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Zusammenfassung 

Pluripotente Stammzellen besitzen die Fähigkeit, sich in alle Zellarten zu differenzieren, 

und ermöglichen somit auf neue Art und Weise humane Krankheiten zu behandeln. 

Während die Anwendung von embryonalen Stammzellen (ESCs) ethische Fragen 

aufwirft, bieten induzierte pluripotente Stammzellen (iPSCs) die Chance und neue 

Einblicke auf die Herstellung autologer Zellprodukte. Diese sind genetisch identisch 

zur Ausgangszelle und verhindern somit eine mögliche Abstoßung der Zellimplantate. 

Die Generierung Patienten-spezifischer iPSCs ist jedoch mit hohen Kosten verbunden 

und für akute Krankheiten, wie nach einem Myokardinfarkt, nicht anwendbar. In 

unserer Arbeit haben wir mittels Maus und humanen iPSCs untersucht wie anfällig die 

Zellen durch Re-Programmierung und Differenzierung für mitochondriale Mutationen 

sind. Alle untersuchte Zellinien haben mitochondriale Mutationen entwickelt, die in vivo 

in einigen Transplantationsmodellen zur Abstoßung geführt haben.  

Unser Ziel ist es iPSCs so zu modulieren, dass sie als hypoimmunogene Stammzellen 

für eine universelle Transplantation (allogen) ohne die zusätzliche Gabe von 

Immunsuppressiva, anwendbar sind. Dafür wurden zunächst bei murinen iPSCs einer 

C57BL/6 Maus die Oberflächenmoleküle B2m und Ciita durch die CRISPR-Cas9 

Technologie ausgeknockt und Cd47 lentiviral überexprimiert. Sowohl bei in vivo als 

auch in vitro Experimenten zeigten die transplantierten Zellen ein 100%iges Überleben 

im allogenen Setting. Basierend auf diesen Ergebnissen wurden dieselben Verfahren 

mit den gleichen Modulierungen in humanen iPSCs durchgeführt. Modifizierte humane 

iPSCs zeigten in vivo, im humanisierten Mausmodell, ein Langzeitüberleben ohne 

Abstoßung der transplantierten Zellen. Da undifferenzierte Stammzellen das Potential 

einer Teratombildung besitzen, werden für klinische Anwendungen die gewünschten 

Zelltypen vor der Transplantation ex vivo generiert. So wurden murine und humane 

hypoimmunogene iPSCs erfolgreich in Zellen der mesodermalen Linie 

(Herzmuskelzellen, Endothelzellen, und glatten Muskelzellen) differenziert und 

transplantiert, und zeigten ebenfalls ein 100%iges Überleben im allogenen Modell. 

Diese Arbeit liefert Ergebnisse für die Generierung einer hypoimmunogenen Zelllinie 

und bietet somit eine Grundlage für ihre möglichen Anwendungen in der klinischen 

Stammzelltherapie.  
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Abstract 
 

Pluripotent stem cells have the ability to differentiate into all cell types and thus enable 

a new strategy of treating human diseases. While the use of embryonic stem cells 

(ESCs) still raises ethical questions, induced pluripotent stem cells (iPSCs) offer the 

opportunity to produce autologous cell products. These are genetically identical to the 

donor and not affected by possible rejections after transplantation. The generation of 

patient-specific iPSCs is, however, associated with high costs and cannot be used for 

acute diseases, such as after a myocardial infarction. Furthermore, iPSCs were 

thought to be beneficial and suitable for autologous transplantation; however, our work 

demonstrated that iPSCs have a high likelihood to develop mitochondrial mutations 

which can lead to rejection of the cells even when transplanted autologous. 

 

We then aimed to modulate iPSCs to become hypoimmunogenic to make them 

suitable for universal transplantations without the additional administration of 

immunosuppressive drugs. For this purpose, mouse iPSCs with a C57BL/6 

background underwent knockout of the surface molecules B2m and Ciita using the 

CRISPR-Cas9 technology and transduced lentivirally to overexpress Cd47. Both in 

vivo and in vitro experiments showed 100% survival of the modulated cells in an 

allogeneic setting. Based on these results, the same methods and modulations were 

used to create human hypoimmune iPSCs, which also showed complete long-term 

survival in vivo in the humanized mouse model. Since undifferentiated stem cells have 

the potential to form teratoma, differentiated cells were generated for clinical 

applications. Mouse and human hypoimmunogenic iPSCs were successfully 

differentiated into the mesodermal lineage (cardiac, endothelial and smooth muscle 

cells) and transplanted into allogeneic models. All cells showed 100% survival. This 

work provides results for the generation of a hypoimmunogenic cell line and advances 

a foundation for its applications in clinical stem cell therapy. 
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1. Einleitung

1.1. Stammzellen als Zelltherapie 

Das größte Problem bei Organtransplantationen ist der Mangel an Spenderorganen 

(Patel and Abt, 2019). Eine mögliche Alternative zur Organtransplantation bietet die 

Stammzelltherapie. Das Ziel ist dabei, das geschädigte Gewebe zu reparieren oder zu 

ersetzen. Es werden also differenzierte Zellprodukte aus Stammzellen benötigt, die für 

eine Zelltherapie bereitstehen. Dennoch sind sich Wissenschaftler weltweit noch nicht 

einig, wie Stammzellen für klinische Anwendungen eingesetzt werden können. Adulte 

Stammzellen sind multipotent und können sich somit nur in Zellen innerhalb ihrer 

eigenen Keimbahn differenzieren. Die Behandlung von Herzerkrankungen mit 

Stammzellen aus dem Knochenmark zeigte nahezu keinerlei Effekt nach einem akuten 

Herzinfarkt oder bei der chronischen Kardiomyopathie (van der Bogt et al., 2009). 

Vielversprechender sind pluripotente Stammzellen: Sie sind in der Lage sich in alle 

Zelltypen zu differenzieren und können somit in der Stammzelltherapie im großem 

Spektrum eingesetzt werden. Die Differenzierung kann ex vivo erfolgen, so dass das 

Verfahren überwacht werden kann und nur die gewünschte Zellpopulation eingesetzt 

wird. Undifferenzierte Stammzellen sollten aufgrund ihres Potenzials der 

Teratombildung vermieden werden (Doss and Sachinidis, 2019).  

1.1.1. Embryonale Stammzellen (ES-Zellen) 

Im Jahr 1981 wurde zum ersten Mal die Isolierung und in vitro Kultivierung von murinen 

ES-Zellen beschrieben (Evans and Kaufman, 1981; Martin, 1981) und später im Jahr 

1998 auch von humanen ES-Zellen (Thomson et al., 1998). Embryonale Stammzellen 

werden aus dem Embryoblast, ein frühes Stadium einer befruchteten Eizelle, 

gewonnen. Diese Zellen sind pluripotent und besitzen die Fähigkeit, sich in Zellen der 

drei Keimblätter Ektoderm, Mesoderm und Endoderm zu differenzieren. Obwohl die 

Idee der Stammzelltherapie bereits mit der Beschreibung der ersten humanen 

embryonalen Stammzellen beschrieben wurde ist die Generierung dieser Zellen mit 

ethischen Bedenken verknüpft und streng kontrolliert. Dennoch werden embryonale 
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Stammzellen in der Forschung eingesetzt, um ihr Potenzial in der Stammzelltherapie 

zu untersuchen.  

 

Anfänglich wurde vermutet, dass ES-Zellen immunprivilegiert seien, weil sie eine sehr 

niedrige Expression an MHC I aufweisen (Drukker et al., 2002). Dies wurde jedoch 

schnell widerlegt, da die ES-Zellen nach in vivo Transplantationen abgestoßen wurden. 

Außerdem wurde die Geschwindigkeit der Abstoßung nach wiederholter 

Transplantation schneller, was auf eine Aktivierung des adaptiven Immunsystems 

hindeutet (Deuse et al., 2011). Obwohl die MHC Oberflächenmoleküle nur niedrig 

exprimiert sind, scheinen sie auszureichen, um das Immunsystem zu aktivieren und 

eine Abstoßungsreaktion auszulösen. 

 

 

1.1.2. Somatischer Zellkerntransfer (SCNT) 

 

Um Abstoßungsreaktionen zu vermeiden, wurde die Generierung von autologen ES-

Zellen in Betracht gezogen. Bei dem somatischen Zellkerntransfer (engl. somatic cell 

nuclear transfer; SCNT) wird ein Zellkern in eine kernlose ES-Zelle transferiert. Die 

daraus resultierende pluripotente Stammzelle beinhaltet die identische genetische 

Information wie der Zellkernspender. Diese Methode wurde zuerst in der Maus 

etabliert und später im Jahr 2013 wurde die erste humane SCNT generiert (Tachibana 

et al., 2013). Dennoch beinhalten SCNT-Zellen allogene mtDNA aus der Oozyte, die 

eine Abstoßungsreaktion durch die Minor Histokompatibilitätsantigene (miHA) 

auslösen kann (Deuse et al., 2015). Somit bleibt ein Risiko vorhanden, dass aus SCNT 

differenzierte Zelltransplantate abgestoßen werden.  

