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Zusammenfassung

v

Am 1. August 2013 wurde vom Deutschen Patent-
und Markenamt das Patent fiir die Patentschrift
L,Embryonenerhaltende Gewinnung pluripoten-
ter embryonaler Stammzellen, derart gewonnene
Stammzellen und Verwendung derselben* (DE 10
2004 062 184 B4) erteilt. Das vorliegende Patent
beschreibt ein Verfahren zur embryonenerhalten-
den Gewinnung embryonaler Stammzellen aus
der inneren Zellmasse (ICM) im Entwicklungssta-
dium der Blastozyste. Es wurde am 23.12.2004
beim Deutschen Patentamt in Miinchen angemel-
det und 2006 als Patentanspruch offengelegt, also
veroffentlicht. Rechtswirksam erteilt wurde das
Patent am 1.8.2013. Die lange Bearbeitungsfrist
ergab sich u.a. dadurch, dass in Deutschland lange
Zeit die Meinung vorherrschte, dass genetische
Untersuchungen am Embryo (Prdimplantations-
diagnostik) nach dem Embryonenschutzgesetz
(ESchG) verboten seien, was sich erst nach einem
Urteil des Bundesgerichtshof im Jahre 2010 als
unzutreffend erwies. Der Nachweis, dass das dar-
gestellte Verfahren auch technisch umsetzbar ist,
erfolgte im Tierversuch, nach Stammzellasser-
vation wurde aus den Blastozysten eine gesunde
Nachkommenschaft geboren. Im Artikel werden
die Techniken der embryonenerhaltenden Ge-
winnung pluripotenter embryonaler Stammzel-
len beschrieben und die potenziellen Moglichkei-
ten einer Anwendung aufgezeigt.

Abstract

v

On August 1, 2013, the German Patent and Trade-
mark Office issued a patent for the “Non-embryo-
destructive extraction of pluripotent embryonic
stem cells, stem cells obtained by this process
and their uses” (DE 10 2004 062 184 B4). The pat-
ent document describes a non-embryo-destruc-
tive process to harvest embryonic stem cells from
the inner cell mass (ICM) during the blastocyst
development stage. The patent application was
filed with the German Patent Office in Munich
on December 23, 2004 and the patent claim was
published in 2006. The patent was granted on Au-
gust 1, 2013. Processing the patent application
was a lengthy affair due to the fact that, for a long
time, the prevailing opinion in Germany was that
genetic screening of embryos (preimplantation
genetic diagnosis) was prohibited under the Ger-
man Embryo Protection Act (ESchG). A ruling by
the German Federal Court in 2010 proved this
opinion to be false. Animal studies have provided
the evidence that the described procedure is tech-
nically feasible; healthy offspring were born after
stem cells were harvested from the blastocyst and
stored. We report here on a technique for the
non-embryo-destructive extraction of pluripo-
tent embryonic stem cells together with potential
future applications for stem cells harvested in this
manner.

Einleitung

v

Stammzellen unterscheiden sich von normalen
differenzierten Zellen prinzipiell durch ihr Ver-
mogen zur unbegrenzten Teilung und das Poten-
zial zur Entwicklung in ganz verschiedene Zellar-
ten mit charakteristischen Phdnotypen und spe-
zialisierten Funktionen [1]. Dieses Potenzial
macht sie sehr interessant fiir vielfdltige Anwen-
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dungen in der Pharmazie und Medizin. Insbeson-
dere der Ersatz und/oder die Regeneration von
zerstortem oder unzureichend funktionierendem
Gewebe eines Patienten ist hierbei ein bevorzug-
tes Ziel [1].

Die ,klassische* Methode der Stammzellgewin-
nung beruht auf der Isolierung von Stammzellen
aus Prdimplantationsembryonen. Samtliche bis-
her etablierten Verfahren basieren jedoch auf
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Abb.Taundb a Schematische Darstellung einer Blastozyste mit Dar-
stellung des Kanals zum Einfiihren der Manipulationskapillare (aus [1]).

b Gewinnung von mobilisierten Zellen der inneren Zellmasse mithilfe einer
Spezialpipette (aus [1]).

einer Zerstérung der Embryonen [1]. Diese Techniken sind des-
wegen insbesondere aus ethischen Griinden umstritten, werden
vielfach daher strikt abgelehnt und sind z.T. sogar strafrechtlich
verboten (vgl. Deutsches Embryonenschutzgesetz).

