Gentherapie mit Hilfe von
Stammzellen

Remaval of DNA

Adenovirus
(Nature's highly efficient
delivery vehicle)

o Inscrt gene
) 3 for therapeuric
S protein: TNF-alpha,
VEGF, or PEDF

oo

GenVec’s

Adenovect
(Bearing therapeutic geng
protein production)

technology
uses an adeno-
vector to deliver
genes that produce
proteins at the site of
disease.

Localized Delivery

Gene Activity
Therapeutics
Enter Phase Il Trials

Bonnie Joy Sedlak, Ph.D.

he United States suspend-
ed three gene therapy tri-
als for SCID (Severe
Combined Immuno-
deficiency) after two of the ten
French boys originally treated for
SCID developed leukemia at
about two and a half years of age.

All the boys in France were
cured of the genetic disorder and
all but two are healthy. Scientists
found that in both cases the retro-
virus used to deliver the gene was
inserted in or near LMO-2, a can-
cer-promoting gene.

The boys were treated in 1999
when they were between one and
eleven months old. The ex vivo
gene therapy protocol took the
boy’s bone marrow stem cells, -
used retroviral vectors to déliver
the missing gene, and injected the
treated cells back into the boys.
The two boys who developed can-



Totipotente Zellen konnen
sich In Zellen aller drel
Keimblatter entwickeln

e Ektoderm
e Endoderm
e Mesoderm



Was sind (embryonale)
Stammzellen?
Wozu brauchen wir sie?



Ein Organismus entwickelt sich

aus einer einzigen Zelle:
der befruchteten Eizelle

Zweizellstadiu

Achtzellstadium



Es gibt verschiedene Arten
von Stammzellen:

 embryonale Stammzellen (ES-Zellen)
 embryonale (fetale) ,Keim“-Stammzellen

(EG-Zellen, von ,embryonic germ cells®)
e adulte Stammzellen

z. B. hamatopoetische Stammzellen aus
Knochenmark



Die verschiedenen Stammzellen
werden nach threr Herkunft benannt

 ES-Zellen werden aus frihen Embryonen
gewonnen

 EG-Zellen werden aus primordialen
Keimzellen aus Foeten isoliert

o Adulte* Stammzellen werden aus
verschiedenen Organen (Knochenmark,
Genhirn, Blut, Leber, Retina etc) gewonnen



Fallen dar -

innaran Lall- pIIrlnrdmha
masse Il:nalrmallen l
embryonale a-rnhryma]&
Stammzellen
(ES-Zellen) [EG Zellen) o~ Crammzedien
kultivierte
pluripotiente
Stammazellen

Quellen fur 3tammzellen aws menschlichen Geweben, verindert nach Gearhart, J.0.
(2001, Potential der Stammzellenforschung fir die Regeneration von Geweben und
QOrganen, in BMBEF, Humane Stammzellen, Schattaver Verlag, Seite 7)



Die verschiedenen Stammzellen unterscheiden
sich in thren Eigenschaften

 ES-Zellen und EG-Zellen sind pluripotent
(differenzieren zu Zellen aller drei Keimblatter)
und bilden sog. ,embryonic bodies” in Kultur

 ES-Zellen wachsen besser (>500
Verdopplungen) in Zellkultur als EG- Zellen
(max. 80 Verdoppl.)

« ES-Zellen bilden Teratome, EG-Zellen keine T.

« Adulte Stammzellen sind nicht pluripotent, die
Plastitzitat der Zellen i1st noch nicht abschliel3end
geklart



Gewinnung von Stammzellen

ES-Zellen werden
aus frihen
Embryonen im
Blastocysten-
stadium
gewonnen

Photo Credik: K. 1 Coraghan

Figure 3.1. Human Blastocyst Showing Inner Cell Mass
and Trophectoderm.



