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Muskelstammzelltherapien

Stammezelltherapien
fur Muskeldystrophien
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Muscular dystrophies are devastating and untreatable genetic
diseases leading to progressive muscle degeneration and weakness.
The expanding landscape of CRISPR-Cas-based genome editing tools
allows the in situ repair of many disease-causing mutations in patient
cells in an unprecedented manner. Here, | discuss recent advances and
challenges for using gene edited muscle stem cells in autologous cell
replacement therapies to treat muscular dystrophy.
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B Unter dem Begriff ,Muskeldystrophie®
versteht man eine heterogene Gruppe von
genetischen Krankheiten, die zu einem fort-
schreitenden Verlust von intakter Skelett-
muskulatur fiihren und zum Teil auch den
Herzmuskel betreffen konnen. Muskeldys-
trophien sind monogene Krankheiten, d.h.
Mutationen in einem einzigen Gen verursa-
chen die Krankheit. Gene sind der Bauplan
fiir Proteine und diese sind entscheidend fiir
die Funktionsfahigkeit von Zellen. Die meis-
ten krankheitsauslosenden Mutationen fiih-
ren dazu, dass entweder kein oder ein
funktionsunfdhiges Protein hergestellt wird.
Handelt es sich um bestimmte Proteine, die
in der quergestreiften Muskulatur eine wich-
tige Rolle spielen, verursacht dies Muskel-
dystrophien. Derzeit sind etwa 50 Gene
bekannt, bei denen Mutationen zu Muskel-
dystrophien fiihren kénnen.
Muskeldystrophie-Patient:innen leiden
unter fortschreitendem Muskelkraftverlust
mit erheblichen Einschrankungen im tagli-
chen Leben und medizinischen Problemen.
Patient:innen verlieren die Fahigkeit, den
Arm zu heben, nach Gegenstanden zu greifen
oder sind auf einen Rollstuhl angewiesen.
Einige sind aufgrund der Beeintriachtigung
ihres Zwerchfellmuskels in ihrer Atmungs-
funktion eingeschrankt. Die verschiedenen

BIOspektrum | 05.22 | 28.Jahrgang ) Springer

Muskeldystrophien unterscheiden sich im
Krankheitsbeginn (Alter), Krankheitsverlauf,
klinischen Symptomen und den besonders
betroffenen Muskelgruppen. Eines haben
jedoch allen Muskeldystrophien gemeinsam:
Derzeit existiert weder eine effektive Thera-

pie noch eine Heilung. Die Standardbehand-
lung besteht darin, palliative Unterstiitzung
anzubieten. Bisher konnte jedoch nicht die
Krankheitsursache repariert werden, die
krankheitsauslosende Veranderung im
betroffenen Gen.

Die Muskelstammazelle

Alle Muskeldystrophien fiihren zu einer fort-
schreitenden Degeneration der Skelettmus-
kulatur. Bei Gesunden ist der Skelettmuskel
ein sehr plastisches Organ. Er muss sich
schnell an Veranderungen des Lebensstils
anpassen und ist immer groBen mechani-
schen Belastungen und Stress ausgesetzt.
Dies ist zum GroBteil nur moglich, weil der
Skelettmuskel mit einem eigenen Reservoir
an erwachsenen Stammzellen ausgestattet
ist. Muskelstammzellen, auch Satellitenzel-
len genannt, befinden sich in einer speziali-
sierten Nische zwischen Muskelfasern und
sind normalerweise im Ruhezustand. Wer-
den sie als Reaktion auf bestimmte Reize, wie
z.B. einer Muskelverletzung aktiviert, ver-
mehren sie sich und konnen eine grofe
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A Abb. 2: Verschiedene Arten der Genom-Editierung mit CRISPR-Cas-basierten Werkzeugen.
Beim klassischen CRISPR-Cas9 (links) schneidet Cas9 die Ziel-DNA. Der Doppelstrangbruch wird
von der Zelle repariert, was zu verschiedenen Ergebnissen fiihrt. Beim base editing (Mitte) wird
Cas9 an eine Adenosin- oder Cytosin-Desaminase fusioniert, die an bestimmten Positionen der
sgRNA-Zielsequenz jeweils A>G/C>T-Nukleotide umwandeln, ohne die DNA zu schneiden. Beim
prime editing (rechts) kopiert eine reverse Transkriptase eine Sequenz von einer modifizierten

gRNA und fiigt sie an der Zielstelle ein. Ziel-DNA: schwarz, gRNA: blau.