In Anbetracht dessen stellt sich deshalb die Frage, ob es moglich
ist, embryonale Stammzellen zu gewinnen, ohne die Existenz des
Embryos und seiner Fahigkeit zur individuellen Menschwerdung
zu gefdhrden. Wire dies moglich, dann lief3e sich ein gewichtiges
ethisches Argument gegen die Reproduktionsmedizin entkraf-
ten, wonach ndmlich die Reproduktionsmedizin grundsatzlich
auf die Promotion menschlichen Lebens ausgerichtet ist, sich im
Falle der Stammzellgewinnung jedoch zielgerichtet fiir die Zer-
storung frither humaner Daseinsformen ,hergibt“; dass dabei oft
Lverwaiste* Prdimplantationsembryonen verwendet werden, dn-
dert dabei an den Prdmissen der ethischen Diskussion wenig, da
solche Embryonen genauso gut zur Spende freigegeben werden
konnen, auch im Rahmen des Embryonenschutzgesetzes (vgl.
»Netzwerk Embryonenspende*).

Dariiber hinaus wiirde die embryonenerhaltende Stammzell-
gewinnung noch eine weitere, bisher unbekannte Dimension
erdffnen, ndmlich dahingehend, dass ein geborenes Individuum
ein Depot eigener Stammzellen aus der Embryonalzeit besitzen
wiirde. Dies ist bei der embryonendestruierenden Stammzell-
gewinnung naturgemdf3 nicht der Fall. Es ldsst sich heutzutage
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noch nicht abschdtzen, in welchem Umfange diese Option in der
Zukunft medizinische Bedeutung erlangen wird, wobei schon
heute festzuhalten ist, dass eine autologe Anwendung per se
giinstiger ist als eine Verwendung fremder Stammzellen.

Ein Verfahren, das es erlaubt, Stammezellen aus der inneren Zell-
masse (ICM) ohne Beeintrachtigung des Embryos und seines Ent-
wicklungspotenzials zu entnehmen, kénnte aber auch schon
heutzutage von Bedeutung werden, nimlich im Rahmen der
Praimplantationsdiagnostik (PID). Bei dieser Diagnostik setzt sich
zusehends die Biopsie an Blastozysten durch (entgegen der ur-
spriinglichen Biopsie am Mehrzeller), wobei bislang nicht ganz
Klar ist, welche Zellentititen der Blastozyste die zuverldssigsten
Ergebnisse liefern. Derzeit spricht einiges dafiir, dass dies die
ICM und nicht das Trophektoderm ist.

Im Nachfolgenden wird ein Deutsches Bundes-Patent dargestellt
und kommentiert, das eine Technik beschreibt, die ermdéglicht,
embryonenerhaltend individuelle Stammzellen fiir den spateren
Einsatz in der regenerativen Medizin bzw. der Reproduktions-
medizin zu gewinnen.

Ubersicht/Review

v

Technik der embryonenerhaltende Gewinnung
pluripotenter embryonaler Stammzellen

Die Technik der embryonenerhaltenden Gewinnung pluripoten-
ter embryonaler Stammzellen ist im Patent (DE 10 2004 062 184
B4) detailliert beschrieben [1]. Im Kurzen wird nach der Fixie-
rung der Blastozyste mit einer Haltekapillare (© Abb. 1a) ein Ka-
nal in der Zona pellucida (der duBeren Schutzhiille von Blasto-
zysten) eroffnet (© Abb. 1a), Die Eréffnung der Zona pellucida
kann erfolgen mithilfe verschiedener Verfahren, die bereits in
der assistierten Reproduktionsmedizin bekannt sind. Moglich
sind chemische Techniken mit z.B. saurer Tyrode-Losung, me-
chanische Techniken und Lasertechniken [1]. Durch diese Off-
nung wird dann ein Instrument zur Mobilisierung der Stammzel-
len eingefiihrt und durch die anschliefSende Schicht des Trophek-
toderms bis zur inneren Zellmasse gefiihrt (© Abb. 1b). Folgende
Mobilisierungsinstrumente kénnen zum Einsatz kommen: 1,
eine Spezialpipette mit einem Durchmesser von ca. 10 um, die
an mindestens 2 Seiten einen messerartigen Aufsatz aufweist,
die dadurch durch vorsichtiges Drehen der Pipette einzelne Zel-
len der inneren Zellmasse mobilisiert. Die Absaugung der nun
von der inneren Zellmasse abgetrennten Stammzellen erfolgt
entweder mit der Mobilisierungskapillare oder einer doppellu-
migen Kapillare (© Abb. 1b).

