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3. Abstract

Manche solide Tumore stellen eine sehr schwerwiegende und kaum erfolgreich zu
behandelnde Erkrankung dar. Im Laufe der Jahrzehnte wurden schon viele

verschiedene Methoden zur Bekdmpfung dieser Krankheiten erforscht und erprobt.

In dieser Arbeit soll die Entdeckung der Stammzelltransplantation als Therapieoption
fir genetische Erkrankungen sowie fiir Leukdmien, ihre Entwicklung Gber die Jahre
bis hin zum gegenwartigen Wissensstand und der Benlitzung als Therapieoption bei
unglnstigen soliden Tumoren gezeigt werden. Nach einem kurzen historischen
Uberblick zeige ich in dieser Arbeit die derzeitigen Erfolge der Behandlung solider
Tumoren mittels Stammzelltransplantation anhand der Daten der hamato-
onkologischen Station der Kinderklinik Graz. Im Anschluss werden noch einige
Forschungsansatze diskutiert, in welche Richtung sich die Stammzelltransplantation
entwickeln kénnte und was wir in Zukunft noch von dieser Art der Therapie fiir solide

Tumoren erwarten dirfen.

Some solid tumors are very serious diseases which are difficult to deal with. Over the

years many methods for treating these diseases have been explored and proved.

In this thesis, the discovery of stem cell transplantation as treatment for genetic
diseases or leukemias, as well as its development over the years up to current
knowledge and its use as an option for therapy of some unfavorable solid tumors will
be showed. After a short historical overview | will show the actual successes with the
treatment of unfavorable solid tumors using stem cell transplantation with the
support of the information of the hemato-oncologic division of the University
children's Hospital in Graz. Afterwards | will outline some promising research
approaches, indicating in which way stem cell transplantation may be developing and
what we may expect in the future of stem cell transplantation as a therapy for solid

tumors.




4. Geschichte der Stammzelltransplantation

"Der Behandler hat nur eine Aufgabe,
zu heilen,
und wenn ihm das gelingt,
ist es gleichgiiltig, auf welchem Wege es ihm gelingt!"

(Hippokrates)

4.1.Erste Erkenntnisse

Um 1900 entstand bereits zum ersten Mal der Gedanke, Menschen mit Hilfe von
Knochenmark zu heilen, nachdem man herausfand, dass es im Koérper Zellen gibt,
die Blutzellen produzieren kénnen. Da das Knochenmark aber oral verabreicht

wurde und somit keine Wirkung zeigte, wurde diese Idee wieder verworfen. !

1907 entwickelten Ross Harrison und ein wenig spater auch Alexis Carrel die
Grundlagen der Gewebekultur, die es Forschern ermoglichte, Zellen in
Kulturschalen am Leben zu halten und zu vermehren. Damit war die Grundlage fir

die spatere Stammzellforschung gegeben. ?

1936 entdeckte Peter Gorer den ersten MHC bei Studien zur TransplantatabstoBung

bei der Maus. >

1955 erschien ein Artikel Uber die Wirkung von
Knochenmarkinfusionen bei Mausen, die den Arzt Dr. Donnall
Thomas (Abbildung 1.)* inspirierten, sich mit der
Knochenmarkforschung zu beschaftigen. Er war der Erste, der
1956 bei einem Menschen eine Knochenmarktransplantation

durchfiihrte. Der Spender war der Zwilling des Patienten und

Abb. 1.: E. Donnall
Thomas




obwohl die Transplantation an sich ein Erfolg war, konnte der Patient leider nicht
gerettet werden. In den darauffolgenden Jahren wurde diese Art der Therapie nur
fur Zwillinge angeboten, da man zu diesem Zeitpunkt noch nicht genau verstand,
wann und warum Spenden von Geschwistern und fremden Menschen abgestoRen
wurden und starke Nebenwirkungen — sogenannte Graft versus Host Reactions

(GVHR) — hervorriefen. *

1958 beschrieb Jean Dausset das erste Leukozyten-Antigen, MAC, dass heutzutage
besser bekannt ist unter dem Namen HLA-A2. Diese Entdeckung ist bis heute
wichtig bei Transplantationen, da das HLA eine Komponente des Immunsystems ist,
die zwischen korpereigenen und fremden Zellen unterscheidet. Auf dieser
Entdeckung beruhen auch die weiteren Forschungen von E. Donnall Thomas, der
sich  mit den Histokompatibilitdts-Antigenen  beschéaftigte, die  zur

Gewebstypisierung von Spendern und Empfingern dient. %>

1962 beschrieben D.W. Barnes und J.F. Loutit erstmals die Graft versus Host
Disease (GvHD) bei Mausen. Der Begriff GvHD wurde allerdings schon ein paar Jahre
zuvor von M. Simonsen eingefiihrt, um die immunologischen Schaden zu
beschreiben, die auftreten, wenn man immunkompetente Zellen in

immunsupprimierte Empfangerzellen einbringt. 6

1963 haben amerikanische Forscher erstmals bei Mdusen Stammzellen gefunden.
Daraufhin entwickelte man sehr schnell die Methode der

Stammezelltransplantation(SCT). 2

1965 beschrieb Jean Dausset (Abbildung 2.)’ das erste
Gewebesystem, das er damals Hu-1 nannte, heute aber nur mehr als
HLA (humanes Leukozyten-Antigen System) bekannt ist. Diese
Entdeckung war fir die Stammzellforschung sehr wichtig, da man
anhand des HLA-Systems die Histokompatibilitdt von Spender und

Empfanger bestimmen und so das Risiko einer AbstolRung vermindern

Abb. 2.: Jean Dausset




konnte. &

1966 beschrieb R.E. Billingham drei Bedingungen die fir die Entstehung einer GvHD
notwendig sind:

1. das Transplantat muss Immunkompetent sein,

2. Der Empfanger muss Alloantigene besitzen, die im Spendertransplantat fehlen, so
dass der Empfanger fiir den Spender fremd erscheint,

3. Der Empfanger darf nicht die Fahigkeit besitzen, eine immunologische Reaktion

gegenuber dem Spender zu entwickeln. 6

1968 fiihrte Robert A. Good die erste erfolgreiche Knochenmarktransplantation bei
einem Kind durch. Spender war die Schwester des Patienten. Es handelte sich dabei
allerdings nicht um eine Tumorerkrankung, sondern um einen SCID (schwerer

kombinierter Inmundefekt). *

1969 fiihrte E. Donnall Thomas die erste erfolgreiche Knochenmarktransplantation
bei einem Kind mit Leukdmie durch. Spender war ein Verwandter des Patienten.
Damit war die erste Knochenmarktransplantation eines Leukamiepatienten
gelungen, bei der die Spende nicht von einem Zwilling stammte.

In den folgenden Jahren wurde die Konditionierungstherapie verbessert: zuerst
bekam der Patient eine Radiotherapie, danach bekam er die
Knochenmarktransplantation und gleichzeitig wurde eine immunsuppressive
Therapie mit Medikamenten begonnen. Diese Kombination verbesserte die
Erfolgsrate in der Leukdmiebekampfung auf bis zu 50%. AuBerdem wurden mit
dieser Therapie auch andere vererbte Blutkrankheiten behandelt, so wie auch

Patienten, deren Knochenmark versehentlich durch Bestrahlung zerstért wurde. *

1973 wurde erstmals eine Knochenmarktransplantation bei einem 5-jdhrigen
Patienten, der an SCID litt, mit einer Fremdspende erfolgreich durchgefiihrt. Es
waren allerdings sieben Transplantationen erforderlich, bis sich der gewilinschte

Erfolg einstellte.
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1978 entdecken Forscher pluripotente blutbildende Stammzellen in der
Nabelschnur. °
Das war ein weiterer wichtiger Schritt in der Forschung da bis zu diesem Zeitpunkt

Stammzellen nur im Knochenmark bekannt waren.

1979 beschrieb P.L. Weiden erstmals die Graft versus Leukemia Effekte. Dabei
stellte er fest, dass leukdamiekranke Patienten, die nach ihrer
Knochenmarkstransplantation eine mittlere bis schwere GvHD entwickelten, um
2,5 mal seltener ein Rezidiv auftrat als jene, die eine milde bis gar keine GvHD
hatten. Des Weiteren beschrieb er, dass sich dieser Effekt noch deutlicher bei
lymphoblastischen Leukdamien als bei nicht lymphoblastischen Lekdamien einstellte
und auch wenn man die Transplantation im Zuge eines Riickfalles durchfiihrte, als

wahrend einer Remissionsphase. 10

1980 erhielten Jean Dausset, Baruj Benacerraf und George Davis Snell den
Nobelpreis fiir die Entdeckung und Charakterisierung des Gens, das fir den MHC
(Hauptbestandteil des HLA-Systems) verantwortlich ist. [Der MHC ist fir die
Prasentation von Oberflachenantigenen zustidndig, die von unserem Immunsystem
erkannt werden. Wenn sich eine kdrperfremde Zelle in uns befindet, prasentiert sie

falsche Antigene und wird von unserem Immunsystem eliminiert(Abbildung 3) 1,8

11



a Antigenic peplide b Antigenic peptide
Self APC

from pathogen
Sell T cell

from self proteins
Self T cell

Self APC

T-cell activation: T-cell activation:
clearance of pathogen autoimmunity
c Peptide from
self proteins
of donor

Donor APC
{from transplanted
organ)

T-cell activation:
rejection

Abb. 3.: Wirkung des MHC: Die beiden oberen Graphiken zeigen die Wirkung des MHC bei
pathogenen Zellen im Korper. Die untere Graphik zeigt die Inkompatibilitat des exprimierten MCH
des Spenders mit der kérpereigenen T-Zelle, die somit den Eindringling identifiziert und zu
eliminieren versucht.

