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Zusammenfassung

Seit mehr als 15 Jahren werden
weltweit Nabelschnurblut-Trans-
plantate unverwandter Spender ein-
gelagert. Es werden Methoden und
Ergebnisse der Nabelschnurblut-
Sammlung sowie des medizini-
schen Einsatzes dieser Praparate
geschildert. Daneben wird auf
den arzneimittelrechtlichen Hin-
tergrund der Nabelschnurblut-
Spende und -Verarbeitung einge-

gangen.

Die Transplantation blutbildender
Stammzellen hat sich in den ver-
gangenen 40 Jahren zu einem

unverzichtbaren Behandlungsver-

Gewinnung und Anwendung

blutbildender Stammzellen aus

Nabelschnurblut

fahren einer Vielzahl von ange-
borenen und erworbenen Erkran-
kungen des hamatopoetischen
Systems entwickelt. Dieses Thera-
piekonzept umfasst sowohl autologe
als auch allogene Stammzellen,
wobel fur eine allogene Transplan-
tation schon seit langerem Prapara-
tionen aus dem Knochenmark und
dem peripheren Blut genutzt wer-
den. Neben der Transplantation
von allogenen (= vom Fremdspen-
der gewonnenen) Stammazellen im
Rahmen der Therapie von malignen
Erkrankungen des blutbildenden
Systems stehen seit Anfang der
90er Jahre auch Stammzell-Prapa-
rate aus Nabelschnurblut (synonym:
Plazentarestblut, engl. cord blood)
zur Verfigung. Schon seit langerem
war bekannt, dass menschliches
Nabelschnurblut in groBer Zahl
sehr unreife blutbildende Zellen
enthdlt, die in einer Zellkultur zur
Ausreifung befahigt sind. 1988
wurde dann von Eliane Cluckman
in Paris die erste erfolgreiche
Transplantation eines Kindes mit
einer Fanconi-Andmie mit Nabel-
schnurblut des Geschwisters durch-
gefihrt (10). AnschlieBend setzte
eine rasante Entwicklung bei der

klinischen Anwendung dieser

Stammezellquelle ein, so dass bis-
her weltweit mehr als 3.500 Pati-
enten, vornehmlich Kinder, mit
Stammezell-Praparaten aus Nabel-
schnurblut behandelt werden konn-
ten. Wurden zundchst vor allem
Nabelschnurblut-Transplantationen
zwischen Verwandten durchge-
fuhrt, so konnte bald gezeigt wer-
den, dass auch mit Nabelschnurblut
von nichtverwandten Spendern
eine vollstandige hdmatopoetische
Rekonstitution nach intensivierter
Chemo/Radiotherapie zu erzielen
ist. Seither wurden grof3e Anstren-
gungen unternommen, um Nabel-
schnurblut-Praparate fiir die unver-
wandt-allogene Transplantation zu

sammeln und einzulagern (19,20).

Nach der gegenwartigen Aufli-
stung stehen in der Datenbank Bone
Marrow Donor Worldwide (www.
bmdw.org) weltweit ca. 200.000
allogene Praparate zur klinischen
Anwendung bereit. Allerdings ist
der Anteil an Nabelschnurblut-
Transplantaten im Vergleich zu
den insgesamt mehr als 9,6 Millio-
nen registrierten freiwilligen Blut-
stammzell-Spendern immer noch
sehr gering. Zudem wurden die

Praparate wegen der relativ ge-
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ringen Dosis an CD34*% Progeni-
torzellen vornehmlich fir die Be-
handlung von Kindern eingesetzt
(13,21). Aufgrund der Moglichkeit
einer Nabelschnurblut-Transplan-
tation bel Gewebe-Teilidentitat
zwischen Spender und Patient
sowle der unmittelbaren Verfig-
barkeit von tiefkihlkonserviertem
Nabelschnurblut kénnen auch sol-
che Patienten von diesen neuartigen
Transplantaten profitieren, fir die
entweder kein passender Fremd-
spender gefunden wird oder fiir die
die Dauer der Spendersuche wegen
der Dringlichkeit zur Transplantati-
on ein hohes Risiko darstellen wiir-
de (11,20). Fur diese Patientengrup-
pe kann auch die Bereitstellung von
in der Familie gezielt gesammelten
und aufbereiteten (= gerichteten)
Nabelschnurblut-Transplantaten er-
wogen werden. Hierbei handelt es
sich um Spenden von gewebei-
denten Geschwistern, die mit guten
klinischen Ergebnissen fur eine fa-
miliar-allogene Transplantation ein-

gesetzt werden kénnen (11,18,21).

Auch in offentlichen deutschen
Nabelschnurblut-Banken wurde seit
Anfang der 90er Jahre damit begon-
nen unverwandt-allogenes Nabel-
schnurblut einzulagern und fir die
Patientenversorgung weltweit zur
Verfigung zu stellen (3). Im Fol-
genden soll uber Ergebnisse zur

Sammlung und Aufarbeitung von

Transplantaten aus Nabelschnur-
blut sowie liber arzneimittelrecht-
liche Aspekte der Herstellung be-

richtet werden.