 

 

1.1.3. Induzierte pluripotente Stammzellen (iPS-Zellen) 

 

Induzierte pluripotente Stammzellen (iPS-Zellen) wurden zum ersten Mal im Jahr 2006 

von Yamanaka und seinem Team beschrieben (Takahashi et al., 2007). Somatische 

Zellen, wie zum Beispiel Fibroblasten, werden durch eine in vitro Reprogrammierung 

durch die Expression von einer Kombination aus spezifischen Transkriptionsfaktoren 

(Oct4, Sox2, c-Myc, Klf4, Nanog und Lin28) wieder pluripotent (Aasen et al., 2008; 
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Takahashi et al., 2007; Yu et al., 2007). Der größte Vorteil hierbei ist die Generierung 

von patientenspezifischen iPS-Zellen, die genetisch identisch zur Ausgangszelle sind 

und somit nicht vom syngenen Empfänger abgestoßen werden. 

 

iPS-Zellen ähneln embryonalen Stammzellen in vielen Eigenschaften, jedoch ist bis 

heute umstritten, ob sie sich identisch verhalten (Yu and Thomson, 2008). Viele 

Studien beschreiben jedoch eine Abstoßung von iPS-Zellen nach einer syngenen 

Transplantation (Zhao et al., 2011). Zudem ist die Generierung patienten-spezifischer 

iPS-Zellen sehr kostspielig. Eine Garantie für die erfolgreiche Reprogrammierung ist 

nicht gewährleistet und die Qualität der Zellen ist stark vom Alter des Patienten 

abhängig (Medvedev et al., 2010). Für die Generierung, Validierung, Differenzierung 

und Purifizierung der Zellen wird viel Zeit benötigt, wodurch ihr Einsatz bei akuten 

Erkrankungen, wie z.B. nach einem Myokardinfarkt, nicht möglich ist.  
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1.2. Das Immunsystem 
 
Das Immunsystem stellt einen komplexen Abwehrmechanismus dar, der den eigenen 

Organismus vor körperfremden Substanzen und Pathogenen schützt. Außerdem ist 

es in der Lage, körpereigene Zellen zu erkennen und fehlerhafte auszusortieren. 

 

Es kann grundsätzlich zwischen zwei verschiedenen Mechanismen der Immunabwehr 

unterschieden werden: der angeborenen und der adaptiven Immunabwehr, welche 

stets zusammenarbeiten und sich gegenseitig ergänzen (Borghans et al., 1999). Die 

angeborene Immunabwehr ist unspezifisch. Die Grundlage dafür bilden die 

Phagozyten, wie Makrophagen und Granulozyten, welche in der Lage sind, 

körperfremde Substanzen unspezifisch zu erkennen und sie durch Phagozytose zu 

eliminieren. Desweiteren sind NK-Zellen ebenfalls in der Lage, abnormale Zellen zu 

erkennen und sie gezielt abzutöten. Dagegen ist die adaptive Immunabwehr von hoher 

Spezifität gezeichnet und entwickelt sich im Laufe der Jahre. Sie ist in der Lage, ein 

immunologisches Gedächtnis auszubilden, indem die Antigene körperfremder 

Strukturen erkannt werden und gezielt zelluläre Abwehrmechanismen gegen sie 

aktiviert und Antikörper gebildet werden. Dabei spielen die T- und B-Lymphozyten eine 

große Rolle, wobei die T-Lymphozyten die Grundlage für die zellvermittelte 

Immunantwort bilden, während die B-Lymphozyten für die humorale Immunantwort 

verantwortlich sind. Beide Zellarten besitzen Rezeptoren auf ihrer Zelloberfläche, 

welche hochspezifisch Antigene erkennen und entsprechend auf diese reagieren 

können.  

 

Nach einer primären spezifischen Immunantwort treten einige Lymphozyten in einen 

rezirkulierenden Status über und bleiben als Gedächtniszellen im Organismus erhalten. 

Bei einem erneuten Kontakt mit demselben Antigen kann die Immunreaktion viel 

schneller und effektiver ablaufen, was auch als Booster-Effekt beschrieben wird 

(Mackay et al., 1990). 

 

Die Bildung und Reifung von B- und T-Lymphozyten finden in den primären 

lymphatischen Organen statt; dazu gehören der Thymus und das Knochenmark. Die 

Lymphozyten wandern daraufhin in die sekundären lymphatischen Organe, wo der 
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Antigenkontakt und die klonale Vermehrung stattfinden. Zu den sekundären 

lymphatischen Organen gehören die Milz oder auch die Lymphknoten. 

1.2.1. Haupthistokompatibilitätskomplex (MHC) 

Der Haupthistokompatibilitätskomplex (MHC von engl. Major Histocompatibility 

Complex) umfasst eine Reihe von Genen, die für Zelloberflächenproteine codieren, 

welche für die Immunerkennung bei allen Wirbeltieren auftreten. Die exprimierten 

Antigene werden vom körpereigenen Immunsystem als zugehörig erkannt und sind 

somit vom Immunsystem geschützt. Die MHCs gehören zur Immunglobulin-

Superfamilie. 

Die MHC-Proteinkomplexe können in die Klassen I und II unterteilt werden (Kelley et 

al., 2005) MHC-Proteinkomplexe der Klasse I werden auf der Oberfläche nahezu aller 

kernhaltigen Zellen exprimiert und haben die Aufgabe der Präsentation von 

intrazellulären Antigenen für zytotoxische T-Zellen. Zudem dienen sie zur 

Selbstmarkierung körpereigener Zellen, um sie vor einer Zerstörung durch 

zytotoxische Zellen, wie NK-Zellen, zu schützen (Karre, 2002). Die Struktur von MHC 

Klasse I Molekülen besteht aus einer schweren, polymorphen D-Kette mit drei 

Immunglobulin-ähnlichen Abschnitten, unterteilt in die Domänen D1, D2 und D3, und 

einer monomorphen E2-Mikroglobulin Domäne. MHC-Proteinmolek�le der Klasse II 

findet man auf B-Zellen und anderen antigenpräsentierenden Zellen (APC). Sie haben 

die Funktion, extrazelluläre Antigene den T-Helferzellen zu präsentieren und somit 

eine zelluläre oder humorale Immunantwort zu induzieren (Muhlethaler-Mottet et al., 

1997). Sie bestehen aus einer polymorphen D-Kette und einer polymorphen E-Kette 

mit jeweils zwei extrazellulären Domänen.  
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Abbildung 1.1: Die schematische Struktur von MHC Klasse I und Klasse II Molekülen. Links: MHC 

Klasse I Molekül, bestehend aus einer polymorphen Į-Kette mit drei Immunglobulin-ähnlichen 

Abschnitten und einer monomorphen ȕ2-Mikroglobulin Domäne. Rechts MHC Klasse II Molekül, 

bestehend aus einer polymorphen Į-Kette und einer polymorphen ȕ-Kette mit jeweils zwei 

extrazellulären Domänen (Abbas et al., 2012). 

 

Bei der Maus werden MHC-Proteinkomplexe als H-2-Complex bezeichnet und werden 

von Genen des Haupthistokompatibilitätskomplexes, die auf dem Chromosom 17 

lokalisiert sind, codiert. Beim Menschen werden sie als HLA-System (HLA von engl. 

Human Leucocyte Antigen) bezeichnet und ihre Gene sind auf dem p-Arm des 

Chromosoms 6 lokalisiert und enthalten zahlreiche eng gekoppelte Genloci mit 

multiple Anllelen. Ein extremer genetischer Polymorphismus führt zu einer großen 

Anzahl verschiedener HLA-Phänotypen. Dabei werden bei HLA-I die Isotypen HLA-A, 

HLA-B und HLA-C und bei HLA-II die Isotypen HLA-DR, HLA-DQ und HLA-DP 

unterschieden. Die Domäne E2-Mikroglobulin wird als einziges auf dem Chromosom 

15 codiert und ist monomorph. 