1981 konnten M. Evans, M. Kaufman und G. R. Martin pluripotente Zellen in

Mauseembryonen finden und im Labor isolieren und vermehren. 2,38

1982 fanden Forscher heraus, dass im Nabelschnurblut hamatopoietische

Stammzellen vorhanden sind, die sich fir Transplantationen eignen wiirden. *

1983 fand die erste Transplantation von autologen Stammzellen aus dem
peripheren Blut statt. Dabei wurde dem Patienten zuerst G-CSF gegeben um die
Zahl der Stammzellen im Blut zu erh6hen. Danach wurden geniigend Stammzellen

aus dem Blut extrahiert, aufbereitet und dem Patienten wieder verabreicht. *

1984 wurde eine nationale Knochenmark- Spenderdatenbank in den USA
gegriindet, weitere Spenderdatenbanken gibt es mittlerweile weltweit. Damit nahm

die Knochenmarktransplantation einen grossen Aufschwung, da man von nun an

12


http://en.wikipedia.org/wiki/Martin_Evans
http://en.wikipedia.org/wiki/Matthew_Kaufman
http://en.wikipedia.org/wiki/Gail_R._Martin

auf Daten in der ganzen Welt Zugriff hat und so leichter einen passenden Spender

finden kann. °

1985 wurde die erste allogene Stammzelltransplantation mit peripheren

Blutstammzellen durchgefihrt. 2

1988 wurde erstmals erfolgreich eine Nabelschnurbluttransplantation bei einem
Kind mit Fanconie-Anamie durchgefiihrt. Das Nabelschnurblut stammte von einem

seiner Geschwister. 1*

1990 erhielten E. Donnall Thomas und Joseph E. Murray den Nobelpreis fir ihre
Einfihrung der Methode der Ubertragung von hidmatopoietischen Stammzellen als

klinische Behandlungspraxis in die Humanmedizin. 1

Seit Anfang dieses Jahrzehnts setzt sich auBerdem die Stammzelltransplantation aus

peripherem Blut immer mehr bei gewissen Indikationen durch.

4.2. Entdeckung der Wirkung bei soliden Tumoren

1992 bekam ein Patient mit einem rezidivierenden Medulloblastom, welches auch
schon in Lymphknoten und Knochen metastasiert war, nach einer intensiven
Chemotherapie eine allogene Knochenmarktransplantation durch eine HLA-idente
Geschwisterspende. Neben einer GvHD Grad I bemerkte man, wie sich der Tumor
immer weiter zurlickbildete und schlieflich ganz verschwand. Eineinhalb Jahre nach
dieser Behandlung war der Patient immer noch zu 100% tumorfrei. Das war der

erste dokumentierte Fall eines Graft versus Tumor Effects(GvT). *°

13
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Im selben Jahr wurde auch die erste erfolgreiche Nabelschnurbluttransplantation

bei einem Leukdamiepatienten durchgefihrt. 16

Im selben Jahr versuchte man auch eine Xenotransplantation von Knochenmark.
Spender war dabei ein Pavian. Der Patient verstarb aber 26 Tage spater aufgrund

einer Infektion. *

1995 versuchte man eine weitere Xenotransplantation von Knochenmark eines
Pavians bei einem HIV kranken Patienten, da Paviane natirliche Resistenzen gegen
HIV besitzen. Die Transplantation war erfolgreich, allerdings verschwanden die

transplantierten Zellen im Empfangerkérper sehr rasch wieder. *

1996 wurden einer Patientin mit Brustkrebs Stammzellen ihrer HLA-identischen
Schwester transplantiert, um damit die vorgeschalteteToxizitdt der Chemotherapie
erhéhen zu kdénnen. Im Zuge der aufkeimenden GvHD beobachtete man, wie sich
zur selben Zeit in ihrem Korper zytotoxische T-Zellen bildeten, die gegen die
Tumorzellen reagierten. Nach weiteren Tests bemerkte man auch, dass das
Vorbehandeln der Tumorzellen mit TNF-alpha, nicht aber mit IFN-alpha oder IFN-
gamma, die Anfalligkeit durch zytotoxische T-Zellen lysiert zu werden, deutlich

erhohte. Y’

1998 gelang es Forschern erstmals, embryonale Stammzellen im Labor zu

vermehren. 2

2001 gelingt es Forschern menschliche Embryonen zu klonen um von ihnen
Stammzellen zu gewinnen. AuBerdem wird im neuen Jahrtausend die

Nabelschnurbluttransplantation immer haufiger angewendet. 2

14



2005 finden Forscher im Nabelschnurblut Zellen, die tber dhnliche Eigenschaften
wie embryonale Stammzellen verfligen. Diese werden als cord-blood-derived
embryonic-like stem cells benannt. lhnen wird die Fahigkeit zugeschreiben, sich in

mehr Gewebstypen differenzieren zu kénnen als erwachsene Stammzellen. 18

2006 gelingt es Forschern Leberzellen aus Nabelschnurblutstammzellen

herzustellen. *°

2007 schaffen es Forscher, adulte Stammzellen wieder in ihren embryonalen
Urzustand zu verwandeln, von dem aus sie sich in alle Gewebstypen differenzieren
kénnen ( induzierte pluripotente Stammzellen — iPS ). Es ist ihnen allerdings nicht
gelungen, diese Zellen in groReren Mengen herzustellen. AuBerdem haben diese

Zellen ein héheres Potential maligne zu entarten. *°

2009 arbeiteten Forscher an einer verbesserten Methode zur Gewinnung von iPS.
AuBerdem wird auf vielen anderen Gebieten der Stammzellforschung eifrigst

geforscht, um die Gewinnung und Nutzung von Stammzellen zu optimieren. **

2011 suchen Forscher Wege zur Nutzung des Nabelschnurblutes in der Therapie von
Tumorerkrankungen. Auch am Verstdndniss der Immunologie und somit am
Verstandniss der Wirkung von Transplantaten, Chemotherapie und Radiotherapie

wird geforscht.
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4.3. Entdeckung des Killer-Cell-immunoglobulin-Like-Receptors

4.3.1. Das Immunsystem

Gegen Mikroorganismen wie Viren, Bakterien, Pilze oder Parasiten, sowie
gegen als fremd identifizierte Makromolekile besitzt das menschliche
Immunsystem sowohl eine unspezifische oder angeborene Immunabwehr, zu
der unter anderem Makrophagen, neutrophile Granulozyten und natirliche
Killerzellen (NKZ) zahlen, als auch eine spezifische oder erworbene
Immunabwehr zu der T- und B-Lymphozyten gehoren. Die spezifische
Immunabwehr beruht auf der Erkennung von Fremdantigenen mittels
antigenspezifischer Rezeptoren, wobei die erkannten Fremdkorper dann
entweder durch die B-Lymphozyten (humorale Immunabwehr) oder durch T-

Lymphozyten (zelluldare Immunabwehr) eliminiert werden. 22

T Lymphocyte
- — 3= a)

Lymphoid
Stem Cell

—._____tlw\mi"‘__:l.ymphacﬂe

/ \ o ] )
Pluripment B Lymphocyte Plasma Cell
Stem Cell

\ Ery‘thrncyte
/ 'y Megakaryocyte

{blood clotting)
Myeloid \
Stem Cell :) —_— Macrophage

Monocyte

W Granulocytes

Abb. 4.: Entwicklung der Zellen des Immunsystems 2




4.3.2.