Rechtliche Grundlagen
fiir das Entnahme- und
Verarbeitungszentrum

Sowohl allogene (verwandte oder
unverwandte) als auch autologe
Transplantate aus Nabelschnurblut
sind Arzneimittel aus Humanblut
und unterliegen somit den Vor-
schriften des Arzneimittelgesetzes
(AMG) (8) und des Transfusions-
gesetzes (TFG) (9). Daher ist vom
pharmazeutischen Hersteller nach
§13 AMG eine Herstellungserlaub-
nis zu beantragen, die auch die
Geburtsklinik als externe Entnah-
mestelle mit einzubeziehen hat.
Die Voraussetzungen fir die Er-
teilung einer Herstellungserlaub-
nis sind im §l14 AMG festgelegt,
wobel neben organisatorischen Re-

gelungen vor allem die Sachkunde

A
Entnahme von Nabelschnurblut im KreiBsaal

des an der Arzneimittelherstellung
beteiligten Personals sowie die Eig-
nung der Raumlichkeiten zu prufen
sind. Um die Herstellung eines qua-
litativ hochwertigen Produkts zu
gewadhrleisten, sind bei der Ent-
nahme und Préaparation von Nabel-
schnurblut dartiber hinaus die Be-
triebsverordung fur pharmazeuti-
sche Unternehmer (PharmBetrV)
und der Leitfaden einer guten Her-
stellungspraxis fir Arzneimittel
(GMP) zu bertucksichtigen (/,15).
Fur die Einlagerung und spatere
Weitergabe von unverwandt-allo-
genem Nabelschnurblut an Dritte
ist dartiiber hinaus eine Zulassung
beim Paul-Ehrlich-Institut als der
zustandigen Bundesoberbehoérde

zu beantragen.

Spenderauswahlkriterien

Sammlungen sollen nur bei Reif-
geborenen durchgefiihrt werden.
Im Einzelnen richtet sich die

Spenderauswahl nach den Vor-
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gaben der , Richtlinien zur Trans-
plantation von Stammzellen aus Na-
belschnurblut” (16) sowie den , Richt-
linien zur Gewinnung von Blut und
Blutbestandteilen und zur Anwen-
dung von Blutprodukten (Hamothe-
rapie)"” (7). So muss die Schwange-
re volljahrig und in der Lage sein,
die Anamneseerhebung und Auf-
klarung sprachlich und inhaltlich zu
verstehen. Dartiber hinaus muss
sie der Sammlung, Lagerung und
Freigabe des Nabelschnurblut-
Transplantates sowie der vorge-
schriebenen infektionsserologi-
schen Untersuchung ihrer Blutprobe
schriftlich zustimmen. Schwangere,
bei denen aufgrund der Anamnese
oder durch Komplikationen wah-
rend der Schwangerschaft oder
Geburt Hinweise auf Erkrankungen
bestehen, werden von der Samm-
lung von Plazentarestblut ausge-

schlossen. Hierunter fallen im Prin-

zip auch solche akuten oder chro-

=

nischen Infektionskrankheiten, die
gemal den Richtlinien (/7) ein Aus-
schlusskriterium fir eine Blutspen-

de darstellen wirden.

Information und
Anamneseerhebung bei
der Schwangeren

Drei bis funf Wochen vor der
Entbindung wird die Schwangere
im Rahmen der Geburtsvorberei-
tung mit einem Informationsbogen
uber die Moglichkeit der Spende
informiert. Bel der Aufnahme zur
Entbindung wird die Schwangere
vom Arzt nach Ausschlusskriterien
fur eine Nabelschnurblut-Spende
befragt. Die Anamnese schlief3t
die Erhebung von Angaben in
der Familienlinie des biologischen
Vaters mit ein. In der Regel ist
hierfir ein Zeitaufwand von 20
Minuten erforderlich. Der Verlauf

der Geburt sowie der gesundheit-

Beutelsystem zur Sammlung von Nabelschnurblut

liche Zustand des Kindes wird von
Mitarbeitern des Kreil3saales eben-

falls schriftlich dokumentiert.

