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Erythrozytenkonzentrate aus Stammzellen

Eine Vision soll wahr werden: Erythrozyten aus der Retorte

Zusammenfassung

Die Vision, aus Stammzellkulturen eine Blutversorgung mit Erythrozytenkon-
zentraten zu ermoglichen, rlckt in den Bereich der Machbarkeit. In Kultur
erzeugte Erythrozyten kénnten z.B. helfen, Versorgungsliicken bei Pandemi-
en zu schlieBen und die Infektionssicherheit zu vergroBern. Auch enthalten
sie, anders als konventionelle EK, ausschlieBlich junge Erythrozyten. Mogliche
weitere Qualitatsverbesserungen liegen bei chronisch transfundierten Patien-
ten mit anti-erythrozytéren Antikorpern, die z. B. mit autologen expandierten
EK versorgt werden konnten. Auch birgt die gezielte Expression bestimmter
Hamoglobine (z. B. Hamoglobin F) neue Mdglichkeiten in der Optimierung der
Sauerstoffversorgung fiir bestimmte Patienten. Eine groBe Herausforderung
stellt derzeit noch die technische Losung der Expansion im groBen Massstab
im Bioreaktor dar.

EINFUHRUNG

Forschung und Entwicklung der Biologie der blutbilden-
den Stammzellen gingen vor allem aus der weltweit initiier-
ten Strahlenforschung im Gefolge des zweiten Weltkriegs
hervor. Nachdem in den 1950er und 1960er Jahren die
Existenz transplantierbarer blutbildender Stammzellen
mit Hilfe der Knochenmark-Transplantation im Tiermodell
belegt werden konnte, waren es vor allem die Studien von
Pike und Robinson (1970)" und weiteren, die erstmals das
Wachstum und die Differenzierung blutbildender Zellen
aus Stammezellen in vitro ermoglicht haben. Nachdem das
Erythropoetin als einer der ersten in diesen Systemen effi-
zienten Kolonie-stimulierenden Faktoren (CSF) identifiziert
und rekombinant hergestellt wurde, gelang es Anfang der
1990er Jahre mit Hilfe neu entdeckter, mit den CSFs sy-
nergistisch wirkender Faktoren wie dem Stammzellfaktor
(SCF), aus einer einzigen Stamm- oder Vorlauferzelle der
Erythropoese Uber 100.000 Tochterzellen in Kultur zu er-
zeugen. Seither beschéaftigen sich weltweit mehrere For-
schungsgruppen mit der weiteren Verbesserung von Be-
dingungen fur die Proliferation und Differenzierung eryth-
rozytaren Zellen aus Stamm- oder Vorlauferzellen. Hierzu
zahlen unter anderen diejenigen von Professor Giovanni
Migliaccio am Istituto Superiore di Sanita in Rom und von
Professor Luc Douay am Hospital St. Antoine in Paris.
Wichtige Fortschritte dieser Arbeiten waren vor allem fol-
gende Entwicklungen und Erkenntnisse:

Summary

The vision of a blood supply by culture-expanded red cells (RBCs) is moving
closer to reality. Culture-expanded blood cells might help to overcome risks
in blood supply in cases of pandemia, increase infection safety, and could
help to improve the situation in allo-sensitized chronically transfused patients.
Also, expanded red cells are young, other than donated RBCs with an average
age of 50—60 days. Expression of alternative hemoglobin forms such as HbF
could be useful e.g. for intrauterine transfusions. The greatest challenge in
the field is currently the adaptation of the expansion process to large scale
production.

¢ Die rote Blutzellbildung in vitro gelingt wesentlich besser
in serumfreien Medien als in Anwesenheit von Serum.

e Die Entfernung der Kerne (,Enukleation) aus
den Vorstufen ist ein kritischer Schritt, der durch
Makrophagen (Fresszellen) oder sog. Stromazellen be-

werkstelligt werden kann.

e Auch noch nicht ganz reife Zellen (z.B. Normoblasten)
sind effizient transfundierbar und reifen in Tiermodellen
in vivo zu funktionsfahigen Erythrozyten aus.