Anzahl von Muskelvorlduferzellen generie-
ren. Diese fusionieren miteinander und bau-
en die vielkernigen Muskelfasern auf, die
funktionellen Einheiten der Skelettmuskula-
tur.

Muskelstammzellen machen nur etwa
zwei Prozent aller Muskelzellen aus, sind
aber in der Lage, das Muskelgewebe bis ins
hohe Alter trotz tiglicher ,Abnutzung® funk-
tionsféhig zu halten. Sie besitzen zudem die
Fahigkeit, Muskeln nach Verletzung zu rege-
nerieren. Bei vielen Muskeldystrophien ist
die Funktion der Muskelstammzellen nicht
direkt durch den Gendefekt beeintrachtigt.
Die Muskelfasern sind jedoch aufgrund der
genetischen Fehlfunktion instabil und miis-
sen standig repariert oder durch neue ersetzt
werden.

Zellersatztherapien

Zellersatztherapien flir Muskeldystrophien
zielen darauf ab, das kranke Gewebe mit
transplantierten Zellen zu unterstiitzen oder
sogar wiederherzustellen. Die Zellen miissen
sowohl neue gesunde Muskelfasern bilden
als auch die Stammzellnische mit neuen
Satellitenzellen besiedeln. Letzteres ist erfor-
derlich, um eine gesunde Muskelhomdoostase
und -regeneration langfristig aufrechtzuer-
halten. Die vielversprechendsten Quellen
sind derzeit primare Muskelstamm- und

-vorlauferzellen, die aus einem Muskel-
biopsiepraparat isoliert werden, oder myo-
gene Zellen, die aus induzierten pluripoten-
ten Stammzellen (iPS) differenziert werden.

Menschliche iPS-Zellen wurden erstmals
2007 gewonnen. Durch das Einbringung von
spezifischen Transkriptionsfaktoren konnen
Korperzellen eines Erwachsenen in einen
embryonalen stammzelldhnlichen Phanotyp
zurlickprogrammiert werden [1]. Aus den
iPS-Zellen konnen dann wieder unterschied-
lichste gewebespezifische Zelltypen gene-
riert werden. Fiir die Entwicklung dieser
Technologie erhielt Shinya Yamanaka 2012
den Nobelpreis fiir Physiologie oder Medizin.
Seitdem haben zahlreiche Labore Protokolle
zur in vitro-Differenzierung von iPS-Zellen in
eine Vielzahl von Zelltypen entwickelt,
darunter auch muskelvorldauferdhnliche Zel-
len [2, 3]. Als Quelle transplantierbarer myo-
gener Zellen haben iPS-Zellen den Vorteil,
dass sie nahezu unbegrenzt vermehrt wer-
den konnen, bevor sie in die gewiinschten
Gewebezellen differenziert werden. Es ist
jedoch eine Herausforderung, reine Kulturen
iPS-abgeleiteter muskelspezifische Zellen zu
generieren ohne kontaminierende Zelltypen
oder nur teildifferenzierte Zellen als Neben-
produkte zu erhalten. Das ist umso entschei-
dender, da iPS-Zellen ein intrinsisches Poten-
zial haben, Tumore zu bilden. Daher ist der

therapeutische Einsatz von aus iPS-Zellen
generierten Muskelvorlauferzellen derzeit
noch mit Sicherheitsbedenken verbunden.
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Des Weiteren dhneln iPS-abgeleitete Muskel-
zellen noch eher den embryonalen Vorlaufer-
zellen als den adulten Muskelstammzellen
und bilden im Vergleich nach der Transplan-
tation in Muskelgewebe kleinere Muskelfa-
sern aus [4, 5]. Diese Herausforderungen
konnten in Zukunft durch weitere Innovation
gelost werden.

Primére Muskelstamm- und -vorlduferzel-
len hingegen haben eine klar definierte Iden-
titdit. Tumore, die aus diesen Zellen entste-
hen, sind extrem selten. Nachteilig ist, dass
sie auBerhalb des Korpers (ex vivo) nur
begrenzt vermehrt werden kénnen und bei
langerer Kultivierung allmédhlich ihren
Stammzellcharakter und folglich ihre Rege-
nerationsfahigkeit verlieren. Wir und andere
haben gezeigt, dass ihre Stammzelleigen-
schaften durch neue Methoden der Zellisolie-
rung und ex vivo-Kultur erhalten werden
konnen. Bei Transplantation in immunsup-
primierte Mause konnen diese primdren
menschlichen Muskelstammzellen neue
Muskelfasern erzeugen und die Satelliten-
zellnische mit neuen funktionellen Stamm-
zellen besiedeln [6, 7].

