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Biologische Vorteile von Nabelschnurblut
flr regenerative Therapien

Gesine Kogler

Hamatopoetische Stammzellen allogener Nabelschnurblutspenden aus
offentlichen Nabelschnurblutbanken werden seit tiber 15 Jahren sehr
erfolgreich therapeutisch eingesetzt. Sie sind eine wichtige Quelle fiir
Patienten mit malignen oder genetischen Erkrankungen, die nur durch
eine allogene hamatopoetische Zelltransplantation geheilt werden
kdnnen. Nabelschnurblut kann dartiber hinaus der Etablierung von
Zelltherapeutika aus nicht blutbildenden Stammzellen sowie von
induzierten, pluripotenten Stammzellen [1], T-Zellen, natiirlichen Killer-
Zellen und selektionierten CD34+ zur Uberbriickung oder Beschleuni-
gung der blutbildenden Rekonstitution nach Transplantation dienen [2].

ie Gewinnung und Spende von
D (blutbildenden) Stammzellen aus

dem Nabelschnurblut wurde
1992 in Deutschland fiir allogenes ver-
wandtes und unverwandtes Nabel-
schnurblut in der Jose Carreras Stamm-
zellbank in Diisseldorf etabliert (www.
stammzellbank.de). Die Diisseldorfer
Stammzellbank konnte bisher 1.228 Na-
belschnurblutpréparate fiir Patienten
weltweit zur Verfiigung stellen (Stand:
Februar 2016). Die offentlichen ,,nicht
kommerziellen® Stammzellbanken ver-
wenden nur gespendetes Nabelschnur-
blut ab der 36. Schwangerschaftswoche
(SSW) mit Einverstindnis der Mutter.
Weltweit sind derzeit ca. 721.000 unver-
wandte Spenden in mehr als 160 nicht
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kommerziellen Stammzellbanken gela-
gert und 41.472 Patienten mit iiber 70 In-
dikationen (u. a. maligne Erkrankungen
des blutbildenden und lymphatischen
Systems,  Stoffwechselerkrankungen,
Immundefekte, Tumoren, Himoglo-
binopathien und genetische Defekte)
konnten transplantiert werden (World
Marrow Donor Association, Stand 2014).

Charakteristika hdamatopoetischer

Stammzellen aus Nabelschnurblut

Nabelschnurblut enthidlt im Vergleich
zu adulten Stammzellquellen wie Kno-
chenmark eine hohe Konzentration an
sich selbst erneuernden blutbildenden
Stamm- und jungen Vorldufer-Zellen
(Progenitor-Zellen). Hal Broxmeyer hat