Diese wichtigen Ergebnisse bildeten die Voraussetzung
fUr weitere groBe Anstrengungen, die Vision der Erzeu-
gung von Erythrozyten im Reagenzglas Wirklichkeit wer-
den zu lassen — also von Erythrozytenkonzentraten (EK),
die standig verflgbar sind, die sicher sind, steril, und ex-
tensiv serologisch und molekular charakterisiert.

Die vorliegende Ubersicht méchte die bisher zuriickge-
legten Meilensteine auf diesem Weg beschreiben und die
noch bestehenden Herausforderungen und auch die po-
tentiellen Einschrankungen auf diesem Weg darstellen.
Ganz bewusst mochten wir zuvor auch die vielen neu-
en Moglichkeiten ins Zentrum der Betrachtung stellen, die
solche Préparate gegenuber der Versorgung von Trans-
fusionsempfangern mit herkdmmlichen EK bieten soll-
ten. Diese bilden sicherlich bereits jetzt einen wesentli-
chen treibenden Faktor in der Verwirklichung der Vision




einer sich immer starker entwickelnden Versorgung mit len als infektiologisch sicheres Ausgangsmaterial dienen.
aus Stammzellen erzeugten EK. Des Weiteren kénnten die derzeit bestehenden demogra-
phischen Entwicklungen zu Schwierigkeiten oder Ruck-
gangen in der Senderrekrutierung fihren. Hinzu kommt,

NEUE MOGLICHKEITEN IN DER dass eine ausreichende Blutversorgung in groBen Tei-
VERSORGUNG VON TRANSFU- len der Welt auf dem konventionellen Wege heute nicht
SIONSEMPFANGERN MIT EK sichergestellt ist. In Bezug auf alle diese Punkte bergen

in vitro hergestellte EK ein signifikantes Weiterentwick-
In vitro erzeugte EK zur Verringerung lungspotential fir die Hamotherapie. Letztlich ist auch zu
von Risiken in der Blutversorgung bedenken, dass insbesondere bei weiterhin steigendem
Da in vitro erzeugte EK (und weitere Blutkomponenten) Aufwand in der Rekrutierung von freiwiligen Blutspen-
unabhéangig von der kontinuierlichen Blutspendetatigkeit dern neuartige Blutprodukte, die in vitro nach Bedarf aus
hergestellt werden kénnen, ist zu erwarten, dass poten- Stammzellen produziert werden kénnen, erhebliche logis-
tiellen einschneidenden Unterbrechungen der Blutversor- tische Vorteile in der Blutversorgung aufweisen kdnnen
gungskette durch massive Spendersperren (z.B. Pande- und am Ende der Entwicklung mit einiger Sicherheit auch
mien, grossere Epidemien) durch die in vitro Expansion o6konomisch konkurrenzféhig sein durften.

entgegengewirkt werden kann. So kénnen nicht infizier-
te gespendete, tiefgefrorene Stammzellen aus der Zeit vor Weitere zu erwartende Innovationen und Verbesserungs-

einer Epidemie als Grundbaustein der EK Versorgung die- moglichkeiten durch eine Einfuhrung der Versorgung mit
nen. Alternativ kdnnten von negativ getesteten Spendern in vitro aus Stammzellen expandierten EK sind (siehe
Stammzellen, oder z. B. reprogrammierte somatische Zel- auch Tabelle 1):

Weiterentwicklungsmaéglichkeit Umsetzung in der Versorgung

Verringerung von Risiken in der Blutversorgung Versorgung z.B. bei Pandemien mit hohen Spenderausschlussraten
Verléngerung der Lebensdauer der transfundierten * Reduktion der Zahl der nétigen EK Transfusionen

Erythrozyten bei chronisch substituierten Patienten

e Reduktion der Eisenliberladung

Flexibler anpassbare Vorréte von EKs fiir Patien- statt Einbestellung speziell typisierter Spender vermehrt Versorgung aus vorpro-
ten mit Antikdrpern mit hochfrequent exprimierten duzierten EK, bei sehr seltenen Phanotpyen tiefgefrorene EK, ansonsten Versor-
Antigenen gung z. B. Uber 1-2 Produktionszentren flir Europa