Die unspezifische Immunabwehr hingegen sucht die Oberflache von Zellen
nach pathogenen Strukturen ab, um diese daraufhin zu lysieren oder zu
phagozytieren. Sie bilden die erste Abwehr in unserem Organismus, denn sie
sind als Erstes vor Ort und versuchen den oder die Eindringlinge unschadlich
zu machen. Gelingt ihnen das nicht, l6sen sie durch das Sezernieren von
Zytokinen, Chemokinen oder Interferonen eine Entziindung aus, wodurch
weitere Zellen des Immunsystems angelockt werden. Bis zum Eintreffen der
spezifischen Immunabwehr, was ein paar Tage dauern kann, sind sie
auBerdem fir die Schadensbegrenzung zustandig. Wahrend zur Bekampfung
von bakteriellen Infektionen eher Zytokine und Chemokine ausgeschittet
werden, wird bei viralen Infektionen das Interferon bevorzugt, das die
Virusreplikation in den Wirtszellen hemmt und die NKZ anlockt. Diese téten
die infizierten Zellen und schiitten auRerdem Zytokine aus, die Lymphozyten

der spezifischen Immunabwehr aktivieren. 2

T-Zellen

T-Zellen werden im Knochenmark erzeugt und gehoren zur Gruppe der
weissen Blutkdrperchen. Da sie aber erst im Thymus ausreifen und dort auch
ihre MHC-Rezeptoren gebildet werden, haben sie ihr T im Namen dem
Thymus zu verdanken. Die MHC Rezeptoren auf ihrer Oberflache sind sehr
wichtig, da sie Uber diese in der Lage sind, kdrperfremde Zellen zu erkennen.
Normalerweise befinden sich T-Zellen in einem passiven Zustand, in dem sie
durch den Korper zirkulieren. Sollten sie jedoch eine Zelle finden, die aufgrund
einer  Virusinfektion,  Mutation oder ahnlichem, ein  gewisses
Oberflachenmolekil mittels des MHC exprimiert, das zuféillig exakt mit dem
Oberflachenmolekil der T-Zelle Gbereinstimmt, so wird ein Schliissel-Schloss-
Prinzip ausgeldst. Dadurch wird die T-Zelle aktiviert und sie verwandelt sich je
nach Art des Fremdkorpers in eine T-Killerzelle, die den Fremdkorper
eliminiert oder in eine T-Helferzelle, die mit Hilfe von Zytokinen noch mehr

Zellen der Immunabwehr anlockt. Weiters kann eine T-Zelle einen

17



4.3.3.

4.3.4.

regulatorischen Effekt haben, um eine liberschiessende Immunantwort zu
verhindern und somit intakte Zellen zu schiitzen. AuRerdem haben T-Zellen
ein Gedachtnis, wobei sie sich die Oberflachenstruktur jedes erfolgreich
bekampften Erregers merken und bei einer erneuten Infektion diese rascher
bekdmpfen kénnen. Bei einer Transplantation muss man daher im Vorhinein
flir die Zerstdérung dieser Zellen mittels Zytostatika, Bestrahlung oder
immunsuppressiver Medikamente sorgen, damit es zu keiner Abstossung des

Transplantates kommt. %

Major Histocompatibility Complex

Der MHC ist eine Gruppe von Genen, welche fiir die Codierung von Proteinen
zustandig ist, die fiir die Inmunerkennung, immunologische Individualitat und
Gegwebevertraglichkeit bei Transplantaten zustandig ist. Der MHC ist der
Hauptbestandteil des HLA Systems, liber welchen die Kompatibilitdit von
Spender und Empfianger bei SCT getestet wird. Der MHC wir in 2 grosse
Gruppen unterteilt: Der MHC-I-Komplex, U(ber den entartete Zellen
identifiziert und anschliessend von T-Killerzellen vernichtet werden, und der
MHC II Komplex (iber den die T-Helferzellen Phagozyten und spezielle

Antikorper anlocken, welche die fremden Zellen vernichten.

Natiirliche Killerzellen

NKZ sind zwar auch Lymphozyten, gehéren aber, im Gegensatz zu den T- und
B-Lymphozyten, zum angeborenen Immunsystem und haben keine
antigenspezifischen Rezeptoren. Auf ihrer Oberflaiche sind spezielle
Rezeptoren die mit MHC-I-Molekilen interagieren und auf diese Weise
korpereigene von fremden Zellen unterscheiden kdnnen. Des weiteren
besitzen NKZ auf ihrer Oberfliche spezielle Proteine, sogenannte
Differenzierungscluster (cluster of differentiation, CD), durch die man sie von

anderen Zellen unterschieden kann, da es (iber 100 solcher CDs gibt und jedes
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einem oder mehreren speziellen Zelltypen zugeordnet werden kann. Fir NKZ
ist das Bekannteste CD 56, das fiir die Zelladhasion zustandig ist. Auf diesen
CDs beruht auch ein spezieller Teil der Pharmakotherapie, da bestimmte
Medikamente sehr selektiv an gewissen CDs binden und somit gezielt gegen
einzelne Erkrankungen vorgegangen werden kann (zB.: CD 20 NKZ haben ganz
spezielle Rezeptoren, die sowohl stimulierend als auch inhibitierend auf die
Zelle wirken konnen. Es gibt verschiedene Rezeptorgruppen, wobei die KIR die

wichtigsten fir die Tumortherapie sind. 26

KIR3DL1

2B4
(CD244)

NKR-P1
DNAM-1 (CD161)
(cD226)

Abbildung 5: NK Zelle mit verschiedenen Oberflachenrezeptoren z
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4.3.5. Killer-Cell-immunoglobulin-Like-Receptor

Die KIR-Rezeptoren werden auf dem Chromosom 19q13.4 codiert, einer
Region, in der auch der Leukozyten Rezeptor Komplex gespeichert ist. Sie sind
auf einer Lange von ca. 150 kb gereiht, mit der Eigenschaft, dass sich der Gen

Inhalt zwischen den verschiedenen Haplotypen unterscheiden kann.

KIR-Rezeptoren sind eine Gruppe transmembrandrer Glykoproteine mit
Rezeptorfunktion. Hauptsachlich werden sie von NK-Zellen exprimiert und
besitzen dort eine aktivitatsregulierende Funktion. Die KIRs werden auch von
HLA Klasse | Molekilen exprimiert, wodurch sie in der Interaktion mit den
KIR’s der NK-Zellen die Zerstorung gesunder korpereigener Zellen verhindern
konnen. AulRerdem spielen KIRs eine groRe Rolle in der Aktivierung der NK-
Zellen bei der Immunantwort. Das heilt KIRs besitzen sowohl eine
aktivierende als auch inhibitierende Funktion. Besonders im Hinblick auf
Stammzelltransplantationen kénnten durch eine héhere Ubereinstimmung

der HLA und KIR ein besserer Outcome erzielt werden. 2%

Man unterscheidet 3 verschiedene Gruppen von KIRs (Abb.5):

1. Typ-I-KIR2D-Gene, die zwei extrazellulare Domanen zur Kodierung
besitzen, mit einer D1 und D2 Konstellation.

2. Typ-lI-KIR2D-Gene, die ebenfalls zwei extrazellulare Domadnen zur
Kodierung besitzen, allerdings mit einer DO und D2 Konstellation.

3. KIR3D-Gene, die drei extrazellulaire Domanen zur Kodierung von

Proteinen besitzen, DO, D1 und D2.

Des weiteren werden sie durch einen ergdanzenden Buchstaben nach dem D
noch weiter unterteilt: L fir langes Ende, S fiir kurzes Ende und P fir

Pseudogen. So heilt ein KIR dann vollstandig z.B.: KIR2DL4 oder KIR3DS1. 22°
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Abb. 6: Die verschiedenen KIR Typen mit ihren Untergruppen 30

Sowohl Typ | als auch Typ Il der KIR2D-Gene binden sich an das HLA-Typ-C-
Molekiil, allerdings hangt es von den entsprechenden Aminosduren ab, an
welcher Stelle sie andocken. Ausschlaggebend ist das Aminosaurenende an
Position 80 auf dem HLA-C-Molekil Asparagin oder Lysin, sowie das
entsprechende Aminosaurenende auf dem KIR D1 an Position 44, Lysin oder
Methionin. So bindet D1 an die ay-Helix des HLA-C-Molekiils, wéhrend D2 an
die a,-Helix bindet. An HLA-Typ A und B binden die KIR3D Gene. Hier konnte

man allerdings noch nicht die genauen Mechanismen erforschen.

