Einflhrung in das Thema

Peter C. Scriba

Klinikum Innenstadt der Ludwig-Maximilian-Universitat, Medizinische Klinik (Miinchen)

Diesist das erste Mainzer Symposium nach dem plétzlichen Tod von Prof. Dr. Hans J. Dengler.
Wir denken an diesen klugen und kritischen Mann und vermissen ihn. Prof. Dengler hat viel fur
die klinische Pharmakologie und fur die Paul-Martini-Stiftung getan. Die Mainzer Symposien
gehtren wohl zu den Glanzlichtern in seinem wissenschaftlichen Leben, ebenso wie seine unver-
gessene Rede as Vorsitzender der Deutschen Gesdllschaft fur Innere Medizin in Wiesbaden
mit dem Thema ,,Die Medizin im Spiegel der Therapie”.

Mit der Entscheidung flr das Thema ,, Therapie mit Blutprodukten“, fir dessen Vorbereitung
ich den Munchner Kollegen Endres, Hallek und Schramm danke, hat der Vorstand der Paul-
Martini-Stiftung mit den Herren Raff, Baumbauer und Welhrauch einen hochaktuellen The-
menkomplex gewahit. Blutprodukte haben sich weiterentwickelt von der einfachen Substitution
von Zellen und Plasma hin zu einer immer gezidlteren Faktorentherapie und zur Gabe immer
préziser spezialisierter Zdlen. Die Produktion der therapeutischen Blutprodukte wird der Her-
stellung von Medikamenten dhnlicher, was den methodischen Aufwand, die Priifung, die Ko-
sten, die rechtlichen Vorschriften, die Sicherheitsauflagen u. a. betrifft. Auch die medizintkono-
mische Bedeutung dieses Fortschritts verdient unsere besondere Aufmerksamkeit. Fortschritt
bedeutet in der Medizin haufig additive Kosten, insbesondere in der Phase der Diffusion, mit
der der Sachverstandigenrat fur die konzertierte Aktion im Gesundheitswesen die Annahme
eines Fortschritts durch die Nichtspezialisten beschreibt. Der Sachverstandigenrat mifdt den
Bereichen Hamophilie und Stammzelltherapie lange Passagen in seinem letzten Gutachten zu
und zwar insbesondere im Hinblick auf deren wirtschaftliche Bedeutung.

Medizinischer Fortschritt [a3t sich nicht aufhalten, auch nicht durch Budgetierung. Es steht
gegebenenfalls viddmehr zu befiirchten, dal3 der Patiententourismus ins Ausland wieder auflebt,
wie wir ihn aus der Vergangenheit fur die Beispide Herzchirurgie und Abtreibung kannten,
und wie er fur die Radiojodtherapie noch existiert. Ein solcher Petiententourismus wird von
der Offentlichkeit nicht lange toleriert: Nach Ansicht des Sachversténdigenrates kommt es beim
Fortschritt darauf an, den Konsens von alen Beteiligten, einschliefdich der Kassen, zu errei-
chen. Dies gilt fur die Prifung der Wirksamkeit, die gerade mit dem Brit. Med. J. das 50jahrige
Bestehen der randomisierten kontrollierten Studie feiert und deren Vorkampfer Paul Martini
in einem Artikel von Herrn Sauerbruch in der Deutschen Medizinischen Wochenschrift Nr. 96
gerade gewirdigt wurde. Wirksamer Fortschritt wird auch in der Zukunft bei gesicherter Indi-
kation und gegebener Qualitét finanziert werden.

Ich danke Herrn Président Zintzen von der Mainzer Akademie der Wissenschaften und der
Literatur fUr seine Gastfreundschaft und freue mich auf unser interessantes Symposium.
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Struktur-Funktions-Beziehung von Vitamin K-abhangigen Gerinnungsfaktoren

Wolfram Bode

Max-Planck-Institut fir Biochemie, Martinsried

Das fein austarierte Gleichgewicht zwischen Gerin-
nungs-, antikoagulatorischen und fibrinolytischen
Prozessen ist die Voraussetzung fur eine funktionie-
rende Hamostase. Blutgerinnsel/Thromben bestehen
im wesentlichen aus Blutzellen (vor alem Thrombo-
zyten), die durch quervernetzte Fibrinfasern zusam-
mengehalten werden. Beide enthaltenen Komponen-
ten, das Fibrin-Monomer wie auch die stimulierten
Thrombozyten, entstehen durch die aktivierende
Spaltung des Plasmaproteins Fibrinogen bzw. des
zellsténdigen Thrombinrezeptors, verursacht durch
die l6sliche Serinproteinase a-Thrombin.
Thrombin selbst wird zuvor geradezu explosionsartig
aus seiner inaktiven Vorstufe, dem membrangebunde-
nen Prothrombin, in das Geféalllumen entlassen.
Diese Thrombinfreisetzung steht am Ende der soge-
nannten extrinsischen Kaskade, innhalb der, ausge-
[6st durch das Zusammentreten von Gerinnungsfak-
tor Vlla und Gewebsfaktor (Tissue Factor) zur extri-
nischen Xase infolge einer Gewebsverletzung, nach-
einander die membrangebundenen aktiven Serinpro-
teinasen Faktor Vlla, Faktor 1Xa und Faktor Xa je-
weils aus ihren inaktiven Vorstufen in steigenden
Mengen entstehen. Diese Aktivierungschritte erfol-
gen (kalziumvermittelt) Uber die membrangebunde-
nen Molekiulkomplexe extrinsische Xase (Faktor
Vlla-Profaktor 1X/X-Tissue Factor), intrinsische
Xase (Faktor IXaProfaktor X-Kofaktor VIlla) und
Prothrombinase (Faktor Xa-Prothrombin-Kofaktor
Va), jeweils bestehend aus einer aktivierenden Pro-
teinase, einem zu aktivierenden Profaktor und einem
Kofaktor. Ein jeder dieser Aktivierungsschritte wird
reguliert durch Proteinaseinhibitoren, grof3e Proteine,
die mehr oder weniger spezifisch ihre jeweiligen Ziel-
proteinasen hemmen und so u. U. auch die ganze Ge-
rinnungskaskade stoppen konnen.

Das letzte Aktivierungsprodukt der Aktivierungskas-
kade, das a-Thrombin, ist das eigentliche Schliissel-
enzym bel der Gerinnung: durch Aktivierung und Sti-
mulierung des Fibrinogens und der Thrombozyten
(sowie einer Reihe anderer Zellen), aber auch durch
Aktivierungsspaltung des vernetzenden Faktors XllII
und der Kofaktoren V und VIII férdert es u. a die
Gerinnung (koagulatorische Wirkung), durch die
(thrombomodulinvermittelte) Aktivierung des kofak-
torinaktivierenden Proteins C schaltet es sie aber
gleichzeitig ab (antikoagulatorische Wirkung). Die
Auflésung der Blutgerinnsel/Thromben erfolgt im we-
sentlichen durch zwei Serinproteinasen der fibrinoly-
tischen Kaskade: die fibrinspaltende Serinproteinase
Plasmin wird dabel durch Plasminaktivatoren, im we-
sentlichen durch den Gewebsaktivator (tissue-type
plasminogen activator, t-PA), in ener Fibrin-stimu-
lierten Reaktion aus der inaktiven Vorstufe, dem
Plasminogen, freigesetzt.

Die beteiligten Gerinnungs-Profaktoren/aktiven Fak-
toren sind im Prinzip sehr dhnlich aufgebaute Multi-
doménen-Proteine (fir Ubersichten siehe [1-3]). Alle
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bestehen aus einer membranbindungs-vermittelnden
Gla-Doméne, zwel sogenannten EGF- bzw. Kringel-
Doménen (die auch von vielen anderen Proteinen/
Proteinasen her bekannt sind) und einer endstandigen
katalytischen Doméne, die der Verdauungsproteinase
Trypsin sehr dhnlich sieht. Die verschiedenen Gerin-
nungsfaktoren besitzen aber sehr unterschiedliche
Spezifitét, Aktivitdt und Hemmbarkeit (u. U. extrem
abhangig von den jeweiligen Kofaktoren), so dald sie
innerhalb der Kaskade ganz bestimmte Funktionen
Ubernehmen konnen. Die grofRen Kofaktoren V/Va
und VIII/VIlla sind keine Proteinasen, besitzen aber
ebenfalls zueinander &hnliche Multidomanenstruk-
tur.

In den letzten 10 Jahren ist die dreidimensionale
Struktur der meisten dieser Gerinnungsfaktoren auf-
geklart worden. Wir haben die erste Struktur einer
Gerinnungsproteinase Uberhaupt, des a-Thrombins
[4, 5], und die Raumstrukturen vieler weiterer Throm-
binkomplexe aufgeklart. Wir haben erstmals die
Rontgenstrukturen des Faktors Xa [6, 7], des Faktors
IXa[8], des aktivierten Proteins C [9], einer Kofaktor-
VaDoméne sowie der fibrinolytischen Proteinasen t-
PA (in der ungespaltenen, aber aktiven Proform [ 10]
wie auch in der gespaltenen Form [l 1]) und des (Mi-
cro)Plasmins (zusammen mit dem bakteriellen Akti-
vator Staphylokinase und einem Plasmin-Substrat
[ 12]) aufgeklért. Diese Strukturen zeigen von anderen
Proteinen her bekannte Grundfaltungsmotive, aber
auch Strukturdeterminanten, welche die jeweils cha
rakteristischen Eigenschaften bedingen und erkléren.
Komplexe mit synthetischen Inhibitoren (vor alem
mit Thrombin und Faktor Xa) zeigen Bindungsgeo-
metrien, die bei der (Weiter)Entwicklung von solchen
Inhibitoren zu therapeutisch wirksamen Wirkstoffen
grundsétzlich zu beachten sind.

Diese atomaren Raumstrukturen sind unentbehrlich
fur ein tiefergehendes Versténdnis der funktionellen
Eigenschaften dieser Gerinnungs- und fibrinolyti-
schen Proteinasen. Sie sind die Grundlage fir die Pla-
nung rekombinanter Mutageneseexperimente zur Ab-
klarung offengebliebener Fragen Uber die Bedeutung
einzelner Domanen und Aminosdurereste und ein
wichtiges Werkzeug fur die rationale, d. h. struktur-
basierende Wirkstoffentwicklung. In dem Referat sol-
len einige dieser Strukturen kurz vorgestellt und ihre
Bedeutung fur das Versténdnis der Funktion und fur
die Wirkstoffentwicklung diskutiert werden.
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Virussicherheit von Arzneimitteln aus Plasma gemaR aktuellem Stand

von Wissenschaft und Technik

Roloff Johannsen

Centeon Pharma GmbH, Marburg

Die therapeutische Anwendung von isolierten und
stabilisierten Wirkungssubstanzen aus Blutplasma
des Menschen nahm ihren Anfang in der Mitte dieses
Jahrhunderts. Bis dahin war bei Patienten mit Mangel
an Faktoren des Gerinnungs- und Immunsystems die
Therapie mit Plasma und spéter Cryoprazipitat
durchgefiihrt worden. Probleme der Volumeniberla-
dung und mangelhaften Dosierbarkeit konnten erst
Uberwunden werden, as die Herstellung von Fakto-
renkonzentraten im technisch-industriellen Mal3stab
erfolgte. Das Ergebnis war eine wesentliche Verbesse-
rung der Lebensgualitdt und Lebenserwartung der
Patienten.

In den Jahren 1979 bis 1983 kam es jedoch zu einem
dramatischen Ruckschlag durch HIV-kontaminierte
Faktorkonzentrate. Daraus wurde die Forderung ent-
wickdt, dald nur viursinaktivierte Arzneimittel aus
Plasma angewendet werden dirfen. Der jewells er-
reichte Sicherheitsstandard, so die Forderung, sei zu-
dem Kkontinuierlich weiter zu entwickeln. Hersteller
und Behdrden haben die andauernde Aufgabe, die Si-
cherheitsmal3nahmen bei der Herstellung von Plas-
maderivaten kontinuierlich dem Stand des Wissens
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Uber im Plasma vorkommende Viren und dem techni-

schen Fortschritt anzupassen.

Zur Zeit enthalten die Sicherheitsmalinahmen im we-

sentlichen vier Elemente:

1. Malnahmen bel der Auswahl von Spendern und
Testung von Spenden

2. Kontinuierliche Kontrolle von der Einzelspende
Uber die viefatigen Herstellungsschritte bis zur
Abgabe des Endproduktes

3. Vdidierte Malinahmen zur Inaktivierung und Eli-
minierung von Viren

4. Uberprifung und Chargenfreigabe der Produkte
durch das Paul-Ehrlich-Institut

Deas jetzt eingefiihrte integrierte Sicherheitssystem fir

Arzneimittel aus Plasma umfaldt demgemé&ld Schritte

zur Entfernung und Inaktivierung von Viren auf ver-

schiedenen Ebenen und zu verschiedenen Zeitpunk-

ten der Herstellung. Als dezidierte Inaktivierungs-

schritte sind folgende Methoden im Gebrauch:

- Pasteurisierung

- Solvent Detergent Verfahren

- Trockene Hitze

Arzneim.-Forsch. /Drug Res. 49 (1), Nr. 2 (1999)
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- Beta-Propiolacton-Behandlung

- Na-Thiocyanat-Behandlung

- Behandlung bei niedrigem pH

Die Methoden unterscheiden sich in ihrem Wirkme-

chanismus und ihrer Wirksamkeit auf ein mehr oder

minder breites Spektrum pathogener Viren. Sie wer-

den gelegentlich miteinander kombiniert eingesetzt

und/oder ergdnzt durch dezidierte Mal3nahmen zur

Eliminierung von Viren. Als solche kommen in Be-

tracht:

- Nanofiltration

- Affinitdtschromatographie

- Verschiedene physikalische und proteinchemische
Reinigungsschritte unter definierten Bedingungen

Effektivitét und Reproduzierbarkeit dieser Mal3nah-

men sind fUr jedes Prgparat in Vaidierungsstudien

zu ermitteln.

Fur die Herstellung der labilen Plasmaderivate ist die

gewdhlte Kombination der Sicherheitsschritte und
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Prozel3schritte essentiell. Das angestrebte Ziel sind
nicht nur die Virussicherheit, sondern, gleichrangig,
die physiologische Wirksamkeit und Klinische Ver-
tréglichkeit der Prparate.

Die klinischen Erfahrungen mit den nach heutigem
Stand der Technik hergestellten Plasmaderivaten sind
sehr gut. Dennoch, bedingt durch die Verwendung
des natiirlichen Rohstoffs Plasma mit den inhérenten
Risikopotentialen durch epidemiologische Verande-
rungen Blut-assoziierter Pathogene, sind weiter an-
dauernde Entwicklungen der Diagnostik und der
Herstellverfahren unerléich. Das trifft zu fir nicht
umhillte Viren mit hoher Resistenz gegen die ge-
bréauchlichen Inaktivierungs- und Eliminierungsme-
thoden und fir den Erreger der neuen Variante der
Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung. Ein effektives Zu-
sammenwirken von universitéarer und industrieller
Forschung zur Erarbeitung verl&licher Daten und
sachgerechte Entscheidungen der verantwortlichen
Uberwachungsbehdrden sind hier gefordert.
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Das neue Transfusionsgesetz

Friedger von Auer

Bundesministerium fiir Gesundheit, Bonn

Das Transfusionsgesetz vom 1. Juli 1998
AnlaR fiir ein Transfusionsgesetz

Anla3 des Transfusionsgesetzes sind die unglick-
lichen und tragischen HIV-Ubertragungen durch
Blutprodukte Anfang der 80er Jahre bei etwa 2000
Personen. Empfehlungen des 3. Untersuchungsaus-
schusses ,,HIV-Infektionen durch Blut und Blutpro-
dukte® der 12. Legidaturperiode haben zunéchst zu
dem HIV-Hilfegesetz von 1995 gefuhrt. Danach er-
halten die Betroffenen finanzielle Hilfe. Den Hohe
punkt der fachlichen Diskussion, die den Empfehlun-
gen des Untersuchungsausschusses folgte, bildet das
Transfusionsgesetz.