Autologe EK aus Stammzellen e zur Versorgung chronisch transfusionsbediirftiger vorsensi-

bilisierter Patienten, aus einer Stammzellentnahme
e Vermeidung der Sensibilisierung und evtl. Himolysen

EK mit alternativen Hadmoglobinen z.B. HbF exprimierende EK zur intrauterinen Transfusion
Versorgung der Bevolkerung mit steigender ethni- in Regionen mit erhéhtem Anteil von Migranten aus anderen Erdteilen: Produk-
scher Diversitat tion von Erythrozyten aus Stammzellen aus ethnisch diversen Spenderrepertoirs

(immunologisch relevante Phénotypen)

Vereinfachte Logistik der Grundversorgung mit EK bei Komplettversorgung eines Gebietes mit expandierten EK z. B. Vorhaltung/be-
darfsgerechte Produktion von EK aus 11 Stammzelllinien zur Gesamtversorgung

Globale Verbesserung des Zugangs zu EK und weite- bei 0konomischer Produktion und akzeptablen Preisen: vermehrter Zugang zu
ren Blutkomponenten Blut fiir bediirftige Patienten in Regionen ohne konventionelle Blutversorgung

Tabelle 1: Maglichkeiten der Verbesserung der Versorgung durch in vitro expandierte EK.
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Verlangerung der Lebensdauer

von Erythrozyten

Nach der Erwartung und allen bisher vorliegenden Da-
ten werden in den EK-Kulturen praktisch ausschliesslich
frische Erythrozyten erzeugt, die also keine Alterungser-
scheinungen aufweisen. Im Gegensatz hierzu sind in Blut-
spenden gewonnene Erythrozyten naturlicherweise im
Schnitt 50-60 Tage alt. Durch die hdhere Lebenserwar-
tung der transfundierten Erythrozyten ist ein langer an-
haltender Effekt der Transfusionen zu erwarten. Bis heu-
te ist jedoch nicht geklart, welche durchschnittliche Uber-
lebenszeit in vitro erzeugte Erythrozyten nach Transfusion
besitzen. Die erste Anwendung in vitro mit traditionel-
len Kulturmethoden expandierten Erythrozyten am Men-
schen von ca. 2ml EK, publiziert 20112, zeigte ein mit Ery-
throzyten aus konventionellen EK vergleichbares Uber-
leben dieser in vitro aus Nabelschnurblut-Stammzellen
generierten radioaktiv markierten Erythrozyten. Dies be-
legte zunachst die in dieser Hinsicht international gefor-
derte Minimalanforderung an die pharmazeutische Quali-
tat. In der weiteren Entwicklung ist zu erwarten, dass die
durchschnittlichen in vivo Uberlebenszeiten in vitro gene-
rierter Erythrozyten bei einem unter optimalen Bedingun-
gen hergestellten klinischen Praparat langer sein werden.
Durch die Gabe unverbrauchter junger Erythrozyten soll-
te, vor allem bei chronisch substitutionsbedurftigen Pati-
enten, durch die zu erwartende geringere Zahl notwen-
diger Transfusionen auch eine Verringerung der Zahl der
notwendigen Transfusionen, und auch Eisenlberladung
erreicht werden.

Ein Mechanismus der physiologischen Elimination von
Erythrozyten beinhaltet die Interaktion des ,signal regu-
lating protein (SIRP)-1 alpha“-Molekdils auf Phagozyten
mit dem auf Erythrozyten exprimierten CD47 RezeptorS.
Durch genetische Manipulation koénnte auch versucht
werden, die Expressionsstarke des CD47 Rezeptors zu
erhohen, und die Uberlebenszeit transfundierter Erythro-
zyten ggf. zu verlangern. Besonders bei chronisch Trans-
fundierten konnte so der allfalligen Eisentberladung ggf.
entgegengewirkt werden.