Drei der KIR Gene — KIR3DL3, KIR2DL4 und KIR3DL2 — sowie ein Pseudogen —
KIR3DP1 — kommen auf fast allen KIR-Haplotypen vor, weswegen man sie
auch Grund(struktur) — Gene nennt. Der zentromere Teil des KIR befindet sich
bei KIR3DL3 auf der zentromeren , bei KIR3DP1 auf der telomeren Seite. Der

telomerte Teil befindet sich bei KIR2dl4 auf der telomeren und bei KIR3DL2




auf der zentromeren Seite. An jedem dieser Teile hangen noch zusatzliche
KIR-Gene, die sich in ihrer Grofe und Identitdit je nach Haplotyp
unterscheiden. Aufgrund der Tatsache, dass alle KIR Gene so eng beisammen
sitzen und als Haplotypen vorkommen, kommt es oft zu asymmetrischen
Rekombinationen, wobei die Wahrscheinlichkeit von identischen, zerstorten
oder vollig neuen Genen viel héher als normal ist. Durch diese Entwicklung
kann es schon einmal vorkommen, dass zwei urspriinglich verschiedene KIRs
durch Rekombination so dhnlich sind, dass sie das gleiche Molekil kodieren
kénnen. So kénnen sowohl KIR2DL3 als auch KIR2DL2 das HLA — C Molekdl an

der Stelle 80 durch Asparagin kodieren. *® %

Ein spezieller Haplotyp findet sich in der Bevdlkerung sehr oft wieder. Er
enthalt sieben KIRs und zwei Pseudo-KIRs, ist zwar nicht homolog, dafiir aber
sehr vielfaltig durch den Polymorphismus der individuellen Gene. Diese
Gruppe der Haplotypen werden als Gruppe A bezeichnet. In ihr befinden sich
vier inhibitorische KIRs (KIR2DL1, KIR2DL3, KIR3DL1, KIR3DL3), sowie einen
aktivierende KIR (KIR2DS4) und einen KIR der sowohl eine aktivierende als
auch inhibitierende Funktion besitzt (KIR2DL4). In Japan wurde mit 76% der

Bevolkerung die hochste Gruppe A Frequenz gefunden.

Die zweite Gruppe der KIR-Haplotypen ist demnach die Gruppe B. Gruppe B-
Haplotypen haben nur die Gemeinsamkeit, mindestens ein Gen zu besitzen,
das nicht in der Gruppe A vorkommt. Die meisten dieser zusatzlichen Gene
(KIR2DS1,2,3,5, KIR3DS1) sind aktivierende Gene mit Auflinahme von KIR2DL5,
der eine inhibitierende Funktion besitzt. Diese Gruppe B gibt den KIR Genen

erst ihre Vielfiltigkeit und sorgen fiir einen Uberhang an aktivierenden KIRs.

Aufgrund dieser Vielfdltigkeit liegt die Wahrscheinlichkeit bei ca. 1-2%

jemanden mit genau denselben KIR-Genen zu finden. % %°
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Welche KIRs auf welchen NK-Zellen exprimiert werden, wird bereits im
Knochenmark festgelegt. Verschiedene NK-Zellen haben verschieden viele
KIRs in den verschiedensten Kombinationen und sobald ein Muster festgelegt
ist, wird jede NK-Zelle des selben Types auf die selbe Art mit den selben KIRs
produziert. Die meisten NK-Zellen nutzen ihre KIRs nicht flr sich selbst,
sondern als Funktion der Autoimmuntoleranz. So kann z.B.: der HLA-C-
Asparagin80 Ligand den KIR2DL1 als einen inhibitorischen Rezeptor fiir sich
selbst nutzen, falls dieser Ligand auf den HLA jedoch fehlt, wiirde die NK-Zelle

aktiviert und das HLA angegriffen werden.

Es kann daher vorkommen, dass eine Person sowohl ein HLA-C-asn80 als auch
ein HLA-C-lys80 besitzt. Falls diese Person jetzt auch noch fiir jeden der
beiden einen passenden KIR hat, wird sich bei seinen NKZ eine Subpopulation
bilden, die KIR2DL2/3 als einen speziellen HLA-C-asn80-Rezeptor fiir sich
selbst benutzen. Diese NKZ besitzen dann weder einen CD- oder Ig-Rezeptor
mehr, noch haben sie den KIR2DL1-Rezeptor fiir das HLA-C-lys80. Sie werden
zwar keine allogenen Zellen attackieren die das HLA-C-asn80 exprimieren,
jedoch jede Zelle, die homozygot das HLA-C-lys80 besitzt. Genau das Gleiche
passiert auch anders herum: Es werden NKZ gebildet die nur den KIR2DL1 fir
das HLA-C-lys80 besitzen und sobald eine Zelle vorbeikommt, die nur das HLA-
C-asn80 exprimiert, wird diese angegriffen, da die NKZ auf der Oberflache des

»Feindes” keinen bekannten Liganden findet.

Wie sich diese Funktionen auf Stammzelltransplantate auswirkt, ist noch nicht
genau bekannt. Man nimmt an, dass die Ubereinstimmung der HLA-Gruppen
geniigend Ahnlichkeit bietet, um diese Reaktion zu verhindern. Sollte jedoch
nur eine HLA-Gruppe nicht mit dem Spender (ibereinstimmen, kann es
passieren, dass die NKZ des Spenders diejenigen Zellen im Empfanger

angreifen, die nicht die passenden Liganden aufweisen kénnen. 28,29
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Abb. 7: Die verschiedenen Moglichkeiten einer GvL aufgrund der verschiedenen KIR und den dazu
passenden bzw. fehlenden Liganden zwischen Spender und Empfinger
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5. Derzeitige Erkenntnisse und Erfolge

5.1.Stammazelltransplantation

Die Stammzelltransplantation stellt mittlerweile ein praktikables und kuratives
Verfahren im Kampf gegen die verschiedensten Arten von Leukdmie dar. Bei einer
Leukdmie handelt es sich um eine Erkrankung des blutbildenden Systems. Sie
zeichnen sich durch eine starke Vermehrung der Leukozyten und ihrer
funktionsuntiichtigen Vorstufen aus, die in Folge ihrer raschen Vermehrung die
anderen Bestandteile des Blutes im Knochenmark und in der Peripherie verdrangen.
Die Ursachen dafiir sind noch nicht genau geklart, vermutet werden Veranderungen
der Erbinformation durch Strahlung, virale Erkrankungen, genetische

Pradisposition,und gewisse Umweltfaktoren,...

Bei der Stammzelltransplantation unterscheidet man die allogene und die autologe
SCT. Bei der autologen SCT nimmt man Stammzellen vom Patienten selbst, bereitet
diese auf und gibt sie dem Patienten meist in gereinigter Form wieder zurlick. Bei
der allogenen SCT gewinnt man die Stammzellen von einem Spender. Diese

Stammzellen werden dem Patienten mittels einer Transfusion verabreicht.

Bei der allogenen Stammzelltherapie wird ein passender Spender gesucht, der mit
dem Empfinger im Idealfall eine 100%ige HLA-Ubereinstimmung aufweist. Sehr oft
kommen Geschwister dafiir in Frage, da sie mit 25% die hochste Wahrscheinlichkeit
besitzen, die selben Gene von ihren Eltern bekommen zu haben. Falls nicht, wird
nach Fremdspendern gesucht. Dazu gibt es in jedem Land ein nationales
Knochenmarkregister, in dem jeder Spender registriert ist. Falls auch hier niemand
passender gefunden werden kann, wird zuerst noch in einer internationalen
Datenbank gesucht , und falls hier auch keine Ubereinstimmung gefunden werden
kann, kann man es mit dem Knochenmark der Eltern versuchen. Je groRer
allerdings die Diskrepanz zwischen Spender- und Empfanger-HLA ist, desto eher
besteht jedoch die Wahrscheinlichkeit einer AbstoRBungsreaktion durch den

Empfinger. >




Patient’s white blood cell Donor’s white blood cell
Perfect 6 anfigen match; cells react only slightly against each other.

Patient's white blood cell Donor’s white blood cell
With a mismatch of one or more loci { in this cose, DR), cells will react
vigorously against each other.

Abb. 8: obere Skizze: HLA Match zwischen Spender und Empfanger
untere Skizze: HLA Missmatch zwischen Spender und Empfanger 3

Sobald ein passender und gesunder Spender gefunden ist, wird diesem das
Knochenmark entnommen (z.B.: aus dem Beckenkamm) oder periphere
Stammzellen aus dem Blut, die zuvor mittels einer G-CSF Mobilisierung aus dem
Knochenmark in die periphere Blutbahn geschwemmt worden sind und

anschlieRend fur den Empfanger aufbereitet werden.

Bei der Reinigung kommt sehr haufig das Verfahren der CD34-Anreicherung statt.
Bei diesem Verfahren werden die entnommenen Stammzellen mit Antikérpern an
das CD34-Antigen gebunden, und mit Hilfe eines Magnetfeldes vom Rest isoliert.. N
Dieses Verfahren findet mehrmals hintereinander im Wechsel mit Waschphasen
statt, um einen moglichst hohen Reinheitsgrad zu erzielen. Diese Technik hat bei

der autologen Transplantation den Vorteil, dass man viele Tumorzellen entfernen

26



kann, bei der allogenen Transplantation, dass man den Grad der GvHD reduzieren

kann.