Entnahme embryonaler
Stammzellen
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Etablierung einer ES-Zellkultur

Zur Zeit gibt es zwischen 30 und 60
humane ES-Zelllinien




Gewinnung von ES-Zellen :
Herkunft der Embryonen

e die menschlichen Embryonen stammen
aus |VF-Behandlungen und sind
,2aberzahlig“und werden ,gespendet”

o weltweit werden derzeit mehr als
100.000 Uberzahlige Embryonen
tiefgekuhlt gelagert



Gewinnung von Stammzellen:
ES-Zellen

Kultivierte Blastozyste
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Sind embryonale Stammzellen
noch totipotent?

Im Stadium der Blastocyste (ca. 6 Tage nach
Befruchtung) sind die Zellen bereits in zwel
Gewebe differenziert, den Trophoblasten und
den Embryoblasten. Es scheint, dass
Embryoblastenzellen nicht mehr zu
Trophoblasten reprogrammiert werden
konnen



Die friheste Differenzierung der
embryonalen Stammzellen:

A Morula C Blastocyst

Erste Differenzierung
In Trophoektoderm
und primitives Endo-

derm wird durch
differenzielle Oct4- B Compacted
Genexpression morula

erreicht

Oct-4 transient upregulation:
Oct-4 downregulation: the trigger for the formation of
(aus Pesce and Scholer)  |trophectoderm lineage the primitive endoderm
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Etablierung einer
Stammzelllinie:

Wie viele Eizellen werden fur eine Stammzelllinie
bendtigt?

Bei der Etablierung der ersten menschlichen ES-
Zelllinien (Thomson et al. 1998) wurden 36
Embryonen eingesetzt, 20 entwickelten sich bis
zur Blastocyste, davon wurden 14
Embryoblasten isoliert und kultiviert, daraus
konnten erfolgreich 5 Zelllinien etabliert werden
(Jede Zelllinie jewells nur von einem Embryo)



MUssen Embryonen speziell fur
die Stammzellerzeugung
,gezuchtet" werden?

Die ersten humanen ES-Zelllinien
(Thomson et al. 1998) stammen sowohl
aus eingefrorenen als auch aus ,frischen
Embryonen. Die Autoren erwahnen keine
auffalligen Unterschiede zwischen
eingefrorenen und ,frischen“ Embryonen



Kann man ES-Zellen im
Reagenzglas zu Organen

heranzuchten?

Kultivierte Mensch-ES-Zellen konnten zur Differenzierung
In mehr als 10 verschiedene Zell-/Gewebetypen angeregt
werden:

z.B. Herzmuskelzellen, Gehirnzellen, Knochen- und
Knorpelzellen, Nierenzellen, Leber, Pankreas, Ganglienzellen,
glatte Muskelzellen, Darmepithel u. a.. Fraglich ist, ob sich
daraus Keimzellen entwickeln konnen. Das scheint nach
neuesten Erkenntnissen aber moglich zu sein!

Kultivierte Maus-ES-Zellen konnten zur Differenzierung
In mehr als 34 verschiedene Gewebe/Zellen angeregt werden



Ist schon bewiesen,
dass ES-Zelltransplantationen
Erkrankungen heilen konnen?

In Tierversuchen, eindeutig ja:
Beispiele
Autoimmunerkrankungen(Maus),

Diabetes (Maus),
Amyotrophe Lateralsklerose (ALS, deg Motoneuronen, Ratte)

Parkinson (Mensch, fetale Stammzellen -ohne Doppelblind-Studie-)
Herzinfarkt (Maus, Ratte, mit adulten Stammzellen)



Gentechnische Modifikation
zur Verhinderung der Abstol3ungsreaktion

A. Genetic manipulation B. Nuclear reprogramming
of MHC genes

C. Hematopoietic chimera:
complete, mixed, micro

-

Deletion of Substitution of

MHC genes MHC genes

CONER O &

nuclear transfer : & T
Tissue-specific product LN e Muscle  Pancreatic
differentiation : @& . " islet cells
®
Tissue-specific H

differentiation Hematopoietic
e
00 Differentiated

differentiation Neuron
MHC-deficient Self-MHC tissue expressing /2

tissue expressing donor nucleus .