Vereinfachte Logistik der

Grundversorgung mit EK

Fur mogliche Sensibilisierungen der Empfénger werden
eine Vielzahl von erythrozytaren Antigenen und ihre ent-
sprechenden Varianten verantwortlich gemacht. Fur die
Allgemeinheit der zu versorgenden Patienten kann daher
eine Versorgung mit EK etwa der Blutgruppe 0, Rh D ne-
gativ (z.B. 0 cc..ee K-), sicherlich nicht ausreichend sein.
FUr den Fall der Versorgung eines Gesamt-Patientenkol-
lektivs ausschliesslich mit ex vivo expandierten EK haben

Peyrard et al.3 kalkuliert, dass >99 % aller Patienten, inklu-
sive solcher, die bereits gegen erythrozytare Antigene im-
munisiert sind, mit expandierten Erythrozyten aus 3 ver-
schiedenen Stammzelllinien versorgt werden kénnten. Sie
errechneten anhand der Daten von Uber 16.000 sensibi-
lisierten Patienten der franzdsischen Hamovigilanzdatei,
dass mit EK aus 15 Klonen die Versorgung der Patienten
in Frankreich zu 100 % abgedeckt werden kdnnte.

Flexibel anpassbare Vorrate von EKs

fur Patienten mit Antikérpern mit

hochfrequent exprimierten Antigenen

In den Fallen von Patienten, die sog. hochfrequente eryth-
rozytare Antigene nicht exprimieren und durch Vortrans-
fusionen gegen ein solches Antigen Antikdrper erworben
haben, wie anti-k anti-Vel oder anti-Ge, gestaltet sich die
Versorgung mit EK teilweise schwierig oder sehr schwie-
rig. In Zukunft kédnnten solche Patienten mit vorgelager-
ten (z.B. kryokonservierten) aus Stammezellen oder repro-
grammierten somatischen Zellen (iPS)-abgeleiteten EK
entsprechend kompatibler Stammzellspender versorgt
werden. Alternativ kdnnten, wenn die Zeit es erlaubt, in-
dividuell aus Stammzell-Eigenspenden hergestellte EK fur
die Versorgung in Frage kommen (siehe unten).

Versorgungsmaoglichkeiten fiir chronisch
transfusionsbediirftige Patienten

Patienten mit chronischem Transfusionsbedarf erhalten
derzeit nach Mdglichkeit weitergehend oder weitgehend
auf erythrozytare Antigenmuster ausgetestete EK, um die
potentielle — und bei einigen Patienten klinisch bedroh-
liche — Bildung multipler Antikdrper gegen erythrozytare
Antigene mdglichst zu vermeiden oder zu kontrollieren.
FUr dieses Patientenkollektiv bieten sich expandierte EK
als Alternative in besonderer Weise an. Gewissermassen
das Idealpréparat, um die Immunisierung auf einem Mini-
mum bzw. Null zu halten, durften in immunologischer Hin-
sicht autologe EK darstellen. Homologe Spender kom-
men vermutlich ebenfalls in Frage, da sie in Bezug auf die
Ubereinstimmung der relevanten erythrozytiren Antige-
ne weitgehend vorcharakterisiert werden kénnen, und die
Exposition der Empféanger mit neuen Antigenen durch die
enge Vorauswahl vermutlich in weit engeren Grenzen ge-
halten werden kann als derzeit.

Ausstattung expandierter EK mit

alternativen Hamoglobinen

Vor allem fur chronisch transfusionsbedurftige Patien-
ten kénnte die Ausstattung der in jungster Zeit erst ent-
wickelten Verfahren zur Erzeugung von EK aus pluripoten-
ten und embryonalen Stammzellen mit fétalem Hamoglo-
bin (HbF) von Bedeutung sein. Die schnellere Aufnahme




von Sauerstoff und die langsamere Sauerstoffabgabe
konnten genutzt werden, um die therapeutische Effizi-
enz der EK z.B. bei Intensivpatienten oder Patienten mit
Lungensch&den und vermindertem Sauerstoffaustausch
zu erhdhen. Im Rahmen von ,genetic engineering” wa-
re auch denkbar, weitere, ggf. genetisch alterierte Hamo-
globine mit gewulnschten therapeutischen Eigenschaften
in den EK zu exprimieren und zum klinischen Einsatz zu
bringen.