Nun beginnt die eigentliche Therapie des Patienten. Zuerst wird der Patient
konditioniert, das heit, es wird eine Chemotherapie und/oder Radiotherapie
gestartet, um das Immunsystem sowie das blutbildende System im Korper
auszuschalten. Diese Entscheidung hangt vor allem mit der Art und dem Stadium
der Erkrankung zusammen. l|dealerweise werden hier schon ein Grofdteil der
bosartigen Zellen vernichtet. Wichtig ist hierbei aber vor allem die Vernichtung des
Immunsystems, um eine AbstoRungsreaktion auf das Transplantat zu vermeiden.
Nach der Konditionierung bekommt der Patient das Knochenmark bzw. die
Stammzellen aus dem peripheren Blut direkt lber einen intravendsen Zugang
verabreicht. Diese finden dann wieder in die leerstehenden Nischen des
Knochenmarks, wo durch die vorangegangene Konditionierung Platz geschaffen
wurde, um wieder gesundes Blut zu produzieren. Da dies einige Wochen dauern
kann, beobachtet man nach einer Knochenmarktransplantation einen deutlichen
Abfall aller Blutkérperchen. Dieses Stadium nennt man Aplasiephase, der man mit

ausreichend Bluttransfusionen entgegenwirken muss.

Um den Erfolg einer SCT beurteilen zu kénnen, achtet man auf den Chimarismus.
Dabei wird durch Blutabnahmen beobachtet, ab wann sich die neuen Stammzellen
im Knochenmark angesiedelt und begonnen haben, neues Blut zu bilden. Ein
Chimarismus hat dann stattgefunden, wenn man im Blut die Spender-DNA
identifizieren kann. Dann hat das Spenderknochenmark, das Knochenmark des

Patienten erfolgreich ersetzt und produziert nun neues gesundes Blut. 32
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Abb. 9: Konzept einer Stammzelltransplantation u

5.2. Graft versus Host Disease

Nach diesem aufwandigen Prozess der Konditionierung und Transplantation gibt es
die verschiedensten Probleme, die auftreten kdnnen. Zum Einen muss man an die
Moglichkeit einer Infektion denken, da der Patient ohne Immunsystem lebt, das ja
bei der Konditionierung zerstért wurde. Bis durch das Spenderknochenmark ein
neues Immunsystem aufgebaut wird, ist der Patient fiir jede Art von Infektion sehr
anfallig und sollte sich daher in einer moglichst sterilen Umgebung befinden. Zum
Anderen muss man immer an die Moéglichkeit einer GvHD denken, da man nie ganz
ausschliessen kann, dass die Immunzellen des Spenders nicht doch eine Reaktion
gegen Empfangerantigene aufbauen. Dies kommt vor, da die immunkompetenten

T-Lymphozyten des Spenders auf die Antigene des Empfiangers reagieren. Am

haufigsten betroffen sind dabei die Haut , der Darm und die Leber.

35,36

Leber (Bilirubin
mg/dL)

Stadium Haut

Darm
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Makulopapuldres Exanthem Diarrhoe 500-
25% der Korperoberflache 23 1000mL/d
Makulopapuldres Exanthem Diarrhoe 1000-1500
! 25-50% der Korperoberflache 0 mL/d
11 Generalisierte Erythrodermie 6-15 Diarrhoe 1500mL/d
v Desquamation und Bullae 15 Paralytischer lleus

Tabelle 1: Stadieneinteilung der akuten GvHD 37

Funktionelle
Graduierung Haut Leber Darm
Ausfille
1 -1l 0 0 0
2 111 I I I
3 [1-111 [1-111 -1 Il
4 1-1v 1-1v l-1v 1]l

Tabelle 2: Graduierung der akuten GvHD 37

Seit 1966 sind drei immunologische Vorraussetzungen fiir das Entstehen einer GvHD

bekannt:

1. Das Transplantat enthadlt immunkompetente Zellen des Spenders
2. Der Empfanger exprimiert Antigene, die beim Spender nicht vorhanden sind.
3. Der Empfanger ist immunsupprimiert und damit nicht in der Lage, eine effektive

gegen die Zellen des Transplantates gerichtete Immunantwort aufzubauen.

Pathophysiologisch gesehen gibt es drei Phasen der GvHD: in der

Konditionierungsphase wird Gewebe beschadigt, was eine Mukosaschadigung mit
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Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen sowie Lipoploysacchariden zur
Folge hat. Dies bedingt eine weitere Zytokinfreisetzung, die wiederum zu einer
unspezifischen Aktivierung von antigenprasentierenden Zellen und Makrophagen
flhrt. Das wird als Aktivierungsphase bezeichnet. In der Effektorphase fiihrt dies zur
Verstarkung der Alloreaktivitat der Spender T-Lymphozyten und somit zur Apoptose

der Zielzellen.

Dieser Vorgang ist auch fir die Entstehung einer chronischen GvHD Vorraussetzung.
Durch die Konditionierung und die vorausgegangene akute GvHD werden die aus
den Stammzellen neu entstehenden T-Lymphozyten im geschadigten Thymus nicht

gepragt und bauen keine Toleranz gegen Alloantigene des Empfangers auf. 3236

(I) Recipient conditioning
tissue damage

Host
tissues Smaill
IL-1 intestine

Target cell
apoptosis

(I1I) Donor

T cell activation (III) Effector

Abb. 10: Patho (physio) logie einer GVHD 38

5.3. Stammzelltransplantation bei soliden Tumoren
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Bei soliden Tumoren, ist die Therapie der Wahl die Chemo- bzw. Radiotherapie
kombiniert mit einer operativen Entfernung des entarteten Gewebes und im
Anschluss erneut eine Chemotherapie. Leider gibt es aber Tumore, die auf diese Art
der Therapie nicht ansprechen. In solchen Fallen hat man versucht, andere
Moglichkeiten der Tumorbekdampfung zu suchen und einzusetzen. Eine dieser
Moglichkeiten stellt die Stammzelltransplantation dar. Da die SCT bei den
Leukdmien sehr gute Resultate erzielt hat, wurde diese Methode nun auch bei
soliden Tumoren getestet. Der Grundgedanke dabei war, dass in jedem Korper ein
einzigartiges Immunsystem steckt und auch wenn man Knochenmark eines
Spenders transplantiert, der HLA-Ident ist, so hat dieser ein etwas anderes
Immunsystem, bedingt durch die KIR-Liganden. Diese fremde Immunabwehr kann in
der Lage sein, den Tumor als Fremdkoérper zu betrachten und ihn zu bekampfen. Da
der Tumor das Immunsystem des Patienten bereits erfolgreich umgangen hat , ist
er mit den nun fremden Antikérpern und T-Zellen des Spenders konfrontiert, die
sich von den Oberflaichenmerkmalen des Tumors nicht tdauschen lassen und den
Tumor angreifen. Falls diese Therapie Wirkung zeigt, kann man den Tumor im
Anschluss mit einer Chemo- und Radiotherapie weiter bekdmpfen und im besten
Fall vernichten. Natirlich kann man mit dieser Methode noch nicht die gleichen
Ergebnisse erwarten wie in der Leukdmie-Therapie, aber das Outcome ist
Uberzeugend genug, um sich dem Thema genauer zu widmen und weitere
Forschungen anzustellen. Erste Ergebnisse haben bereits gezeigt, dass es gewisse
Tumore gibt, bei denen diese Therapie mehr Erfolg hat als bei anderen. Man fand
auch heraus, dass es oftmals besser ist, wenn der Spender nicht 100% HLA-ident ist,
da durch die gréssere Divergenz zwischen den beiden Immunsystemen noch
bessere Erfolge erzielt werden kénnen. Allerdings musste man sich hier dann
wieder dem Problem der GvHD stellen, da es durch die HLA Abweichung auch zu
einer vermehrten Spenderreaktion im Empfanger kam und die Patienten je nach

Abweichungsgrad starke Symptome der GvHD entwickelten. 3%3®
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5.4. Aktuelle Ergebnisse

An der Kinderklinik Graz wurden bis jetzt 11 Kinder mit dieser Form der
Tumorbekdampfung behandelt. Bei jedem von ihnen wurde ein maligner Tumor
diagnostiziert, bei dem weder die vorausgegangene Chemo- und Radiotherapie,
noch die operative Tumorentfernung zufriedenstellende Erfolge aufweisen
konnten. Auch der Versuch der autologen SCT schlug bei allen Patienten fehl. Als
eine letzte Moglichkeit zur Bekampfung der letal endenden Erkrankung, bekamen
sie eine allogene Kochenmarkstransplantation, entweder von einem HLA-Identen
Geschwisterteil oder von einem haploidenten Elternteil , in der Hoffnung auf eine

GvT-Reaktion.