Zellersatztherapien mit korpereigenen
bzw. autologen Zellen haben den Vorteil, kei-
ne Immunabwehr hervorzurufen. Der krank-
machende Gendefekt muss aber repariert
werden, bevor die Zellen den Muskeldystro-
phie-Patient:innen injiziert werden (Abb. 1).
Erst dann konnen sie nachhaltig neues
gesundes und voll funktionsfahiges Muskel-
gewebe aufbauen.

Genom-Editierung mit CRISPR-
Cas-Systemen

Zahlreiche Werkzeuge und Methoden wur-
den tber letzten Jahrzehnte hinweg ent-
wickelt, um das Genom vieler Organismen zu
manipulieren. Doch erst seit der Entdeckung
der Funktionsweise der bakteriellen
CRISPR-Cas-Systeme im Jahr 2012 wurde die
gezielte Manipulation bestimmter Sequen-
zen, die Genom-Editierung (gene editing), in
der Entwicklung von Gentherapien in
ungeahntem AusmaB moglich [8]. Fir diese
Entdeckung erhielten Emmanuelle Charpen-
tier und Jennifer A. Doudna den Nobelpreis
fiir Chemie im Jahr 2020.

CRISPR steht fiir clustered regularly inter-
spersed short palindromic repeats und Cas fiir
CRISPR-associated. Cas-Proteine sind pro-
grammierbare Nukleasen, die DNA oder RNA
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ortsspezifisch binden und schneiden. Sie
werden gesteuert von kurzen RNA-Sequen-
zen, den guide RNAs (gRNAs), mit denen sie
einen Komplex bilden. Die gRNA ist in ca. 20
Nukleotiden passend zur Zielsequenz. Das
bisher am besten untersuchte und am hédu-
figsten verwendete System ist CRISPR-Cas9.
Cas9-gRNA-Komplexe konnen mit verschie-
denen Methoden in menschliche Zellen ein-
gebracht werden. In die Zelle eingefiihrt
wirkt Cas9 als eine Genschere, die durch die
Anpassung der gRNA-Sequenz auf praktisch
jeden Sequenzabschnitt im Genom gerichtet
werden kann, wo sie dann gezielt schneidet.
Der generierte DNA-Bruch wird von der Zelle
repariert, in der Regel auf eine leicht fehler-
hafte Weise, wodurch kleine Insertionen oder
Deletionen entstehen. Dies ist ein sehr effek-
tiver Weg, um Anderungen im genetischen
Leseraster einzufiihren, die wirksam genutzt
werden konnen, um z. B. Gene zu inaktivie-
ren oder Leserastermutationen zu korrigie-
ren. Gentechnisch inaktivierte Cas-Enzyme,
die die DNA nicht schneiden, konnen mit
zusatzlichen Proteinen kombiniert werden,
um den genetischen Code auf noch prézisere
Weise umzuschreiben. Mit base editing kon-
nen spezifische Basenpaare umgewandelt
werden, um eine Vielzahl einzelner Basen-
austauschmutationen mit hoher Prazision zu
reparieren. Prime editing nutzt eine modifi-
zierte gRNA als Vorlage, um eine gewiinsch-
te Sequenz an der Zielstelle einzufligen
(Abb. 2, [9]).

Wir haben kiirzlich gezeigt, dass reine und
regenerative primiare Muskelstammzellen
von Patient:innen mit Muskeldystrophie iso-
liert und mit CRISPR-Cas9-basierten Werk-
zeugen sehr effizient korrigiert werden kon-
nen. In Mausen regenerieren diese genkorri-
gierten Zellen Muskelgewebe und besiedeln
die Stammzellnische neu (Abb. 3, [10]).
Autologe Zellersatztherapien mit geneditier-
ten Muskelstammzellen konnten daher eine
langfristige therapeutische Wirkung haben.
Hier konnten wir zudem zeigen, dass mRNA
ein ideales Substrat fiir die sichere und robu-
ste Einflihrung von CRISPR-Cas-Werkzeugen
in menschliche Muskelstammzellen ist.
mRNA wird nach wenigen Tagen in der Zelle
abgebaut und dadurch werden Risiken der
Genom-Editierung, wie die ungewollte Ver-
anderung von DNA an anderer Stelle, mini-
miert. In menschlichen Muskelstammzellen
konnte mittels mRNA eine sehr hohe Editie-
rungseffizienz erreicht werden [11]. Insbe-
sondere base editing ermoglicht eine nahezu
vollstandige und prazise Reparatur krank-
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A Abb. 3: Gen-editierte Patienten-Muskelstammzellen regenerieren Muskel in vivo. Muskel-
stammzellen eines Patienten, der eine Muskeldystrophie verursachende SGCA c.157G>A-Muta-
tion trégt, wurden durch base editing genkorrigiert und in den Tibialis anterior-Muskel immun-
defizienter (NSG) Méuse transplantiert. Schnitte eines transplantierten Muskels wurden mit Anti-
korpern gefarbt. A, menschliche Zellkerne (gelb) und menschliche Muskelfasern (rot), die in dem
Maus-Muskel angewachsen sind. MaBstabsskala: 100 um. B, zwei Bilder desselben Bereichs.
Links: Menschliche Zellkerne (gelb), rechts: Basallamina, die Muskelfasern umringt (griin). PAX7
(rot) kennzeichnet eine menschliche Zelle, die die Muskelstammzellnische neu besiedelt hat
(Pfeil). Alle Zellkerne (Maus und Mensch) sind blau dargestellt. MaBstabsskala: 5 um.