Versorgung der Bevélkerung mit

steigender ethnischer Diversitat

Die zunehmende Migration und der dadurch bedingten
wachsenden ethnischen Divergenzen in der heutigen Be-
volkerung, sowohl in den sogenannten klassischen In-
dustrielandern, aber auch in Schwellenlandern und den
weiter entwicklungsbedUrftigen Regionen der Erde, stel-
len die klinische Immunhamatologie vor zunehmende und
besondere Herausforderungen in Bezug auf Sensibilisie-
rungen durch auf Erythrozyten exprimierte Antigene. Ge-

A

genuber der herkdmmlichen Versorgung mit EK aus Blut-
spenden erdffnet eine zusatzliche Versorgungslinie mit
Kultur-expandierten Erythrozyten sicherlich auch bessere
Abdeckungen von Patienten jeweiliger ethnischer Minori-
taten im Versorgungsgebiet.

Globale Verbesserung des Zugangs zu

EK und weiteren Blutkomponenten
Selbstverstandlich hat die veranderte Logistik der Versor-
gung im Falle von aus Stammzellen expandierten, durch
Blutspendedienste oder komplett industriell hergestell-
ten EKs erhebliche Konsequenzen flr den Zugang zu
Blutprodukten sich entwickelnder Lander. In vielen die-
ser Regionen existieren bis heute keine oder kaum Blut-
spendedienste, oder es gelingt den existierenden Diens-
ten nur ungenlgend, ausreichend Spender zu rekrutie-
ren um qualitativ und quantitativ ausreichend und fUr alle
zugangliche Blutprodukte anzubieten. Wenn es gelingt,
die Herstellung ex vivo expandierter EK und evtl. Throm-
bozytenkonzentrate technisch und 6konomisch in den

Stammzelle, Polychromat.
Frihe Vorlauferzelle Erythroblast Retikulozyt
Orthochromat.
Pro- Erythrob\ast ‘ Erythroblast ’ Erythrozyt
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Abbildung 1

Erythrozytare Differenzierung aus hdmatopoetischen Stammzellen. (A) Morphologische Differenzierungsreihe, (B) Meilensteine in der Entwicklung von Kultur-
bedingungen zur Ausreifung kernloser erythrozytarer Zellen aus humanen Stammzellen. Die Zeitachse verlduft von links nach rechts und umfasst jeweils ca.

18—24 Tage (nicht maBstéblich). Der Vermehrungsfaktor pro eingesetzter aus CB-SC hat sich in 10 Jahren um 3 Log Stufen verbessert. Plasmanat und Adenin
sind Zusatze, die reife Erythrozyten stabilisieren. Ubernommen und angepasst aus®.
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Griff zu bekommen, kénnten die Voraussetzungen flr ei-
nen besseren Zugang zu Blutprodukten in vielen Lan-
dern entscheiden verbessert werden. Selbstverstand-
lich ist klar, dass zunachst mit relativ hohen Kosten flr
die neuen Blutprodukte gerechnet werden muss. Den-
noch wagen wir zu spekulieren, dass sowohl die Haufig-
keit der Anwendung von Blutkomponenten, und die ein-
zusparenden Kosten der Spenderrekrutierung, Entnahme
und konventionellen Bereitstellung, die dem gegenuber-
stehen, letztlich die weltweite Durchsetzung der artefiziell
hergestellten Blutpraparate begunstigen sollten. Obwohl
als Vergleich vielleicht nur bedingt geeignet, sollte die Ent-
wicklung z.B. beim rekombinanten Gerinnungsfaktor VIII
und anderen ahnlichen Plasmaprodukten den Weg hier-
zu und die prinzipielle Entwicklungsmdoglichkeit aufzeigen.