Tumor Patienten
Neuroblastom 5
Ewing-Sarkom 3
Osteosarkom 2
Wilmstumor 1
Medulloblastom 1

Tabelle 3:Art der Tumore und die Anzahl der Patienten die an der Klinik
behandelt wurden

Da keine offiziellen Statistiken und Ergebnisse zum Erfolg der
Stammazelltransplantation bei soliden Tumoren bei Kindern existieren, gibt es auch
keine klinisch getesteten Studien Uber die genaue Wirkung dieser Therapie. Aus
diesem Grund kann auch niemand exakt vorhersagen, wie und in welchem Umfang

das Spenderknochenmark auf die einzelnen Tumore wirkt.
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Gllcklicherweise gibt es nicht so viele Kinder mit refraktaren malignen Tumoren an

der Kinderklink Graz, sodass man aufgrund der geringen Anzahl an Patienten auch

keine allgemeinglltigen Aussagen Uiber den Erfolg oder Misserfolg dieser Art von

Therapie treffen kann. Dennoch mdchte ich hier alle Patienten mit einem

Neuroblastom, die eine allogene SCT bekommen haben, zusammenfassen und

gegenuberstellen:

Alter
m
(b. Vorangegangene Out
Pat | / Spender GVvHD
Trans Therapie come
w
plant)
Progression
SS. | w 7 OP, Chemo, Radio, | HLA identer Bruder | keine
des Tumors
akut Teilweises
OP,Chemo,Radio, Haploidente
SS. | w 9 Haut Ansprechen
allog. SCT, Mutter
Il fir 2 Mo,
chron Gute
PC. | m 2 Chemo, OP, Radio, | Haploidenter Vater | Haut Teilremission
-1 fiir 56 Mo,
akut Progression
HLA idente
SA. | m 2 Chemo, OP, Leber des Tumors
Schwester
[l nach 2 Mo,
Gutes
Haut
SJ. | w 14 Chemo, OP, Radio, | Haploidenter Vater Ansprechen
Il
fur 26 Mo,

Tabelle 4: Alle Patienten, die an einem Neuroblastom erkrankt sind. Da es nur sehr wenige
Patienten sind kann man keine allgemeingiiltigen Schliisse daraus ziehen.
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Des weiteren mdochte ich auch bei den Patienten mit Osteosarkom und Ewing-

Sarkom einen Vergleich zeigen:

Alter
m
(b. Vorangegangene
Pat. | / Erkrankung Spender GvHD outcome
Trans Therapie
w
plant)
Gutes
haploidente Ansprechen,
AH. | w 11 Osteosarkom Chemo, OP, Keine
Mutter verstorben
nach 15 Mo,
Gutes
haploidente | chron. Haut | Ansprechen,
SV. |w 19 Osteosarkom Chemo, OP,
Mutter -1 neuer Herd
nach 10 Mo,
Transplant.
Ewing- haploidente
K.R. | m 24 Chemo, OP, Radio, keine Bedingter
Sarkom Schwester
Tod
Gutes
Ewing- haploidenter | chron. Haut | Ansprechen,
MJ. | w 21 OP, Chemo, Radio,
Sarkom Bruder -1 neuer Herd
nach 20 Mo,

Tabelle 5: Patienten mit Osteosarkom und Ewing-Sarkom im Vergleich
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Im Vergleich zu Patienten, die keine SCT bekommen haben, ist das Outcome bei

jenen mit einer SCT besser. Allerdings konnte man auch hier das Wiederauftreten
der Erkrankung nicht verhindern.*

(%)

Survival

U L 1 | 1

12 3 45 6 7 8 9 10111213
Years

Abb. 11: Uberlebensrate von Patienten mit Neuroblastom mit allogene SCT(A) im Vergleich zu P. ohne
scT(B) *®
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Aber auch der Zustand des Tumors zum Zeitpunkt der SCT ist ausschlaggebend fir
den Erfolg. So fand man heraus, dass bei einem kontinuierlich fortschreitenden
Prozess das Outcome wesentlich schlechter ist als bei Tumoren, die in einer

progredienzfreien Phase mit einer SCT behandelt wurden. 40
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Abb. 12: Uberlebensrate von Patienten mit soliden Tumoren bei SCT in einer Phase der
Stagnation(durchgehende Linie) im Vergleich zu Patienten in einer Phase der
Progression(gestrichelte Linie) *
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Um nun auf die Patienten an der Kinderklink Graz zuriickzukommen, so konnte doch
einigen von ihnen geholfen werden. Obwohl die Meisten ein Rezidiv bekommen

haben, konnte moglicherweise die Sterblichkeitsrate der Patienten gesenkt werden.

Tumor Patienten | Patienten | Patienten
Gesammt | lebend verstorben
Neuroblastom 5 2 3
Ewing-Sarkom 2 0 2
Osteosarkom 2 1 1
Wilmstumor 1 0 1
Medulloblastom 1 0 1

Tabelle 6: Uberlebensrate der Patienten nach allogener SCT

Die Tabelle zeigt, dass durch die SCT die Chance besteht, einen soliden Tumor
mittels des neuen Immunsystems zumindest teilweise bekampfen zu kdnnen. Dies
konnte eventuell weitere Moglichkeiten eroffnen, mittels zellularer Immuntherapie

Tumore zu bekampfen.




6. Zukunftsaussichten

In der Zukunft werden noch weitere Methoden erforscht, mit denen man solide Tumore
besser behandeln kann als mit den Mdglichkeiten, die uns derzeit zur Verfligung stehen.

Ein paar dieser Ansdtze mochte ich hier noch anklingen lassen:

6.1. SCT Forschung

6.1.1. Stammzellen aus der Nabelschnur

Schon seit 1989, als die erste erfolgreiche Nabelschnurbluttransplantation
stattgefunden hat, versucht man, diese Form der Therapie zu vertiefen und zu
etablieren. Da sich im Nabelschnurblut noch unreife T-Zellen befinden, die
noch mit keinen Viren und Bakterien in Kontakt waren und daher auch noch
kein Gedachtnis entwickelt haben, wirde sich dieses Blut hervorragend fir
die SCT eignen, da man weniger mit einer GvHD rechnen muss, obwohl diese
nie ausgeschlossen werden kann. Man kann hier sogar bei einer nicht
vollstandigen HLA-Kompatibilitdt eine SCT durchfiihren. Des Weiteren konnte
in Testreihen gezeigt werden, dass diese Vorlauferzellen sich schneller
vermehren und eine langere Lebensdauer aufweisen als adulte
Knochenmarksstammzellen. Allerdings gibt es auch Nachteile.
Nabelschnurblut eines Babys kann nur einmalig abgenommen werden, und
daher kann auch nur eine einmalige Dosis an einen Empfanger Gbertragen
werden, mit dem zusatzlichen Problem, dass eventuell zu wenig Stammzellen
im Nabelschnurblut fiir die erfolgreiche Ubertragung vorhanden sind. Die Zahl
an CD34-Zellen im Transplantat ist namlich beschrankt. Ein weiteres Problem
besteht eventuell in erblichen Erkrankungen, die durch eine SCT libertragen
werden kdnnen. Auch die Wirkung des GvL-Effektes ist eventuell aufgrund
der geringen Immunkompetenz des Nabelschnurblutes geringer. Ein grof3es

Problem ist leider auch die hohe Sterblichkeit der Patienten nach einer




Nabelschnurbluttransplantation. Als Ursache hierflir wird das Fehlen von
genigend Granulozyten und Vorlduferzellen wahrend der aplastischen Phase
sowie fehlender Gedachtnislymphozyten nach der Transplantation vermutet,

das Engraftmentversagen liegt bei 20%.

Die Nabelschnurbluttransplantation ist zwar ein vielversprechendes

therapeutisches Mittel, muss jedoch noch genauer studiert werden, um

gezielt wirkungsvoll eingesetzt werden zu kénnen. 4142

Abb. 13: Entnahme von Nabelschnurblut aus der Nabelschnur **

6.1.2. Verstarkung des GvL Effektes




6.1.3.

6.1.4.

Eine Moglichkeit den GvL-Effekt zu verstarken, ist die Gabe von
Spenderlymphozyten im Anschluss an die Stammzelltransplantation, wodurch

man eine starke Immunantwort auslosen kann.

Eine weitere Moglichkeit ist die Aktivierung von NK Zellen des Spenders zur
Bildung einer tumorspezifischen Immunantwort. In Studien konnte bewiesen
werden, dass ein rekombinantes Fusionsprotein, bestehend aus einem
Liganden des stimulierenden NKG2D Rezeptors und eines tumorspezifischen
Antikorperfragmentes, in der Lage ist, eine tumorspezifische NK-
Zellaktivierung auszuldsen.  Eine wichtige Rolle spielt auch hier der
Zusammenhang zwischen den KIR-Rezeptoren des Spenders und den MHC-
Liganden des Empfangers. Ziel dieser Forschung ist es, die Effektorzellen der
rekombinanten Liganden zu stimulieren und zur Bildung einer Anti-Tumor

Immunantwort anzuregen. 4

Reduktion der GvHD

Die Reduktion einer GvHD kann man mit Hilfe verschiedener Faktoren

beeinflussen:
- durch eine hochauflésende HLA-Typisierung auf Allel-Basis
- durch eine besser post SCT Immunsuppression

- durch eine T-Zell Depletion des Transplantats

- durch eine reduzierte Konditionierung (RIC) und somit geringere

Empfanger-AG-Expression 4

Interleukin 6
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6.1.5.

6.1.6.