Nach der Entnahme werden die Zellen in geeignetes Kulturmedi-
um {iberfiihrt und nach bekannten Verfahren zur Ziichtung em-
bryonaler Stammzellen kultiviert [1]. Im Patent sind verschiede-
ne Kulturverfahren zur Stammzellexpansion beschrieben. ,Die
Ziichtung beinhaltet typischerweise die Kultivierung auf Maus-
Fibroblasten-Feederzellschichten. Statt Maus-Fibroblasten kon-
nen jedoch auch Feederzellen anderen Ursprungs, z.B. Primaten-
zellen, verwendet werden. In einer Ausfithrungsform beinhaltet
das Kultivierungsverfahren das Ausplattieren der gewonnenen
Zellen auf einer Maus-Fibroblastenschicht, wobei Zellansamm-
lungen gebildet werden, das Entfernen der Zellansammlungen
und das Dissoziieren der Zellansammlungen zu dissoziierten Zel-
len und erneutes Ausplattieren auf Fibroblasten-Feederzell-
schichten. Ein bevorzugtes Medium fiir die Kultivierung embryo-
naler Stammzellen ist das in WO 96/22362 beschriebene ,ES‘-Me-
dium, welches aus 80% DMEM (Dulbeccos Modified Eagle’s Me-
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dium), 20% fotalem Kalbserum (FBS), 0,1 mM B-Mercaptoethanol
und ggf. kleinen Mengen weiterer Additive, z.B. Aminosduren,
Antibiotika etc., besteht. Es kénnen jedoch auch andere im Stand
der Technik bekannte geeignete Medien eingesetzt werden [1].“

Embryonenerhaltende Stammzellgewinnung

Ubliche bzw. gut etablierte Verfahren zur Gewinnung humaner
embryonaler Stammzellen (hESC) basieren - nach der Erstpubli-
kation von Evans und Kaufmann [2] - auf einer Destruktion hu-
maner Embryonen [3-7], sei es nun im frithen Furchungsstadium
oder auf der Entwicklungsstufe einer Blastozyste [3,8,9]. Ver-
wendet werden hierzu meist ,iiberzdhlige“ Embryonen, wie sie
bei ART-Behandlungen anfallen kénnen [5,10,11], gelegentlich
auch solche mit genetischen Auffilligkeiten (nach PGS [prdim-
plantatives genetisches Screening]), die nicht zum Embryotrans-
fer (ET) kommen [11,12]. Diese Vorgehensweise ist in vielen Lan-
dern - jedoch nicht in Deutschland - gesetzlich moglich, wenn
auch nicht ethisch unumstritten [13,14] - sieht man einmal von
der Verwendung entwicklungsarretierter Embryonen ab [6,15].
Auf alle Fille besteht in mehreren Liandern keine generelle ge-
setzliche Notwendigkeit, embryonale Stammzellen ohne Zersto-
rung der Embryonen zu gewinnen.

In den Jahren 2006 bis 2008 erschienen von der Arbeitsgruppe
um Lanza mehrere Verdffentlichungen, welche die embryonen-
erhaltende Gewinnung von Stammzellen aus frithen Furchungs-
stadien beschreiben [16-19]. Es ist schon lange bekannt, dass
derart gewonnene, einzelne Blastomeren tatsdchlich das Poten-
zial besitzen, sich zu Geweben oder Organen zu entwickeln [20,
21], wenngleich bereits im 2-Zell-Stadium eine gewisse Prafe-
renz zum Trophoblasten bzw. zur inneren Zellmasse (ICM) hin
besteht [8]. Die Etablierung von Stammezelllinien aus Biopsien
frither Furchungsstadien wurde mittlerweile auch von anderen
Gruppen gezeigt [15,22-24].