 

In der Transplantationsmedizin tragen die HLAs erheblich zur Abstoßung des 

Transplantates bei. Die fremden HLA-Antigene werden von körpereigenen 

Lymphozyten erkannt und als Folge wird im Körper des Empfängers eine Alloreaktion 

ausgelöst, welche die akute Abstoßung darstellt (Murphy et al., 2012; Sijpkens et al., 

1999). Außerdem kann es zur Bildung von präformierten Antikörpern beim Empfänger 



15 
 

gegen die HLA-Antigene der Spender durch Bluttransfusionen, Schwangerschaften 

oder vorherige Transplantationen kommen (Terasaki, 2003). Dies kann durch ein HLA-

Crossmatch vor der Transplantation bestimmt werden. Vorsensibilisierte Patienten mit 

HLA-Antikörper der Klasse I und II gegen die Antigene der Spender zeigen ein 

erhöhtes Risiko für Transplantatrejektion (Susal et al., 2009).  

 
 
1.2.2. Minor Histokompatibilitätsantigene (miHA) 

 

Die Transplantatabstoßung durch die Minor Histokompatibilitätsantigene (miHA) 

wurde bereits vor 60 Jahren zum ersten Mal beschrieben. Damals wurde eine 

Abstoßung allogener Hauttransplantate zwischen MHC-identen Mäusen festgestellt 

(Snell, 1948). In der Transplantation ist sie häufig die Ursache für Graft-Versus-Host 

(GvH) oder Graft-versus-Leukemia (GvL) Reaktionen, die in bis zu 40% der Fälle nach 

einer allogenen Transplantation von hämatopoetischer Stammzellen (HSCT) auftreten, 

trotz HLA-Übereinstimmung mit dem Spender (Bortin et al., 1991). Nach einer T-Zell-

Depletion wurde das GvH-Risiko nach einer Transplantation signifikant reduziert (Hale 

et al., 1988). Die erhöhte Inzidenz von GvH und GvL Reaktionen konnte somit mit T-

Zellen in Zusammenhang gebracht werden. Ein Drittel aller beschriebenen miHA sind 

auf das H-Y Antigen zurückzuführen (Hirayama et al., 2012), welches auf dem Y-

Chromosom codiert ist und dementsprechend nur beim männlichen Geschlecht auftritt. 

 

Als miHA werden kurze prozessierte Peptidsequenzen bezeichnet, die in der 

Antigenbindungsfurche eines passenden MHC Klasse I Moleküls gebunden und in der 

Lage sind, eine alloreaktive T-Zell Reaktion auszulösen. Die Generierung der miHA 

erfolgt durch die polymorphen Regionen und ist unabhängig von den MHC-Merkmalen. 

 

 

1.2.3. Fetomaternale Toleranz 

 
Als Immuntoleranz werden Vorgänge beschrieben, die zur Vermeidung einer 

Immunreaktion gegen ein fremdes Antigen führen. Ein Beispiel aus der Natur bietet 

die fetomaternale Toleranz: Während der Schwangerschaft generiert der Fetus, 

dessen genetisches Material aus einer Kombination der maternalen und paternalen 
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DNA besteht, eine immunotolerante Umgebung, welche ihn vor dem maternalen 

Immunsystem schützt (Guleria and Sayegh, 2007). Einige Mechanismen davon sind 

bereits gut erforscht (Arck and Hecher, 2013). Oft sind jedoch die individuellen Rollen 

von einzelnen Enzymen und Molekülen noch unklar. 

Die Syncytiotrophoblasten, welche das Interface zwischen dem maternalen 

Blutsystem und fetalem Gewebe bilden (Vento-Tormo et al., 2018), weisen eine sehr 

niedrige Expression von MHC-I und MHC-II Oberflächenmolekülen auf. MHC-I und 

MHC-II spielen die größte Rolle bei der Erkennung von Fremdantigenen. In mehreren 

Studien wurde beobachtet, dass eine verminderte MHC-I Expression zu einer stark 

verminderten Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen beiträgt. Durch das Fehlen von 

MHC-II ist die Antigenpräsentation und somit die Aktivierung der CD4+ T-Zellen nicht 

mehr möglich (Clark et al., 2010; Guleria and Sayegh, 2007; Rapacz-Leonard et al., 

2014).   

Studien belegen zudem, dass eine Schwangerschaft mit einer erhöhten Frequenz von 

regulatorischen CD25hiCD4+T-Zellen (Tregs) einhergeht und die Zellen somit eine 

wichtige Rolle in der fetomaternalen Toleranz einnehmen (Aluvihare et al., 2004). Das 

Fehlen von Tregs kann im Mausmodell in einer Fehlgeburt enden und führt zur 

Akkumulation von Th-1 Zellen in der Dezidua, die gegen die paternalen Antigene 

gerichtet sind (Zenclussen et al., 2005).  

Das Enzym Indoleamine-2,3-dioxygenase (IDO) spaltet Tryptophan, eine essenzielle 

Aminosäure, welche für die T-Zell Proliferation benötigt wird, in N-formyl-L-kynurenine. 

Dieses Protein wird während der Schwangerschaft hochreguliert und scheint durch 

den beschriebenen Mechanismus die T-Zellproliferation der Mutter zu verhindern, 

indem Tryptophan aus der Serotonin-Synthese entzogen wird. Die Inhibierung von IDO 

in dem ersten Trimester der Schwangerschaft bei der Maus führte zu einer T-Zell 

basierten Abstoßung der Feten durch die maternalen T-Zellen (Spinelli et al., 2019).  
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Die Syncytiotrophoblasten zeigen zudem eine hohe Expression von HLA-G und HLA-

E, welche eine immunregulatorische Funktion haben, durch ihre Bindung zu den 

zytotoxischen T-Zellen und NK-Zellen. Zusätzliche Moleküle, wie CCL22 oder CEA 

scheinen lokal regulatorische T-Zellen anzuziehen, um die Aktivierung des 

Immunsystems zu unterdrücken (Finkenzeller et al., 2000; Guleria and Sayegh, 2007).  

 

Außerdem zeigen Syncytiotrophoblasten eine Überexpression des 

immXnregXlaWoriVchen ProWeinV CD47, ZelcheV alV Ädon¶W-eat-me³ Signal bekannW iVW 

und den Fetus vor dem maternalen Immunsystem schützt (Mawby et al., 1994). Dabei 

bindet CD47 an seinen Ligand SIRPa, der vor allem auf Makrophagen exprimiert ist, 

um den Vorgang der Phagozytose zu unterdrücken. 
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1.3. Genmodifizierung 
 

Als Genmodifizierung werden Methoden und Verfahren bezeichnet, die gezielte 

Eingriffe in das Erbgut und somit auch auf die biochemischen Steuervorgänge von 

Lebewesen ermöglichen. Dies umfasst Techniken von viralen Vektoren als 

Transportvehikel, die zusätzliche Gene in das Genom einschleusen, bis hin zu der 

CRISPR/Cas9 Technologie, die aufgrund ihrer einfachen Anwendung und Effizienz 

viele Aspekte der Genmodifizierung revolutioniert hat. Andere Methoden wie die 

Zinkfinger Nukleasen (ZFN) und TAL-Effektor-Nukleasen (TALEN) sind in ihrer 

Konstruktion und Herstellung sehr aufwendig und wurden inzwischen fast komplett 

durch die CRIPSR/Cas9 Technologie ersetzt (Boch, 2011; Kim et al., 1996).  

 

 
1.3.1. Lentivirale Überexpression 

 
Zur Überexpression von bestimmten Genen werden oft virale Vektoren eingesetzt.  

Dieser Prozess wird als Transduktion bezeichnet. Die gewünschte DNA Sequenz wird 

dabei in das Genom des Virus kloniert. Dabei werden Viren verwendet, die nicht mehr 

replikationskompetent sind. Die DNA wird per Zufall ins Genom der Zielzelle eingebaut. 

Die Selektion erfolgt meistens durch ein Antibiotikumsresistenzgen, welches im Vektor 

integriert wurde (Blesch, 2004).  
 

 

1.3.2. Engineering mit der CRIPSR/Cas9 Technologie 

 
Die CRISPR/Cas9 Technologie leitet sich von einem Mechanismus ab, mit dem sich 

Bakterien vor eindringenden Viren schützen (Jinek et al., 2012). Dabei spalten die Cas-

Proteine die DNA der Viren in kleine Fragmente auf und fügen diese alV ÄSpacer³ im 

CRISPR-Abschnitt des Bakterien-Erbguts ein. Die Zelle transkribiert die CRISPR-

Abschnitte in ein RNA Molekül (CRISPR-RNA, crRNA), welches zusammen mit der 

Tracr-RNA an das Enzym Cas9 bindet. Kommt es erneut zu einem Virenbefall, kann 

das Enzym CRISPR/Cas9 das DNA-Virus erkennen und es durch gezieltes 

Fragmentieren unschädlich machen.  
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Abbildung 1.2: Das Cas9-Protein. Die GuideRNA hat eine Spacer-Sequenz und geht komplementäre 

Basenpaarungen mit der Ziel-DNA ein. Das Nukleotid ³G´ vor Beginn des Spacers ist wichtig für die 

Erkennung durch den Promotor. Dem Protospacer in der Zielsequenz folgt PAM. Die katalytischen 

Einheiten schneiden jeweils einen der gegenüberliegenden DNA-Stränge (Mali et al., 2013).  