Ziele des Transfusionsgesetzes

Das Gesetz will zu mehr Sicherheit der Blutprodukte
und des Transfusionswesens beitragen. Es will die
Versorgung der Bevdlkerung mit Blutprodukten si-
chern. Darlber hinaus soll das Vertrauen der Bevdl-
kerléng in ein sicheres Transfusionswesen gestarkt
werden.

Strukturen im Blut- und Plasmaspendewesen

Das Transfusionsgesetz nimmt Rucksicht auf die be-
stehenden Strukturen im deutschen Blut- und Plas-
maspendewesen und &ndert sie nicht. Es konkurrieren
die gemeinnutzigen und privatrechtlich organisierten
Spendeeinrichtungen miteinander und mit den Plas-
mapheresezentren der Industrie.
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Wesentliches Strukturelement des Transfusionsgesetzes

Das Transfusionsgesetz regelt die elementaren
Grundsétze und Pflichten. Die fachlichen Details
werden maldgeblich in Richtlinien der Bundesérzte-
kammer und des Paul-Ehrlich-Ingtituts festgelegt.

Versorgungsauftrag

Die Spendeeinrichtungen erhalten den gesetzlichen
Auftrag, Blut und Plasma zur Versorgung der Bevol-
kerung mit Blutprodukten zu gewinnen. Die Spende-
einrichtungen mussen dazu eng kooperieren und die
Zusammenarbeit in einer Vereinbarung festlegen.

Anforderungen an die Spendeeinrichtungen

Die Spendeeinrichtungen haben die GMP-Regeln zu
beachten. Die medizinische Leitung muf3 in den Han-
den von approbierten Arzten liegen, die eine beson-
dereSachkundebesitzen.

Spenderauswahl

Die Blut- und Plasmaspender miissen sorgféltig aus-
gewahit und durfen nur durch einen Arzt zur Spende
freigegeben werden. Es wird gesetzlich vorgeschrie-
ben, dal?3 die Spender nach dem Stand der medizini-
schen Wissenschaft und Technik auf HIV-, Hepatitis
B- und Hepatitis C-Infektionsmarker untersucht wer-
den missen. Die MifRachtung der Testvorschriften ist
mit Strafe bedroht.
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Aufklarung und Einwilligung der Spender

Die Spender missen Uber die Spendeentnahme und
die damit zusammenhangenden Untersuchungen
sachkundig aufgeklart werden. Die Einwilligung der
Spende ist schriftlich festzuhalten. Darliber hinaus
missen die Spender auch dartiber aufgeklart werden,
dai ihre personlichen Daten zu bestimmten Zwecken
erhoben und genutzt werden.

Aufwandsentschadigung

Das Transfusionsgesetz 183 die Zahlung einer Auf-
wandsentschadigung anld@ich der Blut- und Plasma-
spende zu. Eine echte Bezahlung ist grundsétzlich
nicht erlaubt, weil der menschliche Kérper nicht zu
einem Handelsobjekt verkommen darf.

Spenderimmunisierung/Vorbehandlung zur  Gewinnung
von Blutbestandteilen

Das Transfusionsgesetz sieht einen rechtlichen Rah-
men fir diese ethisch und fachlich anspruchsvollen
Methoden der Blut- und Plasmagewinnung vor. Das
dient vor allem dem Spenderschutz.

Spenderdokumentation und Datenschutz

Es wird die Dokumentation von Spenderdaten vor al-
lem zum Zwecke der Riickverfolgung und zur Risiko-
vorsorge nach dem Arzneimittelgesetz vorgeschrie-
ben. Es werden auch die Zwecke festgelegt, fir die die
Daten genutzt werden dirfen. Der Datenschutz ist
zu beachten.

Chargenbezogene  Dokumentation

Zu den grundlegenden Anforderungen an eine ord-
nungsgemale Anwendung von Blutprodukten gehort
die chargenbezogene Dokumentation der verwende-
ten Blutprodukte. Dies dient vor allem dem Zweck
der Durchfihrung von Rickverfolgungsmal3nahmen.
Es missen die Angaben zum Patienten, zum Prdpa-
rat, einschliefdlich Chargennummer, und zu seiner An-
wendung dokumentiert werden. Die Dokumentation
muf3 mindestens 15 Jahre lang aufbewahrt werden.

Unterrichtspflichten

Die Einrichtungen der Krankenversorgung sind ver-
pflichtet, im Fall des Verdachts einer schwerwiegen-
den Nebenwirkung eines Blutproduktes sowohl den
pharmazeutischen Unternehmer als auch die zustén-
dige Bundesoberbehtrde, das Paul-Ehrlich-Institut,
zu unterrichten. Die Mittellung an die Behtrde mul3
Mindestangaben zum Patienten enthalten, um einen
ﬁbrgleich mit Daten anderer Meldesysteme zu ermég-
ichen.

Qualitatssicherung

Die Einrichtungen der Krankenversorgung, die Blut-
produkte anwenden, missen ein Qualitatssicherungs-
system zum 7. Juli 2000 einrichten. Die Grundlagen
dafur werden in Richtlinien der Bundesérztekammer
und des Paul-Ehrlich-Instituts festgelegt.
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Riickverfolgungsverfahren

Das Gesetz legt Regeln zur Ruckverfolgung im Falle
eines begrindeten Infektionsverdachts bei Spender,
Produkt oder Patient fest. Diese Regelungen sind in
Voten des Arbeitskreises Blut des Bundesministeri-
ums fur Gesundheit konkretisiert.

Epidemiologische Daten

Bestdtigt positive Testergebnisse mussen jahrlich in
den Spendeeinrichtungen erhoben und der zusténdi-
gen Bundesoberbehtrde mitgeteilt werden. Dies er-
laubt eine zuverldssige Einschétzung der epidemiolo-
gischen Situation in den Spenderkollektiven.

Arbeitskreis Blut

Der Arbeitskreis Blut des Bundesministeriums fur
Gesundheit ist auf eine gesetzliche Grundlage gestellt
worden. Seine Aufgaben sind: Mitwirkung bei Ver-
ordnungen nach dem Transfusionsgesetz, Beratung
der zustdndigen Behorden des Bundes und der Lén-
der, rasches Reagieren auf aktuelle (Risiko-)Entwick-
lungen.

Anderung des Arzneimittelrechts
Die wichtigsten Anderungen sind:

— differenzierte Sachkunderegelung fir Herstellungs-
und Kontrolleiter je nach Blutprodukt

— gesetzliche Klarstellung der Zuléssigkeit der Ab-
gabe von Blutgerinnungspraparaten durch den h&
mostaseologisch qualifizierten Arzt an seine Pa-
tienten im- Rahmen der &rztlich kontrollierten
Selbstbehandlung von Blutern

— sogenannte kleine Herstellungserlaubnis bel auto-
logen Blutzubereitungen (Herstellungs- und Kon-
trolleiter in einer Person)

— chargenbezogene Dokumentation der Blutpro-
dukte beim pharmazeutischen Unternehmer,
Grofdhandler und in der Apotheke.

Selbstversorgung mit Blut und Plasma

Das Transfusionsgesetz enthélt folgende Regelungen
zur Forderung der Selbstversorgung:

— Erhebung von Daten fur eine zuverldssige Ein-
schétzung des Grades der Selbstversorgung (Koor-
diniertes Meldewesen)

— Vorschriften zur Qualitétssicherung der Anwen-
dung von Blutprodukten, die auch zu einem ratio-
nalen und sparsamen Gebrauch beitragen sollen

— Forderung der Aufklérung der Bevolkerung Uber
die Blut- und Plasmaspende durch Bund und Lé&n-
der

— Zuldssigkeit der Entschadigung fur den Aufwand,
den der Spender anld@ich der Blut- und Plasma
spende hat

— Regelungen zur Spenderimmunisierung, die die
Gewinnung von Hyperimmunplasma erlauben.
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Indikation und Anwendung von rekombinanten Gerinnungsfaktoren

(Faktoren Vlla, VIII, IX)

Klaus Lechner

Universitatsklinik Wien, Innere Medizin I, Abteilung fir Hamatologie und Hamostaseologie, Wien (Osterreich)

Die Herstellung rekombinanter Faktor VIII-Konzen-
trate wurde maoglich durch Aufklérung der Struktur
des Faktor VIII-Gens und der In-vitro-Expression
von humanem Faktor VIII in Gewebekulturen durch
zwel unabhéngige Gruppen in 1984. Die ersten klini-
schen Studien mit rekombinantem Faktor VIII be-
gannen 1988. Es stehen derzeit drei rekombinante
Faktor VIII-Konzentrate zur Verfligung, die sich in
der Art der Herstellung wesentlich voneinander un-
terscheiden. Zwei Produkte (Kogenate und Recombi-
nate) enthalten einen Faktor VIII, der dem natir-
lichen Faktor VIII entspricht, wahrend ein Zweitge-
nerationspraparat (Refacto) ein verkirztes Faktor
VIII-Molekll (ohne die mittlere B-Doméne) enthdlt.
Die drel Préparate unterscheiden sich bezliglich der
Pharmakokinetik und der Klinischen Wirksamkeit
nicht von Faktor VIII-Plasmakonzentraten und von-
einander. Die gentechnologisch hergestellten Faktor
VIlI-Konzentrate haben die Hoffnung einer vollkom-
menen Virussicherheit bisher erflillt, alerdings ent-
halten noch zwei Konzentrate Humanabumin, so
dad theoretisch die Mdglichkeit einer Viruslbertra-
gung noch gegeben ist. Die Préparate sind ausge-
zeichnet vertrdglich und gelegentlich auftretende
Antikdrper gegen Tierprotein haben sich als klinisch
irrelevant erwiesen. Das Risiko der Antikorperbil-
dung ist global nach rekombinanten Konzentraten
gleich hoch wie nach Plasmakonzentraten, allerdings
ist der relative Anteil der niedrigtitrigen und transien-
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ten Antikorper bei rekombinanten Konzentraten ho-
her. Die klinischen Studien mit rekombinantem Fak-
tor IX begannen 1995, das Praparat (Benefix) erwies
sich as gut vertraglich und bei der Untersuchung der
Pharmakokinetik zeigte sich, dal’3 die Recovery des
rekombinanten Faktor IX etwa 30 % geringer Ist im
Vergleich zu Plasmafaktor 1X. Die Habwertszeit ist
jedoch identisch. Bei Studien bel vorbehandelten und
nicht vorbehandelten Patienten hat sich gezeigt, dal3
das Préparat in seiner klinischen Wirksamkeit iden-
tisch dem Plasmafaktor IX und absolut virussicher
ist. Eine Antikorperbildung wurde bisher bel zwel Pa-
tienten beobachtet (alerdings auch bel einem schon
vorbehanddlten Patienten). Thromboembolische Kom-
plikationen wurden bisher nicht beobachtet. Rekom-
binanter Faktor VII wird in Babyhamster kidney cells
als einkettige Form sezerniert und wird wahrend der
Reinigung zu Faktor Vlla aktiviert. Rekombinanter
Faktor Vlla wird zur Behandlung von Patienten mit
Inhibitoren gegen Faktor VIII (und IX) verwendet
und erwies sich in klinischen Studien als sehr wirk-
sam. Infolge der kurzen Halbwertszeit von Faktor
Vlla mul3 die Einzeldosis (90 pg/kg) alle 2-3 Stunden
verabreicht werden. Die Vortelle dieses Préparates ge-
gentiber aktivierten Prothrombinkomplexpréparaten
sind die komplette Virussicherheit, die geringere
Wahrscheinlichkeit von thromboembolischen Kom-
plikationen und die fehlende Stimulierung des Faktor
VIII-Antikorpertiters. Der Nachteil bestent im sehr
hohen Preis.
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Antithrombin Il in der Therapie von Patienten

mit Sepsis und septischem Schock

Wolfgang Schramm

Klinikum Innenstadt der Ludwig-Maximilian-Universitat, Medizinische Klinik, Miinchen

Uber lange Zeit wurde die systemische Sepsis as di-
rekte Folge einer Uberflutung des Organismus mit
Edotoxinen und korpereigenen Zytokinen, vor alem
Tumor-Nekrose-Faktor alpha (TNFa) und Interleu-
kin 1 beta (IL-1 R), gesehen. Doch zeigten die Ergeb-
nisse klinischer Studien mit monoklonalen Antikor-
pern gegen diese Stoffe keinen klinischen Nutzen.
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Nach heutigem Verstandnis kommt sowohl bakteriel-
len Partikeln wie auch endogenen Zytokinen lediglich
die Funktion eines Auddsers zu. Der weitere Verlauf
des septischen Prozesses. vor allem aber die Entwick-
lung eines progredienten Organversagens, ist von an-
deren, nachgeschalteten Mechanismen des endogenen
Entziindungssystems abhangig. Hier wird zunehmend
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eine unkontrollierte Aktivierung des Gerinnungssy-
tems in der Mikrozirkulation der Organe diskutiert
[I]. Der septische Prozess fuhrt zu einer fortdauern-
den, endogenen Aktivierung des Gerinnungssystems,
so dal’ sich das korpereigene Kontrollpotential (ins-
besondere Antithrombin 111 (AT 1I1) alméahlich er-
schopft und ein gerinnungsspezifischer Circulus vitio-
sus entsteht. Die Gefahr wird am eindrucksvollsten
dadurch dokumentiert, dal3 der Abfal der AT III-
Aktivitdt eng mit der Letalitdt der Patienten korre-
liert. Ein Abfall unter 50 % der Norm prognostiziert
den spéteren Tod des Patienten mit einer Sensitivitét
von 95 % und einer Spezifitédt von 76 % (p < 0,001)

!

[A Il gilt as der wichtigste physiologische Regulator
der Blutgerinnung, da er die Gerinnung auf mehreren
Ebenen zu inhibieren vermag. Neben der Gerin-
nungsendstrecke (Faktor (F) Xa, Thrombin) inhibiert
AT 1l auch den intrinsischen (F Xla, F 1Xa) und
den extrinsischen (an Gewebethromboplastin gebun-
denen F VIla) Schenkel der Gerinnung [3].

Bel Patienten mit Sepsis wurde die Indikation zum
Einsatz von AT Il Uber lange Jahre hinweg vorwie-
gend unter gerinnungsspezifischen Gesichtspunkten
gestellt. Zahlreiche klinische Studien belegen den the-
rapeutischen Nutzen von AT Il in der Therapie und
Prophylaxe der Verbraucherkoagulopathie bel diesen
Patienten.

Neuere prdklinische Untersuchungen legen jedoch
den Schlul? nahe, dald sich der therapeutische Nutzen
von AT Il nicht allein auf seine gerinnungshemmen-
den Eigenschaften beschrankt. ATIIlI scheint einen
zusétzlichen anti-inflammatorischen  Wirkmechanis-
mus zu besitzen.

Eine Erklarung fur das anti-inflammatorische Poten-
tial von AT Ill konnten Erkenntnisse zur AT IlI-
Endothel-Interaktiion in der Mikrozirkulation der
Organe liefern. Es wurde sowohl in vitro als auch im
Rattenmodell gezeigt, dal3 die Bindung von AT 11l an
Glykosaminoglykane das Gefél}endothels (Uber das
Heparin-bindende Zentrum) zur unmittelbaren Frei-
setzung von Prostazyklinen (PGl 2) fihrte.

Die Freisetzung von PG1, hatte verschiedene eindeu-
tig anti-inflammatorische Reaktionen zur Folge:
PG1, reduzierte die Freisetzung von Sauerstoffradi-
kalen aus Zytokin/Endotoxin-aktivierten Neutrophi-
len, es verminderte die Freisetzung von TNFa aus
Zytokin/Endotoxin-aktivierten ~ Monozyten  und
setzte die Aggregabilitdt von Thrombozyten in der
Mikrozirkulation herab. Hierdurch verbesserte sich
Ficrit zuletzt die Sauerstoffversorgung der Organe
4-6].

In einem weiteren Maodell konnte gezeigt werden, dal3
AT Ill das durch Thrombin induzierte ,,rolling“ von
Leukozyten sowie deren Adhésion ans Gefél3endo-
thel verhindern kann. Als Folge daraus wurde die Re-
krutierung von Leukozyten sowie die Extravasation
reduziert [7]:

Wenn AT IlIl einen anti-inflammatorischen Effekt
audost, mufdte die Praxis der AT Il Therapie seine
Interaktion mit dem Endothel berticksichtigen. Die
postulierte Bindung von AT |1l an die Glykosamino-
glykane des Endothels vollzieht sich Uber dessen He-
parin-bindendes Zentrum. Das anti-inflammatorische
Potential von AT 11l wird durch gleichzeitige Gabe
von Heparin aufgehoben, da Heparin das Heparin-
bindende Zentrum blockiert und damit die Interak-
tion von AT Il mit dem Endothel unterbindet. Da-
her ist in der Therapie der Sepsis mit AT IIl die
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gleichzeitige Gabe von Heparin nur in prophylakti-
scher Dosierung indiziert.