1986 erstmalig hochproliferative blut-
bildende Zellen im Nabelschnurblut be-
schrieben [3]. Bis heute ist nicht bekannt,
warum diese Stammzellen bei Geburt in
hoher Konzentration im Nabelschnur-
blut vorhanden sind, einen Tag nach der
Geburt im Kind aber kaum noch nach-
gewiesen werden. Eine mégliche biologi-
sche Erklarung stellt die Umstellung der
fetalen Himatopoese von der fetalen Le-
ber zum Knochenmark und die hypoxi-
schen Sauerstoffbedingungen wiahrend
der Fetalentwicklung dar. Ahnliche hy-
poxische Bedingungen fithren zu viel-
faltigen, auf unterschiedlichen Entwick-
lungsstufen stehenden nicht blutbilden-
den Stammzellen im Nabelschnurblut
wie mesenchymalartige, stromale Ele-
mente, die unter anderem Knorpelzel-
len (relevant fiir die Knorpel/Knochen-
entstehung im Feten) hervorbringen
konnen [4, 5, 6]. Zusitzlich zu diesen
einzigarten entwicklungsbiologischen
Eigenschaften sind die Proliferations-
fahigkeit, eine entsprechende lingere
Lebensdauer (Telomere) und noch un-
geschidigte DNA- und DNA-Repara-
turmechanismen hervorzuheben. Auf-
grund ihres neonatalen Charakters as-
soziiert mit genetischer Stabilitit und
geringem Virusload sind gespende-
te gelagerte Nabelschnurblutzellen er-
folgversprechende Kandidaten fiir die
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Generierung von induzierten, pluripo-
tenten Stammzellen (iPS). Inzwischen
konnten unter anderem Endothelzel-
len, CD34+-Zellen sowie Stromazellen
durch retrovirale oder andere Transduk-
tionsmethoden (z. B. episomale Trans-
duktion mit den Transkriptionsfaktoren
OCT4, SOX2, KLF4 und c-Myc) von un-
terschiedlichen Arbeitsgruppen repro-
grammiert werden [7, 8, 9]. Nachteile der
iPS sind derzeit dhnlich wie bei embry-
onalen Stammzellen das Risiko der Tu-
morentstehung und der lange Zeitraum,
den die Zellkultur und gerichtete Diffe-
renzierung bis zur kompletten Charak-
terisierung in Anspruch nehmen. Aus
gesundheitspolitischen Gesichtspunk-
ten sind Nabelschnurblut-abgeleitete
Stammzellen nur in der allogenen Ver-
wendung fiir die Geweberegenerierung
sinnvoll. Autologe (eigene) iPS-Zellen
wiéren zwar eine Alternative, um Ab-
stoflungsreaktionen zu vermeiden, die
Herstellung fiir den individuellen Pa-
tienten ist jedoch zu teuer und zu zeit-
intensiv [10]. Realistisch scheint, einige
immunkompatible pluripotente Stamm-
zellen unter Reinraumbedingungen aus
bereits gelagertem Nabelschnurblut
herzustellen und als Off-the-Shelf-Zell-
bank fiir die Allgemeinheit zur Verfii-
gung zu stellen. Fiir den Einsatz in der
regenerativen Medizin sind insbesonde-
re HLA(human leukocyte antigen)-ho-
mozygote Praparate von Interesse, da sie
von vielen Patienten nicht als fremd er-
kannt werden [1, 9].

Meilensteine und Vorteile

des Einsatzes allogener
Nabelschnurblutpraparate

Die erste Nabelschnurbluttransplantati-
on erfolgte 1988 in Paris zwischen HLA-
identischen Geschwistern bei der Indi-
kation Fanconiandmie. Der erste Fall der
Behandlung einer Leukdmie wurde 1992
berichtet [11]. Besonders ermutigend
war die klinische Beobachtung, dass das
Auftreten der akuten und chronischen
GvHD  (,graft-versus-host disease,
Spender gegen Empfinger-Reaktion)
vergleichsweise gering war, sogar dann,
wenn ein oder mehrere HLA-Allele
nicht Gibereinstimmten [12]. Bei Kindern
steht die Behandlung von angeborenen
Immundefekten, genetischen Erkran-
kungen und akuten Leukdmien im Vor-
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dergrund, bei adulten Patienten Leuka-
mien, Lymphome und chronische Ani-
mien. Nabelschnurblut wird alterativ zu
Knochenmark oder peripheren mobili-
sierten Stammzellen eingesetzt, wenn
kein passender Stammzellspender zur
Verfiigung steht. Dies wird jedoch regi-
onal, europa- und weltweit unterschied-
lich gehandhabt. Die wichtigste Voraus-
setzung fiir die Transplantation ist die
Mindestiibereinstimmung der HLA-Ge-
webemerkmale. Trotz mehr als 22 Mil-
lionen weltweit registrierter Knochen-
markspender findet sich vor allem bei
Rezidiven der Erkrankung oft nicht
schnell genug ein Spender. Nabelschnur-
blut, das bei -196°C gelagert wird, kann
dem Transplantationszentrum inner-
halb kiirzester Zeit zur Verfiigung ge-
stellt werden.

Ein weiterer Vorteil der Nabelschnur-
bluttransplantation ist die immunolo-
gische Unreife des Immunsystems zum
Zeitpunkt der Geburt. Fehlende Ge-
déchtnis-T-Lymphozyten und T-Zellen
des nicht aktivierten, naiven Zelltyps
sind Griinde, warum bei nicht komplett
HLA-identischer Ubereinstimmung
transplantiert werden kann und die
GvHD dennoch wesentlich schwécher
ist. Aktuelle Daten zeigen, dass im Ver-
gleich zwischen HLA-identischer
Transplantation bei Erwachsenen (Ge-
schwisterpaaren) zur unverwandten
Knochenmark-/peripheren Stammzell-
transplantation die Lebensqualitit
nach Nabelschnurbluttransplantation
deutlich besser ist [13]. Dies ist auf eine
viel schwichere oder gar nicht vorhan-
dene chronische GVHD zuriickzufiih-
ren; aktuelle Daten von Hiwarkar et al.
klaren den Mechanismus teilweise auf
[14]. Klinisch wurden die Daten 2015
von Brunstein et al. bestatigt [15].