Die Verwendung von ICM-Zellen, also von Blastozysten, ist
schwieriger [17,24,25], was im Wesentlichen damit zusammen-
hdngt, dass bei Blastozysten bereits eine zelluldre Polarisation
vorliegt [26], ndmlich in polarisiertes Trophektoderm-Gewebe
und unpolarisierte ICM. Dieses Problem ldsst sich aber durch Hin-
zugabe von Laminin gut 16sen, sodass die Effizienz dieser Technik
zur Stammzellgewinnung an die der anderen Techniken heran-
reicht [17,27,28].

Das vorliegende Patent beschreibt ein Verfahren zur embryonen-
erhaltenden Gewinnung embryonaler Stammzellen aus der inne-
ren Zellmasse (ICM) im Entwicklungsstadium der Blastozyste [1].
Es wurde 23.12.2004 beim Deutschen Patentamt in Miinchen
angemeldet und 2006 als Patentanspruch offengelegt, also ver-
offentlicht. Rechtswirksam erteilt wurde das Patent am 1.8.2013.
Die lange Bearbeitungsfrist ergab sich u.a. dadurch, dass in
Deutschland lange Zeit die Meinung vorherrschte, dass geneti-
sche Untersuchungen am Embryo (Praimplantationsdiagnostik
[PID], PGS) nach dem Embryonenschutzgesetz (ESchG) verboten
seien, was sich erst nach einem Urteil des Bundesgerichtshof im
Jahre 2010 als unzutreffend erwies [29]. Der Nachweis, dass das
dargestellte Verfahren auch technisch umsetzbar ist, erfolgte von
uns im Tierversuch [30], nach Stammzellasservation wurde aus
den Blastozysten eine gesunde Nachkommenschaft geboren.

Asservierung embryonaler Stammzellen

zur homologen Verwendung

Das dargestellte Verfahren erlaubt es - aus reproduktionsmedizi-
nischer Sicht -, dass im Rahmen von ART-Behandlungen zukiinf-
tig embryonale Stammzellen asserviert werden. Die biopsierten
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Stammzellen kénnen dann sofort weiter kultiviert (expandiert)
und dann kryokonserviert werden. Moglich ist auch eine sofor-
tige Kryokonservierung mit z.B. einer Asservation der Blastome-
ren in geeigneten Lagergefdf3en (z.B. auf Trdgern fiir die Vitrifika-
tion oder in einer leeren Zona pellucida). Ziel wdre die spétere
Verwendung dieser Stammzellen fiir das Kind, das explizit aus
der biopsierten Blastozyste hervorgegangen ist.

Zweifellos wiirden solche frithen Stammzellen das grofSte Ent-
wicklungspotenzial besitzen, groBer als fetale oder gar adulte
[31,32]. Da sie zudem HLA-identisch sind, sind keine immun-
pathologischen Reaktionen zu befiirchten wie bei heterologen
Stammzellen [33,34]. Fiir den Fall, dass nach Asservation von
ICM-Stammzellen der Transfer einer Blastozyste nicht zu einer
Schwangerschaft mit Geburt eines Kindes fiihrt, bestiinde auch
weiterhin die Moglichkeit der allogenen Verwendung.

Die Biopsie der inneren Zellmasse (ICM) zur PID

scheint zuverldssigere Ergebnisse zu erbringen

Aktuell wurden verschiedene Studien zur Trophektodermbiopsie
(TEB), also einer Technik der PID bzw. PGS, publiziert, die einige
Fragen aufwerfen [35-37]. Die Autoren untersuchten ndmlich bei
einer Blastozyste gleichzeitig das Trophektoderm, die Blastocoel-
fliissigkeit und die innere Zellmasse und kamen zu dem Ergebnis,
dass die genetischen Befunde dort jeweils unterschiedlich sein
konnen: offensichtlich ist es moglich, dass aufféllige genetische
Befunde bei den Trophektodermzellen und auch in der Blasto-
coelfliissigkeit vorliegen, wahrend die Genetik der ICM unauffal-
lig ist. Diskutiert wird derzeit, dass genetisch auffdllige Zellen der
ICM in das Blastocoel und/oder das Trophektoderm ,entsorgt“
werden, im Sinne einer ,,embryonalen Selbstreparatur* [38]. Soll-
te sich das bestdtigen, dann hdtte dies zur Konsequenz, dass zwar
unaufféllige genetische Befunde nach TEB verldsslich sind, bei
auffilligen Befunden dagegen durchaus ein genetisch unauffdl-
liger Embryoblast vorliegen konnte. Damit wdre — zumindest in
dieser Konstellation - die TEB als Technik der PID/PGS zu hinter-
fragen und der direkten Biopsie der ICM (ICM-B) der Vorzug zu
geben. Und hier wire die im Patent beschriebene Technik eine
Moglichkeit.