Um eine giltige Antwort fir das Vorgehen in Zu-
kunft zu geben, wurde eine Reihe von klinischen Stu-
dien der Phase Il an Patienten mit schwerer Sepsis
durchgefihrt. Alle drei Studien waren multizentrisch,
prospektiv, randomisiert, doppelblind und Plazebo-
kontrolliert. Die Definition der Patientenpopulation
orientierte sich an den anerkannten Kriterien von
Bone [8]. Primére Zielgrole aler drei Studien war das
Uberleben bis Tag 30.

AT Il wurde Uber 5-7 Tage verabreicht. Die Bolus-
gabe lag bei 3000 bzw. 6000 IE AT 11, die Gesamtdo-
sierung lag zwischen 18 000 und Uber 30 000 IE AT
Il

In alen drei Studien war die 30-Tage-Sterblichkeit in
der Priméranadyse (,Intention-to treat“ Population)
in der AT I11-Gruppe geringer im Vergleich zur Pla
zebo-Gruppe. Die Resultate waren aufgrund der klei-
nen Fallzahlen (35-45 Patienten) statistisch nicht si-
gnifikant.

Die Ergebnisse dieser drei klinischen Prifungen gin-
gen in eine Metaanalyse ein und stellten die Auswer-
tung auf eine breitere Patientenbasis [9]. Die Meta
analyse umfalite 122 Patienten (AT Il 60; Plazebo
62). Die Verteilung der Patienten unter der Beriick-
sichtigung des Schweregrades ihrer Erkrankung
(APACHE 1l und SAPS) sowie weiterer demographi-
scher Charakteristika war in beiden Gruppen ver-
gleichbar. Priméres Zielkriterium der Metaanalyse
war die 28-Tage-Sterblichkeit. Wéhrend 45% der mit
Plazebo behandelten Patienten innerhalb von 28 Ta
gen verstarben, trat der Tod bel den mit AT IIl be-
handelten Patienten in diesem Zeitraum nur in 35 %
der Féle ein. Dies entspricht einer relativen Senkung
der 24-Tage-Letalitdt um 22.5 % (nicht signifikant).
Des weiteren wurde eine pharmakokinetische Studie
mit AT Il in Patienten mit schwerer Sepsis durchge-
fdhrt. Zum einen sollte die Pharmakokinetik zweier
verschiedenen Therapieschemata mit AT 11l bei Pa
tienten mit schwerer Sepsis charakterisiert werden.
Zum anderen sollten die beiden Hochdosis-Therapie-
Schemata daraufhin untersucht werden, ob die funk-
tiondlen AT Ill-Plasmaspiegel von niedrigen Aus-
gangswerten auf Uber 120 % angehoben werden und
Uber mindestens 4 Tage auf dem erhdhten Spiegel ge-
halten werden konnen.

Die Studie war offen, randomisiert kontrolliert und
multinational angelegt. Die Patienten erhielten ran-
domisiert eine von zwe Hochdosisbehandlungen
(30 000 IE AT III Uber 4 Tage) beginnend mit einem
Bolus Uber 6000 IE dann entweder 6000 IE/Tag als
Dauerinfusion oder als intermittierende intraventse
Bolusinfusionen. Die 28-Tage-Gesamtletalitét betrug
30 %, die mit dem SAPS II-Score vor Therapiebeginn
vorhergesagte 28-Tage-Gesamtletalitét betrug 45 %.
Damit wurden die Ergebnisse der Metaanalyse unter-
mauvert.

Bel beiden Therapieschemata erhohten sich die AT
[11-Plasmaspiegel  gegeniiber den niedrigen Ausgangs-
werten auf Uber 120 % (median 200 %) und blieben
bel diesen Werten bis zum Ende der Behandlungs-
phase von 4 Tagen. Die mittlere Eliminationshalb-
wertszeit bei Patienten mit schwerer Sepsis (vergleich-
bar bei beiden Dosierungsschemata war etwas kirzer
als bei gesunden Freiwilligen (18.9 vs. 21,7 Stunden.
Aulerdem wurde die Dauerinfusion im Hinblick auf
die Praktikabilitdt von den Untersuchern leicht be-
vorzugt.
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Aufgrund der Ergebnisse der hisher durchgefihrten
Phase I1-Studien wurde eine Phase 111-Studie geplant,
um die Wirksamkeit von AT Il bel Patienten mit
schwerer Sepsis in Form einer Senkung der 28=Tage-
Letalitat statistisch signifikant zu belegen. Das
Design der Studie ist prospektiv, multinational, dop-
peblind, randomisiert und plazebo-kontrolliert. Es
sollen 2300 auswertbare Patienten mit schwerer Sep-
sis aus 200 Zentren in Europa, Sudafrika, Israel,
USA, Bradlien, Audtralien und Neusedland in die
Studie eingeschlossen werden. Das primére Studien-
zZiel ist die Senkung der 28-Tage-Gesamtletalitéat. Wie
in adlen vorangegangenen Studien soll auch die Si-
cherheit von AT Il vs. Plazebo bei Patienten mit
schwerer Sepsis untersucht werden. Die Dosierung
richtet sich nach der Hochdosistherapie der Pharma-
kokinetikstudie mit der von den Prifern bevorzugten
Dauerinfusion (Gesamtdosis 30 000 IE. 6000 IE as
Bolus + 6000 IE/Tag fir 4 Tage). Die Einschluf3krite-
rien orientieren sich wie bei den Vorgangerstudien an
den Kriterien von Bone [8].

Die Studie verlauft bisher nach Plan. Das Design
wurde von den wichtigsten Behérden (z. B. FDA und
MCA) akzeptiert. Der erste Patient wurde wie ge-
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plant eingeschlossen, die Rekrutierung verléauft vor-
aussichtlich bis Ende 1999. Die erste Zwischenaus-
wertung ist in Vorbereitung und nach drei Sicher-
heitsauswertungen von einem unabhangigen Gre-
mium (Data and Safety Monitoring Board) bestehen
keine Sicherheitshedenken. Bisher wurden mehr as
1000 Patienten aus Uber 150 aktiven Zentren welt-
weit rekrutiert.
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Current Status of Gene Therapy in Haemophilia A and B

lan Peake

Division of Molecular and Genetic Medicine, University of Sheffield, Royal Hallamshire Hospital, Sheffield (Great Britain)

The cloning and expression of the factor 1X (FIX)
and factor VIII (FVIII) genes was reported in the
1980's and a cure for haemophilia B and A by gene
therapy then became a possibility. In spite of consid-
erable hurdles still to be overcome this goa is till
attainable. In this short review | shall summarise the
important advances that have been made, particularly
in gene delivery technology.

Gene ddlivery vectors can be divided into viral and
non-viral based constructs. The most popular have
been those based on viruses, in particular retro-
viruses, adenoviruses and more recently adeno-associ-
ated viruses (parvo-viruses). Non viral based con-
structs have, in the main, proved to be inefficient.
Most retroviral based constructs have been based on
amphotrophic murine leukaemia viruses (MLV). Al-
though retrovirus based vectors have the advantage
of stably transducing cells by genomic integration,
drawbacks and limitations include a requirement for
cell division, a size limitation on the incorporated
gene (cDNA) of < 7.0 kb, low vira stock titres and
associated difficulties in concentration for production
purposes and inefficient cdll targeting. There is dso a
concern that the integrated Vector could lead to the
inappropriate expression of other gene(s) to produce
a disease state.
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Adenovira based vectors have no cell divison re-
quirement for transduction and do not result in gen-
omic integration. However they are pathogenic and
can lead to cell death. Even so high copy numbers
can be transduced into cdls resulting in high levels of
transient gene expression. Restrictions to insert size
also apply(maximum 8.0 kb).

Adeno-associated viruses (AAV) based vectors have
recently been introduced. These are based on a non-
pathogenic (in humans) Virus, do not require recipient
cell division for transduction and, in the wild type,
integrate into human chromosome 19. AAVs have
been described as a defected parasite, requiring a
helper Virus (adenovirus) for a normal life cycle. The
AAV has a broad host range, but the helper Virus is
species specific.

DNA in the form of plasmids can by used to tranfect
cells. This process of endocytosis is however ineffi-
cient, athough it can be enhanced by forming com-
plexes with other Proteins (e.g. polylysine) which al-
lows the DNA to be condensed and stabilised [1]. The
Contents of the endosome are also rapidly destroyed
by the action of lysozymal enzymes, athough this
process can be reduced to some extent by the incor-
poration of a replication defective adenovira particle.
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In vitro and in vivo experiments have shown that
most cells, once transduced with the FIX or FVIII
cDNA will produce and release hiologicaly active
clotting factor. However the introduction of the com-
plete FVIII cDNA into the viral based vectors is not
possible in most cases because of insert size limita-
tions. A shortened FVIII cDNA, lacking the region
encoding the B domain (del B FVIII) has been suc-
cessfully used and the recombinant equivalent of this
molecule has been shown to be clinicaly effective in
treating haemophilia A [2]. Most cells appear to be
able to undertake the post trandational modifications
necessary to produce FVIII and FIX with normal
biological activity. However, it is also apparent that
certain tissues are less efficient than others in releas-
ing the clotting factor into the blood, eg. FVIII re-
lease from muscle is poor [3].

Gene therapy can be performed using either ex vivo
or in vivo approaches. The latter procedure is natur-
ally more convenient, but because of the requirement
for active cell division to alow successful retrovira
transduction, the former procedure was used for most
of the initial experiments. Once fibroblasts from both
normal and haemophilic dogs had been shown to
produce in vitro biologicaly active FIX after trans-
duction with a retroviral construct containing the
canine FIX gene [4], a series of publications, reviewed
by Thompson [5], appeared in which a variety of cell
types were transduced and shown to produce FIX
both in culture and after re-transplantation. The
levels seen in vivo were however very low, often they
were transient and many of the experiments involved
cross-species studies in which alo-antibody produc-
tion only served to complicate the results. Switching
off of the promoter sequence used to drive FIX pro-
duction (often a promoter sequence from human cy-
tomegalovirus) was aso noted. These studies were,
however, enough to encourage Hsueh and colleagues
in Shanghai, PR of China to perform the, as yet, only
human gene therapy experiment in two brothers with
mild/moderate haemophilia B (2.0 % FIX) [6]. Auto-
logous skin fibroblasts were obtained from each indi-
vidua and were genetically modified ex vivo by retro-
viral mediated gene transfer of the human FIX gene.
After in vitro studies had demonstrated FIX produc-
tion, the cells were mixed with Collagen and injected
back into the donor subcutaneously. A series of such
injections were performed over a period of 2.5 years.
A doubling of the plasma FIX levels was seen in both
boys and an improvement in Clinical Symptoms was
reported for up to 420 days. These studies have yet to
be confirmed.

The initia in vivo gene therapy experiments in large
animals were performed on a colony of haemophilia
B dogs. Experiments were performed on partially
hepatectomised (to induce hepatocyte cell division
and so alow for retroviral transduction of the hepa-
tocytes) severely affected haemophilia B dogs [7].
They were injected via the hepatic portal vein with a
retroviral based construct containing the canine FIX
cDNA. About 1 % of the liver cells were transduced
and prolonged FIX expression was reported, but at
sub-clinical plasma levels (about 0.1 %). This was
however sufficient to reduce the whole blood clotting
time significantly. In a second series of experiments
an adenoviral based vector was used (partial hepa-
tectomy was not necessary) [8]. A 25 % cellular trans-
duction rate was achieved, resulting in rapid haemo-
philia cure (300 % FIX). However this was short |ast-
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ing and levels had fallen to < 1.0 % after 3 weeks.
This experiment could not be repeated in the same
dogs since they had produced antibodies to adenovi-
ral antigens expressed by the FIX Vector. These two
series of experiments served to highlight the essential
problems with such vectors: low expression with re-
troviral Systems and transient expression with aden-
ovira systems which could not be repeated.

Most of the early studies utilised FIX cDNA for two
reasons; the size of the cDNA (1.8 kb) and the
stability of the FIX product. Because of the size con-
striction noted above for vira vectors, a truncated
FVIII ¢cDNA has been used in FVIII gene therapy
studies. However there are DNA sequences within the
FVIIl cDNA which appear to limit the ability to pro-
duce high titre retroviral FVIII cDNA preparations
[9], and sequences are also present in the FVIII
cDNA which impair release of FVIIlI from transdu-
ced cells by binding it to intracellular molecules, in
particular BiP [10]. It has been shown that mutant
FVIIIT F309S shows increased cellular release presum-
ably resulting from reduced intracellular binding [ 11].
Attempts have been made to overcome manv of the
problems highlighted in the initial experiments These
include the inclusion of better tissue specific pro-
moters, the pseudotyping of retro- and adenoviruses
to improve cell targeting and efficiency and the
blocking of the immune response seen with adenovi-
ral vectors.

The Tissue specific promoters have been isolated for sev-
eral tissues including the albumin gene promoter
(liver) [ 12], the beta-actin promoter plus the muscle
creatine kinase enhancer sequence (muscle) [ 12] and
the keratin 14 promoter (skin) [13]. Dwarki et al. in
1995 [14] reported a significant advance with a retro-
vira based MFG vector system and the human del
B FVIII cDNA. This vector permitted the efficient
transduction of the majority of primary cells in cul-
ture and high levels of FVIII were produced. Follow-
ing transplantation of primary fibroblasts into mice
therapeutic levels of FVIII were seen in plasma for
> 7 days. Greengard and colleagues have recently re-
ported sustained high level FVIII expression in im-
munocompetent rabbits and dogs following peri-
phera intravenous injection of another retroviral ba-
sed vector [15]. In several rabbits therapeutic levels of
FVIIlI were present after 400 days. Wang and col-
leagues have used myoblast gene transfer to demon-
dtrate the efficacy of a plasmid based vector based on
a retrovira frame [16]. A construct containing a hu-
man FIX mini-gene under the control of the beta ac-
tin promoter and MCK enhancers was used to trans-
duce isolated myoblasts which were then transplanted
back into the recipient. Long term expression of low
levels of FIX was observed.

Most retroviruses will only transduce dividing cells.
However the human immunodeficiency lentivirus
(HIV) will transduce cells blocked in cell cycle and
terminally differentiated. Verma and colleagues [17]
have recently shown that lentiviruses pseudotyped
with vesicular stomatitis virus G glycoprotein will
transduce a broad range of tissues and cell types, and
can introduce genes directly into liver and muscle.
Progress with adenoviral based vectors has focused
on the immunological problems seen [18]. Immuno-
suppresive drugs can be used but this aﬂproach would
probably be unacceptable in a haemophilic who may
be dready immunocompromised. Removal of further
adenoviral genes from the Vector construct can im-
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prove the Situation (gutted viruses). Connelly and as-
sociates [19] have recently reported on the use of an
adenoviral based human del B FVIII cDNA vector
which gives, following intravenous injection, high
levels of human FVIII in normal and haemophilia A
mice and in FVIII deficient dogs. This response was,
however again only transitory in the dog, due to cross
species anti human FVIII antibody production. The
recent cloning of the canine FVIII gene will provide
a much better model for these dog studies [20].

The most exciting developments in the field of vird
vectors appear to be those concerning the use of AAV
based vectors. They have been shown to readily trans-
duce both dividing and non-dividing cells and to be
non-pathogenic in humans. Although their prepara-
tion is complicated and contamination with patho-
genic helper adenovirus is still a possibility, encour-
aging result have been seen. Herzog and colleagues
[21] have shown stable gene transfer and expression of
human FIX in immunocompromised mice following
direct muscle injection of an AAV based human FIX
cDNA Vector. Similar expression in liver has dso
been reported following hepatic portal vein injection
by Snyder and colleagues [22]. Monahan and col-
leagues have now reported sustained expression of
FIX in adog model of haemophilia B following direct
intramuscular injection of a recombinant AAV Vector
carrying the human FIX cDNA [23].