Ganz entscheidend fiir die Entwick-
lungen der letzten Jahre war die Etab-
lierung der Doppelnabelschnurblut-
transplantation bei Erwachsenen, die
verringerte Rezidivrate bei Patienten
mit akuter lymphatischer Leukamie
und neue Technologien, welche die
Blutbildung ganz frith nach Transplan-
tation durch vermehrte Zellzahlen (Ex-
pansion eines Nabelschnurblutes plus
Infusion eines unmanipulierten Trans-
plantates) verbessert haben [1]. Um ge-
zielt erwachsenen Patienten zu helfen,

war eine enge Kooperation und Logis-
tik zwischen nicht kommerziellen
Stammzellbanken und Transplantati-
onszentren im Weltverband notwendig.

Gewinnung und Charakterisierung
hamatopoetischer Stammzellen
aus Nabelschnurblut
Die Abnahme des Nabelschnurblutes
nach Entbindung gesunder Neugebore-
ner erfolgt nur dann, wenn die Mutter
vor der Geburt tiber die freiwillige Spen-
de des Nabelschnurbluts aufgeklart wur-
de und eine Einverstindniserklirung
unterschrieben hat. Alle Daten werden
nur durch eine verschliisselte (pseudo-
nymisierte) Personenkennziffer weiter-
gegeben. Allogenes unverwandtes Na-
belschnurblut ist in Deutschland ein
Fertigarzneimittel. Dies bedeutet, dass
die Gewinnung und Aufarbeitung ein-
schlieflich Kryokonservierung dem
Arzneimittelgesetz (inklusive Aufarbei-
tung im Reinraum) unterliegt. Nabel-
schnurblutpriparate, die keine Zulas-
sung haben, kénnen nicht in Datenban-
ken weltweit eingestellt werden
(Richtlinien der Bundesarztekammer).
Entscheidendes Qualitatskriterium ei-
nes Nabelschnurbluttransplantates ist
neben dem HLA-(Gewebe)-Typ, der Be-
stimmung des Anteils an hamatopoeti-
schen Vorlduferzellen und der negativen
Testung auf Infektionsmarker, die An-
zahl der kernhaltigen Zellen, die in ei-
nem Priparat enthalten sind. Derzeit
gilt, dass ein Patient mindestens 3,7 x 107
kernhaltige Zellen/kg Korpergewicht er-
halten muss, um die Mortalitat nach
Transplantation zu senken. Dies ist der
Grund dafiir, dass die grofien Stamm-
zellbanken weltweit nur ca. 10 % aller er-
haltenen gespendeten Nabelschnurblut-
priparate mit einer Mindestzellzahl von
>1,3-1,6 x 10° kryokonservieren. Daten
des NMDP (www.marrow.org) und Net-
Cord (www.netcord.org) haben gezeigt,
dass nur zellreiche Préiparate durch die
Transplantationszentren angefordert
werden. Ein weiteres notwendiges Qua-
litatskriterium ist die NetCord/FACT-
Akkreditierung, die international eine
Vergleichbarkeit und Standardisierung
der Produkte gewahrleistet. Diese welt-
weite Standardisierung ist seit 2004 eine
wesentliche Grundlage fiir die Verbesse-
rung der klinischen Daten. Die qualita-
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tive Anforderung fiir Transplantate ist
hinsichtlich der Gesamtzellzahl (im
Durchschnitt 1,9-2 x 10° kernhaltige
Zellen) sehr hoch geworden. Dies ent-
spricht in der Jose Carreras Stammzell-
bank Diisseldorf ca. 8 % der gelagerten
Transplantate. Als Konsequenz bedeutet
es fiir die Diisseldorfer Stammzellbank,
dass in den letzten vier Jahren von ca.
12.000 Spenden pro Jahr nur die zell-
reichsten Prdparate (10%) eingelagert
werden konnten.

