Anlage 1
(zu Nr. 3.1 BNBest-BMBF 98)

Schlussbericht zu Nr. 3.2

Zuwendungsempfanger: Forderkennzeichen:
Torsten Tonn, Marcus Odendahl 01EK1610B

Vorhabenbezeichnung:
Verbundprojekt: iPStemRNA — Generierung von GMP-konformen induzierten pluripotenten Stammzellen

aus Universalspendern — Teilvorhaben B, AG Tonn: Auswahl und Rekrutierung der Universalspender

Laufzeit des Vorhabens: 01.05.2017 - 31.10.2023

Laufzeit des Vorhabens: 01.05.2017 -31.10.2023

I. Kurze Darstellung

1. Aufgabenstellung
1.1 Gesamtziel des Vorhabens (Konsortiums)

Das Konsortium hat sich zum Ziel gesetzt, einen Prozess zu entwickeln, Good Manufacturing
Practice (GMP)-konforme induzierte pluripotente Stammzellen (iPS)-Zelllinien mit dem mmRNA
Reprogrammierungsverfahren herzustellen und nach standardisierten Qualitats-und Sicherheits-
kriterien zu charakterisieren sowie die Grundlage einer Zellsammlung fur GMP-gerechte iPS-
Zelllinien aufzubauen, die aus Hautfibroblasten von sogenannten ,Universaldonoren® gewonnen
werden.

Universaldonoren tragen homozygot solche HLA-Merkmale, die in der Bevolkerung der jeweiligen
Region bzw. des Landes h&ufig auftreten. Mit funf iPS-Zelllinien gewonnen aus Hautfibroblasten
von homozygoten Spendern der am haufigst vorkommenden HLA-A/-B/-C Haplotyp-Kombi-
nationen koénnten theoretisch tber 40% der Bevolkerung — unter Annahme, dass sie die hiesige
Bevolkerung reprasentieren — ohne schwerwiegende Nebenwirkungen (GvhD oder AbstoRung
des Zelltranplantat) transplantiert werden. Bereits mit homozygoten Spendern, die Uber HLA-
A*01:01/-B*08:01/-C*07:01 und HLA-A*03:01/-B*07:01/-C*07:02 - zwei der am haufigsten vor-
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kommenden HLA-Klasse | Haplotyp-Kombinationen — verfligen, wéare eine Versorgung von circa
25% der Bevolkerung mit iPS-Zelllinien moglich!

Die mit diesem Teilvorhaben verbundene Rekrutierung und Selektion von Universalspendern
nach medizinischen und transplantationsimmunologischen Kriterien, um eine Immunkompatibilitat
fur einen Grof3teil der Bevdlkerung in Deutschland zur erreichen, erhoht die zukinftigen Ver-
wendungsmoglichkeiten dieser Zellen als Ausgangsmaterial fiir die Herstellung von Zellen fur den
klinischen Einsatz.

Die Hauptaufgabe des Teilprojektes der AG Tonn war es, solche Universaldonoren nach trans-
plantationsimmunologischen Kriterien aus der Stammzellspenderdatei des Deutschen Roten
Kreuzes (DRK) Nord-Ost zu selektieren, sie daraufhin medizinisch zu untersuchen und sie als
Hautbiopsiespender fur das Vorhaben zu rekrutieren. Hierzu gehéren auch die Einholung eines
Ethikvotums bei der zustandigen Ethikkommission und einer geeigneten Einverstandniserklarung

der Spender.

Im Einzelnen sollten folgende wissenschaftliche und technischen Arbeitsziele verfolgt werden:

Identifizierung der bestgeeignetsten HLA-homozygoten Spender

Priméares Auswahlkriterium fur die Donoren ist die homozygote Expression einer der 5 in
Deutschland am haufigsten vorkommenden HLA Klasse I-Allelkombinationen (HLA-
A/B/C). Die Auswahl dieser sogenannten Universalspender soll aus der Stammzell-
spenderdatei (DSSD) des DRK Blutspendedienstes Nord-Ost kommen.

Rekrutierung der Spender

Die ausgewahlten potentiellen Universalspender werden kontaktiert und befragt, nach
anamnestischen Kriterien selektiert und eine Spender-Einverstandniserklarung vor-

bereitet.