heitsauslosender Mutationen in kultivierten
Patient:innen-Muskelstammzellen. Diese
jingsten Fortschritte in der Stammzellbiolo-
gie und Genom-Editierung machen daher die
Muskelstammzellen fiir autologe Genersatz-
therapien zur Behandlung von Muskeldystro-
phien sehr interessant.

Derzeitige Limitierungen und
Zukunftsperspektiven

Die Limitierung von primédren Muskelstamm-
zellen fiir die therapeutische Nutzung liegt
in ihrer begrenzten Zellteilungsfahigkeit
nach Isolation aus dem Gewebe. Deswegen
konnen nach Stand der Technik nur eine
begrenzte Menge an Muskelgewebe im Rah-
men einer autologen Transplantation rekon-
struiert werden. Auch wenn Muskeldystro-
phien grundsétzlich alle Muskeln betreffen
konnen, ist der Grad des Funktionsverlusts
fiir die jeweiligen Muskelgruppe sehr unter-
schiedlich ausgepragt. Fiir Patient:innen ist
es von entscheidender Bedeutung, vor allem
die lebenderhaltenden oder im taglichen
Leben besonders relevanten Muskeln in
ihrer Funktion zu stirken.

Wenn die Gen-Editierwerkzeuge tiber die
Blutbahn in das Muskelgewebe im Korper
(in vivo) eingebracht wiirden, konnten Muta-
tionen in vielen Muskeln im ganzen Korper,
einschlieBlich des Zwerchfells und des
Herzens, effizient repariert werden. Die der-
zeit groBte Herausforderung im Zusammen-
hang mit in vivo-Genom-Editierungsthera-
pien besteht in der effizienten und sicheren
systemischen Verabreichung der CRISPR-
Werkzeuge in den Muskel. Jiingste Entwick-
lungen, u.a. auf dem Gebiet der mRNA-

Therapeutika, wie z. B. die COVID19-Impf-
stoffe, konnten dies bald dandern. Mit einem
solchen Verabreichungsverfahren auch die
Satellitenzellen im Gewebe zu erreichen,
scheint derzeit aufgrund der anatomischen
Eigenschaften ihrer Stammzellnische und
ihrer geringen Menge im Muskelgewebe eine
Herausforderung darzustellen. Die Zell-
ersatztherapie stellt daher, allein und
zukiinftig in Kombination mit systemisch
verabreichten Genom-Editierungstherapie,
eine vielversprechende Behandlungsoption
mit einer langanhaltenden therapeutischen
Wirkung dar. Ein besseres Verstindnis der
Biologie der Muskelstammzellen konnte der
Schliissel sein, um ihr therapeutisches
Potenzial weiter zu erhdhen.

Trotz wachsender Anzahl von CRISPR-
basierten Werkzeugen gibt es noch Ein-
schriankungen bei der Reparatur bestimmter
Arten von Mutationen. Der verfiighare Werk-
zeugkasten wird jedoch schnell erweitert. In
Zukunft konnten daher neue Werkzeuge zur
Verfligung stehen werden, die es ermdgli-
chen, den genetischen Code in fast jeder
gewlinschten Weise umzuschreiben. Erste
klinische Studienergebnisse unter Verwen-
dung von CRISPR-basierten Verfahren in der
Therapie von z. B. Blutkrankheiten sind viel-
versprechend. Dies konnte zukiinftig auch
ein echter ,Gamechanger” fiir die Behand-
lung von Muskeldystrophien sein.
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