STAND DER TECHNISCHEN UND
KLINISCHEN UMSETZUNG

Kulturprotokolle

Der Differenzierungsverlauf von der hamatopoetischen
Stammzelle oder von primitiven Progenitorzellen bis zum
reifen Erythrozyten, sowie Beispiele fir wesentliche Fak-
toren auf diesem Weg sind in Abbildung 1 dargestellt.
Hieraus geht hervor, dass Stammzellen zun&chst durch
Stammezellfaktor und FLT3 Ligand (FL) und sog. kolonie-
stimulierenden Faktoren zur Proliferation angeregt wer-
den konnen. Ein weiterer nutzlicher Faktor ist der Insu-
linartige Wachstumsfaktor (IGF)-1. Beim Erythropoetin,
das urspringlich bereits in frihen Phasen den Differen-
zierungskulturen zugesetzt wurde, wurde spater erkannt,
dass es erst in mittleren und spéateren Reifungsphasen
notwendig ist. Eine wichtige Rolle vor allem beim Enuk-
leationsprozess (d.h. dem Ausstoss der Zellkerne) spie-
len Stromazellen, entweder in Form von Makrophagen
oder von Stromazellinien (Abbildung 1). Mit Eisen bela-
denes Transferrin stellt die Bildung intakten H&moglobins
aus den in den kernhaltigen Vorstufen synthetisierten Hb-

Einzelketten sicher. Der Zusatz von Stoffen wie Adenin,
das reife Erythrozyten stabilisiert, ist ebenfalls ein Schritt
auf dem Weg zu einem fein abgestimmten Prozess, der
eine moglichst synchrone und effiziente Proliferation der
Stammzellkulturen und eine koordinierte Differenzierung
zu mdglichst reifen Erythrozyten darstellt. Diese Proto-
kolle ermdglichen bis dato, in statischen Kultursyste-
men, pro eingesetzter Stamm- oder Progenitorzelle bis
zu 3x 10E6 Tochterzellen zu erzeugen.

Stammzellquelle

Eine weitere Frage ist, welche Stammzellen flir die Gene-
rierung von EK geeigneten Ausgangszellen darstellen. Bis-
her wurden im Wesentlichen sog. Periphere Blutstamm-
zellen (PBSC), Nabelschnurblut-Stammzellen (CB-SC), in-
duzierte pluripotente Zellen (iPS Zellen) oder embryonale
Stammzellen (ESC) auf ihr erythropoetisches Differenzie-
rungpotential untersucht, und kommen als Stammzell-
quelle in Frage (Tabelle 2). Wahrend bei den PBSC oder
CB-SC rechnerisch pro Stammzelle ca. 10E5-10E7 rei-
fe Erythrozyten oder erythrozytare Zellen generiert wer-
den konnten, ist der Expansionsfaktor bei den pluripoten-
ten Zellen wesentlich héher, da sie in Kultur ja bereits als
Stammzellen Uber viele Generationen vermehrt werden
kénnen, bevor mit einer entsprechend gréBeren Zahl von
Stamm- und evtl. Progenitorzellen dann die Differenzie-
rung eingeleitet werden kann. Fur die Generierung eines
EK (es enthélt ca. 2 x 10E12 Erythrozyten) missen in der
GroBenordnung von 10E6 bis 10E7 adulte oder aus Na-
belschnurblut gewonnene hamatopoetische Stammzel-
len (HSC) eingesetzt werden. Anhand der bekannten Zah-
len von z.B. CD34+ Zellen, die pro Patient z.B. nach Mo-
bilisierung mit G-CSF gewonnen werden kénnen, kénnte
hier absehbar lediglich eine endliche Zahl Préparate (im
Bereich von wahrscheinlich ca. 2-20 EK/Spende) gene-
riert werden. Die ersten im Menschen transfundierten und
auf ihre Uberlebensfahigkeit hin 2010 getesteten ex vivo
generierten Erythrozyten stammten aus peripherem Blut2.