Beantragung eines Ethik-Votums fir die Spende von Hautfibroblasten

zum Zwecke der Generierung von iPS-Zelllinien aus Hautfibroblasten.

HLA-Retypisierung

Zur Bestatigung des HLA-Genotypes sowie Bestimmung weiterer genetischer Merkmale
(z.B. Blutgruppe) wird das Next Generation Sequencing (NGS) fiir Proben von den aus-

gewahlten Universalspendern veranlasst.
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Medizinische Untersuchung der Spender

Beratende Tatigkeit zu GMP-relevanten Themen innerhalb des Gesamtprojektes

2. Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgefihrt wurde

Wesentliche Voraussetzung zur Durchfiihrung des Vorhabens ist der Zugang zu den Daten
potentieller Stammzellspender, der in der DSSD registrierten homozygoten Spender.

Mit iPS-Zelllinien gewonnen aus Hautfibroblasten von homozygoten Spendern dieser
haufigsten HLA-A/-B/-C Haplotyp-Kombinationen konnen theoretisch circa 40% der re-
gistrierten Spender ohne schwerwiegende AbstoRungsreaktionen aufgrund von GvhD trans-
plantiert werden. Unterstellt man, dass die genannten HLA-A/-B/-C Haplotyp-Kombinationen
der circa 70.000 registrierten Spender einen reprasentativen Ausschnitt der HLA-A/-B/-C
Haplotyp-Kombinationen der gesamten Bevdlkerung darstellen, kdnnen circa 40% der Be-
volkerung mit den aus diesen Spender hergestellten iPS-Zelllinien versorgt werden.

Bereits mit homozygoten Spendern, die tber HLA-A*01:01/-B*08:01/-C*07:01 und HLA-
A*03:01/-B*07:01/-C*07:02 - zwei der am haufigsten vorkommenden HLA-Klasse | Haplotyp-
Kombinationen — verfligen, ware eine Versorgung von circa 25% der Bevolkerung mit iPS-
Zelllinien moglich!

Die Anzahl der zur Verfigung stehenden potentiellen Stammzellspender, die in der DSSD
registriert sind, wurde zunachst in anonymisierter Weise festgestellt. Insgesamt konnten fir
die funf haufigsten HLA-A/-B/-C Haplotyp-Kombinationen eine Anzahl von 385 registrierten
homozygoten Spendern festgestellt werden. Allein fur die zwei haufigsten HLA-A/-B/-C Haplo-

typ-Kombinationen wurden 310 homozygote Spender gezéhlt (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1.
HLA-Haplotyp Kombination | Anteil an Bevélkerung | Anzahl registrierter homozygoter
in % Spender mit entsprechendem
HLA-Haplotyp

HLA-A*01:01/-B*08:01/-C*07:01 14,7 196
HLA-A*03:01/-B*07:02/-C*07:02 9,7 114
HLA-A*02:01/-B*44:02/-C*05:01 5,7 27
HLA-A*02:01/-B*07:02/-C*07:02 51 26
HLA-A*02:01/-B*40:01/-C*03:04 4,0 22

Total 39,2 385




3. Planung und Ablauf des Vorhabens

Die in der DSSD geflhrten Spender wurden zum Zweck einer_gerichteten Knochenmark-

spende fur Patienten im Rahmen einer Leuk&mie-Therapie aufgenommen. Um die Spender

kontaktieren zu durfen, haben wir zun&chst ein Ethikvotum eingeholt, in welchem festgestellt
wurde, ob im Hinblick auf das Vorgehen und die Ziele des Vorhabens die Entnahme von Haut-
biopsaten bei gesunden Spendern ethisch zu rechtfertigen ist.

Zudem ist bei der Suche und Rekrutierung von geeigneten Spendern der Datenschutz zu
beachten, der die Personlichkeitsrechte der Spender schitzt. Beide Gesichtspunkte haben
zentrale Bedeutung fur die Einholung eines beflirwortenden Ethikvotums durch die zustandige
Ethikkommission an der Technischen Universitat (TU) Dresden.

