusammenfinden und verhalten sich 4hn-
lich wie fetale Hodenzellen. Es wurden jedoch noch keine Kulturme-
thoden gefunden, die eine vollstindige Spermatogenese in vitro
ermoglichen. Dies liegt vermutlich darin begriindet, dass die Sper-
matogenese noch starker von der somatischen Umgebung abhingt als
die Oogenese und zusatzlich physiologisch zu einem spateren Ent-
wicklungsstadium, namlich erst in der Pubertat, stattfindet. Daher
bendtigen die somatischen Zellen einen stirkeren Reifungsgrad, der
bisher noch nicht erlangt oder erhalten werden konnte. Insbesondere
Sertoli-Zellen, die >nursing«-Zellen, welche Keimzellen mit wichti-
gen, entwicklungsangepassten Signalmolekiilen und Nahrstoffen
versorgen, verdndern schon nach kurzer Kulturzeit ihre Genexpres-
sion und erlangen in den bisherigen Verfahren nicht die notwendige
Reife, um eine vollstindige Spermatogenese zu initiieren. Es erscheint
daher von grofiter Bedeutung geeignete Kulturbedingungen fiir die
verschiedenen somatischen Zelltypen zu finden.

3. Potentielle Probleme der In-vitro-Gametogenese

Nach momentanem Stand der Forschungist es méglich, Vorldufer von
humanen Gameten, sowohl von Eizellen als auch von Spermien, aus
pluripotenten Stammzellen zu generieren. Bisher ist es zwar noch
nicht gelungen, befruchtungsfahige menschliche Gameten in vitro zu
erzeugen, aber da dies im Mausmodell schon gelungen ist, ist es nur
eine Frage der Zeit, dass auch diese Techniken fiir humane Zellen zur
Verfiigung stehen. Hierbei werden in erster Linie In-vitro-Co-Kultu-
ren mit somatischen Zellen anderer Spezies angewandt, um die not-
wendige Spezifizierung einzuleiten. Auflerdem werden humane
Keimzellvorliufer (wie PGCLCs) in Gonaden von Miusen transplan-

23 Vgl. Monsanto et al. 2020.
24 Vgl. Rodriguez Gutiérrez / Eid / Biason-Lauber 2018.
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tiert, um die Gametogenese zu initiieren. Dies erfolgt insbesondere
in Hoden, da diese leichter zuginglich sind als Ovarien. Die erfolg-
reiche Gametogenese wire ein wichtiger Schritt fiir die Grundlagen-
forschung, da dies die humane Keimzellentwicklung besser zugéang-
lich macht und damit auch die Erforschung der relevanten Schritte und
assoziierter Erkrankungen ermoglicht. Dadurch lassen sich friihe Pro-
bleme, die zur Unfruchtbarkeit fithren konnen, besser untersuchen.
Insbesondere das Sertoli-Cell-Only-Syndrom, also die vollstandige
Abwesenheit von Keimzellen im Hoden, liegt vermutlich in einer
Storung der frithen Gametogenese begriindet und liefie sich mit die-
sen Methoden weiter erforschen. Auch prapubertire Krebspatienten,
die zum Zeitpunkt der Behandlung noch keine Spermatogenese
haben, bekdmen mit diesen Methoden die Option auf eine spitere
biologische Vaterschaft. Die Vorlauferzellen von Spermien, die mittels
Kryokonservierung eingelagert werden (da eine Krebstherapie die
Fruchtbarkeit langfristig storen kann), konnten dann zu einem spa-
teren Zeitpunkt mit den in der Grundlagenforschung entwickelten
Kultur- oder Transplantationsmethoden die Fruchtbarkeit wiederher-
stellen. Die In-vitro-Gametogenese erdffnet theoretisch auch die
Moglichkeit, Unfruchtbarkeit mittels Zelltherapie zu behandeln.
Neben den rechtlichen und ethischen Fragen gibt es hier auch biolo-
gische Problematiken zu beachten.?