Stammzellart Quelle Zahl Erythrozyten/ Ausgangszelle
PBSC Peripheres Blut ~ 10E5

CB-SC Nabelschnurvene ~ 10E6-10E7

iPS Zellen Viele Gewebe, auch Blut und Nabelschnur Nach Bedarf adjustierbar, da als Stammzellen
ESC* Embryonen expandierbar

Tabelle 2: Stammzellarten als Ausgangszellen fiir die in vitro Generierung von EK

*in Deutschand beschrénkt auf wenige Linien, Sondergenehmigungen erforderlich




Auf zwei Wegen kénnte die derzeit endliche Proliferations-
kapazitat der PBSC und CB-SC in den Kulturen erweitert
werden: Zum einen durch eine sogenannte Reprogram-
mierung von HSC, zum anderen durch die Generierung
von immortalisierten HSC- oder Progenitorzelllinien. Zu
beidem gibt es erste grundlegende Arbeiten: Eine japa-
nische Arbeitsgruppe beschrieb z.B. eine immortalisierte
erythrozytare Vorlauferzelllinie, die einerseits undifferen-
ziert proliferieren kann, andererseits gezielt zu Erythrozy-
ten ausdifferenziert werden kann. Auch die erfolgreiche
Reprogrammierung von adulten PBSC oder CB-SC und
ihre anschlieBende Ausdifferenzierung zu reifen Blutzel-
len wurde gezeigt.

Etablierung, Robustheit und Okonomie der

Produktion im pharmazeutischen MaBstab.

Hier liegt derzeit die wohl groBte Herausforderung in der
klinischen Entwicklung von in vitro aus Stammzellen ex-
pandierten EK. Der Einsatz speziell adaptierter Bioreak-
torsysteme ist ein Schltssel auf dem Weg zur Bewaltigung
der Generierung groBer Zellmengen. In der klassischen,

zweidimensionalen (2-D) Kultur werden Zelldichten bis et-
wa 3x 10E6/ml erreicht. Flr ein EK mit 2 x 10E12 Zellen
entspricht das einem Kulturvolumen von 600 Litern! Die

bereits in den letzten 20 Jahren getatigten Entwicklungen
fir das ,Scale-Up“ der Produktion z.B. rekombinanter
Proteine aus Saugerzelllinien missen auf die Erythropoe-
se angepasst werden®. Minimal mUssten 5 x 10E7/ml Zel-
len als End-Zelldichte erreicht werden (entsprechend 30
Litern pro EK), die verwendeten Reaktorsysteme durften
eine etwa 10fach hohere Zelldichte zulassen, unter ent-
sprechender Perfusion®. Die Reaktoren missen eine gute
Versorgung mit Eisen (z. B. tber humanes Transferrin) und
sauerstoffarmem Medium zulassen. Mit Hilfe von Mess-
sonden und Erfassung von Feedback-Parametern muss
eine sowohl quantitativ und qualitativ zielsicher gesteuer-
te Expansion ermdéglicht werden. Derzeit sind u.a. soge-
nannte Hohlfaser (,hollow-fiber”) Reaktorsysteme in der
Versuchsphase, die sowohl die kontinuierliche Durchflu-
tung mit Kulturmedium ermdglichen. Sie erlauben auch
die Anordnung in mehreren sukzessiv in der Reihenfolge
der Zellreifung zu besiedelnden Kompartimenten. Insbe-
sondere fur die kritischen Phasen des Eiseneinbaus und
der Enukleation mussen vermutlich besondere Struktu-
ren mit sog. Nischen, entsprechend der kleinsten Einheit
der Hamatopoese im Knochenmark, dem ,Hamaton* zur
Verflgung stehen. Besondere Herausforderungen durf-
ten hierbei auch die evtl. nétige Freisetzung von Progeni-
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torzellen aus einem Progenitor-generierenden Komparti-
ment und ihre Ansiedlung und Weiterentwicklung in sog.
serythropoetischen Inseln” oder geeigneter ahnlicher Ele-
mente sein. Gegenwartig ist die Entwicklung der Erythro-
poese in Bioreaktoren in einigen in der pharmazeutischen
Industrie angesiedelten Projekten angesiedelt. Von deren
Fortschritt dringt derzeit wenig an die Offentlichketit.