Cotransplantation
tissue MHC genes

Transfer of

ES cells donated nucleus

ES-cells
dernived from

Figure 3.3. Genetic Manipulation of Human Embryonic Stem Cells. (Reproduced with permission from Stem Cells, 2001)



Embryonale Stammzellen
haben sicher das grofite
Entwicklungspotenzial, zu ihrer
Gewinnung mussen aber
Embryonen hergestellt oder
vorhandene Embryonen (sog
,2uberzahlige* Embryonen z. B.
aus IVF) zerstort werden.



EG(embryonic germ)-Zellen

e werden aus 8-10 Wochen alten
Feten Isoliert

e EG-Zellen sind ES-Zellen sehr
ahnlich

e EG Zellen sind vermutlich auch
pluripotent

» bisher deutlich weniger Studien mit
EG Zellen



EG/ES-Zellen
Unterschiede:

Obwohl ES- und EG-Zellen ahnliche ,,embryonic
bodies* bilden, scheint das Differenzierungs-
potenzial von EG-Zellen deutlich geringer zu sein

EG Zellen bilden auch keine Teratome nach
Injektion in Mause!

EG Zellen haben deutlich geringeres
Wachstumspotenzial (< 80 Verdopplungen)



Adulte” Stammezellen

adulte Stammzellen finden sich in sehr
vielen verschiedenen Geweben, z.B.
Knochenmark, Blut (Nabelschnur!),

es und adultes Gehirn, Leber,
Kreas, Skelettmuskel, u. a.

feta
Pan

SINC
SINC

schwer zu identifizieren

sehr selten, z. B. 1 von 15.000

Zellen im Knochenmark, 1 von 100. 000
Im Gehirn

Gewlinnunag z. T. sehr schwieric




SJAdulte”
Stamme-
zellen
oder
Vorlaufer-
zellen?
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SJAdulte”
Stamme-
zellen
oder
Vorlaufer-
zellen?

Totipotente und pluripotente
Stammzellen
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Beispiel:
Stammzellen des Knochenmarks

e Bilden alle Blutzellen

 Entwickeln sich zu Zellen des
Immunsystems

e Schelinen auch Stammzellen fur andere
Gewebe zu enthalten
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Gewinnung
adulter
Stamm-
zellen

Cells In suspension

dre tagged with
fluorescent markers
speclfic for undifferentiated
stemn cells.

FLUORESCENT
ACTIVATED CELL
SORTING (FACS) _.-a |
i '{."‘:“ Labeled cells are sent
\ s under pressure through
Laser beam passes N a small nozzle and pass

through one cell through an electic fleld.

GRAPHIC DISPLAY OF FACS

AA

™ A cell generates a
negative charge If It
- fluoresces and a
= positive charge I It
does not.
1\
+e &— \
< \ '
+= b " llll'll
LS \
7 \
-
: \
@ )
- 3 J,./I
§ . % : Stem cell tound
i | -3
.

Fluorescence intensity

Figure E.I.2. Looking for a Needle In a Haystack: How Researchers Find Stem Cells.




Unterschiede zwischen
adulten Stammzellen/ES-Zellen

wahrscheinlich nicht pluripotent

unterschiedliche Typen je nach Gewebe

keine Telomerase-Aktivitat (wichtig fur
Erhalt der Chromosomeninteqgritat)

limitierte Vermehrung in Zellkultur



Ungeklart ist die Frage der
, Plastizitat®

Unter Plastizitat versteht man das
Potenzial adulter Stammzellen,
sich in andere Zelltypen als die

des Herkunftsgewebes zu
differenzieren



Beispiele

far
Plastizitat:

Bisher ist unklar,
ob eine einzelne
Zelle die
beobachtete
Plastizitat hat
oder ob
verschiedene
Zellen die
verschiedenen
Differenzierungs-
wege
ermoglichen

Ry

Bone
marrow

. Bone marrow
% stromal cell

Fat cell

Gllal cell

bt~
e = i

Skeletal
muscle

Eplthellal

Figure 4.2. Preliminary Evidence of Plasticity Among Nonhuman Adult Stem Cells.