Immunology still has a significant role to play, not
only in understanding and controlling the immunolo-
gical responses seen in particular with adenoviral
based Systems, but in anticipating problems within
the patients themselves when exposed to foreign anti-
gens both within the transduced-cells and in the circu-
lation. Our understanding of the immunology of in-
hibitor production seen in up to 30 % of haemophilia
A patients is incomplete. Other problems might in-
clude the fact that up to 80 % of humans will have
pre-existing antibodies to AAV
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Therapie mit Fresh Frozen Plasma (FFP) statt Einzelfaktoren?

Marcell U. Heim

Universitétsklinikum Otto-von-Guericke, Institut fir Transfusionsmedizin und Immunh&matologie mit Blutbank,

Magdeburg

Im FFP sind dle Stoffe des Humanplasmas, insbe-
sondere die Gerinnungsfaktoren und deren Inhibito-
ren enthalten und zwar je 1 Einheit pro Milliliter. Da
her kdnnen in den heute *Ublicherweise nur 200 ml
Plasma enthaltenden ,,FFP-Beuteln maximal 200
Einheiten an Faktoren enthalten sein; eine Tatsache,
die meist nicht beachtet wird. Da bei der perioperati-
ven FFP-Gabe neben dem Ersatz von Gerinnungsfak-
toren und Inhibitoren auch der gleichzeitige ,,physio-
logische” Volumenersatz ds gunstig betrachtet wird
(,,da ist ales drin“), kommt diese Therapie auch bel
spezifischen  Gerinnungsstdrungen zum Einsatz.
Demgegentiber fordern zurecht die Leitlinien zur H&
motherapie der Bundesérztekammer (BAK) as dlei-
nige Indikation zur FFP-Gabe die globale Gerin-
nungsstorung. Streng genommen zeigen allerdings
viele Studien, dal? das FFP as gerinnungsaktives Pro-
dukt nur in seltenen Félen indiziert ist und zudem
seine hamostaseologische Wirkung meist mal3dos
Uberschétzt wird (,,Hamotherapie nach Maldl“). Bei
vergleichenden Untersuchungen zwischen FFP und
reinen Volumenersatzlésungen (Albumin oder Kol-
loide) lassen sich i.d. R. bel den Patienten keine Un-
terschiede fir den klinischen Nutzen nachweisen, so
dal3 bis auf wenige Ausnahmen dem reinen Volumen-
ersatz der Vorzug gegeben werden sollte. Aul3erdem
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konnte in zahlreichen Studien gezeigt werden, dal3
selbst bei massiven Blutverlusten mit hohem Substi-
tutionsbedarf an Erythrozyten durch eine strenge
normovol@mische Substitution das Auftreten von Ge-
rinnungsstérungen verhindert werden kann. Nach
den Erfahrungen beim therapeutischen Plasmaaus-
tausch &% sich zudem zeigen, dal3 das Ausmal? einer
intraoperativen Verdinnungskoagulopathie von den
Arzten haufig Ubertrieben eingeschétzt wird. Interes-
santerweise verzichten auch einzelne Transplanta-
tionszentren bei Patienten mit Leberversagen trotz
stark eingeschrankter Syntheseleistung an Gerin-
nungsfaktoren auf die intraoperative Gabe von FFP
ohne erkennbare Nachteile fur ihre Patienten.

Die spezifischen Gerinnungsfaktorenkonzentrate sind
nach derzeitigem Kenntnisstand nicht nur zumindest
mit dem FFP vergleichbar frei von moglichen Infek-
tionserregern, sondern kénnen auch perioperativ
ohne Volumenbelastung die notwendige Menge an
Gerinnungsfaktoren und Inhibitoren ersetzen. Nicht
zuletzt stinde jedes in den Kliniken nicht mifbréauch-
lich verwendete FFP fir die industrielle Fraktionie-
rung von Gerinnungsfaktoren- und Inhibitorkonzen-
traten zur Verfigung, wodurch auch der Import aus-
landischen Plasmas entlastet werden konnte (,,Natio-
nale Selbstversorgung®).
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Therapie mit polyvalenten Immunglobulinen

Volker Wahn

Universitatskinderklinik, Dusseldorf

Immunglobuline sind die Effektormolekiile der spezi-
fischen humoralen Immunitét. Sie werden von Plas
mazellen sezerniert, welche sich im Zuge eines kom-
plizierten Differenzierungsvorganges aus B-Vorléu-
ferzellen entwickeln. Jeder Mensch bildet im Laufe
seines Lebens eine grofie Zahl verschiedener Antikor-
per, die dann durch geeignete technologische Verfah-
ren aus Blutplasma gereinigt und konzentriert werden
koénnen. Durch Bildung von Spenderpools wird er-
reicht, da3 in einem Immunglobulinkonzentrat Anti-
korper gegen praktisch alle vorkommenden Viren und
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Bakterien vorhanden sind, insbesondere dann, wenn
die Pools von einheimischen Spendern gewonnen
wurden. Derzeit verflgbare Konzentrate enthalten
praktisch nur Immunglobulin G (1gG)-Antikorper,
die das Produkt einer humoralen Sekundérantwort
auf ein Antigen reprasentieren. Physiologischerweise
sind solche 1gG-Antikérper verantwortlich fur ble-
bende humorade Immunitét.

Die Hauptfunktionen des 1gG-Molekiils lassen sich
den wichtigsten Strukturen zuordnen: Uber das
F(ab)2-Fragment (ab = Antigen-Bindung) werden
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Neutralisation, Agglutination und Prézipitation von
Fremdantigenen vermittelt, Uber das FC-Fragment
(c = congtant, crystallizable) die Komplementaktivie-
rung und die Bindung an Fc-Rezeptoren. Letztere hat
erhebliche Bedeutung fur die immunmodulatorische
Potenz der Préparate.

Entsprechend ihren Funktionen koénnen polyvalente
Immunglobulinpréparate (IVIG) mit zwei Hauptziel-
setzungen klinisch eingesetzt werden: Substitution
fehlender Antikdrper und Modulation bestimmter
immunpathol ogischer Prozesse.

Antikdrpermangel kann im menschlichen Organis-
mus aus zwei Griinden vorliegen:

1. Der Organismus ist zwar immunkompetent, hat
aber noch keinen Antigenkontakt gehabt. Ein Bei-
spie fur ‘die Anwendung von IVIG in einer sol-
chen Situation ist die passive Immunprophylaxe
gegen Hepatitis A, z. B. bel Touristen.

2. Der Organismus ist fur humorale spezifische Im-
munreaktionen absolut oder rdativ inkompetent.
Beispiele sind das primédre Antikdrpermangelsyn-
drom oder der relative Antikérpermangel bei
HIV-Infektion.

Wahrend zur Substitution von Antikdrpern ver-
gleichsweise niedrige Dosierungen erforderlich sind
(meist 300-400 mg/kg KG/Monat), werden fur die
Immunmodulation Dosierungen von bis zu 2 g/kg
KG benttigt.

Bel einigen Erkrankungen ist eine klinische Wirkung
in Plazebo-kontrollierten Studien zweifelsfrei belegt.
Dabei gibt es mit groRer Wahrscheinlichkeit nicht ei-
nen Mechanismus, Uber den die Immunglobuline wir-
kenj sondern mehrere. Am Beispiel der Immunthrom-
bopenie werden einige der experimentell Uberpriiften
Mechanismen erl&utert.

Hochdosiertes IVIG (HDIVIG) ist inzwischen bel ei-
ner sehr grofen Zahl von Erkrankungen erprobt wor-
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den, bei denen pathogenetisch Immunprozesse ver-
mutet werden. Bei relativ wenigen Erkrankungen lie-
gen Plazebo-kontrollierte Studien vor. In einigen Stu-
dien wurden unbehandelte Kontrollgruppen mit ana-
lysiert, oder aber Dosis-Wirkungs-Beziehungen un-
tersucht. Uberwiegend liegen aber offene Studien
oder anekdotische Fallmitteilungen vor, die eine Wir-
kung vermuten lassen, aber nicht belegen. Einige der
Publikationen beziehen sich dabei auf derart seltene
Erkrankungen, dal3 hier der Ruf nach Plazebo-Stu-
dien unsinnig wére. So erfolgt die Therapie auf der
Basis von trial and error, was inshesondere in der P&
diatrie legitim erscheint, ist doch die Vertraglichkeit
der Immunglobuline erfahrungsgemald gut. Bel haufi-
geren Erkrankungen bleibt zu hoffen, dal3 in Zukunft
qualitativ bessere und aussagekréftigere Studien fol-
gen werden.

Bisher wurde HDIVIG in folgenden Bereichen der
Medizin eingesetzt:

— hédmatologische Erkrankungen

rheumatische Erkrankungen

Vaskulitiden

neurologische Erkrankungen

allergische Erkrankungen

— wenige andere.

Ein Expertenkommittee der Arbeitsgemeinschaft fir
Padiatrische Immunologie (API) hat versucht, den
vorliegenden Datenbestand bel pédiatrischen Erkran-
kungen zu sichten und zu bewerten. Die Ergebnisse
dieser Diskussionen werden vorgestellt. Bei der Be-
wertung sind die Autoren davon ausgegangen, dafid
die derzeit auf dem Markt befindlichen Préparate
hochsten Sicherheitsanforderungen insbesondere im
Hinblick auf Virussicherheit gentigen. Sollten Félle
von Ubertragungen etwa von Hepatitis C Uber die
Immunglobuline nachgewiesen werden, mifdte ene
Neubewertung der Nutzen/Risiko-Relation vorge-
nommen werden.
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Soziookonomische Evaluation der Therapie mit Blut- und Plasmaprodukten

am Beispiel der Himophilie

Thomas Szucs und Wolfgang Schramm

Klinikum Innenstadt der Ludwig-Maximilians-Universitat, Medizinische Klinik, Miinchen

Einleitung

In den letzten Jahrzehnten konnten durch eine, den
Bedlrfnissen des Patienten angepaldte Substitutions-
therapie eine durchschnittliche Lebenserwartung bei
hdmophilen Patienten erzielt werden. Auch die so-
ziadle und berufliche Integration und die Lebensquali-
tdt konnte entscheidend verbessert werden. Vor dem
Hintergrund der stetig wachsenden Ausgaben im Ge-
sundheitswesen, miussen Therapiekonzepte zuneh-
mend im Hinblick auf die wirtschaftliche Belastung
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des Arzneimittelbudgets geprift werden. Die Bedeu-
tung einer 6konomischen Untersuchung der Hamo-
philiebehandlung wird besonders deutlich, berechnet
man denjahrlichen Faktorverbrauch in Deutschland.
Eine Hochrechnung aufgrund der Konsensusempfeh-
lung zur Substitutionstherapie der Hamophilie von
1993 ergab einen geschétzten Verbrauch an Faktor
VIII von 200 Millionen Einheiten pro Jahr. Eine Ein-
heit Faktor VIII kostet ca. 1 DM. Im Rahmen einer
Okonomischen Evaluation werden verschiedene The-
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rapieschemata entsprechend ihrem Nutzen und ihren
Kosten miteinander verglichen. Ziel dieser Studie war
die wirtschaftlichen Aspekte der Hamophiliebehand-
lung, die Nutzwertfunktionen und die Lebensqualitét
hadmophiler Patienten erstmals in einer grof3angeleg-
ten Europédischen Studie zu untersuchen.

Fragestellung

Folgende Fragen wurden in unserer Minchner Pilot-
studie zur soziodkonomischen Analyse der Hamophi-
lie untersucht: 1. Was 183 sich Uber die soziooko-
nomischen Kosten und den soziotkonomischen Nut-
zen unterschiedlicher Therapieschemata aussagen? 2.
Wie hoch ist der Ressourcenverbrauch bei diesen Pa-
tienten? 3. Was kann Uber die Nutzwertfunktion bei
Hamophilen ausgesagt werden? 4. Welchen Einfluf?
hat die Therapie auf die Lebensqualitdt?

Methode

In einer retrospektiven Kohortenstudie wurden kon-
sekutive Patienten mit schwerer oder mittel schwerer
Hamophilie A oder B erfal¥, die im Hamophiliezen-
trum behandelt und betreut werden. Folgende Para
meter wurden bel alen Patienten erhoben: Demogra-
phie und sozialer Status (Arbeitsverhdltnis wahrend
der letzten sechs Monate, das monatliche Bruttoein-
kommen und die Erwerbsquote), Substitutionstyp
(Behandlung bei Bedarf, Prophylaxe und modifizierte
Prophylaxe), Status der mit den Gerinnungsfaktoren
Ubertragenen Erkrankungen, physischer Status der
Gelenke, Lebensgualitét mittels SF-36 Instrument,
individuellen Nutzwerte (Utility) nach Torrance, Res-
sourcenverbrauch (Arztbesuche, Hospitalisationen,
Faktorverbrauch), Lénge der Arbeitsunféhigkeit auf-
grund der Hamophilie.

Ergebnisse

In der vorliegenden Studie wurden total 1042 Patien-
ten untersucht. Insgesamt wurden 338 (33 %) der Pa
tienten mit prophylaktischer Therapie behandelt, wo-
gegen fast zwel Drittel (674 Patienten) eine Therapie
be Bedarf erhielten. Das durchschnittliche Alter der
Patienten betrug 34.7 £ 13.8 Jahre das Gewicht 72.1
*+ 15.6 kg. Insgesamt 83 % der Patienten litten unter
einer Hamophilie A, 31 % waren HIV positive und
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8 % litten unter einer symptomatischen AIDS-Infek-
tion, Der Uberwiegende Anteil der Patienten (82 %)
hatten eine schwere Hamophilie mit Faktor VIII-Ak-
tivitét unter 2 %. Bei 16 % lag eine mittelschwere H&
mophilie vor. Bezlglich der Erwerbsquote fanden wir
keine Unterschiede zwischen Patienten mit prophy-
laktischer Therapie und solchen, welche bel Bedarf
behandelt wurde. Hingegen wiesen die prophylaktisch
behandelten Patienten signifikant weniger Gelenks-
blutungen auf (3.4 £ 6.3) versus 7.7 = 111, p =
0.0001). Dieser Unterschied war verstérkt bei Patien-
ten mit schwerer Hdmophilie und HIV negativen Pa-
tienten. Im Durchschnitt betrug der stationdre Auf-
enthalt auf der Normalstation 0.29 + 3.3 Tage und
0.1 £ 15 Tage auf der Intensivstation. Die mittlere
Anzahl von Arztbesuchen betrug 0.2 + 1.1 beim
Hausarzt und 0.9 + 3.3 im Hamophiliezentrum. Die
mittlere Anzahl Arbeitsunfahigkeitstage betrug 3.0
+ 13.9 bel den Patienten und 0.1 +1.I bei den Ange-
horigen. Die Bestimmung der Nutzwerte ergab einen
Mittelwert von 0.75 = 0.17. Der Faktor VIII-Ver-
brauch betrug 47.2 + 53.3 U/kg/Woche im gesamten
Kollektiv, 24.6 + 46.2 U/kg/Woche bei Bedarfsthera
pie sowie 63.2 + 53.9 U/kg/Woche bel Patienten mit
Prophylaxe.