Die letzte Anwendungsmoglichkeit zielt mehr auf die Zukunft.

Praimplantationstherapie (PIT)

Ein Hauptkritikpunkt an der PID bzw. PGS ist die Tatsache, dass
diese Untersuchungsmethoden in letzter Konsequenz zu einer
Verwerfung genetisch auffilliger Embryonen fiihren, also zu
einer Negativselektion. Insbesondere bei monogenen Erkrankun-
gen verfolgen diese Diagnosetechniken keinerlei kurativen An-
satz, die ausschliefSliche Erkennung von genetischen Verdnde-
rungen ist das Ziel, nicht ihre Behebung. Die patentierte Technik
bietet hingegen die Option einer ,prdimplantativen Therapie“
(PIT). Die PIT ist allerdings ein Vorgriff auf die Zukunft, da die ge-
netische Korrektur von z.B. monogenen Verdnderungen bislang
nicht routinemafig etabliert ist. Allerdings sind im Tierexperi-
ment schon heute Techniken beschrieben, die in diese Richtung
zielen [39-41], auch die Méglichkeit, eine humane Trisomie 21
so zu korrigieren, wurde vom Prinzip her schon dargestellt [42-
44]. Sollte die Moglichkeit derartiger Korrekturen einmal tat-
sdchlich etabliert sein, dann wadre es sinnvoll, diese so friith wie
moglich vorzunehmen [45]. Um einen kurativen Ansatz zu ver-
folgen wdre es - nach derzeitigem Kenntnisstand - nicht einmal
erforderlich, simtliche Zellen der ICM einer Korrektur zu unter-
ziehen, oft diirfte die Etablierung eines Mosaiks, evtl. auf der Ba-
sis einer Reprogrammierung, ausreichen [46], um die spétere kli-
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nische Manifestation der damit verbundenen Erkrankung zu ver-
hindern. Ahnliches diirfte auch fiir Mitochondriopathien gelten.

Schlussfolgerung

v

Die im Patent dargestellte Methode erméglicht es, pluripotente
Stammzellen aus der inneren Zellmasse eines Embryos zu gewin-
nen, ohne dessen Existenz oder dessen Entwicklungspotenzials
zu beeintrdchtigen. Dieser Umstand hat nicht nur einen tech-
nischen Aspekt, indem also eine neue und damit zusdtzliche Me-
thode zur Stammzellgewinnung beschrieben wird, sondern wei-
tere, v.a. ethische Aspekte, aber auch solche fiir die derzeitige
Praxis der Reproduktionsmedizin und solche, die in die Zukunft
weisen. So nimmt eine embryonenerhaltende Stammzellgewin-
nung der ethischen Diskussion wesentliche Argumente, die bei
einer embryonendestruierenden Gewinnung vorherrschen. Fiir
die aktuelle Praxis der Reproduktionsmedizin kénnte die Metho-
de schon rasch an Bedeutung gewinnen, v.a. wenn es sich bestd-
tigen sollte, dass die PID an Zellen des Trophektoderms in nen-
nenswerten Umfang falsche pathologische Resultate liefern soll-
te, die Biopsie der ICM hingegen nicht. In die Zukunft weisen hin-
gegen die Optionen, dass durch diese (und vergleichbare) Tech-
niken eine praimplantative Therapie (PIT) an Prdimplantations-
embryonen denkbar wird bzw. dass geborene Individuen im Falle
einer Erkrankung auf ihr eigenes embryonales Stammzelldepot
z.B. zur Reparatur von Organdefekten zuriickgreifen konnen.

Interessenkonflikt

v

R.D. und M.W.B. erkldren, dass kein Interessenkonflikt besteht.
W.W. erklart, dass er Patenthalter des Patents ,DE 10 2004 062
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