Warum sind nur zellreiche
Nabelschnurblutprodukte fiir die
Transplantation geeignet?

Die Anzahl der kernhaltigen Zellen
(TNC) steht in direkter Korrelation (zu-
mindest bei Entnahme nach der 36.
SSW) zu den CD34+-Blutstammzellen,
die ca. 0,1-1% der TNC darstellen. Sie
spielen bei der Rekonstitution des Kno-
chenmarks nach Konditionierung (Che-
motherapie) und Bestrahlung eine ganz
wesentliche Rolle. Je schneller die
»Stammzellen“ im Patienten anwachsen
(Engraftment, auch hamatopoetische Re-
konstitution), desto frither wird der anti-
leukdmische Effekt des neuen Knochen-
marks etabliert. Zusitzlich ist das An-
wachsen der Zellen essenziell, um den
Patienten gegeniiber Bakterien und Viren
zu schiitzen. Der Zeitpunkt bis zur Re-
konstitution der Granulozyten (> 500/pl)
und Thrombozyten (> 20.000/ul) erfolgt
in der Regel nach 21 Tagen. Die Kinetik
der Rekonstitution ist abhéngig von der
applizierten Zellzahl (TNC) und den
CD34+-Blutstammzellen. Um die fiir
eine Transplantation notwendige Zell-
dosis zu bekommen, sollte das Volumen
der Spende moglichst grofd sein (> 60 ml,
besser 100-180 ml). Dieses Volumen ist
allerdings biologisch sehr variabel. Die
geringe Zellzahl im Nabelschnurblut
war der Hauptgrund fir die verzogerte
himatopoetische Rekonstitution und
fiir die damit einhergehende erhohte
Transplantations-assoziierte Mortalitét.
Das Uberleben nach Kaplan Meier liegt
derzeit bei 3,8 Jahren. Wie Abb. 1 zu ent-
nehmen ist, versterben Patienten haufig
in den ersten drei Monaten, in denen
sich das neue blutbildende System ansie-
deln muss. Ohne Transplantation hitten
diese Patienten jedoch keine Chance auf
Heilung.

14

Mittlere Gesamtiiberlebensdauer

Uberlebensrate (%)

20

T
0 2000

T T 1
40000 60000 80000

Uberlebenszeit (Tage)

Mittlere Uberlebensdauer 1387 Tage; 45,6 Monate

Abb. 1: Gesamtiiberlebensdauer der Patienten (nach Kaplan Meier), die Nabelschnurblut

der Dusseldorfer Stammzellbank erhielten

Erst als Stammzellbanken weltweit
die Qualitdt ihrer Produkte (Zellzahl)
erhohten, konnten auch erwachsene
(schwergewichtigere) Patienten erfolg-
reich transplantiert werden. Untersu-
chungen zeigten, dass auch zwei Nabel-
schnurbluttransplantate fiir einen Pati-
enten transplantiert werden konnten
[15]. Diese Option stellte den Durch-
bruch fiir adulte Patienten (> 70 kg) dar,
mit Nabelschnurblut transplantiert zu
werden. Inzwischen sind weltweit mehr
als 60 % der mit Nabelschnurblut trans-
plantierten Patienten Erwachsene. Ein
dahingehender weiterer Erfolg war die
Erkenntnis, dass Patienten nicht nur
myeloablativ, sondern auch non-myelo-
ablativ erfolgreich transplantiert werden
konnten, eine Option fiir Patienten mit
Komorbiditit und einem Alter > 65 Jah-
re. Die nun vorliegenden klinischen Da-
ten dieser Doppeltransplantationen zei-
gen den entscheidenden Vorteil, dass
trotz HLA-Inkompatibilitit die GYHD
gering ist, dafiir aber ein hoher Graft-
versus-Leukdmie-Effekt erzielt werden
konnte, das bedeutet, dass viel weniger
Rezidive auftraten [15].