Diskussion

In Anbetracht des stark belasteten Gesundheitshaus-
haltes werden soziodkonomische Analysen verschie-
dener Therapieprinzipien in Zukunft vermehrt an Be-
deutung gewinnen. Die Kosten der akuten Therapie
einer frischen Gelenksblutung und der chronischen
Therapie hdmarthrotischer Gelenke belasten deutlich
die Ressourcen des Gesundheitsbudgets. Die Hoéhe
der Ausgaben zur Therapie der Hdmophilie wird v. a
von den Kosten fur die Gerinnungsfaktoren und von
dem Therapieschema bestimmt. Die bedarfsgerechte
und die prophylaktischen Substitutionstherapie mit
Gerinnungsfaktoren, sollen die Aufwendungen fir
ambulante / stationére Klinikbesuche und zusétzliche
Medikamente, wie z. B. Antiphlogistika oder Analge-
tika, deutlich reduzieren. Da Patienten, die gemal ei-
ner modifizierten Prophylaxe substituieren, seltener
eine Gelenkblutung erleiden, sind Folgekosten gerin-
ger. In Kenntnis der Kosten und des wirtschaftlichen
Nutzens der Vermeidung einer zusétzlichen Gelenk-
blutung, ist eine prophylaktische Therapie v. a im
Kindes- und Jugendalter auch aus gesundheitsokono-
mischer Sicht empfehlenswert.
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Pre-clinical and Early Clinical Experience Using Dendritic Cells

to Treat Human Malignancy

Lothar Kanz, Peter Brossart, Gernot Stuhler, Volker Reichardt, Annette Kleihauer, Stefan Scheding, Stefan Stefanovic,

Hermann Einsele, Hans-Georg Rammensee, and Wolfram Brugger

University of Tiibingen, Department of Hematology, Oncology and Immunology, and Institute for Cell Biology,

Department of Immunology, Tiibingen (Germany)

Dendritic cells (DC) are key regulators in immune
responses, capable of priming naive resting T cells
and initiating primary T cell responses when pulsed
with antigenic peptides or proteins. In vitro, DC. can
be generated from human CD34+ bone marrow and
periphera blood progenitor cells after culture with
different cytokine combinations including FIt3 li-
gand, SCF, GM-CSF and either I1L-4 or TNF-a. Re-
cently it was demonstrated that DC can also develop
from peripheral blood CD14+ monocytes when
grown in the presence of GM-CSF and IL-4. These
cells have the characteristics of immature DCs and
can be further induced to mature by inflammatory
stimuli like TNF-a, IL-I, LPS or by monocyte con-
ditioned medium. We have analyzed the effect of
CD40L and different cytokines on the development
of DC from peripheral blood monocytes in the ab-
sence of GM-CSE CD40 ligation promoted differen-
tiation of peripheral blood monocytes into functional
DC in absence of GM-CSF and IL-4. Analysis of sur-
face markers showed that cells cultured in presence of
CD40L expressed high levels of MHC class I mole-
cules, CD80, CD86, CD40, CD54 and CD83. In line
with high expression of adhesion and costimulatory
molecules, corresponding to phenotypic character-
istics of mature DC, CD40L induced DC were potent
stimulatory cells in alogeneic MLR and in priming
of MHC class | restricted CTL responses. These find-
ings provide further evidence for the importance of
CD40-CD40L interaction for initiation and mainten-
ance of T cell responses and confirm the emerging
concept that monocytes provide an additional source
of DC, depending on externa stimuli.

As protocols for expansion and maintenance of hu-
man DC generated from bone marrow derived pro-
genitors or periphera blood monocytes have recently
been established, it is now possible to generate suffi-
cient numbers of DC from patients and apply them
in vaccination strategies for malignant and infectious
diseases. When DC are pulged with antigenic peptides
and these cells are then reinfused, this approach can
lead to specific immunity and protection in animals
against tumors and infections. At present similar
studies are carried out in patients. Many approaches
for the ddlivery of antigens to DC are being analyzed:
viral vectors, naked and plasmid DNA and RNA,
tumor lysates, apoptotic cells, fusions of tumor cells
with DC, proteins and peptides. We use DC pulsed
with peptides (HER-2/neu oncogene, MUCI tumor
antigen, CMV pp65 protein), protein (idiotype immu-
noglobulin from multiple myeloma patients) or DC
fused with tumor cells (when the antigen is not de-
fined) for induction of a protective immunity in vitro
and in vivo.
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The Her-2/neu proto-oncogene is a 185-kDA trans-
membrane protein with homology to the epidermal
growth factor receptor. It is overexpressed in 30-40 %
of breast and ovarian cancers and this overexpression
was shown to correlate with aggressiveness of malig-
nancy and poor prognosis. To analyze whether Her-
2/neu epitopes are tumor associated antigens for dif-
ferent tumors, we induced Her-2/neu peptide-specific
CTL responses by primary in vitro immunization and
used these CTL to determine the presentation of Her-
2/neu epitopes on human tumor lines. Autologous
DC generated from peripheral blood monocytes were
pulsed with Her-2/neu derived peptides E75 and GP2
and used as APC for CTL priming. CTL induced
with DC generated in presence of TNF-a dlicited a
higher cytotoxic activity when stimulated with the
cognate peptide compared to CTL induced with DC
grown in GM-CSF and IL-4 aone. The cytotoxicity
of induced CTL was antigen specific and HLA-A2
restricted. Furthermore, these CTL lysed not only
breast cancer cells but colon and renal cell carcinoma
(RCC) cdl lines expressing Her-2/neu.

Recently, it was demonstrated that MHC-unrestricted
cytotoxic T cells can recognize epitopes of the MUCI
tumor associated antigen. There is increasing evi-
dence now that MHC-restricted T cells can aso be
induced after immunization with the MUCI protein
or segments of the core tandem repest. However, little
is known about the epitopes recognized by MUCI
specific MHC restricted CTL. Using a computer
analysis of the MUCI amino acid sequence, we iden-
tified two novel peptides with a high binding probab-
ility to the HLA-A2 molecule. CTL were generated
from several healthy donors by primary in vitro im-
munization using peptide pulsed dendritic cells.

The peptide induced CTL lysed tumors endogene-
oudy expressing MUCI in an antigen specific and
HLA-A2 restricted fashion, including breast and
pancreatic tumor cells, showing that these peptides
are shared among many epithelia tumors.

In order to generate CMV-specific CTL we used a
similar approach as described above. Several CMV-
specific HLA-A2 restricted peptide epitopes derived
from the immunodominant pp65 protein were pre-
dicted by computer analysis. CMV-specific CTL were
induced in vitro in seropositive and seronegative
patients against a petide with the highest binding
probability. The cytotoxic activity of these CT1 lines
was MHC-restricted and antigen specific, as they
only lysed CMV-infected fibroblasts from HLA-A2
expressing donors. No lysis was observed when a
CMV sdtrain with pp65 deletion was used for infection.
Vaccination with DC pulsed with antigenic peptides
has aready been shown to be effective in patients
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with malignant lymphoma and melanoma. The use
of DC pulsed with antigenic peptides could reverse
the observed immunosuppression and tolerance in
cancer patients and provide and additional broadly
applicable approach to established therapies of malig-
nancies.
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Isolierung und Aktivierung von humanen dendritischen Zellen

mit CpG-Oligonukleotiden

Gunther Hartmann

University of lowa, Department of Internal Medicine, lowa City, lowa (USA)

Dendritische Z€ellen stellen als zentrale Antigen-pra-
sentierende Zdllen die Verbindung her zwischen dem
angeborenen und dem erworbenen |mmunsystem.
Dendritische Zellen werden in klinischen Studien as
zelluldres Adjuvans zur Immunisierung gegen
schwach immunogene Antigene wie beispielsweise
Tumor-Antigene getestet. Oligonukleotide mit defi-
nierten CpG-Motifen (kurzkettige DNA mit Cytidin-
(Posphatbindung)-Guanosin Dinukleotiden in einem
definierten Sequenz-Kontext) wurden in tierexperi-
mentellen Studien as potente Adjuvantien identifi-
Ziert. Der Adjuvans-Wirkung von CpG-Oligonukleo-
tiden liegt vermutlich die CpG-vermittelte Stimula-
tion von dendritischen Zellen zugrunde.

Die Haufigkeit von unmethylierten CpG-Motifen in
der DNA von Wirbdtieren ist gering. In bakterieller
DNA hingegen sind CpG-Motife zahlreich und un-
methyliert. Unmethylierte CpG-Motife werden vom
Immunsystem der Wirbdtiere as ,,Gefahrensignal”
erkannt [I]. Eine Reihe von Studien zeigen, dal3 CpG
in vivo als potentes Adjuvans eingesetzt werden kann.
In der Maus induziert CpG bei der therapeutischen
Immunisierung gegen Lymphomzellen eine stérkere
Th 1 -gewichtete Antwort als das Freund’ sche Adju-
vans und ist weniger toxisch [2]. CpG verstarkt. die
Wirkung von tumorspezifischen Antikérpern beim
Lymphom [3]. Bei der Immunisierung mit HBsAg
(Hepatitis B) in der Maus wird mit CpG eine 5fach
stdrkere Immunisierung erreicht als mit ,,Alum”, dem
Standard Adjuvans beim Menschen. Die Kombina-
tion von CpG und Alum zeigte einen 35fach starke-
ren Effekt as Alum alein [4]. Be Verwendung von
CpG kann eine Immunantwort gegeniber Influenza-
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Virus selbst bei der Immunisierung Uber die Schleim-
haut erreicht werden [5]. Zudem konnte gezeigt wer-
den, dal auch die Immunisierung mit ,,nackter”
DNA von der Anwesenheit von CpG-Matifen in der
Plasmid-DNA abhangt [6].

Wir stellen hier erstmalig die Wirkung von CpG auf
humane dendritische Zelen vor. Dendritische Zellen
sind eine heterogene Population mit einer Reihe von
Unterformen, die noch nicht vollsténdig charakteri-
siert sind und sich in der Expression von Oberfla
chenmarkern unterscheiden [7]. In mononuklearen
Z€llen aus peripherem Blut befinden sich wenigstens
zwei Subpopulationen von dendritischen Zellen, die
zusammen 0,1 bis 0,4 % aller Zellen ausmachen. Den-
dritische Zellen kdnnen im wesentlichen Uber fol-
gende Methoden prépariert werden: a) direkte Isola
tion von dendritischen Vorlauferzellen aus periphe-
rem Blut und Inkubation mit GM-CSF (granulocyte-
macrophage colony stimulating factor) fir 2 Tage; b)
Generierung aus CD34-positiven Stammzellen (Kno-
chenmark, peripheres Blut, Nabelschnurvenenblut)
Uber mehrtégige Inkubation mit GM-CSF und TNF
(Tumor-Nekrose-Faktor); oder ¢) Generierung Uber
Inkubation von CD14-positiven Monozyten aus peri-
pherem Blut mit GM-CSF und Interleukin (IL)-4.
Insbesondere die Generierung aus Monozyten hat
kirzlich grofie Aufmerksamkeit erregt. Es ist aber an-
zumerken, dald zur Generierung IL-4, ein Thy-Zyto-
kin, erforderlich ist, und daR? die Zdlen in Abwesen-
heit von IL-4 spontan wieder in Richtung Makropha-
gen differenzieren [8]. Beides ist fir die In-vivo-Appli-
kation dieser Zellspezies zur Immuntherapie ungun-
stig. Wir haben die direkte Isolation von dendriti-
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schen Vorlauferzellen aus peripherem Blut verwendet,
da diese 1. kein IL-4 zur Ausreifung bendtigen; 2.
nicht spontan ihre Eigenschaften verlieren; und 3.
schon nach zwel Tagen Inkubation mit GM-CSF zu
dendritischen Zellen ausreifen.

Mononukledre Zellen (Lymphozyten und Monozy-
ten) werden dabei Uber einen Dichtegradienten iso-
liert und mit einem immunomagnetischen Verfahren
von ,lineage" -Marker-positiven Zellen (T-Zellen, B-
Zdllen, NK-Zellen, Monozyten) depletiert. Die CD4-
positive Zdlen der verbleibenden Zellsuspension sind
unreife dendritische Zellen und werden immunoma
gnetisch positiv selektioniert. Diese Zellen werden an-
schlieffend mit GM-CSF (800 U/ml) und CpG-Oligo-
nukleotiden allein oder in Kombination inkubiert.
Nach zwel Tagen Inkubation mit GM-CSF zeigt sich
im Mikroskop eine fur dendritische Zellen charakteri-
stische Morphologie mit dendritischen Fortsdtzen der
Zellmembran. Die Zdlen sind ,lineage’-Marker-ne-
gativ, stark positiv fur MHC 11, schwach positiv flr
die kostimulatorischen Molekile B7-2 (CD86) und
CD40, und zeigen elektronenmikroskopisch die cha
rakteristische ultrastrukturelle Morphologie.

Als Endpunkte zur Bestimmung der Effekte von GM-
CSF und CpG werden die Viabilitdt der dendriti-
schen Zellen, die Expression der kostimulatorischen
Marker CD54 (ICAM-1), CD86 (B7-2) und CD40
(Indikatoren fur die Aktivierung der Zellen), und die
Reifung der dendritischen Zellen (CD83 ds spezifi-
scher Marker reifer humaner dendritischer Zellen ver-
wendet. Die vorgestellten Studien bilden die Grund-
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lage fr die klinische Testung von CpG- und Tumor-
Antigen-gepulsten dendritischen Zellen bei der thera-
peutischen Immunisierung gegen Tumorerkrankun-

gen.
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Stammzelltherapie
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Die Hochdosis-Chemoradiotherapie mit anschlief3en-
der Transplantation hé@matopoetischer Progenitorzel-
len stellt eine anerkannte Therapiemodalitét fur eine
Reihe hdmatologischer Systemerkrankungen dar. Bis
vor wenigen Jahren diente das Knochenmark als
Quelle der hdmatopoetischen Stammzellen, die nach
einer Hochdosistherapie notwendig sind, um die H&
matopoese wieder in Gang zu bringen bzw. ihre Rege-
neration zu beschleunigen. Zundchst im autologen
Bereich, zunehmend aber auch auf dem allogenen
Sektor ist die Knochenmarktransplantation durch die
Transplantation h&motopoetischer Zellen, die aus
Zytokin-mobilisiertem Vollblut gewonnen wurden,
ersetzt worden. Im autologen Setting kann damit eine
schnellere Regeneration der Hamatopoese, eine Ver-
kirzung des stationdren Aufenthalts sowie eine Ko-
stenreduktion erzielt werden. Auch eine allogene
Transplantation hé&matopoetischer Blutstammzellen
fuhrt zu einer verbesserten Regenerationskinetik von
Granulozyten und Thrombozyten; hier bleibt jedoch
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abzuwarten, ob potentiell negative Effekte der aloge-
nen Blutstammzelltransplantation, wie eine Verstar-
kung der chronischen Tranplantat-gegen-Wirt-Reak-
tion (graft-versus-host disease, GVHD) die positiven
Effekte der Blutstammzelltransplantation aufheben.

Uber viele Jahre hinweg wurde der wesentliche Effekt
einer Knochenmark- oder Blutstammzelltransplanta-
tion darin gesehen, dal3 ohne Riicksichtnahme auf die
Knochenmarkfunktion eine Dosiseskalation thera-
peutisch wirksamer Medikamente zu einem verbes-
serten Ansprechen der jeweiligen Tumorerkrankung
fuhrte. Verschiedene Entwicklungen haben dazu ge-
fahrt, dal3 derzeit der Antitumoreffekt des Transplan-
tats selbst (graft-versus-tumor oder leukemia (GVL)
effect) in den Mittelpunkt des Interesses gertickt ist
und weltweit an der Instrumentalisierung des GVL-
Effektes zur verbesserten Leuk&mie- und Tumorbe-
handlung gearbeitet wird. Neuere Arbeiten zeigen,
dal3 Verédnderungen der Hochdosisprotokolle unter
Betonung der Immunsuppression und weniger der
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myeloablativen Komponente solcher Regimes eine
verminderte Toxizitdt erwarten 18Rt. Damit kann
nicht nur die Transplantations-assoziierte Mobiditét
und Mortalitét gesenkt, sondern auch das maximale
Lebensalter, bis zu dem eine allogene Transplantation
moglich ist, angehoben werden. Die Verflgbarkeit
grof3er Zahlen h@matopoetischer Progenitorzellen,
wie sie in peripheren Blutstammzelltransplantaten
enthalten sind, hat es moglich gemacht, extensive Se-
lektions- und Depletionsverfahren zu entwickeln, mit
denen gezielt reine Progenitorzellpopulationen ge-
wonnen werden konnen. Diese hamatopoetischen
Progenitorzellen kénnen gemeinsam mit oder vor der
Gabe von hochgereinigten immunmodulatorischen
Zdlen, wie dendritischen Zellen, T-Zellen und NK-
Zdlen transplantiert werden, die in der Lage sind, im-
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muntherapeutische Wirkung zu entfaten. Die Beant-
wortung der Frage, wie erfolgreich solche Strategien
in Zukunft sein werden und welche therapeutischen
Gewinne damit letztlich erzielt werden konnen, wird
davon abhéngen, inwieweit das immuntherapeutische
Potential aufgereinigter T- und NK-Zellfraktionen
erhalten oder sogar gesteigert werden kann, wahrend
gleichzeitig die unerwinschten Wirkungen dieser
Z€ellpopulationen, und hier insbesondere die GVHD
verhindert oder zumindest abgeschwéacht werden kon-
nen Experimentelle und erste klinische Befunde wei-
sen darauf hin, dal3 eine solche Separation von GVL-
und GVH-Reaktionen durch Manipulationen im af-
ferenten bzw. efferenten Schenkel der entsprechenden
immunologischen Reaktionen mdglich sein sollte.
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Adoptive Immuntherapie bei Chimaren
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Die Knochenmarktransplantation von gesunden
Spendern hat selbst bei Leukdmie in fortgeschrittenen
Stadien langfristige Remissionen und sogar Heilun-
gen erzielt, wenn die herkémmliche Therapie ver-
sagte. Die intensive Chemotherapie und Bestrahlung
vor der Transplantation tragen zur Elimination der
Leukémie ebenso bei wie das Transplantat mit seiner
Immunreaktion gegen die Leuk&mie - die sog. Graft-
versus-Leukdmie Resktion (GVL). Allerdings geht
die Immunreaktion gegen die Leukdmie meist mit -
ner Reaktion gegen gesunde Organe des Patienten,
einer sog. Graft-versus-Host Reaktion (GVH) einher.
Die GVH Reaktion kann den Korper des Patienten
so0 stark schédigen, dal3 der Patient daran sterben
kann. Daher sind Mal3nahmen zur Verhitung einer
GVH-Reaktion unerlddich neben einer prophylakti-
schen immunsuppressiven Behandlung zeigte die Ent-
fernung von T-Zellen aus dem Transplantat die be-
sten Ergebnisse. Leider ging die bessere Verhiitung
der GVH-Resktion mit einer erhdhten Rate an Leuk-
amierezidiven einher, so dal3 das gesamte Uberleben
nicht verbessert wurde. Wir versuchen daher, beide
Reaktionen zu trennen, indem zuerst mit T-Zell-De-
pletion eine Toleranz des Tansplantates gegen den
Empfénger erzeugt und in einem zweiten Schritt im-
munreaktive Zelen des Spenders auf die tolerante
Chimére Ubertragen wurden.