Was kdnnten adulte Stammzellen
schon heute leisten?

schon seit tuber 40 Jahren werden Knochenmarks-
transplantationen durchgefuhrt

Nabelschnurblut wird seit 1992 zur Transplan-tation
verwendet

Parkinson Patienten haben durch Transplantation
fetaler Gehirnzellen z. T. Verbesserung der
Symptomatik erlebt (noch sehr unsicher)



Parkinson-Therapie mit fetalen
Gehirnzellen?

Dopamine-Neuron Transplantation

Before Surgery After Surgery

Figure 8.3. Positron Emission Tomography (PET) images from a Parkinson's patient
before and after fetal tissue transplantation. The Image taken before surgery (leff)
shows uptake of a radioactive fomm of dopamine (red) only In the caudate nucleus,
indicating that dopamine neurons have degenerated. Twelve months after surgery, an
iImage from the same patient (right) reveals increased dopamine function, espeacially
In the putamen. (Reprinfed with permission frorm N Eng J Med 2001344 (10) . 710.)



Multiple Sklerose Heilung?

MS: Stammzellen lindern Symptome

MAILAND (eb). Im Tierversuch ist es

gelungen, Symptome bei Multipler Sklerose durch Injektion von
adulten neuronalen Stammzellen zu lindern (Nature 422, 2003, 688).
Italienische Forscher hatten dazu Tieren mit experimenteller
Autoimmun-Enzephalitis die Zellen intravends injiziert.

Die Zellen drangen in demyelinisierte Hirnareale und differenzierten
zu reifen Zellen, die Axone wieder mit einer Myelinscheide umhullten.



Sind adulte Stammzellen fur den
Patienten . sicher”?



Sind adulte Stammzellen fur den
Patienten sicher?

e Jahrelange Erfahrungen mit Knochenmarks-
transplantation machen Hoffnung

 Tumoren als Nebenwirkung aus solchen
Behandlungen sind nicht beobachtet worden

o Kurzlich ist allerdings nachgewiesen worden,
dass nach Transplantation von Knochenmark
auch in den Gehirnen der Patienten die fremden
Zellen (Neuronen) zu finden waren



Sind adulte Stammzellen eine
Alternative zu ES-Zellen?

adulte Stammzellen sind vermutlich nicht
pluripotent, nicht leicht zu isolieren und nicht
unbegrenzt in Zellkultur zu ztchten

eine wirkliche ,Reprogrammierung* ist bisher
nicht, bzw. nur Uber die Kerntransplantation
In Oocyten gelungen (was wieder zu ES-
Zellen fuhrt)




Nachtelle fetaler (EG-Zellen) gegentiber ES-
Zellen?

* beschranktes Wachstumspotenzial in
Kultur

e sSchwer zu gewinnen
e anderes Differenzierungsstadium



Stammzellen aus Nabelschnurblut anstelle
von ES-Zellen?

Nabelschnurblut enthalt adulte Stammzellen,
N. Ist daher keine echte Alternative



Der
Ausweq:
thera-
peutisches
Klonen?

Human Therapeutic Cloning

Patient
g
Somatic cell
biopsy ‘?

Pancreatic Hematopoictic  Cardiomyocytes Meurons

Islet cells cells

k

Immunoclogically
Compatible
Transplant



Dolly

e Born in July 1996 at the Roslin

_ _ Institute in Scotland
Dolly with her first

newborn, Bonnie e First mammal to be cloned
from an adult mammal using the
nuclear transfer technique

e 277 attempts were made
before the experiment was
successful

eDolly died in February 14, 2003
of progressive lung disease at
the age of 6; whereas normal
sheep can live up to 12 years of
age.







Klonierung von Saugetieren und
Gentechnologie
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Mammal Cloning
o

-

L http://www.howst
uffworks.com/cloni
g ng.htm/printable

January 8, 2001 Noah, a baby bull gaur, became the first
clone of an endangered animal.



Mammal Cloning Timeline

1984 — A live lamb was cloned from sheep
embryo cells

1986 — Early embryo cells were used to clone
a cow

1993 — Calves were produced by transfer of
nuclei from cultured embryonic cells

1995 — Two sheep, named Megan & Morag,
were cloned using embryo cells

1996 — Birth of Dolly, the first organism to be
cloned from a fully differentiated adult cell

1997 — Transgenic sheep named Polly was
cloned containing a human gene

Megan and Morag

http://www.cnn.com/2001
/WORLD/europe/08/06/clo
ne.critics/index.html



Tetra

!