Die Erstellung der erforderlichen Dokumente (Antragsformular, Informationsblatter zur Vor-
untersuchung der Spender, Spendereinwilligungserklarung zur Teilnahme an der Studie, Blut-
entnahme und Voruntersuchung, Dokumentation der Spendervoruntersuchung und Blut-
entnahme etc.) ist eine Voraussetzung fur die Einholung eines Ethikvotums zur Kontakt-
aufnahme fir die Eignungstestung.

Nach Erstellung und Aktualisierung wurden die erforderlichen Unterlagen und Dokumente

zusammen mit dem Antrag auf ein Ethikvotum bei der zusténdigen Ethikkommission an der
TU Dresden im Dezember 2017 eingereicht. Die Erteilung eines befurwortenden Ethikvotums
durch die zustandige Ethikkommission an der TU Dresden (Bescheid zur Studie: ,Auswahl
und Rekrutierung von Universalspendern im Rahmen des BMBF-geforderten Projektes
APStemRNA* der Ethikkommission an der TU Dresden erfolgte am 2. Februar 2018 (Be-
arbeitungs-Nr.: EK 3012018)) mit Hinweisen. Am 24. Mai 2018 testierte die Ethikkommission
der TU Dresden die Erflllung dieser Hinweise.

Als Folge der Verzdgerungen anderer Teilprojekte und der SARS-CoV-2 Pandemie wurden
die ausgewahlten Spender erneut ab Mai 2022 kontaktiert. Dabei beschrankte sich die
Kontaktaufnahme aufgrund der Uberlegung nur auf solche homozygote Universalspender mit
der Blutgruppe O Rhesus negativ. Von den neuerdings fiinfzig kontaktierten Spender
sicherten neunzehn Spender ihre Bereitschaft zur Teilnahme zur Studie und Spende von
Hautfibroblasten schriftlich zu.

Die dabei erhobenen Daten wurden in pseudoanymisierter Form unter Verwendung durch
Zahlencodes an den Leiter der Experimentellen Transfusionsmedizin Prof. Dr. Torsten Tonn
und Dr. Marcus Odendahl weitergeleitet. Nach Feststellung der Eignung zur Teilnahme an der
iPStemRNA-Studie durch den Leiter der Experimentellen Transfusionsmedizin Herrn Prof.

Torsten Tonn, wurden die personenbezogenen Daten, HLA-Gewebemerkmale und Blut-



gruppe unter ausdrucklichen Verweis auf den Datenschutz an autorisierte Mitarbeiter von
TUMCells tbermittelt.

Im Zeitraum vom November 2022 bis Juni 2023 erfolgten die Rekrutierung, hochauflosende
HLA-Retypisierung, allgemeine medizinische Voruntersuchung zur Spendereignung und die
Bereitstellung von drei homozygoten Stammzellspender mit der Haplotyp-Kombination HLA-
A*01:01/-B*08:01/-C*07:01 bzw. HLA-A*03:01/-B*07:02/-C*07:02 mit der Blutgruppe 0 Rhe-
sus negativ und die Hautfibroblastenspende an der Hautklinik der TU Minchen.

Zusétzlich wurden in Vorbereitung auf die Genehmigung eines GMP-konformen Herstellungs-
verfahren fur iPS-Zelllinien gewonnen aus Hautfibroblasten homozygoter Spender unter
Leitung von Herrn Prof. Torsten Tonn Scientific Advice-Meetings am 16. Mai 2018 und am
01.10.2019 mit der Bundesoberbehorde (PEI) und dem Konsortium organisiert und durch-
gefuhrt.

Folgende Meilensteine fur Teilprojekt B wurden festgelegt und umgesetzt:

Meilenstein 1: Identifizierung von potentiellen homozygoten Spendern im Alter von 18 — 40
Jahren, mit den funf haufigsten HLA-A/-B/-C Haplotyp-Kombinationen und der Blutgruppe 0

Rhesus negativ.

Meilenstein 2: Erstellung einer Einwilligungserklarung und eines Gesundheitsfragebogens,

Einholung des erforderlichen Ethikvotums durch die zustandige Ethikkommission.