Eine weiter Studie hat sich mit der Rolle des Interleukin 6 bei SCT beschaftigt.
Zu diesem Zweck wurde analysiert, wie Empfanger auf eine BMT reagieren,
bei der das IL6 durch einen Anti-Maus-Rezeptor MR16-1 blockiert wird.
Tatsachlich konnte eine verlingerte Uberlebenszeit nachgewiesen werden, je
weniger IL6 sich noch in den Spenderzellen befand. Auch die gefiirchtete

GVHD konnte stark reduziert werden, bei gleichbleibendem GvT-Effekt. 46

Mesenchymale Stammzellen

Bei mesenchymalen Stammzellen des Knochenmarkes konnte nachgewiesen
werden, dass sie sich immunoregulatorischer Funktionen bedienen kdnnen,
Behinderung der Entwicklung von T-Zellen und NK-Zellen sowie die Hemmung
ihrer Killeraktivitat eingeschlossen. Auch eine Reduktion der GvHD konnte mit
mesenchymalen Stammzellen in vitro nachgewiesen werden. Im Zuge einer
Studie wurde der Einfluss dieser mesenchymalen Zellen auf die antitumordésen
Aktivitaten der zytokin induzierten Killer/NK-Zellen, die aus Nabelschnurblut
gewonnen wurden, zu verschiedenen Zeiten und an verschiedenen
Injektionsorten (berwacht. Die Ergebnisse haben gezeigt, dass die
antitumordosen Aktivitditen der CIK und NK Zellen durch mesenchymale
Stammzellen nur dann blockiert wurden, wenn sie an der selben Stelle in den
Kérper gelangten. Bei einer Injektion an verschiedenen Korperregionen
konnten keinerlei Effekte festgestellt werden. Auch wenn man die beiden
Infusionen mit einem Abstand von 48 Stunden verabreicht hatte, konnte kein
Effekt nachgewiesen werden. Dies ldsst den Schluss zu, dass bei gleichzeitiger

Injektion die Chancen am hochsten sind, eine Interaktion zu erzielen. 47

CD4-NKT-Zellen

41



6.1.7.

Eine weitere Studie hat sich mit den Effekten von Spender-CD4-NKT-Zellen im
Bezug auf eine Reduktion der GvHD befasst. Zu diesem Zweck wurden hoch
gereinigte CD4-NKT-Zellen transplantiert. NKT-Zellen verwenden &hnliche
Wege wie T-Zellen und proliferieren auch auf dhnliche Weise, kénnen sich
allerdings Giber 100 Tage im Organismus aufhalten und verursachen keinerlei
Schaden. Bei einer Dosis von 1.0x10(4) konnten sie die GvHD unterdriicken,
die von einer Menge von 5.0x10(5) T-Zellen durch den IL4 abhangigen
Mechanismus verursacht werden wiirde. Héhere Dosen der NKT-Zellen wirken
sich geringgradig auf die T-Zell-Proliferation aus, rufen aber im Gegenzug eine
wesentliche Reduktionen der IFN-y und TNF-a-Produktion hervor. AuRerdem
reduzieren sie die Erkrankungen der Haut, Milz und des GIT und wirken sich

nicht negativ auf die GvT Wirkung der T-Zellen gegen BCL-1-Tumore aus. a8

Zyklin D1

Zyklin D1 wurde schon in verschiedenen Tumoren gefunden, da es als ein
wichtiger Zellzyklusregulator von den Tumoren oft Gberexprimiert wird. Also
wurde in einer Studie getestet, ob man Zyklin D1 als ein mogliches Ziel fir
eine Immuntherapie in Betracht ziehen kann. Da man kirzlich Hinweise
darauf erhalten hatte, dass aufgrund einer Thymin-Deletion Zyklin-D1-Epitope
fehlen, die in der Lage waren aktive T-Zellen zu erkennen, wurde ein Versuch
gestartet, zytotoxische T-Lymphozyten sowohl in gesunden Patienten als auch
in Patienten mit einem Zyklin D1 lGberexprimierenden Tumor herbeizufiihren.
Zu diesem Zweck wurden CD40 aktivierte B-Zellen als antigenprasentierende

Zellen als Koder verwendet.

Zyklin-D1-Epitope in HLA-A*0201 wurden durch einen
Computeralgorhythmus berechnet, in HLA-A2 bindenden Proben untersucht
und anschlieBend fir eine T-Zell-Stimulation verwendet. Die so erschaffenen
zytotoxischen T-Lymphozyten(CTL) und deren Klone wurden mittels ELISA
oder Zytolyseproben analysiert. Danach  konnte man zwei auf natirliche

Weise gewachsene HLA-A2*0201 bindende Zyklin-D1-Epitope identifizieren.
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6.1.8.

6.1.9.

Zu diesen dazu wurden spezielle CTL aus HLA-A2+ Spendern gezlichtet. Diese
erkannten erfolgreich auf HLA-A*0201 beschrankt die Zielzellen, welche
ahnlich den Peptid und Zyklin D1 verwandten Tumorzelllinien agierten. Selbst
primare Zyklin D1 Tumorzellen wuden erfolgreich von Zyklin D1 spezifischen

CTL erkannt. *°

Dentritische Zellen als T-Zell Inhibitoren

Dentritische Zellen spielen eine zentrale Rolle in der Immuntoleranz
gegenlber Tumoren und deren Bekdampfung. Man fand heraus, dass
dentritische Zellen, die in der Gegenwart von PGE2 gereift sind, eine Erh6hung
von Indoleamin-2,3-Dioxygenase(IDO) zur Folge haben, wodurch ein
potentieller Mechanismus fir die Entwicklung der T-Zell-Toleranz durch die
dentritischen Zellen gebildet werden kann. In Studien wurde nun die
Sekretion von l6slichem CD25 als Begleiterscheinung der Erhéhung des IDO
nach der Reifung der dentritischen Zellen unter PGE2-Einfluss nachgewiesen.
AusschliefRlich die Einbindung des PGE2-Signals fiihrte zu einer
Hochregulierung funktionsfahiger IDO, sowie loslichem CD25-Protein. Als
Folge daraus war die T-Zell-Proliferation, sowie die Zytokin-Produktion massiv
eingeschrankt, was hauptsachlich auf den duch IDO induzierten Tryptophan-
Abbau zuriickzufihren war. Daraus folgte die Uberlegung, dass PGE2,
eventuell die IDO Expression bei dentritischen Zellen in tumordser Umgebung
beeinflussen kann. Darliberhinaus vermutet man, dass PGE2 einen Mediator

der Tumortoleranz in friihen Stadien darstellt. *°

CD40 B-Zellen
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CD40  aktivierte B-Zellen  wurden  kirzlich als Altenative zu
antigenprasentierenden Zellen in der Immuntherpie vorgestellt. Sie kénnen
zuerst naiv und spater Gedachtnis-T-Zellen sein, es konnen aus einer kleinen
Menge peripherem Blut sehr viele Zellen gewonnen werden, unabhangig
davon, ob der Spender gesund oder krank ist. Als zelluldares Hilfsmittel
koénnten sie zu den entsprechenden sekundaren Lymphorganen wandern und
dort die T-Zellen durch spezielle Chemokine anlocken. In Studien wurde nun
auch nachgewiesen, dass CD40-B-Zellen Adhasionsmolekiile sowie
Chemokinrezeptoren exprimieren, mit deren Hilfe sie in die sekundaren
Lymphorganen sowie zu allen anderen verwandten Liganden migrieren
konnen. Weiters konnte gezeigt werden, dass sie wichtige T-Zell-Lockstoffe
als auch eine starke T-Zell Chemotaxis besitzen. All das macht sie als

Hilfsmittel fir die Chemotherapie noch interessanter. >t

6.2. Nicht-SCT-bezogene Forschung

6.2.1. Tumorzellen als Immunogene

Eine weitere Moglichkeit der Tumorbekampfung ist die Nutzung der getoteten
Tumorzellen als Immunogene. In toten Tumorzellen finden sich namlich eine
grofle Menge an tumor-assoziierten Antigenen, wodurch sich der Tumor nicht
die Miihe machen muss, jedes einzelne Antigen zu identifizieren. Leider sind
diese getdteten Tumorzellen nur sehr schwach immunogen. Um dieses
Problem zu umgehen, wurde ein konjugierter Immunstimulator CpG-
oligodeoxynucleotid an die toten Tumorzellen gebunden um somit ihre
spezielle tumorassoziierte Antigen-Antwort hervorzurufen. Dieser Mix kann
als auf Zellen basierter Impfstoff von dentritischen Zellen aufgenommen
werden, die co-stimulierende Molekiilexpression nach oben regulieren und

die Produktion von immunstimmulierenden Cytokinen fordern. Diese Art von




Impfstoff fordert die Nachriistung von tumorspezifischen zytotoxischen T-
Lymphozyten, welche die GroRe von Tumoren verkleinern und Metastasen