Zuerst ist es wichtig, die volle Entwicklungsfihigkeit der Zellen
genau zu iberpriifen. Die Differenzierung in vitro verlauft deutlich
schneller als dies im Menschen normalerweise der Fall ist. Es bleibt
daher zu beweisen, dass die generierten Zellen funktionell tatséachlich
ihrem Gegenpart in vivo entsprechen und die dhnliche Genexpression
nicht ein Artefakt in vitro ist. Im Tiermodell kann dieser Aspekt durch
die Generierung von fruchtbarem und gesundem Nachwuchs iiber-
priift werden. Eine Anwendung am Menschen ist jedoch sowohl auf-
grund der ethisch-rechtlichen Problematik als auch auf Grund des
sehr langen Reproduktionszyklus noch nicht moglich und sinnvoll. Es
ist aber durchaus denkbar, dass nach weiterer praklinischer Forschung
und dann moglicher Risikoabwigung eine Verwendung von in vitro
erzeugten Gameten sinnvoll wird.

Ein wichtiges Merkmal von Keimzellen ist ihr epigenetisches
Muster. Wahrend ihrer Entwicklung erneuern sie fast vollstandig ihre

%5 Vgl. zu den erstgenannten den zweiten und dritten Teil (Rechtliche Aspekte, Ethi-
sche Aspekte) des vorliegenden Sachstandsberichts.
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Methylierungsmuster, was ein hoch komplexer und streng regulierter
Vorgang ist. Ob dieser Prozess in vitro korrekt ablduft, muss noch
gezeigt werden. Auflerdem kann die Kultivierung der pluripotenten
Stammzellen auch einen Einfluss auf die Methylierung haben. Ins-
besondere Kulturmedien, die die Kultivierung der Zellen in einen nai-
ven, Keimzell-permissiven Status bringt, fithren zu einer vermehrten
Demethylierung des Genoms, die nicht dem physiologischen Muster
entspricht. Dies hat zusétzlich den Effekt, dass das Genom instabiler
wird und die Zellen chromosomale Schaden anhdufen konnen. Unab-
hangig von der Methylierung kann eine langere In-vitro-Kultur zur
Anhidufung von Mutationen im Genom fiihren. Daher ist eine rigo-
rose Qualitatskontrolle auf genetischer und epigenetischer Ebene
sowohl bei den Ausgangszellen als auch bei generierten Gameten
unabdingbar.

Im Hinblick auf die natiirliche Selektion von Keimzellen gibt es
nur sehr wenige Daten. Spermatogoniale Stammzellen reagieren
hochsensibel auf Noxen. Noxen sind Stoffe oder Umstande, die eine
schiadigende Wirkung ausiiben. Die Prozesse der Selektion von auf
DNA-Ebene geschadigten Keimzellen sind weitgehend unverstanden.
Allerdings fiihrt diese hohe Selektion auf der Stufe der Vorlduferzellen
dazu, dass nach Bestrahlung oder Chemotherapie nur sehr geringe
Mutationsraten in Spermien (und erzeugten Nachkommen) zu beob-
achten sind. Eine biologische Vaterschaft ohne erhdhtes Risiko gene-
tisch bedingter Fehlbildungen ist nach einer spontanen Erholung der
Spermatogenese in Mannern (z. B. nach Chemo- oder Strahlungs-
therapien) nur moglich, weil diese natiirlichen Selektionsmechanis-
men in den Stammzellen existieren und nur solche Klone differen-
zieren, die wenige oder keine Schaden aufweisen.?® Diese
Mechanismen besser zu verstehen wire eine wichtige Aufgabe der
zukiinftigen Forschung an Keimzellen. Weiterhin sicher zu stellen,
dass diese Kontroll- und Selektionsmechanismen auch bei in vitro
generierten Keimzellen funktionieren, erscheint eine Voraussetzung
fiir die Anwendung der In-vitro-Gametogenese, wenn damit gesunde
Menschen entstehen sollen.?”