Parameter fiir die pharmazeutische Qualitat

Aus Stammzellen erzeugte Erythrozyten wurden, zusétz-
lich zu den bei konventionellen EK etablierten Qualitats-
parametern, bezlglich weiterer Parameter charakterisiert.
Hierzu zahlen die Deformierbarkeit, der Gehalt wichtiger
katalytischer Enzyme wie 2,3-Diphosphoglycerat-Syn-
thase (Biphosphoglycerat-Mutase), die Kapazitdt des
Hamoglobins in den Erythrozyten, Sauerstoff zu binden
und freizugeben, die Vollstandigkeit der Enukleation, der
Retikulozytengehalt, und die Expression der Blutgrup-
penantigene. Selbstverstandlich missen die Parameter
einer endgultigen pharmazeutischen Qualitatskontrolle im
Rahmen von Zulassungsverfahren, z. B. bei der European
Medicines Agency (EMA) jeweils noch etabliert werden.

ZU ERWARTENDE WEITERE KLINISCHE
ENTWICKLUNG UND AUSBLICK

2011 wurde mit der ersten Transfusion in Menschen
und der Ermittiung einer akzeptablen Uberlebensrate
von noch in klassischen Kultursystemen ein sehr wichti-
ger Parameter fur die weitere klinische Entwicklung erst-
mals etabliert. Die Autoren erwarten, dass aufgrund der
engen Abstimmung mit den Behorden z. B. in Frankreich
bei Vorliegen pharmazeutisch ausreichend qualifizierter
ganzer EK aus Stammzellen eine erste Phase-I-Pilotstu-
die durchfuhrbar ist. Nattrlich muss auch auf evtl. negati-
ve Auswirklungen und Nebenwirkungen ex vivo erzeugter
EK geachtet werden. Hierzu kdnnten die nicht abgeschal-
tete Expression nicht erwinschter Gene und Genproduk-
te auf den erzeugten Erythrozyten gehdren.

Der Erfolg und die Zeit bis zu ersten klinischen Anwen-
dungen héngen sicher wesentlich von der Entwicklung
von Bioreaktor-Verfahren ab. Fur die weitere klinische
Entwicklung sind verschiedene Szenarien denkbar: Zu-
nachst konnte eine Teilversorgung z.B. fur Patienten, flr
die sehr schwer kompatible Spender rekrutiert werden
kénnen (s.0.), europaweit z.B. bereits mit ca. 20 Prapa-
raten pro Jahr Uber die Rare Donor Banken mit tiefgefro-

renen Zellen aus nur ein oder zwei Zentren erfolgen, und
die Machbarkeit der Verfahren zudem weiter etablieren
helfen. Stufenweise kdnnten weitere Versorgungen eta-
bliert werden, z.B. die Versorgung mit autologen EK fur
multipel allo-sensibilisierte multitransfundierte Patienten.
In weiteren Schritten kénnte allméahlich eine weitere Ver-
sorgung bis hin evtl. zur probeweisen oder dauerhaften
Flachenversorgung etabliert werden.

Es ist daher Aufgabe der Versorger von Blutprodukten
und der im Feld der Hamotherapie Tatigen, sich auf die-
sem sehr wichtigen Gebiet auf dem Laufenden zu hal-
ten, und sich bei den Schritten zur Umsetzung in die Pati-
entenversorgung friihzeitig und intensiv zu beteiligen. Die
gute interdisziplindre Zusammenarbeit und die fruchtba-
re gemeinsame Entwicklung aller hier tatigen ,Stakehol-
ders” ist sicherlich als Grundlage fir diese — flr unse-
re Patienten vielversprechende — Neuentwicklung eines
substantiellen Teils der Hamotherapie eine unabdingba-
re Voraussetzung.
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