 

 

Für die Gentechnik kann die CRISPR-RNA Sequenz beliebig ausgetauscht werden. 

Im Jahr 2013 wurde erstmals das CRISPR/Cas9 System gezielt für genomische 

Modifikationen in Mauszellen und humanen Zellen eingesetzt. Dabei wurden die Zellen 

mit einem Vektorkonstrukt aus Genen für die Tracr-RNA, CrRNA und Cas9 aus dem 

Bakterium Streptococcus pyogenes transfiziert und erfolgreich multiple 

Doppelstrangbrüche erzeugt (Cong et al., 2013). Die Selektion transfizierter Zellen 

erfolgt mithilfe einer Koexpression von GFP oder einem Antibiotikaresistenzgen. Das 

Screening der positiven Klone kann demnach anschließend mit der 

Durchflusszytometrie oder Antibiotikaselektion durchgeführt werden. 

 

Mit der crRNA lässt sich die genaue Stelle bestimmen, wo CRISPR/Cas9 die DNA 

durchtrennt und im Zuge der anschließenden Reparatur einzelne DNA-Bausteine 

ausschneidet, austauscht oder auch neu einfügt. DNA-Doppelstrangbrüche werden 

vom zelleigenen Reparaturmechanismus beseitigt. Dabei wird zwischen der Non-

homologous end joining (NHEJ) und der homology-directed repair (HDR) 
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unterschieden. NHEJ ist weniger präzise und eher ein ÄNoWfall-

ReparaWXrmechaniVmXV³ der Zelle. Sie kann ]Xr BildXng Yon IndelV, kleinen 

Insertionen oder Deletionen, führen und kommt in allen Zellzyklusphasen vor (Lieber, 

2008). Indels als Folge der NHEJ-Reparatur können zu Basenaustausch oder 

Leseraster-Verschiebungen führen, die jedoch nicht zwingend zu einem Gen-

Knockout führen müssen.  

 

Der Reparaturmechanismus HDR ist dagegen zwar präziser, jedoch wird ein DNA-

Template benötigt. Außerdem ist der Prozess zellzyklusabhängig und hat die höchste 

Aktivität in der frühen S-Phase (Capecchi, 2005; Cui et al., 2011). Für Insertionen wird 

neben den CRISPR-Konstrukten ein DNA Template kotransfiziert, das bei der HDR 

als Vorlage genutzt werden kann.  
 

 
 
Abbildung 1.3: Nuklease induzierte Reparaturmechanismen von DNA-Doppelstrangbrüchen 

Non-homologous end joining (NHEJ) ist ein fehleranfälliger endogener Reparaturmechanismus, der zu 

Insertionen oder Deletionen führen kann. Homology-directed repair (HDR) ist ein präziser DNA-

Reparaturmechanismus, der ein Donor Template benötigt (Sander and Joung, 2014). 
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1.4. Mitochondrien 

Mitochondrien sind Organellen, die ausschließlich in eukaryotischen Zellen 

Yorkommen Xnd alV ÄKrafWZerke³ der Zelle fXngieren. Sie beViW]en eine 

Doppelmembran und eine eigene Erbsubstanz, die mitochondriale DNA, welche zum 

ersten Mal im Jahr 1963 von Margit und Sylvan Nass (Nass and Nass, 1963) 

beschrieben wurde. Sie ist zirkulär organisiert und besteht aus einem zu einem Ring 

geschlossenen DNA-Doppelstrang. Bei Säugetieren hat die mtDNA eine Größe von 

etwa 16,5 Kilobasen und exprimiert 13 mRNAs, welche alle für die Codierung von 

Protein-Untereinheiten der Atmungsketten zuständig sind (Taanman, 1999). Die 

Vererbung der mtDNA ist stets maternal über die Eizelle.  

Abbildung 1.4: Die humane mtDNA. Elf mRNAs codieren für 13 Polypeptide (Gammage and Frezza, 

2019) 
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Mitochondrien befinden sich in nahezu allen Zellen. Ihre Anzahl wird dem 

Energiebedarf der Zelle angepasst und steigert sich bei hohem Energieverbrauch. In 

den Kardiomyozyten nehmen sie ca. 30% des Zellvolumens ein (Piquereau et al., 

2013). Zu ihren Aufgaben gehört vor allem die Generierung von ATP durch die 

oxidative Phosphorylierung. Außerdem sind sie an Reaktionen des Citratzyklus und 

der Beta-Oxidation beteiligt.  Ebenfalls sind sie der Ort für die Generierung von Eisen-

Schwefel-Clustern und für die intrazelluläre Speicherung von Kalium. Zudem sind sie 

an der Regulation des programmierten Zelltods beteiligt und produzieren reaktive 

Sauerstoffspezies (ROS), die der Signaltransduktion dienen.  

In den Mitochondrien findet mehr als 90 % der benötigten Energiegewinnung zur 

Aufrechterhaltung der Lebensfunktionen einer Zelle statt. Mitochondriale 

Dysfunktionen haben demnach eine starke Auswirkung auf die Funktion und das 

Wachstum einer Zelle (Shoffner et al., 1989).  

Die Mutationsrate der mitochondrialen DNA ist im Vergleich zur genomischen DNA 

deutlich erhöht, da unter anderem unzureichende Reparaturmechanismen für 

mitochondriale DNA-Schäden existieren (Shigenaga et al., 1994). Ein Einzelnukleotid-

Polymorphismus (engl. single-nucleotide polymorphismus, SNP), was eine Variation 

eines einzelnen Basenpaares in der DNA beschreibt, könnte in der mtDNA über die 

Zeit akkumulieren. Diese genetischen Varianten sind meistens geerbt und können 

auch vererbt werden. Häufig entstehen SNPs auch durch Spontanmutationen und 

können sowohl in den Introns als auch in den Exons auftreten. In den Exons werden 

zwischen synonyme SNPs und nicht-synonyme SNPs unterschieden: Synonyme 

SNPs haben zwar eine Punktmutation, jedoch bleibt die davon abgeleiteten 

Aminosäuresequenz unverändert. Bei nicht-synonymen SNPs kommt es durch den 

Austausch des Nukleotids zu einem Aminosäurewechsel, welcher somit Auswirkungen 

auf die Gen-Transkription und die damit verbundene Translation hat. 
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Mutationen in mitochondrialen Genen sind meist heteroplasmatisch. Als 

Heteroplasmie wird das Auftreten von Mitochondrien mit unterschiedlichen mtDNA 

Sequenzen innerhalb einer Zelle bezeichnet. Die unterschiedlichen Varianten sind 

meistens auf eine Mutation, wie zum Beispiel Replikationsfehler, zurückzuführen 

(Stewart and Chinnery, 2015). Der Prozentanteil von Heteroplasmie kann in 

unterschiedlichen Gewebeproben variieren und durch eine mtDNA Sequenzierung 

bestimmt werden. 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



24 

1.5. Zielsetzung 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung neuer Strategien für die 

Zelltransplantation als Therapieoption in der klinischen Anwendung. Hierfür war es 

zunächst erforderlich, die unterschiedlichen Stammzelltypen auf ihre Immunogenität 

zu untersuchen und Mechanismen zu erforschen, die zur Zellabstoßung führen. Durch 

Modulationen mithilfe der CRISPR/Cas9 Technologie an murinen und humanen iPS-

Zellen wurden die Oberflächenmoleküle MHCI und MHCII inaktiviert und das 

tolerogene Molekül CD47 überexprimiert. DieVe Äh\poimmXnogenen³ iPS-Zellen 

wurden anschließend in Zellderivate der mesodermalen Linien differenziert und durch 

unterschiedliche in vivo und in vitro Methoden erneut auf ihre Immunogenität 

untersucht.  
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2. Publikationen

2.1 Hypoimmunogenic derivatives of induced pluripotent stem cells evade 
immune rejection in fully immunocompetent allogeneic recipients  

In diesem Kapitel wird die Publikation „Hypoimmunogenic derivatives of induced 

pluripotent stem cells evade immune rejection in fully immunocompetent allogeneic 

recipients“ vorgestellt, welche im Jahr 2019 in Nature Biotechnology publiziert wurde. 

Mein Anteil der Publikation beinhaltet die Durchführung von allen immunologischen 

sowie molekularbiologischen Experimenten, die Zelldifferenzierung und Zellkultur, 

sowie In-vivo Imaging Studien und Datenanalysen. Meine Mitwirkung an dem Paper 

resultierte in einer Erstautorenschaft.  