Bel Geschwisterhunden gelang es, mit Ganzkorperbe-
strahlung und Transplantation von T-Zellen deple-
tierten Knochenmarks DLA-identischer Spender ei-
nen stabilen gemischten Chimérismus zu erzeugen. In
Blut und Knochenmark waren Zellen von Spender
und Empfénger nachweisbar, GVH-Reaktionen wa
ren nicht festzustellen. Die Transfusion von Blutleu-
kozyten des Knochenmarkspenders in den ersten Ta
gen und Wochen erzeugte GV H-Krankheit, die unbe-
handelt zum Tode fihrte. Zwei Monate nach Trans-
plantation konnten ebenso wie zu spédteren Zeitpunk-
ten Spenderleukozyten transfundiert werden, ohne
dal3 GVH-Resktionen auftraten. Dennoch wurde der
gemischte Chimérismus durch die Transfusion in ei-
nen kompletten umgewandelt. Mit Spenderleukozy-
ten konnte eine Immunitét gegen Tetanus vom Spen-
der auf den Empfénger Ubertragen werden. Gleich-
zeitig wurde die Reaktion gegen neue Antigene wie
Diphtherie-Toxoid durch die Transfusion verbessert.
Aufbauend auf den Versuchen an Geschwisterhunden
wurden seit 1988 Patienten mit leukémischem Ruick-
fal mit Spenderleukozyten behandelt. Die besten Er-
gebnisse wurden bei chronischer myeloischer Leuk-
amie erzidt, mehr as 70 % der Patienten mit einem
Rickfal in chronischer Phase oder mit zytogeneti-
schem Rezidiv, d. h. erneutem Auftreten von Leuk-
amiezellen mit dem Philadelphia-Chromosom spra-
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chen auf die Transfusion von Spenderleukozyten
ohne weitere Strahlen- oder Chemotherapie an.
Akute myeloische Leukdmie (AML) und myelodys-
plastische Syndrome (MDS) sprachen bel einem Tell
der Falle, akute lymphatische Leukdmie (ALL)
sprach nur selten an. Bel multiplem Myelom ist die
Ansprechrate noch nicht klar. Wahrend bei akuter
Leuk&mie und multiplem Myelom die Remissionen
meist von kurzer Dauer sind, bleiben Patienten mit
chronischer myeloischer Leukédmie lange in Remis
sion ohne weitere Therapie.

Komplikationen von Spenderleukozytentransfusio-
nen sind GVH-Krankheit und Myelosuppression.
GVH-Krankheit tritt bei etwa 60 % der Patienten auf
und ist bei etwa 40 % behandlungsbedirftig. Schwe-
res Knochenmarkversagen mit Panzytopenie wurde
bei etwa 20% der Patienten beobachtet, haufiger bei
Patienten in chronischer Phase der CML als bel sol-
chen mit zytogenetischem Rezidiv. Das Knochen-
markversagen kann mit der Transfuson von Kno-
chenmark oder Stammzellen des Spenders erfolgreich
behandelt werden. Patienten mit GVH-Krankheit
sprechen haufiger mit einer Remission an als Patien-
ten ohne GVH-Reaktion, aber selbst Patienten ohne
GVH-Krankheit sprechen in der Héfte der Fale auf
die Behandlung an. Somit kann davon ausgegangen
werden, dal3 die GVL-Reaktionen auch unabhangig
von einer GVH-Reaktion vorkommt. Allerdings zeig-
ten 4 Patienten mit einem eineiigen Zwillingsgeschwi-
ster als Spender kein Ansprechen auf die Therapie.
Offensichtlich spielen  Histokompatibilitétsunter-

schiede eine entscheidende Rolle bei der GVL-Reak-
tion.

Nachdem Histokompatibilitétsantigene, die nicht von
der HLA-Region kodiert sind, eine entscheidende
Rolle spielen, stellt sich die Frage, warum Leukdmie-
Zdlen einer GVL-Reaktion ausweichen kénnen ,,im-
mune escape mechanism®. Eine Mdoglichkeit ist die
verminderte Prdsentation von Nicht-HLA-Antigenen
durch verminderte Expression von HLA-Antigenen,
die die Nicht-HLA-Antigene présentieren. Ein kom-
pletter Verlust der HLA-Antigene dirfte nach vorlau-
figen Untersuchungen jedoch sdlten sein. Eine weitere
Maoglichkeit ist die verminderte Expression von Ad-
hasionsmolekilen wie ICAM, LFA-3, LFA-1 sowie
kostimulatorischen Faktoren wie B7.1 (CD80), B7.2
(CD86) und CD40. Die Produktion von inhibitori-
schen Zytokinen wie TGF-3 und IL-10 konnte die
GVL-Reaktion hemmen. Schliefdich konnte die ver-
minderte Expression von FAS bzw. die Expression -
nes defekten FAS auf der Oberflache die Leukamie-
Zelle vor einer FAS-vermittelten GVL-Reaktion
schiitzen. Die Expression von FAS-Ligand auf der
Leukdmiezelle konnte die T-Zelle inaktivieren. Bei
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mehreren Patienten, die nicht auf die Behandlung an-
sprachen, wurden stark erhdhte IL-10 Spiegel und
verminderte TNF-a Spiegel im Serum gefunden. Eine
Screening-Untersuchung von Patienten mit akuter
Leukdmie im Vergleich zu Gesunden zeigt jedoch
keine eindeutigen Unterschiede. Auf RNS-Ebene
wurden keine Unterschiede gesehen, wéhrend die
Spiegel im ZelllUberstand bel Patienten mit und ohne
Stimulation mit Lipopolysaccharid stérker variierten
als bei Gesunden.

Das bessere Ansprechen myeloischer Formen von
Leukamie fohrten wir darauf zurtick, dal3 dendriti-
sche Zellen as professionelle Antigen-prasentierende
Zellen von myeloischen Vorlauferzellen abstammen.
Bel CML wurde in der Zwischenzeit gezeigt, dal? den-
dritische Zellen das Philadelphia-Chromosom auf-
weisen und damit dem leukémischen Klon angehd-
ren. Somit sind sie in der Lage. Histokompatibilitéts-
antigene und leukdmie-spezifische Antigene wir-
kungsvoll zu prasentieren. Aus diesem Grunde wurde
versucht, AML-Zellen zu Antigen-prasentierenden
Zéellen zu differenzieren. Nach einer 6-Tage-Kultur
von AML-Zdlen mit GM-CSF und IL-4 sind die ko-
stimulatorischen Molekile B7.1 und B7.2 auf der
Zelloberflache exprimiert. Die Zellen sind nach der
Kultur in der Lage, alogene Zellen zu stimulieren.
Andererseits kdnnen aber auch transfundierte Zellen
des Spenders durch GM-CSF stimuliert werden,
Antigen der Leukdmie aufzunehmen und den T-Zd-
len des Spenders zu prasentieren. Mittlerweile wur-
den Patienten mit AML, ALL und transformierter
CML mit Spenderleukozyten, angereichert mit
Stammzellen, und GM-CSF behandelt. Bel 7 von 10
AML-Patienten und einer CML-Patientin wurden
ohne intensive Chemotherapie Remissionen induziert,
die z. T. mehr als ein Jahr ohne weitere Erhaltungsthe-
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rapie anhaten. Be ALL-Patienten waren intensive
Vorbehandlungen erforderlich. Komplikationen waren
akute und chronische GVH-Krankheit sowie akute
und chronische Lungenkomplikationen in Form von
VOD und Bronchiolitis obliterans. Bei manchen Pa-
tienten wachst die Leukdmie so schnell, dal? der GVL-
Reaktion keine Zeit zur Entwicklung bleibt.

Eine Mdoglichkeit zur Umgehung der Komplikationen
und Beschleunigung der GLV-Reaktion besteht in der
Immunisierung des Spenders gegen Histokompatibili-
tétsantigene, die nur auf hdmatopoetischen Zellen des
Empfangers vorkommen. Hierzu werden Versuche
beim Hund durchgefiihrt, da unter Umsténden mit
fulminanten Reaktionen gerechnet werden mui3. Eine
Maoglichkeit zur Kontrolle der Reaktion bietet die
Transduktion von sogenannten Suizid-Genen in die
T-Zellen des Spenders. Eine Form von Suizid-Gen ist
das Thymidinkinase-Gen des Herpes-simplex-Virus,
das mit Hilfe von retrovirden Vektoren in T-Zellen
eingebaut werden kann. Im Fale einer geféhrlichen
GVH-Krankheit kbnnen die T-Zellen als Verursacher
ausgeschaltet werden, indem der Patient mit Ganci-
clovir behandelt wird. In den transduzierten T-Zellen
kommt es zu einer Hemmung der DNS-Synthese und
zum Absterben der T-Zellen. Beim Hund konnten er-
folgreich T-Zellen mit dem HSV-TK-Konstrukt infi-
ziert und das Uberleben der Zellen im Empfanger fur
einige Zeit nachgewiesen werden. Es bleibt zu kléren,
ob die Zdlen zu einer GVH-Reaktion in der Lage
sind und auf die Behandlung mit Ganciclovir anspre-
chen. Welitere Fragen betreffen die Vertellung dieser
Zéllen in vivo und die Méglichkeit einer Immunreak-
tion gegen die transduzierten Zellen. Schliefdlich steht
die Charakterisierung der Histokompatibilitatsanti-
gene der hamatopoetischen Zellen bei Hund und
Mensch aus.
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EBV-Vektoren und Zelltherapie
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Ubiquitdres Herpesvirus

Epstein-Barr Virus (EBV) ist ein ubiquitdres Herpes-
Virus, mit dem mehr as 90 % der Erwachsenen le-
bendang infiziert sind. In der Regel erfolgt die pri-
mére Infektion ohne klinische Symptome im frihen
Kindesalter und mindet in eine lebensange Koexi-
stenz von Virus und Wirt. Selbst im peripheren Blut
sind virusinfizierte Zellen nachzuweisen, wobei ru-
hende B-Lymphozyten - moglicherweise Memory-B-
Zéellen - die Zdlpopulation darstellen, die EBV tra
gen. Diese B-Zélen sind ausschliefdlich latent infi-
zZiert, Virus wird intermittierend im Oropharynx ge-
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funden, wo es vermutlich in lytisch infizierten Epi-
thelzellen produziert wird. Dieser Zustand der Koexi-
stenz ist sehr stabil, da er im Gesunden immunolo-
gisch kontrolliert wird. Die Immunkompetenz des
Wirtes besteht vor allem in zytotoxischen Effektor-T-
Zéellen, die virde Epitope im Kontext von MHC-I-
Molekulen erkennen und Zellen lysieren, die be-
stimmte viradle Genprodukte exprimieren. Im Gegen-
Zug besitzt EBV mindestens zwel Gene, die zur Im-
munevasion beitragen kénnen, um so die latente In-
fektion lebendang aufrechtzuerhalten (zur Ubersicht

s[I]).
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EBV wird aber auch mit einer Vielzahl von Erkran-
kungen urséchlich in Verbindung gebracht. Eine
spate Primérinfektion bei Jugendlichen oder jungen
Erwachsenen fuhrt in Europa und den USA in fast
jedem zweiten Fall zum Syndrom der Infektidsen
Mononukleose (Inzidenz pro Jahr. > 1000 Falle/
100 000 Einwohner). Akut lebensbedrohend sind
EBV-induzierte Lymphome bel immunsupprimierten
Patienten, etwa nach Organtransplantation oder bei
AIDS. Eine Betelligung des Virus bei der Atiologie
von wenigstens drei Tumorarten (Burkitt Lymphom
(10 000 Félle/dahr), Nasopharynxkarzinom (80 000
Féle/Jahr), Hodgkin Lymphom (> 120 000 Féalle/
Jahr) gilt als sicher. Bei einer Reihe weiterer Tumor-
erkrankungen gibt es konkrete Hinweise auf EBV als
Kofaktor [2].

Eine hervorstechende Eigenschaft von EBV ist die
Immortalisation von priméren humanen B-Lympho-
zyten in vitro. Diese Eigenschaft ist besonders bemer-
kenswert, da in den immortalisierten und proliferie-
renden B-Lymphozyten nur einige wenige -der mehr
als 80 viraden Gene exprimiert sind und kein Virus
freigesetzt wird. Dieserzustand der Latenz wird so-
wohl in den EBV-assoziierten Tumoren as auch in
anderen EBV-infizierten Zellen beobachtet. In den
EBV-assoziierten Tumoren werden einige der EBV
Genprodukte gefunden, die immer auch in immorta-
liserten B-Lymphozyten exprimiert werden. Die in
vitro Immortalisation dieser Zellen stellt deshalb ein
atraktives und sehr reproduzierbares Modellsystem
fr die Onkogenese dar.

Der Zugang zu diesem Modellsystem setzt voraus,
dai3 eine genetische Analyse des EBV Genoms még-
lich ist. Dieser Zugang war weitgehend verbaut, da
die komplexe Biologie des Virus es nahezu unmdglich
machte, das virale Genom gezielt genetisch zu veran-
dern. Wir haben zur Problemlésung beigetragen und
zwei genetische Systeme entwickelt, die diese Limita
tionen beheben. Diese Systeme, mini-EBVs und EBV-
Genvektoren, sollen im folgenden vorgestellt werden.

mini-EBVs

Sogenannte mini-EBVs sind rekombinante Plasmide,
die in E. coli mit Methoden der Molekularbiologie
hergestellt werden [3]. Die genetische Komposition
dieser Plasmide besteht im wesentlichen aus subgeno-
mischen EBV Abschnitten. Diese Abschnitte sind so
gewdhlt, dal3 sie alle EBV Gene umfassen, die bei der
B-Zell-Immortalisation eine Rolle spielen. Virae
Gene aber, die fir die eigentliche Virusproduktion es-
sentiddl sind, fehlen mehrheitlich. Die Aufgabe der
mini-EBVs besteht darin, B-Lymphozyten in vitro zu
immortalisieren, ohne dal3 diese Zellen EBV freisat-
zen konnen. Der Vorteil der Virusfreiheit ist aber nur
ein Teilaspekt. Mit diesen mini-EBVs kdnnen nam-
lich von jedem beliebigen Spender B-Lymphozyten-
Linien hergestellt werden, die natlrlich auch die spen-
dereigenen MHC-Molekiile exprimieren. Eine weitere
wichtige Eigenschaft besteht darin, beliebige Gene,
die von therapeutischem Interesse sind, mit Hilfe der
mini-EBVs in menschliche B-Lymphozyten einfihren
zu konnen. Mit der Kombination dieser Eigenschaf-
ten ist es moglich, solche B-Zdl-Linien as antigen-
présentierende Zellen, sogenannte APCs, einzusetzen,
Diese APCs finden Anwendung in der Immunthera
pie und in der experimentellen Medizin.