Nicht hamatopoetische
Stammezellen fiir die Knorpel- und
Knochenregeneration

Nicht haimatopotische Stammzellen wie
stromale Zellen (u. a. mesenchymalarti-
ge adhidrente Zellen, andere Subtypen)
haben unter normalen normoxischen
Kulturbedingungen eine sehr geringe
Frequenz im Nabelschnurblut. Aus ca.
30% aller Nabelschnurblutpraparate

werden diese Zellen effektiv aus fri-
schem Nabelschnurblut isoliert [16]. Un-
ter hypoxischen Kulturbedingungen
kann diese Frequenz auf ca. 80 % gestei-
gert werden [6]. Die Heterogenitit der fe-
talen und neonatalen Progenitoren, die
man nachweisen kann, ldsst sich am
ehesten mit der Wanderung und Zirku-
lation der Stammzellen von der fetalen
Leber in das Knochenmark wihrend der
Fetalentwicklung erklaren. Die simpels-
te Erkldrung ist, dass sie ,Relikte® der
unterschiedlichen Entwicklungsstufen
der Fetalentwicklung sind. Stromale, in
Stammzellbanken gelagerte Zellen, stel-
len eine denkbare Alternative fiir die
Knorpel- und Knochenregeneration dar,
was durch In-vivo-Modelle unterstiitzt
wird. Hier sind die adhérenten stroma-
len Zellen aufgrund ihrer biologischen
Entwicklungsstadien gute Alternativen,
weil die Zellen in vivo tatsdchlich chon-
drogen (Knorpel) und osteogen (Kno-
chen) differenzieren.

Nicht hamatopoetische
Stammzellen bei neurologischen
Erkrankungen

Tiermodelle fiir Schlaganfall, amyotro-
phe Lateralsklerose, Parkinson oder Rii-
ckenmarksverletzungen zeigten in den
unterschiedlichen Systemen und Appli-
kationen mit Stammzellen eine Ver-
langsamung des Krankheitsverlaufs,
Uberlebensvorteile und eine Verbesse-
rung des Verhaltensmusters, aber keine
Differenzierung zu Neuronen. In diesen
Modellen konnte eine Migration zum
Schidigungsort sowie eine Unterstiit-
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zung der autologen Neuronenregenera-
tion festgestellt werden [17], wobei pa-
rakrine Mechanismen eine Rolle spiel-
ten. Studien der Duke University
untersuchen derzeit die Verwendung
von Nabelschnurblutzellen bei Kindern
mit Zerebralparese und Hirnschadi-
gungen wie Sauerstoffmangel bei der
Geburt im autologen System [18]. Erste
Ergebnisse sind vielversprechend, die
Wirksamkeit kann aber erst durch lang-
jahrige kontrollierte Doppelblindstudi-
en belegt werden. Interessant ist die kli-
nische Option, diese Kinder nicht auto-
log, sondern allogen mit kurzzeitiger
Immunsuppression zu transplantieren,
wie von Min et al. gezeigt [19]. Dies bie-
tet den Vorteil, dass man qualitativ
hochwertige und gut charakterisierte
Praparate zur Verfiigung hat, die sofort
verfiigbar sind [20]. Erste klinische Stu-
dien zur Behandlung von Schlaganfall-
patienten mit Nicht-HLA-, aber Blut-
gruppen-kompatiblen Nabelschnurblut
werden derzeit in den USA auf der Basis
der Erstpublikation von Romanov et al.
[21] durchgefiihrt.

Projekt zur Charakterisierung von
Nabelschnurbluttransplantaten fiir
HIV-Patienten

Der sogenannte ,,Berliner Patient war
der erste HIV-Patient, der durch die
Transplantation mit einem verdnderten
CCR5-Gen, der Mutation CCR5-Del-
ta32, aufgrund einer akuten myeloi-
schen Leukdmie, transplantiert und da-
durch auch langfristig von HIV geheilt
wurde [22]. Der Rezeptor CCRS5 ist ein
essenzieller Korezeptor bei der Infektion
von HIV. Er erméglicht das Andocken
von HI-Viren an Makrophagen und T-
Lymphozyten. Dieser erste Patient sti-
mulierte die Idee, weltweit schon vorab
nach Transplantaten mit dieser Mutati-
on zu suchen. Da in den 6ffentlichen
Stammzellbanken sowohl Testmaterial
als auch die Transplantate selbst in ho-
her genetischer Vielfalt zur Verfiigung
stehen, entstand in Kooperation und
durch Unterstiitzung von amfAR (Ame-
rican Foundation for AIDS Research)
die Idee, diese Praparate in den USA als
auch im Europdischen Konsortium auf
diese Mutation zu testen. Ungefihr 1 %
der Européer zeigt eine homozygote Ex-
pression der Mutation. Die Testung und
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Einstellung der geeigneten Transplanta-
te soll gegenwirtig in ein weltweites
Netzwerk erfolgen.