Titel: Hypoimmunogenic derivatives of induced pluripotent stem cells evade immune 

rejection in fully immunocompetent allogeneic recipients 

Autoren: Xiaomeng Hu*, Tobias Deuse*, Alessia Gravina, Dong Wang, Grigol 

Tediashvili, Chandrav De, William O. Thayer, Angela Wahl, J. Victor Garcia, Hermann 

Reichenspurner, Mark M. Davis, Lewis L. Lanier, Sonja Schrepfer 

*geteilte Erstautorenschaft

Journal: Nature Biotechnology,   

DOI: 10.1038/s41587-019-0016-3 
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2.2 De novo mutations in mitochondrial DNA of iPSCs produce immunogenic 
neoepitopes in mice and humans 
 
In diesem Kapitel wird die Publikation ÄDe novo mutations in mitochondrial DNA of 

iPSCs produce immunogenic neoepitopes in mice and humans“ vorgestellt, welche im 

Jahr 2019 in Nature Biotechnology publiziert wurde. Mein Anteil der Publikation 

beinhaltete die Durchführung von immunologischen sowie molekularbiologischen 

Experimenten, die Zelldifferenzierung und Zellkultur, sowie In-vivo Imaging Studien 

und Datenanalysen. Meine Mitwirkung an dem Paper resultierte in einer 

Erstautorenschaft.  
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3. Diskussion 

 

Im Laufe der Jahre wurden verschiedene Strategien untersucht, um die Aktivierung 

des Immunsystems nach einer Transplantation zu verhindern und somit die Abstoßung 

des Transplantats zu vermeiden. Um die beste Stammzelle für die Anwendung in der 

Stammzelltherapie zu bestimmen, wurden sie auf ihre Eigenschaften und 

Immunogenität untersucht. Basierend auf den Ergebnissen von vorherigen Studien 

wurden zunächst adulte Stammzellen ausgeschlossen (Biehl and Russell, 2009). 

Diese Zellen sind multipotent und bieten daher nicht die gewünschte Palette an 

Zellderivaten, welche für den Einsatz der Stammzelltherapie für unterschiedliche 

Anwendungen notwendig wäre. Embryonale Stammzellen (ESC) sind zwar pluripotent, 

jedoch ethisch bedenklich und ihr Einsatz in der Medizin bleibt kontrovers. Anfängliche 

Vermutungen, welche den ESCs eine immunotolerante Eigenschaft zusprechen, 

wurden schnell widerlegt (Deuse et al., 2011). Ihre Anwendung ist mit der Gabe von 

Immunsuppressiva begleitet, was mit starken Risiken und Nebenwirkungen verbunden 

ist. Patientenspezifische Stammzellen, hergestellt durch den somatischen 

Nukleustransfer (SCNT), tragen zwar die gleichen genetischen Informationen wie der 

Patient, jedoch führen darin enthaltene allogene Mitochondrien-Proteine zu einer 

Abstoßung des Transplantats durch die Nebenhistokompatibilitätsmerkmale (miHA). 

Induzierte pluripotente Stammzellen (iPS-Zellen) sind zwar autologe Stammzellen, 

jedoch ist ihre Reprogrammierung nicht bei jedem Patienten zu gewährleisten. Bis zum 

fertigen Endprodukt dauert die Generierung mehrere Wochen bis Monate, was für eine 

akute Anwendung, zum Beispiel nach einem Myokardinfarkt, nicht praktikabel ist. In 

dieser Arbeit wurde zudem gezeigt, dass autologe iPS-Zellen auch das eigene 

Immunsystem durch eventuelle Mutationen in der mtDNA aktivieren können.  

 

Trotz dieser Herausforderungen gab es bereits mehrere klinischen Pilotstudien, in 

denen allogene pluripotente Stammzell-Derivate (PSC-Derivate) transplantiert wurden. 

Dies umfasst unter anderem retinale Pigmentepithelzellen bei Makuladegeneration 

(Mandai et al., 2017; Schwartz et al., 2012; Schwartz et al., 2015), sowie kardiale 

Vorläuferzelle bei Herzerkrankungen (Miller, 2018). Die Transplantationen verliefen in 

den meisten Fällen in Begleitung mit einer immunsuppressiven Therapie, welche das 

Überleben der allogenen Zelltransplantate zwar fördert, jedoch in lebensbedrohlichen 
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Folgen für den Patienten resultieren kann (Gorantla et al., 2000). Aus diesem Grund 

ist verheißungsvoll, universelle hypoimmunogene Spenderzellen herzustellen, die 

nach einer Transplantation nicht abgestoßen werden und keine immunsuppressive 

Therapie benötigen. Die genetische Modifizierung ist eine vielversprechende Strategie 

zur Erstellung dieser universeller Spenderzellen.  

 
Die vorliegende Arbeit vorfolgte das Ziel der Generierung einer hypoimmunogenen 

Stammzelllinie, die für eine klinische Anwendung in der Zelltherapie in Betracht 

gezogen werden kann. Damit soll die Stammzelltherapie als Option für die 

Regenerierung von Zellen und Gewebe gefördert werden. Sie kann als Alternative zu 

einer Organtransplantation angewendet werden und somit den Mangel an 

Spenderorganen kompensieren.  

 

 

3.1 Die Immunogenität von iPS-Zellen 
 

Induzierte pluripotente Stammzellen werden von körpereigenen somatischen Zellen, 

wie z.B. Fibroblasten, durch die Rückprogrammierung ex vivo generiert und sind 

Äethisch korrekte³ Stammzellen (Moradi et al., 2019). Dabei wird die Expression von 

Pluripotenzgenen in der Zelle künstlich eingeleitet. Sie scheinen das Problem der 

Transplantatabstoßung zu lösen durch die Generierung autologer Transplantate, 

welche Patienten-spezifisch hergestellt werden können. iPS-Zellen werden nicht 

dieselben Eigenschaften wie embryonalen Stammzellen zugesprochen, stattdessen 

werden sie nur aOV Äembryonic stem cell±OiNe³ be]eichQeW. 

 

Erste Erfahrungen mit Transplantationen autologer Epithelzellen in der Netzhaut 

zeigten die technischen Schwierigkeiten bei der Erzeugung autologer 

Transplantatzellen (Mandai et al., 2017). Es erfordert eine umfangreiche und 

langwierige Generierung der iPS-Zellen und in vielen Fällen erfüllen sie nicht die 

definierte Qualitätskontrolle, welche für eine erfolgreiche Differenzierung dieser 

pluripotenten Zellen in ihre Derivate gewährleistet. Während die Standards noch 

angepasst werden könnten, berichteten viele Studien über den Verlust von 

transplantierten Zellen aus dem Gewebe, womit diese Therapie wirkungslos bleibt 

(Todorova et al., 2016). Die genauen Mechanismen dafür sind bis dato weitgehend 
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ungeklärt. Zhao et al. beschrieb im Jahr 2011, dass während des 

Rückprogrammierungsprozesses autologer iPS-Zellen die Expression bestimmter 

Gene hoch- bzw. herunterreguliert wird. Diese Änderungen könnten vom 

Immunsystem des Empfängers erkannt und die Zellen als körperfremd markiert 

werden, so dass es zur Abstoßung des Transplantats kommt (Zhao et al., 2011). 

Andere Studien berichteten von Teratomformationen nach einer Injektion humaner 

iPSCs in humanisierten Mäusen, die von T-Zell-Infiltraten und Gewebenekrose 

begleitet wurden (Zhao et al., 2015).  

 

Auch der Zelltyp der Ausgangszelle für die Generierung von iPS-Zellen scheint ihre 

einhergehende Abstoßung zu beeinflussen (Zhao et al., 2015). Zudem wurde auch 

berichtet, dass sich die Immunogenität pluripotenter Stammzellen mit der 

Differenzierung in ihre Zellderivate verringert (Araki et al., 2013; de Almeida et al., 

2014; Guha et al., 2013).  

 

Während der Rückprogrammierung entstehen neue Mutationen bis zu neun Mal 

häufiger als in Zellkulturen und könnten dabei als Neoantigene fungieren (Ji et al., 

2012). In den codierenden DNA-Sequenzen können Spontanmutationen durch den 

Austausch einzelner NXNOeiQbaVeQ ]ZaU VWXPP YeUOaXfeQ, jedRch aXch ]X ÄQRQVeQVe³, 

ÄPiVVeQVe³ XQd ÄUeadWhURXgh³ MXWaWiRQeQ f�hUeQ. Die Funktion des Proteins und auch 

dessen Antigenität kann demnach verändert werden. Die mitochondrielle DNA 

(mtDNA) ist mit einer 10- bis 20-fach erhöhten Mutationssrate noch anfälliger als die 

genomische DNA, bei der sie nur 7- bis 9-fach erhöht ist (Brown et al., 1979; Yakes 

and Van Houten, 1997; Zastawny et al., 1998).  