Meilenstein 3: Bereitstellung medizinisch freigegebener HLA-homozygoter Spender fur Haut-
fibroblasten als Ausgangsmaterial fur die Generierung von Fibroblasten bzw. hieraus erzeugter
GMP-gerechten iPS-Zellen (November 2022 bis Juni 2023).

Meilenstein 4: Scientific Advice-Meetings beim PEI (16. Mai 2018 und 01.10.2019).

4. Wissenschaftlicher und technischer Stand, an dem angeknlpft wurde

Angesichts des Zeitaufwands, der Herstellungskosten und der Kosten fiir die Uberpriifung der
Sicherheit von GMP-gerechten Linien, ist es effizienter, iPS-Zelllinien fir eine allogene An-
wendung herzustellen, die den hdchsten Sicherheitsanspriichen gerecht werden kénnen, als
dies mit autologen iPS-Zelllinien zu versuchen. Hierbei ist es vorteilhaft, die Spender fir solche
allogenen Zellen nicht nur nach giltigen medizinischen Richtlinien auszuwahlen, sondern das

Vorhandensein bestimmter Gewebsvertraglichkeits-Antigene zu bertcksichtigen.
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Daher verfolgen wir und andere das Ziel, eine groRtmdgliche Ubereinstimmung mit
potentiellen Empfangern hinsichtlich der wichtigsten HLA-Merkmale dadurch zu erreichen,
dass wir homozygote Trager solcher HLA-Allele, die haufig vorkommen, als Donoren ver-
wenden wollen.

Dieses Konzept, iPS-Zellen aus HLA-homozygoten Donoren zu generieren, um eine iPS-
Zellbank anzulegen, wird seit Langem international propagiert und die moglichen Vorteile
wurden in verschiedenen Veroffentlichung detailliert postuliert (Turner et al. 2013).

So haben z.B. Wissenschaftler aus Grof3britannien dargelegt, dass eine Zellbank, die auf 100
hypothetische homozygote HLA Spender beruht, den Berechnungen zufolge mit 93% der
dortigen Bevdlkerung transplantationsimmunologisch kompatibel ware (Taylor et al. 2012).
Kurz zuvor hatten bereits Okita et al. (2011) in einer ahnlichen Studie - auf Japan bezogen -
gezeigt, dass mit 75 hypothetischen homozygoten HLA-Tragern eine Immunkompatibilitat mit
80% der Bevdlkerung erreicht werden konnte.

Wahrend in jenen Studien die Kriterien flr Organtransplantation verwendet wurden - also den
Berechnungen eine Kompatibilitat hinsichtlich der HLA-A, HLA-B sowie der HLA-DR Allele
zugrunde gelegt wurde - werden wir in unserem Projekt die MHC Klasse | Allele HLA-A/B/C
jedoch nicht MHC Klasse Il Allele wie z.B. HLA-DR beriicksichtigen. D.h. mit unseren Kriterien
zielen wir auf die Verwendung der iPS-Zellen zur Generierung von Zelllinien, die keine MHC
Klasse Il Molekiile exprimieren. Hierzu gehéren die meisten Zelltypen, darunter viele mit thera-
peutischem Potential, wie z.B. Insel-Beta-Zellen, Kardiomyozyten, Neuronen u. unz&hlige
andere, die nicht zur hamatopoeitischen Zelllinie gehdren.

Von Bedeutung ist, dass starke Unterschiede in den HLA-H&ufigkeiten bei unterschiedlichen
Ethnien auftreten. Die bei Westeuropdern am haufigsten vorkommende HLA-A/B Haplotyp-
Kombination HLA-A1/B8 ist in Japan sehr selten aufzufinden (Zimmermann et al. 2012).
Daher ist es notig, in unserem Projekt die in Deutschland am haufigsten vorkommenden HLA-
Haplotypen zu beriicksichtigen, um eine allogene Zelltherapie mit aus iPS-Zellen abgeleiteten

Zellen in Deutschland vorzubereiten.
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II. Eingehende Darstellung

1. Der Verwendung der Zuwendung und des erzielten Ergebnisses im Einzelnen, mit

Gegeniberstellung der vorgebebenen Ziele.

Siehe Punkt 2.