Endotheliale Progenitorzellen des
Nabelschnurbluts und Thrombozy-
tengel aus Plasma zur Wundheilung
Endotheliale Vorlduferzellen im Nabel-
schnurblut sind moégliche Kandidaten
fiir eine Gefdfiregeneration. Sie wur-
den erstmals 1997 beschrieben und
spéter nur aufgrund ihrer Morphologie
(»cobblestone®, pflasterdhnlich) cha-
rakterisiert [23]. Nur die zirkulieren-
den ,endothelial colony forming cells*
(ECFC) stellen die nativen Endothel-
zellprogenitoren im Nabelschnurblut
dar [23]. ECFC sind seltene Zellen, die
mit 0,05-0,2 Zellen/ml im adulten Blut
und in einer wesentlich hoheren Kon-
zentration von 2-5 Zellen/ml im Na-
belschnurblut gefunden werden. Eine
mogliche klinische Applikation von
ECEFC ist die Behandlung von Patien-
ten mit Wundheilungsstérungen, de-
ren Ursache in einer fehlenden Gefaf3-
bildung liegt. Eine andere Option ist
die Verwendung von ECFC im ,tissue
engineering“ in Kombination mit auto-
logen oder allogenen Zellen unter-
schiedlicher Gewebe.

Thrombozytengel zur Behandlung
des diabetischen FuBles

Aus verworfenen, nicht fiir die blutbil-
dende Stammzellbank geeigneten Na-
belschnurblutpraparaten wird derzeit in
einer europdischen Studie Plattchengel
hergestellt, das erfolgreich in der Be-
handlung von Ulcera (u. a. diabetischer
Fuf}, aber auch andere Indikationen)
eingesetzt wird [24].

Fazit

Allogene blutbildende Stammzellen aus
Nabelschnurblut sind heute ein welt-
weit etabliertes Verfahren zur Therapie
hamatopoetischer Erkrankungen.
Nicht hamatopoetische Stammzellen
wie Endothelzellen und stromale Zellen
kénnen aus frischem Nabelschnurblut
fiir regenerative Therapieansitze effizi-
ent isoliert werden. Aus bereits kryo-
konserviertem Nabelschnurblut kén-
nen dagegen keine (!) klinisch relevan-
ten Mengen nicht hdmatopoetischer
Stammzellen isoliert und angeziichtet

werden. Die Knochen- und besonders
die Knorpelregeneration sind aussichts-
reiche klinische Anwendungsbereiche
bei der Verwendung von Nabelschnur-
blut in der regenerativen Medizin. Fir
die Applikation bei neurologischen Er-
krankungen (u. a. bei Schlaganfall)
konnen parakrine Mechanismen der
Nabelschnurblutzellen genutzt werden.
Induzierte pluripotente Stammzellen
lassen sich aus unterschiedlichen ha-
matopoetischen und nicht hamatopoe-
tischen Zellen des Nabelschnurblutes
leicht gewinnen, sie sind derzeit ein gu-
ter Ansatzpunkt fiir Forschungszwecke
und die Etablierung von allogenen iPS-
Stammzellbanken. Die Sammlung von
bestimmten CCR5-Delta32-Mutatio-
nen im weltweiten amfAR-Projekt zur
Transplantation von HIV-Patienten ist
iiberhaupt nur durch die Kooperation
der oOffentlichen nicht kommerziellen
Stammzellbanken méglich, da nur in
den Stammzellbanken eine hohe gene-
tische Vielfalt vorhanden ist und damit
diese Mutation auch selektiv getestet
werden kann.

Fiir die nicht kommerziellen Stamm-
zellbanken weltweit ist der wichtige
und entscheidende Faktor: die altruis-
tische Nabelschnurblutspende und die
Kooperation mit den Hebammen und
Arzten der Frauenkliniken!
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