verhindern kénnen. °2

6.2.2. EGF-SEA Proteine

Erfolgreiche immungesteuerte Bekdmpfung von soliden Tumoren ist aufgrund
der kleinen Anzahl an zytotoxischen T-Zellen sehr schwer. Daher wurde ein
spezieller tumor-infiltrierender zytotoxischer T-Lymphozyt entwickelt, der aus
einem Mix aus menschlichem epidermalem Wachstumsfaktor(EGF) und einem
staphylokokken Enterotoxin der Gruppe A(SEA) mit der D227A Mutation
bestand. Dieses Protein konnte das Wachstum von soliden Tumoren in
Mausen stark unterdriicken. Des weiteren fand man um die EGF-Rezeptoren
der Tumorzellen eine starke Anreicherung von CD4, CD8 und SEA-reaktiven T-
Lymphozyten. Diese Rezeptoren wurden eventuell durch die EGF-SEA-
Kombination phosphoryliert, und durch dieses Mix-Protein wurden T-Zellen
angeregt, IFN-y und TNF-a abzurufen. Intratumorale zytotoxische T-Zellen
setzen Perforine und Granzym-B-Proteine in der Nahe der Oberflache frei, die
den Tod einiger Tumorzellen verursachten. Es konnte somit nachgewiesen
werden, dass dieses Kombinationsprotein direkt auf den Tumor wirkt und
somit eine wichtige Rolle in der Bekdampfung solider Tumore durch

zytotoxische T-Zellen darstellt. >3

6.2.3. Cell Checkpoint Kinase 1 (CHK1)




In Amerika wurden in einer Studie mehrere hundert Proteinkinasen, die von
der DNA von Neuroblastomen codiert werden konnten, miteinander
verglichen. Diese Kinasen werden von Tumoren als Wachstums- und
Uberlebensstimulatoren verwendet. Bei dieser Studie wurden die
Proteinkinasen mit Hilfe einer speziellen RNA daran gehindert, Proteine zu
produzieren. Nachdem jede einzelne Kinase Uberprift wurde, fand man 30
Kinasen, durch deren Hemmung ein Zelluntergang im Tumor zu beobachten
war. Unter diesen 30 Kinasen stach die Cell Checkpoint Kinase 1 am starksten
heraus. Wahrend einer Chemotherapie kann sich, durch die Aktivierung
dieses CHK1 die Tumorzelle selbst reparieren und somit die Therapie
wirkungslos machen. Interessanterweise wird diese CHK1 nicht bei der
Reparatur von normalen Korperzellen aktiviert. Des Weiteren regt das Signal
dieser Kinase den Wachstum des Neuroblastomes an. Wenn man also diese
CHK1 Aktivitdten durch spezielle RNA-Stiicke oder durch kleine Molekdl-

Hemmstoffe unterbinden kdnnte, kann man Neuroblastomzellen toten.

Im Zuge dieser Studie wurde getestet, dass die Tumorzellen teilweise sensibel

auf die Hemmung des CHK1 ohne weitere Praparate reagieren. >4

6.2.4. Hemmung der Angiogenese

Tumore kénnen erst dann wachsen und metastasieren, wenn sie mit genug
Sauerstoff versorgt werden. Aus diesem Grund bilden sie neue Blutgefilie
aus, durch die sie ihre Nahrstoffe erhalten und lber die sie auch an andere
Orte im Korper geschwemmt werden kénnen. In Studien fand man heraus,
dass es ein spezielles Protein namens B-Fibronektin gibt, dass immer bei einer
Angiogenese aktiv ist. Daher versucht man ein Fusionsprotein aus
Antikorperfragmenten und Interleukin zu erstellen, dass gezielt die Wirkung
dieses Proteins hemmt. Allerdings befindet sich diese Studie noch in den
Kinderschuhen, weshalb es noch dauern kann, bis es zur praktischen

Anwendung kommt. > >
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6.2.5. Radiopharmaka

Radiopharmaka sind kleine radioaktive Molekiile, die gezielt an der
Oberflache von Tumoren haften, sowohl dem Primartumor als auch an allen
Metastasen ab einer Grésse von 3mm, wodurch die Bestrahlung viel gezielter

auf den Tumor trifft und so weniger gesundes Gewebe mitgeschadigt wird. >’

6.3. Zusammenfassung

Es gibt viele verschiedene Forschungsansatze, mit deren Hilfe man bessere und
effizientere Therapien zur Bekampfung von Tumoren entwickeln kann. Allerdings
kann man erst nach einigen Studien und Forschungsreihen herausfiltern, welche
Ansatze nun wirklich vielversprechend sind und welche leider nicht. In diesem
Kapitel wurden nur ein paar Moglichkeiten gezeigt, wohin sich die Forschung
entwickeln kénnte. Natirlich gibt es weltweit noch viel mehr Ideen zur Entwicklung

von Therapien von Tumoren.
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7. Diskussion

Schon seit dem 18. Jahrhundert hat man sich mit der Therapie von Tumoren
auseinander gesetzt. Die Zugdnge davor, Aderlass und Operation, waren leider nur in
den seltensten Fallen erfolgreich. Deswegen musste man sich mit diesem Thema
etwas wissenschaftlicher auseinandersetzen, um wirksamere Heilmethoden zu
entwickeln. Die Knochenmarktransplantation war schon sehr friih in Diskussion, aber
da man sie falsch applizierte, trat die gewiinschte Wirkung nicht ein und diese Idee
wurde zundchst verworfen. Erst in den 50ern wurde die Idee der
Knochenmarktransplantation wieder aufgegriffen und erforscht. In einem
Mausmodell konnte Dr. Edward Donnall Thomas die Wirkung der
Knochenmarksinfusion nachweisen. Damals wusste man noch nicht genau aufgrund
welcher Mechanismen das Knochenmark den Patienten half und wieso es nur bei
Zwillingen funktionierte, aber man hatte einen vielversprechenden Ansatz in der
Behandlung von Blutkrankheiten gefunden. In den darauffolgenden Jahren
konzentrierte sich  die Forschung auf die Pathomechanismen der
Knochenmarkstransplantation, im Zuge dessen die Stammzellen gefunden wurden.
Als im Jahr 1965 Jean Dausset das System des HLA entdeckte, konnte man erstmals
untersuchen, welche Stammzellen zu einem Patienten passten und welche nicht. Im
Jahr 1969 konnte dadurch die erste Stammzelltransplantation bei einem Kind mit
einer Bluterkrankung durchgefiihrt werden, bei dem der Spender kein Zwilling war.
Von diesem Zeitpunkt an entwickelte sich die Forschung um die
Stammazelltransplantation sehr schnell, sodass man im Jahr 1992 erstmals eine
Stammazelltransplantation auch bei einem soliden Tumor durchfiihrte. Bei dieser
Transplantation konnte man erstmals den Graft versus Tumor Effekt dokumentieren,
wodurch sich der Stammzelltransplantation ganz neue Gebiete erdffneten. Parallel
dazu entwickelte sich auch die Idee der Nabelschnurtransplantation und der
Xenotransplantation. In den darauffolgenden Jahren wurde die
Stammzelltransplantation immer wieder verbessert und verandert, um fir jede

Erkrankung ein optimales Ergebnis erzielen zu kénnen.
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Derzeit kann dank vieler Forschungen und Entwicklungen auf dem Gebiet der
Stammezelltransplantation einigen Patienten geholfen werden, oder zumindest ein
langeres Leben ermdoglicht werden. Weshalb man weiterhin unermidlich auf der
Suche nach besseren Methoden und neuen Ideen ist, um bessere Therapien fir
Tumoren zu entwickeln. Es gibt einige vielversprechende Forschungsansatze - vom
Nabelschnurblut Gber verschiedenste Molekile und Proteine in unseren Korper, die
zur Tumorbekdampfung herangezogen werden koénnen, bis hin zu neuen

Medikamenten und besseren Methoden der Strahlentherapie.

Ich personlich halte die Stammzelltransplantation fir eine wichtige Entwicklung in
der Medizin, da sie das Prinzip der alleinigen Hochdosistherapie solider Tumoren und
Leukdamien durch die zusatzliche zelluldre Immunotherapie verstarkt und damit neue
Ansatze in der Entwicklung von Immunverfahren bei malignen Erkrankungen aufzeigt.
Einige Forschungsansatze sehen vielversprechend aus, sodass man fiir die nachsten
Jahrzehnte bahnbrechende Erkenntnisse erwarten darf. Vielleicht gelingt auch ein
Durchbruch in der Organtransplantation, wenn es méglich ist, mittels Ubertragung
des Immunsystems des Organspenders im Empfanger immunologische Toleranz

gegen das gespendete Organ aufzubauen. >

Gentherapeutische Ansatze, autologe defekte Stammzellen zu reparieren und bei
bestimmten Bluterkrankungen zu Ubertragen sind in einigen Fallen bereits gelungen.
In welche Richtung letzendlich die ,Zelltherapie” sich entwickeln wird, ist allerdings

fiir mich nicht vorrauszusehen.®
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