Bei der Immuntherapiesind besonders A ntigenein-
teressant, von denen man weil3, dal3 sie bel der A.b-
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wehr von Tumorerkrankungen eine Rolle spielen kén-
nen. Neben bekannten Antigenen, die z. B. in Mda
nomen Uberexprimiert werden und die ein natlrliches
Ziel fur das Immunsystem darstellen, kommen aber
auch tumorspezifische Antigene in Frage, die charak-
teristisch fur z. B. Pankreas-, Nieren- oder Mamma-
karzinome sind. Von diesen tumorspezifischen Anti-
genen kennt man eine ganze Reihe von Kandidaten-
genen, z. B. Her-2/neu, Mucin-1, mutiertes Ras, mu-
tiertes p53 und andere. Gegen diese Antigene gerich-
tet finden sich beim Tumorpatienten zytotoxische T-
Lymphozyten, die aber auf Grund der ungenligenden
Antigenprasentation der Tumorzellen selbst zahlen-
maldig limitiert sind und deshalb nicht effizient zur
Lyse von Tumorzellen in vivo beitragen. Zid der Im-
muntherapie dieser Tumorerkrankungen ist es, solche
tumorspezifische zytotoxische T-Zellen in vitro zu
amplifizieren und diese dann im Rahmen einer adop-
tiven Immuntherapie wieder dem Patienten zurlickzu-
geben. Dazu sind APCs unabdingbar, die die entspre-
chenden Antigene im syngenen, bzw. autologen Kon-
text der MHC-Molekiile des jeweiligen Patienten ex-
primieren und die nétigen Stimuli fir die Prolifera
tion der zytotoxischen T-Zelen in vitro zur Verfi-
gung stellen. In der Regel werden dazu patienten-
eigene dendritische Zellen verwandt, die aber auch
das entsprechende Antigen exprimieren missen, um
es den T-Zellen prasentieren zu kénnen. Diese dendri-
tischen Zellen werden in der Regel mit Hilfe sehr un-
terschiedlicher Protokolle kurzzeitig in vitro kulti-
viert. Zur Expression des gewinschten Antigens wird
in den meisten Féllen ein entsprechend gestalteter
Genvektor eingesetzt. Allerdings proliferieren dendri-
tische Zellen in vitro nicht und stehen auch bei Pa-
tienten mit beeintréchtigtem Immunsystem, etwa im
Verlauf einer fortgeschrittenen Tumorerkrankung,
nur eingeschrankt zur Verfigung.

Wie dendritische Zellen auch besitzen mini-EBV im-
mortalisierte B-Lymphocyten die nétigen costimula-
torischen Zelloberflachenmolekile, die sie als APCs
charakterisieren. Da mini-EBVs so konstruiert wer-
den kdnnen, dal3 sie Tumorantigene von Interesse ex-
primieren, stellen mini-EBV immortalisierte B-Zellen
eine sichere, unbegrenzt prolifierende Zellpopulation
dar. Vom jeweiligen Patienten kénnen solche APCs
schnell und in einem Schritt etabliert werden, so dai3
sie zur Generierung von zytotoxischen T-Zellen prak-
tisch unlimitiert zur Verfigung stehen. Mit dem Mo-
dellantigen Mucin-1 ist es uns vor kurzem gelungen,
das vorgestellte Prinzip zu verwirklichen [4], das -
cher auch fur andere bereits erwéhnte Tumorantigene
Verwendung finden kann. Prinzipiell konnten diese
patienteneigenen B-Zellen auch as Zellvakzine zur
Immuntherapie der angesprochenen Tumorerkran-
kungen dienen, wobel sicherlich Diskussionsbedarf
zu den moglichen Risiken besteht.

EBV-Genvektoren

Eines der grofden Probleme der Gentherapie ist die
Ubertragung des Gens selbst. Verschiedene Vektor-
systeme und Methoden sind in den letzten Jahren ent-
wickelt worden, die eine Optimierung des Gentrans-
fers zum Ziel haben. Dabel sind Entwicklungen zu
verzeichnen, die zum einen den Transfer rekombinan-
ter ,,nackter“ Vektor DNA in Zielzellen favorisieren,
zum anderen aber die stabile Ubertragung dieser Vek-
toren in bestimmte Zellen des jeweiligen Patienten
vorsehen. Dieser sogenannte ex vivo Gentransfer fin-
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det sowohl bel der ,,gene correction therapy* as auch
bei der genetischen Modifikation von Tumorzellen
zur Immuntherapie und bei Knochenmarkstammzel-
len Anwendung.

Besonders der menschliche B-Lymphozyt ist als Ziel-
Zelle der Gentherapie bisher ohne Bedeutung geblie-
ben. Hauptproblem ist dabei das Fehlen von Genvek-
toren, da ,,nackte’ Vektor-DNA in diese Zellen nicht
effizient genug Ubertragen werden kann. Wir haben
uns zur Aufgabe gemacht, dieses Problem mit Hilfe
von Genvektoren zu l6sen, die auf EBV-Komponen-
ten beruhen. Solche EBV-Genvektoren haben den
Vorteil, dal3 sie - wie EBV sdlbst - sehr effizient auch
ruhende B-Lymphozyten des Menschen infizieren
und dabei therapeutisch interessante Gene Ubertra-
gen konnen.

Verschiedene Hirden galt es zu Uberwinden, um ene
erste Generation von EBV-Genvektoren zu konstruie-
ren und sie in eine virale, von EBV abgeleitete Hillle
verpacken zu konnen. Das Haupthindernis war das
Fehlen einer sogenannten Verpackungszellinie, die die
EBV-Genvektoren verpackt, aber kein Wildtyp-EBV
freisetzt. Mit der Klonierung des Gesamtgenoms von
EBV in E. coli in Form eines einzigen, sehr grof3en
Plasmids (Uber 180 kbp) war die Voraussetzung fir
die Manipulation des Virusgenoms redlisiert [5]. Wir
haben nun dieses Virusgenom so verandert, dald es -
nach Uberflhren in eine geeignete etablierte Zell-
linie - die gewlnschten Eigenschaften einer Verpak-
kungszellinie fir EBV-Genvektoren hat. Diese Ver-
packungszellinie stellt zwar die erste ihrer Art fir
Herpesvirusvektoren dar, bedarf aber noch einiger
Verbesserungen. So miissen Aspekte der Sicherheit
und Effizienz angegangen werden zusammen mit der
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Konstruktion von EBV-Genvektoren, die fir die ver-
schiedenen therapeutischen Anwendungen geeignet
sind. Wir sind alerdings zuversichtlich, dald diese
technisch-methodischen Probleme gelést werden kon-
nen, so dal in den nachsten Jahren hier mit den er-
sten klinischen Versuchen begonnen werden kann.
Optimistisch sind wir auch hinsichtlich neuer virus-
freler Genvektoren auf der Grundlage anderer Her-
pesviren, die neben B-Lymphozyten auch T-Zellen,
hamatopoetische Stammzellen, Nervenzellen und
Endothelzellen effizient und teillweise hochselektiv in-
fizieren kénnen. Auf jeden Fall ist damit zu rechnen,
dald mit weiteren Innovationsspriingen die bisherigen
Limitationen der Gentherapie beim Menschen erfolg-
reich Uberwunden werden kdnnen.
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Therapie mit Erythrozyten- und Thrombozytenkonzentraten:

Indikation und Sicherheit

Volker Kiefel

Universitétsklinikum Leipzig, Institut fir Klinische Immunologie und Transfusionsmedizin

Anwendung von Erytrozytenkonzentraten

Zusténde einer akuten oder chronischen Andmie, die
Zu einer Gefahrdung des Patienten fuhren, sind Indi-
kation fur eine Erythrozytentransfusion. ,,Trigger”-
Werte (minimale Hamoglobinkonzentrationen oder
Hamatokritwerte, die zur Erythrozytentransfusion
veranlassen) sind nach wie vor umstritten. Sie hangen
stark von den Erkrankungen der Patienten ab, sowie
von der Geschwindigkeit, mit der die Anadmie ent-
stand. Vollblut wird praktisch nicht mehr verwendet,
stattdessen werden Erythrozytenkonzentrate in Stabi-
lisatorlosung wie z. B. SAGM eingesetzt. Zur Vermei-
dung einer HLA-Alloimmunisierung oder zur Be-
herrschung von Transfusionsreaktionen bel  bereits
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immunisierten Patienten werden durch Filtration leu-
kozytendepletierte Erythrozytenkonzentrate verab-
reicht, in seltenen Fallen werden gewaschene Erythro-
zytenkonzentrate eingesetzt zur Vermeidung anaphy-
laktischer Reaktionen.

Anwendung von Thrombozytenkonzentraten

Haufigste Indikationen fur den Einsatz von Throm-
bozytenkonzentraten sind meist durch eine einge-
schrankte Thrombozytopenie verursachte Thrombo-
zytopenien, seltener massive Thrombozytenfunk-
tionsstérungen. Eine bei Erwachsenen therapeutisch
wirksame Dosis (mindestens 4 x 10" Thrombozyten)
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kann mit Thrombozytapherese von Einzelspendern
gewonnen werden oder as ,,gepooltes’ Thrombozy-
tenkonzentrat aus Vollblutspenden von 4-8 Einzel-
spendern. Als Trigger fir prophylaktische Thrombo-
zytentransfusionen bei Patienten mit hamatologi-
schen oder onkologischen Erkrankungen werden
Thrombozytenzahlen zwischen 5000-10 000 Throm-
bozyten/pl diskutiert.

Nebenwirkungen/Risiken

Die gegenwértig meistdiskutierten potentiellen Risi-
ken stellen durch Transfusion bedingte Ubertragun-
gen von Viruskrankheiten wie Hepatitis C, Hepatitis
B, sowie HIV-Infektionen dar. Cytomegalie-Virus
(CMV)-Infektionen sind dagegen vor alem fir im-
munsupprimierte  Patienten (z. B. nach allogener
Knochenmarktransplantation) gefahrlich, zelluldre
Blutkomponenten kénnen durch Filtration ,,CMV-si-
cher* gemacht werden. Akute Bedrohungen gehen
von bakteriell verkeimten Blutkonserven aus.

Die Alloimmunisierung von Patienten gegen erythro-
zytdre Antigene geht mit dem potentiellen Risiko ei-
ner akuten hamolytischen Transfusionsreaktion ein-
her. Zu einer nicht immer vermeidbaren verzogerten
hdmolytischen Transfusionsreaktionen (,,DHTR: de-
layed hemolytic transfusion reaction“) kommt es bel
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friher alloimmunisierten Patienten, die zu einem
Zeitpunkt transfundiert wurden, an dem der zuvor
bestehende Alloantikdrper nicht nachweisbar war.
Febrile, nichthdmolytische Transfusionsreaktionen
sind meist Folge von Antikorpern gegen HLA-Anti-
gene, bei Thrombozytentransfusionen bewirken
HLA-Antikérper und Antikdrper gegen pléttchen-
spezifische Antigene dartiber hinaus das Problem des
Refraktérzustands gegentber Thrombozytentransfu-
sionen.

Plasmahaltige Blutprodukte, die Antikorper gegen
neutrophile Granulozyten enthaten, konnen ein dem
ARDS é&hnliches Krankheitsbild: TRALI (transfu-
sion related acute lung injury) verursachen. Die
(meist weiblichen) Spenderinnen der entsprechenden
Blutprodukte sollten von der Spende ausgeschlossen
werden. Durch passive Ubertragung von thrombozy-
taren Alloantikorpern im Plasma kdnnen passagere
alloimmune Thrombozytopenien beim Empfanger
ausgelost werden. Durch Ubertragung allogener
Lymphozyten bei immunsupprimierten Patienten
(z. B. nach Transplantationen) kann es zur transfu-
sionsassoziierten Graft-versus-Host Reaktion (TA-
GVvHR) kommen, die im Gegensatz zur ,, Transplanta-
tionssGvHR” eine hohe Letaitdt aufweist. Die geeig-
netste Maldnahme zu ihrer Vermeidung besteht in der
(y-) Bestrahlung (30 Gy) der zu transfundierenden
zelluldren Blutprodukte.
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Bispezifische Antikdrper zur Tumortherapie

Michael Pfreundschuh, Frank Hartmann und Christoph Renner

Universitétskliniken des Saarlandes, I. Medizinische Klinik, Homburg

Bispezifische monoklonale Antikérper (Bi-Mab) kon-

nen so konstruiert werden, dal3 sie immunologische

Effektorzellen an Tumorzellen binden und diese in

situ aktivieren. Unsere Arbeitsgruppe hat zwei Mo-

Egle zur Therapie von Hodgkin-Lymphomen entwik-
t:

1. den natlrlichen Killer (NK)-Zellen-aktivierenden
anti-CD 16/CD30 Bi-Mab A9/HRS-3, der durch
Fusion aus den parentalen monoklonalen Anti-
korpern A9 und HRS-3 etabliert wurde, die an das
NK-Zdl-Triggermolekil CD16 bzw. an das Hodg-
kin-assoziierte CD30 Antigen binden.

2. Zur spezifischen Rekrutierung und Aktivierung
von T-Zellen gegen Hodgkin-Zellen wurden die
beiden anti-CD3/CD30 und antiCD2WCD30 Bi-
Mab entwickelt, die die beiden fur die Aktivierung
von T-Zelen notwendigen Signale spezifisch und
ausschligldich durch Kreuzvernetzung der Trigger-
molekile an der Tumorzelle vermitteln.