26 Vgl. Sharma et al. 2019.
27 Vgl. Abschnitt 4 (»Forschungsethische Aspekte«) des dritten Teils (Ethische
Aspekte) des vorliegenden Sachstandsberichts.
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Die Entwicklung von einfachen Tools zur Genomeditierung, wie
zum Beispiel dem CRISPR/Cas System,?® haben die Hoffnung
geweckt, genetische Erkrankungen heilen zu kénnen. In Kombination
mit In-vitro-Gametogenese eroffnet sich die Option, diese in den
nachfolgenden Generationen zu eradizieren, indem krankheitsverur-
sachende Mutationen vorher editiert werden und dadurch nicht an die
nédchste Generation vererbt werden kénnen. Aber so grof$ die Mog-
lichkeiten dieser Technologie sind, so grof8 sind auch die Risiken.
Potentielle unerwartete Effekte aus der Editierung oder unentdeckte
Off-target-Mutationen konnten potentiell erst in spéteren Genera-
tionen entdeckt werden und dabei im Zweifel grofieren Schaden
anrichten als die behandelte Mutation. Daher sind Genomeditierun-
gen, die die Keimbahn betreffen, Qualitatskontrollen und tiefgehende
Untersuchungen der potentiellen Effekte von noch grolerer Bedeu-
tung als bei Anwendungen, die eine lebensverlangernde Behandlung
einer individuellen Person betreffen. Daher muss die Forschung
sowohl fiir die In-vitro-Gametogenese als auch fiir transgeneratio-
nelle Genomeditierung valide Methoden entwickeln, die eine reelle
Risikoabschdtzung ermoglichen.

Zum momentanen Zeitpunkt ist die In-vitro-Gametogenese in
erster Linie ein wichtiges Tool fiir die Grundlagenforschung: Zum
einen, da es noch viele ungeloste technische Probleme mit der voll-
standigen Differenzierung von Keimzellen gibt, und zum anderen, da
es auch einige ethische und rechtliche Bedenken zum Einsatz von in
vitro generierten Keimzellen in der klinischen Forschung gibt. Bei
einigen Krankheitsbildern, wie zum Beispiel dem Sertoli-Cell-Only-
Syndrom oder bei Unfruchtbarkeit durch Chemotherapien in der
Kindheit, konnten die In-vitro-Gametogenese eine biologische
Elternschaft erméglichen. Wie jedoch schon im vorherigen Abschnitt
zur Genomeditierung ausgefiihrt, ist eine rigorose Qualitatskontrolle
von allergrofiter Relevanz, da jeder Eingriff in Keimbahnzellen auch
nachfolgende Generationen betrifft. Hier ist es nicht nur wichtig bio-
logische oder medizinische Nebenwirkungen der direkten Behand-
lung auszuschliefen oder zu minimieren. Auch Effekte, die erst in
spateren Generationen auftreten konnen, miissen mit grofiter Sicher-
heit verhindert werden kénnen. Methoden, dies mit Testungen in vitro
sicherzustellen, miissen erst im Tiermodell entwickelt und getestet

28 Vgl. Charpentier / Doudna 2019.
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werden, bevor iiber einen Einsatz beim Menschen ernsthaft nachge-
dacht werden kann.

4. Fazit

Nach dem gegenwirtigen Stand der Forschung ist die Generierung
von frithen menschlichen Keimzell-Vorldufern moglich und die wei-
tere Reifung zu Spermien und Eizellen in greifbarer Nahe. Die grof3ten
Hiirden bestehen momentan darin, die Rolle der somatischen Nische
in ausreichendem Mafle zu verstehen, um die Reifungsschritte ent-
sprechend steuern zu konnen und die resultierenden Keimzellen qua-
litativ beurteilen zu konnen.

Hier ist auch die Entwicklung genereller Qualitdtskriterien von
héchstmoglicher Relevanz, die labor- und ldndertibergreifend aner-
kannt sein miissen. Landeriibergreifend werden verbindliche ethisch-
rechtliche Regularien benétigt, die einerseits die Forschung in diesem
hochst relevanten Feld erlauben, andererseits den Missbrauch ver-
hindern. Hier gilt es insbesondere zu verhindern, dass Anwendungen
zu friih Eingang in die Klinik finden, bevor mogliche Risiken ausrei-
chend untersucht wurden.
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