2. Der wichtigen Positionen des zahlenmé&Rigen Nachweises

Beschéfigte/r E7 65.697,40 €

Auftrage 1.572,92 € (hochaufldsende HLA-Retypisierung,
Spendereignungstestungen (Untersuchung zur
Infektionsserologie, klinische Chemie,
Hamatologie, Gerinnungsparameter)

Sonstige allgemeine 871,80 €
Verwaltungsausgaben Spenderrekrutierung (Reisekosten und
Aufwandsentschadigung fir Spender)

3. Der Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Die in der DSSD registrierten Spender sind fur eine gerichtete Blutstammzellspende im
Rahmen einer Therapie von Leukamien rekrutiert worden. Um ausgewahlte Spender aus
der Spenderkartei der DSSD fir eine ungerichtete Hautfibroblastenspende zu gewinnen,
muss zunachst die zustandige Ethikkommission dem Vorhaben zustimmen. Erst nach dem
Vorliegen eines zustimmenden Ethikvotums dirfen die registrierten Spender der DSSD,
die zuvor einer Kontaktaufnahme zur Teilnahme an wissenschaftlichen Studien zuge-
stimmt haben, kontaktiert und um eine Teilnahme an der Studie gefragt werden.

Fur das Verfassen des Ethikantrags zu Erlangung eines Ethikvotums und die Erstellung
und Bearbeitung von erforderlichen Dokumenten sowie der Spenderrekrutierung ist ein er-
heblicher Arbeitsaufwand entstanden, der mit den Mitteln (Beschéftigte (0817) und Ver-

waltungsaufgaben (0843)) abgedeckt werden konnten.



Die hochauflésende HLA-Retypisierung und Spendereignungstestung sind die Voraus-
setzung fir eine Zellspende von Spendern.

Die Spender mussen zunéchst tber den Zweck ihrer Zellspende, den damit verbundenen
gesundheitlichen Risiken aufgeklart werden. Nach der Einwilligung zur Spende werden sie
auf ihre Spendefahigkeit medizinisch untersucht. Mittels hochauflésender HLA-Re-
typisierung werden nochmals die Gewebemerkmale bestétigt. Weitere medizinische
Untersuchungen umfassen die Untersuchung von infektionsserologischen, hamatolog-
ischen und Gerinnungsparametern sowie die klinische Chemie.

Fir die Spender entstehen Kosten fur die Anreise zum Aufklarungsgesprach, der medizi-
nische Voruntersuchung zur Spendereignung und der eigentlichen Spende. Die Erstattung
umfal3t eine Entschadigung des zeitlichen Aufwandes flir die Voruntersuchung, der

Spende und gegebenenfalls des Verdienstausfalls.

Des voraussichtlichen Nutzens, insbesondere der Verwertbarkeit des Ergebnisses

im Sinne des fortgeschriebenen Verwertungsplans

Die Rekrutierung geeigneter Spender ist die Grundvoraussetzung des Gesamtprojektes
und der damit verbundenen Verwertung. Hinsichtlich der Verwertbarkeit des Ergebnisses
im Sinne des fortgeschriebenen Verwertungsplans wird an dieser Stelle auf den Ab-

schlussbericht des Konsortiums verwiesen.

Des wahrend der Durchfihrung des Vorhabens de ZE bekannt gewordenen
Fortschritts auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen,

An dieser Stelle sei auf den Konsortiumskoordinator, Dr. Ejona Rusha, Leiterin der iPSC

Core facility, Helmhotz Miinchen, verwiesen.

Der erfolgten oder geplanten Veroffentlichung des Ergebnisses nach Nr. 6

siehe Punkt 5.



Ill. Erfolgsbericht

1. Beitrag des Ergebnisses zu den forderpolitischen Zielen

Alle vier Meilensteine des Teilprojektes B (Tonn) konnten in dem geplanten Zeitrahmen
erfolgreich umgesetzt werden. Auch die Dokumentation und die Begleichung der Kosten
fur die medizinischen Untersuchungen und Aufwandsentschadigung konnten bis zum
Ende der genehmigten Projektlaufzeit abgeschlossen werden.