In préklinischen Studien beider Bi-Mab-Strategien

konnte das kurative Potentia dieser Immuntherapie
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bei SCID-Mausen mit heterotransplantierten menschli-
chen Hodgkin-Tumoren gezeigt werden, die die ent-
sprechenden Bi-Mab zusammen mit unstimulierten
menschlichen Lymphozyten erhielten, beweisen.
Auch Tiere mit disseminiert wachsenden Tumoren
konnten geheilt werden. Untersuchungen mit NK-
Zéellen und T-Zelen von Hodgkin-Patienten belegten
den bekannten ausgeprégten Defekt dieser immuno-
logischen Effektorzellen bei dieser Patientengruppe.
Eine Behandlung mit den jeweiligen Bi-Mab fihrte
jedoch zu einer vollsténdigen Rekongtitution der ent-
sprechenden zelluléren Defekte. Bel den T-Zellen, wo
der Defekt mit einer verminderten Expression der c-
Kette des T-Zell-Rezeptor-CD3-Komplexes assoziiert
ist, kam es zu einer Anhebung des Expressionsni-
veaus auf normaes Niveau. In einer Phasellll-Stu-
die mit dem NK-Zellaktivierenden CD 16/CD30 Bi-
Mab bei 15 Patienten mit therapierefraktdrem Mor-
bus Hodgkin wurden keine signifkanten Nebenwir-
kungen und eindeutiges Ansprechen auf die Immun-
therapie mit 1 kompletten Remission (CR), 1 partid-
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len Remission (PR) und funf ,,minor responses
(MR) beobachtet. In einer anschlieffenden Phase-ll-
Studie wurden die Patienten randomisiert fur eine
Therapie mit 25 mg CD1 6/CD30 pro Tag als kontinu-
ierliche Infusion Uber 4 Tage oder vier i.v. Bolus-Infu-
sionen jeden 2. Tag. Bei 16 Patienten wurden 1 CR
(Dauer: 6 Monate), 2 PR (6+ und 6 Monate), sowie
3 stabile Verlaufe (6+, 4 und 3+ Monate) beobachtet.
Bei 4 Patienten wurde vor einem 2. Zyklus der Bi-
Mab-Gabe eine Therapie mit Interleukin-2 durchge-
fuhrt. Diese fuhrte zu einer deutlichen Zunahme zir-
kulierender NK-Zellen bei alen Patienten und zu ei-
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ner Konversion von einem stabilen Verlauf in ene
komplette Remission bei einem Patienten. Nebenwir-
kungen der Therapie mit Bi-MAb A9/HRS-3 be-
schrankten sich auf Fieber 1°/11° bei 6 Patienten.
Unsere Ergebnisse bestétigen die klinische Wirksam-
keit und Sicherheit dieses immuntherapeutischen An-
satzes und lassen einen zusétzlichen Benefit einer ad-
ditiven Zytokintherapie as wahrscheinlich erschei-
nen. Die Verflgbarkeit ausreichender Mengen huma-
nisierter Bi-Mab wird es erlauben, den Stellenwert
von Bi-Mab in der Therapie des Morbus Hodgkin
zu sichern.
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Prionen - zwischen Neuropathologie und Immunologie

Adriano Aguzzi

Universitatsspital, Institut fir Neuropathologie, Zirich

Vieles spricht dafiir, dal? PrP* identisch ist mit dem
Prion, dem Ubertragbaren Erreger der spongiformen
Enzephalopathien [I-3]. Um die Frage der Pathoge-
nese im Zentralnervensystem zu bearbeiten, wurde
Neuroektoderm aus transgenen Mausen, welche PrP*
Uberexprimieren.. in das Gehirn von Scrapie-unemp-
findlichen PrP-defizienten Mausen transplantiert und
mit Prionen inokuliert. Infizierte Transplantate ent-
wickelten Scrapie und enthielten hohe Mengen an
PrP* und Infektiositdt, wahrend benachbarte-Zellen
gesund blieben. Die Lebenserwartung der Wirt-
Méause war nicht reduziert. Daraus ist zu schlief3en,
daR die Verfiigbarkeit an endogenen PrP° fur die vom
Erreger katalysierte Umwandlung mit der Neurotoxi-
zitét des Scrapie-Erregers in vivo korreliert [4, 5]. Es
wurde dann die Frage des Transports von Prionen
aus der Peripherie in das Zentralnervensystem unter-
sucht, indem Neuroektoderm wiederum in das Ge-
hirn PrP-defizienter Empfanger transplantiert wurde.
Scrapie entwickelte sich nicht in Transplantaten nach
intraokul&rer, intraperitonealer oder subkutaner Ino-
kulation. Eine Immunantwort gegen PrP entwickelte
sich in mehreren Tieren kurze Zeit nach der Trans
plantation, aber anti-PrP-Titer schienen den Verlauf
-der Erkrankung nicht zu beeinflussen, und kein
Transport der Infektidsitdt nach intraokulérer Ver-
abreichung wurde in Tieren detektiert, welche gegen-
Uber PrP tolerant waren [6]. Ein adoptiver Transfer
PrP-exprimierender ha@matopoetischer Zellen sellte
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die Akkumulation von Prionen in der Milz wieder
her, jedoch nicht die Neuroinvasion Uber die intrape-
ritoneale Route [7]. Diese Ergebnisse zeigen, dal3 PrP©
die Ubertragung des Erregers von der Peripherie in
das Zentralnervensystem unterstitzt, und dal3 die
Neuroinvasion von einer Neuroimmun-Schnittstelle
abhéngig ist [8]. Da B-Lymphozyten fur diese Neu-
roinvasion von essentieller Bedeutung sind [9], kénn-
ten diese eine potentielle Angriffsflache fir eine Post-
expositionsprophylaxe darstellen [10] .
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Transplantation peripherer Blutstammzellen — Indikation und Finanzierung

Wolfgang Hiddemann

Klinikum GroBhadern der Ludwig-Maximilians-Universitét, Medizinische Klinik Ill, Minchen

Basierend auf der Annahme einer Dosis-Wirkungs-
Beziehung zwischen bestimmten zytostatischen Sub-
stanzen und malignen Erkrankungen ist in den letz-
ten Jahren zunehmend versucht worden, die Intensi-
tét der antineoplastischen Chemotherapie zu steigern
um die Tumoreffektivitat zu erhdhen. Wesentlicher li-
mitierender Faktor dieses Konzeptes ist die Hamato-
toxizitét. Diese kann in Grenzen durch den postthe-
rapeutischen Einsatz hadmatopoetischer Wachstums-
faktoren, in jungster Zeit jedoch vor allem durch die
prétherapeutische Gewinnung von Blutstammzellen
ausgedehnt werden. Insbesondere durch die Retrans-
fusion peripherer Stammzellen ist der Einsatz myeo-
loablativer Therapieregime in vielen Indikationsberei-
chen moglich geworden. Durch diese Therapiekon-
zepte erdffnen sich neue Perspektiven bel Tumor-
erkrankungen mit ungunstiger Prognose wie bei-
spielsweise den niedrig malignen Lymphomen, den
therapieresistenten hochmalignen Lymphomen, dem
redizivierten Morbus Hodgkin, aber auch soliden Tu-
moren wie bel Patientinnen mit Hochrisko Mamma-
karzinom, bei Patienten mit rezidivierten Hodentu-
moren und Weichteilsarkomen. Fir diese und weitere
Indikationsbereiche liegen vielversprechende Ergeb-
nisse klinischer Phase 1I-Studien vor. Allerdings be-
darf es zum endgultigen Bewels der Effektivitét po-
spektiv randomisierter Vergleichsstudien, die bis auf
wenige Ausnahmen bisher nicht abgeschlossen sind.
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Vor diesem Hintergrund erscheint es dringend erfor-
derlich, Hochdosiskonzepte mit nachfolgender Stamm-
zelltransplantation Uberwiegend im Rahmen klini-
scher Studien durchzufthren.

Dieser klinischen und wissenschaftlichen Notwendig-
keit stehen die zur Zeit unsichere Rechtdage sowie
ungeklérte Fragen der Finanzierung entgegen. So un-
erliegt die Durchfihrung klinischer Studien derzeit
dem Arzneimittelgesetz, das in erster Linie jedoch
mehr fir Zulassungsstudien entwickelt wurde. Dar-
Uber hinaus besteht eine Unsicherheit, inwiewelt kli-
nische Studien von den Kostentrégern, d. h. den ge-
setzlichen Krankenkassen Ubernommen werden kon-
nen.

Ein vielversprechender Ansatz zur LOsung dieser of-
fenen Fragen besteht in der Etablierung des Clearing
Houses, das ds konzertierte Aktion und gemeinsame
Einrichtung von Fachvertretern der Deutschen
Krebsgesellschaft, den Kostentrdgern, dem medizini-
schen Dienst der Krankenkassen unter Beteiligung
der Deutschen Krebshilfe sowie der Bundesministe-
rien fir Gesundheit und Forschung und Technologie
eingerichtet wurde. Diese Institution verfolgt das Ziel,
im gemeinsamen Dialog und Bewertung sowohl eine
hohere Transparenz herzustellen als auch die Finan-
zierung klinischer und wissenschaftlicher aber auch
fur das Allgemeinwohl relevanter Studien langfristig
abzusichern.
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Qualitative Anforderungen an Zelltherapie-/Gentherapieprodukte
fir den klinischen Einsatz aus industrieller und behérdlicher Sicht:
Notwendigkeit der Interaktion zwischen Industrie und Klinik

Peter Heinrich und Irene Gander

MediGene AG, Martinsried bei Miinchen

Die Zeit, in der Gentherapie-Zelltherapie-Behand-
lungen unter der Rubrik ,,Heilversuche® einzuordnen
waren, ist vorlber. Die ersten gentherapeutischen
Studien 1994 in Freiburg und Berlin wurden unter
dieser Kategorie durchgefihrt. Nach der Definition
aus 88 40 ff AMG sind die neuen Studien jedoch nicht
mehr als Einzelfalbehandlungen anzusehen. Es han-
delt sich jetzt vielmehr bei klinischen Prifungen um
eine Hypothesengenerierung im Hinblick auf ein Arz-
neimittel. Zellen as Therapeutikum missen damit
hohen Qualitétsanforderungen gerecht werden. Glei-
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ghes gilt fur Vektoren, die in Zellen eingebracht we-
en.

Damit unterliegen klinische Studien und genthera-
peutisches Material nun Gesetzen und Richtlinien,
wie herkdmmliche Therapieformen. In den letzten
Jahren sind eine Fille von Richtlinien herausgegeben
worden, die sich speziell mit den Themen Biologische
Wirkstoffe und Gentherapie beschéftigen. So gab es
in Deutschland eine Bund-Lander-Gruppe zum
Thema ,,Somatische Gentherapie”, in denen die Stan-
dards fUr diese Therapieform und die Qualitétsanfor-
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derungen erarbeitet wurden. Ein Abschlufbericht er-
schien 1997 unter fachlicher Beratung zwischen Bun-
desingtitut fur Arzneimittelhersteller, dem Paul-Ehr-
lich-Institut und dem Robert-Koch-Institut. Es sei
auch auf die Richtlinien der Bundesdrztekammer
zum Gentransfer in menschliche Korperzellen von
1995 hingewiesen.

Im Hinblick auf die Zulassung eines gentherapeuti-
schen Wirkstoffs liegen wir im Geltungsbereich der
EMEA. Um internationalen Standards gerecht zu
werden, sollten die ICH-Guidelines bertcksichtigt
werden sowie die Richtlinien der FDA.

Es ist nicht einfach, aus dieser Fiulle von Dokumen-
ten klar die Voraussetzungen fur ein bestimmtes Zell-/
Gentherapeutikum zu entnehmen, bevor dieses in der
Klinik eingesetzt werden darf, ins Besondere im Hin-
blick auf préklinische Tests und die Sicherheits-
aspekte des Therapeutikums.

Eindeutig ist, dal’ ein gentherapeutisches Arzneimit-
tel unter ,,Good Manufacturing Practices® (GMP)
hergestellt werden muf3. Die Zellen sind ds ein steri-
les Produkt einzustufen und missen unter hochreinen
Bedingungen behandelt werden. Dies erfordert ent-
sprechende Raumlichkeiten (laut Betriebsverordnung
pharmazeutischer Unternehmer), mit einem L Uf-
tungssystem, dald hochreine Bedingungen ermdglicht.
Es mussen zu diesem Zweck GMP-Labors errichtet
werden. Eine andere Moglichkeit ist die Isolatortech-
nik. Die Ramlichkeiten sind aber nur eine kleine,
wenn auch kostspielige Komponente des GMP-Sy-
stems. Es werden hohe Anforderungen an alle Aus-
gangsstoffe gestellt. So missen z. B. die Seren, die fir
die Zdlkultur verwendet werden, aus Landern kom-
men, die bisher BSE-frei waren. Die Seren missen
auf Rinderviren getestet und zertifiziert sein. Es muf3
ein Dokumentationssystem aufgebaut werden. Stan-
dard Operating Procedures (SOPs) mussen geschrie-
ben werden. Es mu3 bindend beschrieben werden, wie
Arbeitsschritte durchgefihrt werden, wie genau Ge-
réte benutzt und geeicht werden. Es miissen genaue
Vorgaben fur die Wartung gemacht werden. Benétigt
werden ferner SOPs fir die Reinhatung der Raum-
lichkeiten und SOPs fur die Kontrolle der Reinhal-
tung, um nur ein paar Beispiele zu nennen. Es besteht
die Pflicht, dal3 Personal in der Einhaltung der SOPs
zu schulen.

Will man ein Gen-Zedltherapeutikum herstellen, so
bedarf man zudem einer Herstellerlaubnis der zustén-
digen Landesbehorde (8 13 AMG), sofern das Gen-
therapeutikum nicht vom behandelnden Arzt selbst
hergestellt wird. Bei Gentherapeutika, die Impfstoffe
oder Blutzubereitungen sind, entscheidet das Paul-
Ehrlich-Institut im Benehmen mit der Landesregie-
rung Uber diese Erlaubnis.

Der Leiter und Verantwortliche der Herstellung muf3
spezifische Voraussetzungen mitbringen. Hier unter-
scheidet der Gesetzgeber zwischen Blutprodukten
und Produkten der somatischen Gentherapie. Fir
Blutprodukte muf3 der Herstellungdleiter unter ande-
rem eine mindestens dreijéhrige Erfahrung auf dem
Gebiet der medizinischen Serologie oder medizini-
schen Mikrobiologie nachweisen konnen. Den Her-
stellungsprozef3 mul3 ein Kontrolleiter begleiten mit
vergleichbarer Qualifikation. Fur die somatische
Gentherapie kann der Herstellungsleiter zugleich
Kontrolleiter sein. Als praktische Erfahrung wird hier
eine zweijdhrige Tétigkeit auf einem medizinisch rele-
vanten Gebiet der Gentechnik, insbesondere der Mi-
krobiologie, Virologie oder Molekularbiologie erwar-
tet.
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Das gentherapeutische Produkt mul®3 wéahrend seiner
Entwicklung eine Reihe von Sicherheitstests durchlau-
fen. Das bedeutet fur Vektoren, die ein therapeutisch
wirksames Gen einschleusen sollen z. B., dal die
DNA-Sequenz sowohl von dem betreffenden Gen, von
den Gen-/Vektortibergangen as auch von dem die Ex-
pression regulierenden Promoterbereich, zu kontrollie-
ren ist. Ferner mui die genetische Stabilitét gewahrlei-
stet sein. Eukaryontische Zellen, die fur die Vervielfal-
tigung der Vektor-DNA benutzt werden, missen zu-
nachst unter GMP-Bedingungen herangezogen wer-
den. Von der Zdlinie missen sogenannte Master-Zell-
Béanke angelegt werden. Diese mussen zertifiziert wer-
den Das bedeutet, da’ sie zundchst auf Sterilitét und
Mykoplasmenfreiheit getestet werden missen. Die
Identitdt muR mittels Isoenzym-Tests nachgewiesen
werden. Des weiteren mul3 sichergestellt werden, dal?
die Zellen nicht mit eventuell fir den Menschen schéad-
lichen Viren verunreinigt sind. Hierzu missen eine
Reithe von In-vitro- und In-vivo-Tests durchgeftihrt
werden. Handelt es sich bel den Zellen um menschliche
beziehungsweise andere Primatenzellen, so sind die
Anforderungen hier besonders hoch.

Nur Zellen aus einer zertifizierten Masterzellbank dir-
fen wahrend der Produktion eingesetzt werden. Beim
Einsatz von alogenen Zellen fur die Gentherapie sind
fur diese entsprechende Tests erforderlich. Alle Tests
missen unter GLP-Bedingungen durchgeftihrt werden.
Etwas anders gestaltet es sich, wenn autologe Genthe-
rapie angewendet wird. Hier kann man an den Patien-
tenzellen die zum Teil sehr zeitaufwendigen Tests nicht
durchfohren. GMP-Bedingungen mussen natdrlich
auch hier unbedingt eingehalten werden, um eine Kon-
tamination mit z. B. Rhino- oder Adenoviren wéhrend
der Bearbeitung auszuschlief3en.

Neben diesen Sicherheitstests muissen praklinische
Versuche durchgefiihrt werden. So sollte z. B. neben
der Toxizitét, wenn moglich auch gezeigt werden, wo-
hin die Zellen nach der Aplikation wandern.

Welche der Tests im Detail fur ein bestimmtes Zell-/
Gentherapieprodukt erforderlich sind, sollte im Ein-
vernehmen mit der Behdrde, dem Paul-Ehrlich-Insti-
tut oder BfArM entschieden werden. Rat kann auch
bei der zustéandigen europdischen Behorde, der
EMEA eingeholt werden.

Durch alle die genannten Auflagen wird der Entwick-
lungsprozef3 von zell-/gentherapeutischen  Produkten
sehr aufwendig, sowohl was die Zeit, die Raumlich-
keiten, das Personal als auch was die Kosten betrifft.
Die Etablierung der kompletten Sicherheitstestung im
eigenen Haus, s& es nun Klinik- oder Industrielabor,
ist zudem sicher nicht rentabel. Fir die Entwicklung
ist somit das ,,Outsourcing” im Allgemeinen ein
»Muld’. Insgesamt ist die Durchfiihrung der Entwick-
lung, zumal bis zur Marktreife, fur ein Klinikum a-
lein nicht moglich. Esist hier eine enge  Kollaboration
zwischen Klinik und Industrie erforderlich.
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