 

In dieser Arbeit wurde die Integrität der mtDNA in iPS-Zellen als möglicher Auslöser 

für die Abstoßung von autologen Transplantaten untersucht. Die Gründe einer 

erhöhten Mutationsrate in der mtDNA könnten unter anderem durch eine geringere 

Funktion der mtDNA-Reparaturmechanismen, das Fehlen von Histonen, welche die 

chromosomale DNA schützen, die Schädigung der mtDNA durch 

Sauerstoffintermediate oder auch die hohe Replikationsgeschwindigkeit der mtDNA  

begründet sein (Croteau et al., 1999). Obwohl die 16.569-Basenpaare umfassende 

humane mtDNA nur für 13 Proteinuntereinheiten der Elektronentransportkette codiert, 

kann sie in bestimmten Geweben zu fast 30% der gesamten mRNA beitragen (Mercer 
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et al., 2011). Die Entstehung von Heteroplasmie in der mtDNA und ihre Anreicherung 

kann die zellulären Eigenschaften der iPS-Zellen stark verändern und somit eine 

Immunbarriere für die autologe iPS-Transplantation bilden. mtDNA codierte Minor-

Antigene sind bereits als Transplantationsbarrieren bekannt (Deuse et al., 2015), 

wobei das Auftreten eines einzelnen Einzelnukleotidpolymorphismus (engl. Single 

Nucleotide Polymorphismus, SNP) für die Immunaktivierung ausreichend ist. 

 

Für die Untersuchung der Ergebnisse wurden mtDNA Sequenzierungen von murinen 

und humanen iPS-Zellen durchgeführt. Das Auftreten von Neoantigenen, ausgelöst 

durch SNPs, wurde dabei häufig beobachtet. Basierend auf mtDNA-Mutationen und 

Heteroplasmie-Anreicherung, validiert in unterschiedlichen Versuchen, konnte ein 

Schwellenwert für Neoantigene definiert werden. Das Erreichen dieser Schwelle an 

prozentualem Heteroplasmie-Anteil scheint essenziell für das Auslösen einer 

Immunantwort zu sein. Diese Neoantigene, die durch die Amplifikation von Zellen 

entstehen, würden normalerweise in vivo eiQe ÄiPPXQe cOeaUaQce³ XQWeUgeheQ (He et 

al., 2010). Da bei der Reprogrammierung und Kulturexpansion keine 

Immunüberwachung stattfindet, kommt es zu einer Äkünstlichen³ Anreichung der 

Heteroplasmie. Ob ein Neoantigen, das ausschließlich auf der mtDNA-Veränderung 

basiert, zu einem immunologisch relevanten Antigen wird, hängt davon ab, wie gut die 

MHC/HLA Proteine des Empfängers dieses Epitop präsentieren können.  

 
Anhand von unterschiedlichen Immunassays wurde validiert, dass das humane und 

murine Immunsystem bestimmte Neoantigene erkennt, die durch die SNPs in der 

mtDNA hervorgerufen wurden. Dabei ist es unerheblich, ob diese durch allogene 

Transplantation eingeführt wurden oder ob sie in autologen Zellen während der 

Reprogrammierung und der in vitro Kulturexpansion aufgetreten sind.  
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3.2 Die hypoimmunogene Stammzelle 
 

Die Natur gibt uns mit dem Beispiel der fetomaternalen Toleranz während der 

Schwangerschaft ein gutes Vorbild, wie das Immunsystem zwar allogene Zellen als 

fremd erkennt, jedoch diese nicht aktiv abstößt. Um eine hypoimmunogene Zelle zu 

konzipieren ist es wichtig, dass sie sowohl gegen die adaptiven als auch gegen die 

angeborenen Abwehrmechanismen geschützt ist bzw. der Immunabwehr des 

Empfängers aktiv entgegensteuern kann. Die Generierung einer solchen 

hypoimmunogenen Stammzelle kann als eine universell kompatible Zellquelle dienen. 

Die Differenzierung zu unterschiedlichen Zellderivaten kann direkt von Forschern ex 

vivo in großen Mengen und standardisiert durchgeführt werden. Somit werden nicht 

nur Kosten gespart, sondern auch eine bessere Qualität gewährleistet. Für akute 

KUaQNheiWeQ N|QQeQ dieVe ÄgebUaXchVfeUWigeQ³ ZeOOdeUiYaWe diUeNW, RhQe die ZXgabe 

von Immunsuppression, eingesetzt werden.  

 

In dieser Arbeit wurde die Generierung einer solchen hypoimmunogenen Stammzelle 

durch das Knockout von MHCI (B2m-/-) und MHCII (Ciita-/-) mittels der CRISPR/Cas9 

Technologie, sowie die lentivirale Überexpression des Oberflächenmoleküls Cd47, 

durchgeführt. Als Ausgangszelle im Mausmodell diente zunächst eine C57BL/6 iPS-

Zelle (miPSC). Die Modifizierung der miPSC verlief dabei schrittweise und ihre 

Immunogenität wurde nach jedem Modifikationsschritt überprüft. Die miPSCs wurden 

syngen in C57BL/6 (H2b-Haplotyp) oder allogen in BALB/c (H2d-Haplotyp) 

transplantiert. Wie erwartet wurden die unmodifizierten miPSCs in BALB/c Mäusen 

abgestoßen und zeigten 100% Überleben im syngenen Modell. Zudem wurde im 

allogenen BALB/c Modell eine starke Immunaktivierung beobachtet und keine 

Immunaktivierung im syngenen C57BL/6 Modell. Mit jedem Modifikationsschritt wurde 

das Überleben der miPSC im allogenen Setting gesteigert mit einer gleichzeitigen 

Verminderung der Immunantwort Die hypoimmunogene Zelle mit allen drei 

Modifikationen zeigte keine Immunaktivierung in vitro und 100% Langzeitüberleben in 

vivo. 

 

Mit dem ersten Modifikationsschritt wurde die MHCI vermittelte T-Zell Immunantwort 

durch das Knockout von beta-2 Microglobulin (B2m) schon deutlich geschwächt. Das 
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Langzeitüberleben der B2m-/- miPS-Zellen in vivo in allogenen BALB/c Mäusen ist von 

0% auf 60% gestiegen. Dennoch wurden fünf Tage nach der Zelltransplantation 

Donor-spezifische IgM-Antikörper im Serum nachgewiesen, welche hochsignifikant zu 

der syngenen Kontrolle angestiegen sind. Dieser Anstieg wurde mit der zweiten 

Modifizierung, dem Knockout von Ciita, deutlich reduziert. Auch das in vivo Überleben 

der B2m-/-Ciita-/- miPSCs in den BALB/c Mäusen ist auf 90% angestiegen. Die dritte 

Modifikation mit der Überexpression von Cd47 verfolgte das Ziel, die Zelle gegen die 

unspezifische Immunantwort durch die NK-Zellen und Makrophagen zu schützen. Um 

die NK-Zellen vermittelte Immunantwort zu erforschen, wurden B2m-/-Ciita-/- und 

B2m-/-Ciita-/-Cd47tg miPSCs vergleichend in spezifischen Assays untersucht. 

Während die B2m-/-Ciita-/- miPSC eine NK-Zellaktivierung zeigten, konnte bei der 

B2m-/-Ciita-/-Cd47tg miPSC keine Aktivierung der NK-Zellen festgestellt werden. 

 

 
Abbildung 3.1: Die Immunaktivierung durch Immunzellen einer unmodifizierten iPSC versus der 

hypoimmunogenen iPSC durch das Knockout von MHC Klasse I und Klasse II sowie die 

Überexpression von CD47 (Shani and Hanna, 2019).   

 
 
Die Modifikationsstrategien wurden danach auf humane iPS-Zellen (hiPSCs) 

übertragen, wobei die hypoimmunogenen hiPSCs in zwei Schritten generiert wurden: 

Im ersten Schritt wurden die Gene für B2M und CIITA gleichzeitig ausgeknockt und in 

einem zweiten Schritt das Oberflächenmolekül CD47 überexprimiert. Die 
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Immunogenität von B2M-/-CIITA-/-CD47tg hiPSCs wurde anschließend in 

humanisierten Mäusen untersucht. Die B2M-/-CIITA-/-CD47tg hiPSC zeigte dabei in 

vivo eine hundertprozentige Überlebensrate und auch in vitro keine Aktivierung des 

Immunsystems.  