1998 — 50 mice were cloned in three
generations from a single mouse

1998 — 8 calves were cloned from a single
adult cow, but only 4 survived to their first
birthday

1999 — A female rhesus monkey named Tetra
was cloned by splitting early embryo cells.

2000 — Pigs and goats reported cloned from
adult cells

2002 — Rabbits and a kitten reported cloned
from adult cells

http://hs.houstonisd.org/
hspva/academic/Science/
Thinkquest/gail/text/bene
fits.html



Organism  Live offspring/ Cloning
oocytes efficiency’

Goat 7/97 7.2%
Mouse 7/121 5.8%
Cow 5/100 5.0%
Sheep 1/23 4.3%
Domestic cat* 1/91 <1.1%
Pig 2/222 0.9%
Rabbit 6/2000 0.3%

1Cloning efficiency is the number of live offspring
expressed as a percentage of the total number
of nuclear transfer oocytes where the DNA
donor cell was an adult cell. These efficiencies
represent the highest efficiencies published as
of July 2002 for each organism. *Based on num-
ber of oocytes transferred into recipients, not
total. Secondary source: Roslin Institute,
http://www.roslin.ac.uk/public/cloning.htmi. KP



Vergleich der Erfolgsrate bel

verschiedenen Tieren

Species Number of Number of Notes
oocytes used live offspring
Mouse 2468 31 (1.3%) -
Bovine 440 6 (1.4%) 2 died
Sheep 417 14 (3.4%) 11 died
within 6
months
Pig 977 5 (0.5%) -
Goat 285 3 (1.1%) -

The table shows success rates of cloning when mature mammal cells were

Yanagimachi: R. 2002. "Cloning: experience from the mouse and other animals.” Molecular and Cellular Endocrinology. 21 March,
187.



Development and survival of cloned mouse
embryos

& -0

4-cell Blastocyst

Embryo survival (%)

I
Implantation ——

o | T 1 T
4.5 8 10 19.5

Day of development

Fig. 1. Development and survival cloned mouse embryos.

Majority of the embryos die before and after implantation. This figure shows
that the present cloning technique is highly inefficient.

Yanagimachi, R. 2002. "Cloning: experience from the mouse and other animals.” Molecular and Cellular Endocrinology. 21 March,
187.




Biotechnology of Mammalian Cloning
Embryo Spllttng

http://www.faseb.org/opar/cloning

« earliest method of cloning /cloning htm
* success limited to embryos split before implantation

Parthenogenesis

 only possible in females to give female progeny
o still investigating — so far mostly failed attempts

Nuclear transplantation
e main technique in current cloning experiments



Verfahren zur Klonierung von
Saugetieren

HOW DOLLY WAS CREATED

Donor cell II
.

/ Cells taken from the wdder of a Finn

[ Dorset ewe are placed in a culture
with very low concentrations of

[ mnutrients. Thus starved, the cells stop

dividing and switch off their active

Eenes,
TIME Diagram by Joe Lertola

ml;e mimics the burst of en
lization, jump-starting cell division.

", Fused cell

2 Meanwhile, an unfertilized
egg cell is taken from a
Scottish Blackface

ewe. The nucleus
(with its DNA) is

sucked out, oLl >
leaving an empty W il
egg cell I N Ve

containing all the \ \
cellular machinery ..
necessary to s

3 The two cells are placed next to each After about six days, the resulting After a gestation

other and an electric pulse causes them embryo is implanted in the uterus riod, the pregnant

to fuse together like soap bubbles. A second of another Blackface ewe. Blackface ewe birth
at natural to a baby Finn Dorset

lamb, named Dolly, that
is, genetically, identical
to the original donor.