Es konnten drei geeignete homozygote Spender (eine Frau und zwei Ma&nner) im Alter
von 21 bis 38 Jahren mit den zwei am haufigsten auftretenden HLA-Klasse | Kombina-
tionen und der Blutgruppe 0 Rhesus negativ identifiziert und fur eine Hautfibroblasten-
spende rekrutiert werden.

Die Haufibroblastenspenden erfolgten in dem Zeitraum November 2022 bis Juni 2023 an
der Hautklinik des Klinikums rechts der Isar der TU Minchen. Aus den gespendeten
Hautfibroblasten sind bei TUMCells in Minchen GMP-konforme iPS-Zellinien hergestellt

worden.

Im Einzelnen wurde folgende Ziele erreicht:

Identifizierung und Bestimmung der Anzahl von geeigneten homozygoten Universal-

spendern der DSSD NO (in anonymisierter Form) (Meilenstein 1 / Teilprojektes B).

e Erteilung eines befurwortenden Ethikvotums durch die zustandige Ethikkommission:
(Bescheid zur Studie: ,Auswahl und Rekrutierung von Universalspendern® im Rahmen
des BMBF-geforderten Projektes ,iPStemRNA“ der Ethikkommission an der TU
Dresden vom 2. Februar 2018 (Bearbeitungs-Nr.. EK 3012018)) (Meilenstein 2 /
Teilprojekt B).

o Kontaktierung und Rekrutierung geeigneter Stammzellspender der DSSD Nord-Ost
fur die iPStem-RNA-Studie abgeschlossen Juni 2023 (Meilenstein 3 / Teilprojekt B).

e Scientific Advice-Meetings bei der zustandigen Bundesoberbehoérde (PEI) zur Vor-
bereitung auf die Genehmigung eines GMP-konformen Herstellungsverfahrens von

iPS-Zellen gewonnen aus Hautfibroblasten (Meilensteins 4 / Teilprojekt B).
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2. Wissenschaftliche technische Ergebnisse

Bereitstellung geeigneter Hautfibroblastenspender. Es wurden keine weiteren wissen-
schaftlich technische Ergebnisse in diesem Teilprojekt erzielt.

3. Fortschreitung des Verwertungsplan

Siehe Verwertungsplan des Konsortiums.

4. Arbeiten, die zu keiner L6sung gefuihrt haben

Es konnten lediglich homozygote Spender mit den zwei haufigsten HLA-Kombinationen
rekrutiert werden. Ein wesentlicher Grund hierfiir liegt darin begriindet, dass die Re-
krutierung von Spendern auf solche beschrankt wurde, die zusatzlich zu den gesuchten
HLA-Merkmalen Uber die Blutgruppe 0 Rhesus negativ verfigen. Aul3erdem wurden nur

Spender berticksichtigt, die nicht alter als 40 Jahre zum Zeitpunkt der Spende waren.

Von den letztendlich vier rekrutierten homozygoten Spendern der DSSD mit den ge-
suchten HLA-Kombinationen wurde ein Spender zuriickgestellt, da er nicht Gber die Blut-

gruppe 0 verfigt.

5. Prasentationen und Anwenderkonferenzen

Entfallt.

6. Einhaltung der Ausgaben- und Zeitplanung

Alle vier Meilensteine des Teilprojektes B (Tonn) konnten in dem geplanten Zeitrahmen
erfolgreich bis zum Juni 2023 umgesetzt werden. Allerdings kam es insgesamt aufgrund
von Verzégerungen beim Fortschritt der Arbeiten anderer Teilprojekte und aufgrund der
SARS-CoV2 Pandemie zu Verzdgerungen, die mit mehreren kostenneutralen Ver-
lAngerungen der Projektzeit Gberbrickt werden konnten.

Insgesamt konnten vier Spender fur die Studie rekrutiert werden, von denen drei Spender

tatséchlich Hautfibroblasten spendeten.
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Die Dokumentation und die Begleichung der Kosten fiir die medizinischen Unter-
suchungen und Aufwandsentschédigung bis zum Ende der genehmigten Projektlaufzeit
bis zum August 2023 abgeschlossen werden.

Aufgrund einer sehr effizienten Rekrutierungskampagne wurden nicht alle zur Verfligung
stehenden Mittel (0835) abgerufen.
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