 

In der Zelltherapie ist die Verwendung von Stammzellen aufgrund des Risikos einer 

Teratombildung nicht möglich. Daher ist es notwendig, diese pluripotenten Zellen in 

ihre Zellderivate, die benötigten Zelltypen, zu differenzieren. Sowohl miPSCs als auch 

hiPSCs wurden in Zellen der mesodermen Zelllinie differenziert, unter anderem in 

Endothelzellen, glatte Muskelzellen und Herzmuskelzellen. Die differenzierten Zellen 

aus unmodifizierten iPS-Zellen zeigten in der Durchflusszytometrie eine erhöhte 

Expression von MHCI und MHCII, was auf einer Steigerung der Immunogenität 

gegenüber ihrer Ausgangszelle hinweist. Zusammenfassend kann die Aussage 

getroffen werden, dass alle drei Modifikationsschritte notwendig sind, um eine allogene 

Immunantwort zu inhibieren. 
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3.3 Risiken und Nebenwirkungen  
 
 
Das Verwenden von Zellen ohne die Expression von MHC-Molekülen auf ihrer 

Zelloberfläche ist in vielerlei Hinsicht bedenklich. Ein großes Problem könnte die 

maligne Transformation darstellen (Hicklin et al., 1998). Studien belegen, dass MHCI 

und MHCII Knockouts bei Mäusen an sich zwar nicht die Onkogenese fördern, jedoch 

könnte die Transplantation von Zellen ohne MHC Expression, welche von der 

malignen Transformation betroffen sind, die Bekämpfung durch das Immunsystem des 

Empfängers erschweren. In der Theorie ist es sogar möglich, dass Tumorzelllinien 

unter verschiedenen Individuen übertragbar wären. Ein extremes Beispiel bieten 

Tumorzelllinien, die bei Hunden oder auch bei den Beutelteufeln auftreten und die 

Übertragung dieser Zellen z.B. über Geschlechtskontakt ermöglichen (Pearse and 

Swift, 2006). Charakteristisch für diese Tumorzelllinien ist die reduzierte Expression 

von MHCI und MHCII, welche unter anderem durch TAP2 und RFXAP reguliert werden 

(Decker et al., 2015).   

 

Für die klinische Anwendung sollte daher die zu transplantierende Zellpopulation auf 

onkogenetische Mutationen gescreent werden, um das Risiko der malignen 

Transformation zu minimieren. Dennoch wird immer ein Restrisiko verbleiben: 

onkogenetische Zellen, die nicht durch das Screening identifiziert wurden, oder 

Tumorzellen, die nach der Transplantation entstehen. Als zusätzlichen Mechanismus 

wäre der Einbau eines Suizidgens in die hypoimmunogenen Zellen denkbar, dessen 

Expression bei Bedarf induziert werden kann (Gargett and Brown, 2014).  

 

Die Wirkungsweise eines solchen Sicherheitssystems ist unterschiedlich und hängt 

von vielen Faktoren ab, letztlich auch davon, wie das Suizidgen in das Genom 

integriert ist. In den meisteQ AQZeQdXQgeQ, Zie deU ÄiQdX]ieUbaUen Caspase 9 

(iCaVS9)³ RdeU deU ÄHeUSeV ViPSOe[ YiUXV Wh\PidiQe NiQaVe³, ZXUdeQ die GeQNRSieQ 

zufällig im Genom integriert (Straathof et al., 2005). Die Expression und somit auch 

die Wirksamkeit des Suizidgens ist stark von den integrierten Kopienzahl abhängig 

(Ramos et al., 2010). Bei der iCasp9 wird die Zellapoptose durch eine Dimerisation 

mithilfe von small molecules wie AP1903 oder AP20187 eingeleitet. Zellen, die 
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dagegeQ daV PURWeiQ ÄHeUSeV ViPSOe[ YiUXV Wh\PidiQe NiQaVe³ e[SUiPieUeQ, geheQ 

durch die Zugabe von Ganciclovir, einem Virostatikum, in die Apoptose.  

 

Die Suizidgene können auch in den hypoimmunogenen Zellen so transkribiert sein, 

dass sie nur in sich schnell teilenden Zellen aktiviert werden. Dies würde eine selektive 

Eliminierung von Zellen ermöglichen, die eventuell von der malignen Transformation 

betroffen sind.  

 

Ein anderes Bedenken ist die virale Infektion von MHC negativen Zellen, die 

normalerweise vom Immunsystem erkannt und eliminiert werden. Dennoch haben 

Studien gezeigt, dass MHC-defiziente Mäuse die Inokulation mit vielen Pathogenen 

durch die Aktivierung des unspezifischen Immunsystem umgehen und eine mögliche 

Infektion durch MHC-unabhängige Mechanismen limitieren (Hou et al., 1992; Spriggs 

et al., 1992).  
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3.4 Strategien zur Generierung von hypoimmunogenen Zellen  
 
 

Die Anwendung einer hypoimmunogenen Zelllinie für die klinische Zelltherapie 

erfordert, dass sie als Spenderzellen das Immunsystem des Patienten autonom 

manipulieren. Ein entscheidendes Element wird daher die Fähigkeit sein, bestimmte 

Gene, die eine Abstoßung hervorrufen, auszuschalten und gleichzeitig 

immunmodulatorische Gene zu überexprimieren.  

 

 
3.4.1 Modifizierung von MHC I 
 

Das MHCI-Molekül besteht aus einer polymorphen, schweren Kette, die mit einer 

MiNURgORbXOiQ (ȕ2M) UQWeUeiQheiW YeUbXQdeQ iVW. Es ist seit langem bekannt, dass MHC-

Moleküle eine entscheidende Rolle bei der Abstoßung allogener Zellen und Gewebe 

durch die T-Zellaktivierung spielen. Während bei der hämatopoetischen 

Zelltransplantation die Übereinstimmung der HLA Merkmale zwischen dem Spender 

und dem Empfänger besonders wichtig ist (Petersdorf, 2008), können Patienten bei 

einer soliden Organtransplantation einen HLA-Mismatch besser tolerieren (Zachary 

and Leffell, 2016).   

 

Das B2m-Gen war eines der ersten Gene, die in der Maus ausgeschaltet wurden. Bei 

diesen Mäusen fehlt die Oberflächenexpression von MHC I-Molekülen. Sie zeigen 

keine groben Anomalien, außer einem Mangel an CD8+ T-Zellen (Koller et al., 1990; 

Zijlstra et al., 1990). Ebenso weisen Menschen mit Mutationen in den Transporter-

Molekülen TAP1 oder TAP2 eine geringe Oberflächenexpression von HLA-Klasse-I-

Molekülen auf und sind nahezu gesund (Zimmer et al., 2005). Auch in humanen Zellen 

führt das Knockout von B2M zu einer fehlenden Expression von HLA-I auf der 

Zelloberfläche (Mattapally et al., 2018). Einige Studien berichteten von einer 

Chromosomenanomalie, welche durch das Knockout von B2M hervorgerufen wurde 

und sich somit letztendlich auf den therapeutischen Nutzen dieser Strategie auswirken 

könnte (Gornalusse et al., 2017). Eine der möglichen Ursachen für die 

Chromosomenanomalie könnte die Technik zur Generierung der Knockout-Zelle sein.  

Dieses Phänomen konnten wir in unserer Arbeit nicht bestätigen. 
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Der B2m-/- Mausstamm stellte die ersten universellen Spenderorgane bereit für 

allogene Transplantationen im Mausmodell. In einigen Studien war ein signifikant 

besseres Überleben des Spendergewebes gezeigt worden (Coffman et al., 1993; 

Prange et al., 2001; Qian et al., 1996). Knochenmarktransplantationen mit Zellen der 

B2m-/- Mäuse zeigten, dass die fehlende MHCI Expression das Killing durch die NK-

Zellen förderte und es zu einer Abstoßung der Spenderzellen kam (Bix et al., 1991). 

Es ist ebenso bekannt, dass NK-Zellen beim Menschen eine komplexe Rolle bei 

allogenen Organtransplantation spielen (Benichou et al., 2011). Man spricht dabei von 

deU VRgeQaQQWeQ ÄPiVViQg-VeOf³ TheRUie (Karre et al., 1986), welche besagt, dass MHCI 

auf NK-Zellen eine inhibierende Wirkung haben und im Umkehrschluss somit die 

Zellen ohne MHCI durch NK-Zellen lysiert werden.  

 

Ein möglicher Ansatz zur Generierung universeller hypoimmunogener Stammzellen 

könnte auch die Modifikation von HLAI-Molekülen darstellen, wie die Moleküle der 

Klasse Ib HLA-E und HLA-G. Wird nur die Expression dieser nicht polymorphen 

Oberflächenmoleküle gefördert, kann die NK-Zell-abhängige Lyse inhibiert werden, 

ohne dabei eine allogene Immunantwort zu triggern (Navarro et al., 1999).  