W P

Baby
Finn Dorset




Nuclear Transfer Procedure

CELLS OF DONOE Epm{*ru ARE SEPARATED

~

TISSUE

DONOR CELL IS PLACED NEXT TO

OOCYTE AND FUSED WITH IT BY
c:"_:_"}. / AN ELECTRICAL CURRENT

EMEBERYD DEVELOPS AS THOUGH
A NEWLY FERTILISED EGG

CHROMOSOHMES ARE REMOYED FROM UNFERTILISED EGG




—PLEMJ

Transform ES-cells

lsolate embryonic with forcign DNA

stem (ES) cells from
blastocyts

Screen ES cell colonies for expression or
integration of the TRANSGENE

— R o |
Grow clonal cell lines containing
TRANSGENE i vitro

Many embryos can be produced
carring the TRANSGENE in the same
location in the genome.

Transfer embryos 10 2 Chimeric founder animals
recipient females comtaining the TRANSGENE

W
/ \

—

? t .

I | Huost blastocyst-derived progeny |
L....______I___._____l

L]
ES cell-derived progeny containing
the TRANSGENE



Kern - Transplantation

Enucleation of donor cell

Nuclear Transfer

o the nucleus of the individual to be cloned is
transferred to the cytoplast in one of the 2 ways:

1) electrofusion — whole nucleus donor cell
Injected beneath the zona pellucida (the outer
membrane of the oocyte) and fusion of cells
Induced by electrical impulses

2) nuclear injection — naked nucleus microinjected
Into cytoplast



Zusammenfassung

z ENUCLEATION i

oocyte cytoplast

ﬁ

NUCLEAR
cytoplast TRANSFER clone cell



— [ (o
e

reprogramming Entwicklung

developing embryo in culture

uterus of
surrogate mother



E I e Ct rOfu S | O n http://www.brinkmann.com/pdf/cell_fusion.pdf

Fusion induced by electric pulse



Enucleation of donor cell

Nuclear Transfer

Genetic Reprogramming

 “de-differentiation” — rearranging the genome of the
nucleus to restore its totipotency so it can
differentiate into different types of cells and
develop into a whole organism

* must occur after nuclear transfer to successfully
produce the clone — required for the nuclei from
adult cells to develop normally

 best completed in unfertilized oocytes



Genetische Reprogrammierung

a Fertilization

100% survive
@ 10 term
ﬂ
Cocyte DINA daﬂaﬂyﬂamn, Blastocys! {ﬂ: Pluripotent
chromatin remodelling, ES cells
Zygotic gene activation |
b Nuclear cloning
(5% sunvive
to term)

z £ Partial
rugramrnn' 8
Enur:lmtﬂd
- oocyte

Somatic cel
nuclear transfer Cloned blastocyst

Fig. 5 from Nature Reviews Genetics 3: 671



Cloning Humans

http://www.cnn.com/2001/WORLD/europe/08/06/clone.doctor/index.html
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PASSED AWAY
LAST YEAR.




, Christians

for the cloning of
Jesus

e

Ll B B Ll B g B Ll W "‘}

GEEETIMNGS FEIEMNDS | WE LIVE I AN IMPERFECT "WORLD. A WOERELD FULL OF
SN, EVERYWHEERE YOU LOOK YOU CAN SEE THE EFFECTS OF THE DEVIL ;

AR FAWIMWE , POVEETY | VIOLEMNCE |, GOVEEINIMENT COEETTPTION |
PORINOGEAPHY O TELEVISION , THE LIST GOES OIN ATID O, ARMAGEDDON IS
SURELY QM ITS WAY, THE SECORND COMING OF CHEIST I5 OUE OMNLY HOPE.
FEIEMDS | WE CATI'T 5IT BACEKE ATD WATT FOE JESTUS, HE HAS GIVER Us THE
POYWEER TO BEIRG HIN TO U5, AFTEE ATL , GOD HELPS THOSE "WHO HELE

THEMSELWES.
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{ THE SHROUD OF TURI

_1 Thanks to advances in science we can take
& A DN A samples from the shroud and use them
to clone the second coming ! This is fantastic ,

£ Frlends . we should clone a Jesus for anyone
t‘ who wants one . 'Whjr , ANY Woman that