 

HLA-E ist ein Ligand für den CD94 / NKG2A-Rezeptor und hat einen inhibierenden 

Effekt auf NK-Zellen (Braud et al., 1998; Lee et al., 1998). HLA-G wird normalerweise 

auf der Oberfläche von Zellen in den Trophoblasten der Plazenta exprimiert, die kein 

HLA-A, HLA-B oder HLA-C aufweisen, und schützt sie somit vor der NK-Zell-

vermittelten Lyse durch die Wechselwirkung mit den inhibierenden Rezeptoren 

KIR2DL4 und ILT2. In einigen Studien wurde auch gezeigt, dass HLA-I negative 

Tumorzellen HLA-G exprimieren, um sich vor der NK-Zell Lyse zu schützen (Gonen-

Gross et al., 2010; Pazmany et al., 1996; Rajagopalan and Long, 1999). Über die 

Funktion ist weniger bekannt. 

 

Die Überexpression von HLA-E und HLA-G führte zu einer reduzierten Immunogenität 

von humanen Stammzellen und ihren Zellderivaten, einschließlich einer verminderten 

NK-Zell Aktivierung (Zhao et al., 2017; Zhao et al., 2014). Gornalusse et al. berichteten 

von der Überexpression eines Fusionsproteins aus B2M und HLA-E auf einer 

ansonsten B2M-/- ESC-Linie. HLA-E war somit das einzig exprimierte HLA-I Molekül 

auf der Zelloberfläche (Gornalusse et al., 2017). In vitro Experimente wiesen eine 
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signifikante Reduzierung von CD8+ T-Zellen, NK-Zellen und B-Zellen auf. Letztlich ist 

es unwahrscheinlich, dass die alleinige Überexpression von HLA-E eine allogene 

Immunantwort komplett inhibieren kann, da humane NK-Zellen ein besonders diverses 

Rezeptorrepertoire aufweisen (Horowitz et al., 2013).   

 
 
 
3.4.2 Modifizierung von MHC II 
 

HLA Klasse II Proteine (HLA-DP, HLA-DQ und HLA-DR) sind Heterodimere mit 

polymorphen Į -Ketten und ȕ -Ketten, die auf Antigen-präsentierenden Zellen, wie z. 

B. B-Zellen, Makrophagen und dendritischen Zellen exprimiert werden. Therapien, die 

auf diesen Zelltypen basieren, erfordern ein kombiniertes Engineering von HLA Klasse 

I und Klasse II, um eine allogene Abstoßung zu verhindern. Da HLA-II Proteine nicht 

wie HLA-I Proteine auf fast jeder Zelle exprimiert sind, wurde das Engineering von 

HLA-II oft als optional angesehen. Die vorliegende Arbeit zeigt jedoch, dass durch eine 

Stimulierung durch TNFĮ sowohl die iPSCs als auch ihre Zellderivate (Kardiomyozyten, 

glatte Muskelzellen und Endothelzellen) MHC-II als Oberflächenmolekül exprimieren. 

Andere Studien belegen ebenfalls die HLA-II Expression nach Zytokinstimulierung bei 

Stromazellen und ȕ-Islet-Zellen (Hematti, 2008; Soldevila et al., 1990; Sugimoto et al., 

1989).  

 

Im Gegensatz zum HLA-I Knockout, führt ein Knockout von HLA-II nicht zur Aktivierung 

von NK-Zellen. Anstatt einzelne polymorphe HLA-Klasse-II-Gene auszuschalten, ist 

es deutlich einfacher, einen der Transkriptionsfaktoren zu modifizieren, der für die 

Expression aller HLA-II Gene erforderlich ist. Bei MeQVcheQ PiW ÄbaUe 

O\PShRc\We³ S\QdURP fehOt die HLA-II Expression aufgrund von Mutationen in einem 

von vier verschiedenen Transkriptionsfaktor-Genen: CIITA, RFX5, RFXAP oder 

RFXANK (DeSandro et al., 1999). Ciita-/- Mäuse wurden bereits erfolgreich auf die 

Abwesenheit der MHC-II Oberflächenmoleküle getestet und das Mausmodell wurde 

bereits etabliert (Chang et al., 1996). Trotz fehlender Expression von HLA-II beim 

Menschen und MHC-II bei der Maus zeigen Betroffene eine nahezu normale 

Entwicklung mit der Ausnahme von einer T-Zell-Defizienz und Immunschwäche 

(Cosgrove et al., 1991; Ouederni et al., 2011). Sowohl CIITA als auch RFXANK 

konnten in humanen pluripotenten Stammzellen ausgeknockt werden und zeigten kein 
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HLA-II auf der Zelloberfläche (Chen et al., 2015). Mattapally et al. haben bereits im 

Jahr 2018 ein kombiniertes Knockout von B2M und CIITA beschrieben (Mattapally et 

al., 2018). 

 

 

3.4.3 Weitere Strategien 
 
Neben dem gezielten Knockout der polymorphen HLA-Expression bietet die Natur 

YieOeUOei SWUaWegieQ YRQ Äimmune cORaNiQg³, ZeOche eYeQWXeOO f�U das Design weiterer 

Versionen von Universalzellen herangezogen werden können. Krebszellen sind ein 

gutes Beispiel dafür: Sie exprimieren einzigartige Antigene, die von T-Zellen erkannt 

werden können, und müssen daher Wege finden, um das Immunsystem zu umgehen 

(Coulie et al., 2014).   

 

Ähnlich wie die Plazenta während einer Schwangerschaft, haben einige Krebszellen 

die Fähigkeit entwickelt, die Expansion und Aktivität von Effektor-T-Zellen durch die 

Induktion und Aktivierung regulatorischer T-Zellen (Tregs) zu verhindern. Klinische 

Daten zeigen, dass ein geringer Anteil von Tregs unter den tumorinfiltrierenden 

Lymphozyten bei Krebserkrankungen entscheidend ist und sich positiv auf die 

Heilungschancen auswirkt (Gooden et al., 2011). Tumorzellen haben ebenfalls ein 

sehr hohes Expressionslevel der Checkpoint-Moleküle PDL1 (engl. programmed cell 

death ligand 1) und CTLA4 (engl. cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4), welche 

T-Zellen und kostimulatorische Zellen hemmen (Pardoll, 2012). Andere T-Zell-

Inhibitoren wie das Enzym IDO (Indoleamin-Pyrrol-2,3-Dioxygenase) oder das 

Oberflächenmolekül FASL27 werden ebenfalls exprimiert (Balachandran et al., 2011; 

Peter et al., 2015).  
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Abbildung 3.2: Mechanismen zur Unterdrückung der Immunaktivierung. Die Abstoßung von 

allogenen Zellen durch das angeborene Immunsystem (a) und durch das adaptive Immunsystem (b) 

(Lanza et al., 2019) 

 

Es wurde auch gezeigt, dass Krebszellen die Fähigkeit besitzen, die von NK- und T-

Zellen produzierten Granzyme zu inhibieren durch die Expression von Protease-

Inhibitoren wie SERPINB9 (Medema et al., 2001), weiterhin den Angriff von 

Makrophagen durch die Expression von CD47 zu inhibieren (Matlung et al., 2017) und 

ebenso die Differenzierung der Monozyten zu entzündungshemmenden M2 

Phänotypen zu fördern (Gajewski et al., 2013). Diese Signalwege werden vor allem 

durch immunsuppressive Zytokine wie CCL21 (engl. CC-chemokine ligand 21), oder 

aXch TGFȕ (eQgO. Wransforming growth factor beta) unterstützt (Bierie and Moses, 2006; 

Shields et al., 2010). Eine weitere Studie zeigte, dass die Überexpression von acht 

lokal wirkenden immunmodulatorischen Transgenen, einschließlich Pdl1, FasL, Cd47, 

Cd200, Ccl21, Mfge8, H2-M3 und Spi6 in C57BL/6 ESCs, das Langzeitüberleben 

dieser Zellen in diversen allogenen Mausmodellen bewirkt (Harding et al., 2020).  
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3.5 Ausblick 
 

Die Ergebnisse dieser Doktorarbeit haben gezeigt, dass autologe iPSC und iPSC-

abgeleitete Zellprodukte nicht automatisch immunologisch inert sind. Für die autologe 

Zelltransplantation sollten Mutationen in der mtDNA unbedingt als Ursache für eine 

mögliche Immunaktivierung in Betracht gezogen werden.  

 

Das allogene Überleben der hypoimmunogenen Zellen und ihrer Zellderivate konnte 

sowohl im Mausmodell für Mauszellen als auch im humanisierten Mausmodell für 

humanen Zellen gezeigt werden. Die Kombination der drei beschriebenen Moleküle 

scheint vielversprechend zu sein um universale iPSCs zu generieren die jederzeit für 

allogene Transplantationen in der regenerative Medizin verwendet werden können. 
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