Sammlung des
Nabelschnurblutes

Die Sammlung wird ausschlie3-
lich von solchen Hebammen und
Arzten durchgefiihrt, die fiir das
Verfahren entsprechend einer Stan-
dard-Handlungsanweisung (SOP)
geschult wurden. Das Kind wird
zwel bis drel Minuten nach voll-
standiger Entwicklung abgenabelt.
Das distale Ende der Nabelschnur
wird auf eine sterile Unterlage ge-
legt und die Punktionsstelle ausrei-
chend desinfiziert. AnschlieBend
wird die Nabelvene am distalen
Ende der Nabelschnur mit einem
speziellen Blutbeutel-Sammelsys-
tem fur Nabelschnurblut punktiert
und dessen Schlauchklemme ge-
offnet. Das Plazentarestblut fliel3t
in den tiefer liegenden Sammel-
beutel und wird unter standiger
manueller Durchmischung mit dem
vorgelegten Antikoagulans des Sam-
melbeutels antikoaguliert. Durch die
Entnahme von Nabelschnurblut aus
der noch nicht geborenen Plazenta
wird der Ablauf der Geburt nicht
beeinflusst. Das verschlossene Beu-
telsystem wird in einen thermoiso-
lierten Transportbehalter verbracht
und bis zur Ubersendung des Mate-

rials bei Raumtemperatur im Krei3-
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saal gelagert. Der Transport in die
Nabelschnurblutbank erfolgt in der
Regel am gleichen Tag und sollte
bis 40 Stunden nach der Blutentnah-
me abgeschlossen sein, um eine
zeitgerechte Aufarbeitung zu ge-

wahrleisten.

Verarbeitung der
Spende in der Nabelschn-
urblutbank

Probenmaterial fiir

Freigabeuntersuchungen

Als Testmaterial fiir die infektions-
serologische Untersuchung wer-
den 20 ml mitterliches Serum zum
Zeitpunkt der Entbindung (+ 48
Stunden) entnommen (/6) und auf
HBsAg,
HCV, HTLV III, Anti-HBc, Anti-

die Parameter HIV I/II,

CMV, Treponema pallidum sowie
auf Virusgenom von Hepatitis-
Viren, HIV, HBV und Parvo-Bl9
getestet. Weiterhin erfolgt aus dem
Nabelschnurblut eine ABO- und
Rhesus D-Blutgruppenbestimmung,
eine Gewebe-Typisierung sowie
eine Sterilkontrolle. Daneben wird
der Zellgehalt einschlieBlich Leu-
kozytensubtypen bestimmt (/2). Die
Quantifizierung der koloniebilden-
den Zellen (colony forming units
(CFU)) erfolgt durch Inkubation von
Leukozyten in ein Zellkulturme-

>
Praparation von Nabelschnurblut im Reinraum

dium tuber 14 Tage. Nach den
Richtlinien (16) werden nur Nabel-
schnurblut-Sammlungen kryokon-
serviert und gelagert, die eine
Mindestzahl kernhaltiger Zellen be-
inhalten. Fur Nachuntersuchungen
werden Ruckstellproben aus mit-
terlichem Serum und EDTA-Blut so-
wie aus der Nabelschnurblut-Spen-

de vorgehalten.

Priaparation und
Kryokonservierung

Die Praparation erfolgt als Vollblut
oder durch eine Zentrifugation und
Gewinnung der leukozytenreichen
Schicht (Buffy Coat). Das gewon-
nene Zellkonzentrat wird dann mit
einer Kryokonservierungslosung
tiefgefroren. Prinzipiell ist jedoch
auch eine Kryokonservierung des

nicht volumenreduzierten Vollblutes

moglich. AnschlieBend lagert das

Transplantat bis zu seiner Abgabe
an des Transplantationszentrum
Flussigstickstoff bei unter -135 °C
(14).

Ubermittlung der
Praparatedaten fiir die
Patientensuche
Die Daten der -eingelagerten
Transplantate werden z. B. Uber das
Zentrale Knochenmarkspender-Re-
gister Deutschland (ZKRD) den na-
tionalen und internationalen Trans-
plantationszentren fiir Spendersu-

chen zur Verfigung gestellt.
Ergebnisse der Sammlung

Im Folgenden sollen einige Er-
gebnisse zur Sammlung und Auf-
arbeitung von Nabelschnurblut
vorgestellt werden, die im Rah-

men der Tatigkeit des Autors
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in der Nabelschnurblutbank Mann-
heim des DRK-Blutspendedienstes
Baden-Wiurttemberg—-Hessen erzielt

wurden.

Das Gewicht der Neugeborenen
lag bei 3.492 + 477 g (Mittelwert
+ SD, n=1.300), das Alter der
Mutter bei 29 = 5 Jahren. Es
konnten Nabelschnurblut-Praparate
mit einem Volumen von 86 + 21 ml
(81-174) gesammelt werden. Die
Transplantate enthielten im Mittel
8,87 + 3,41 x 10° kernhaltige Zel-
len, 3,40 + 1,35 x 10° MNC und
2,05 £ 149 x 10° hamatopoe-
tische Vorlauferzellen. Der Gehalt
an koloniebildenden Zellen in
den

Transplantaten lag bei

4,15 + 3,72 x 10° CFU.

Da die Dosis an transplantierten
kernhaltigen Zellen den wichtigsten
pradiktiven Parameter fur eine
erfolgreiche Transplantation dar-
stellt (I1), wurden die eingelager-
ten Prédparate bezuglich ihres
GCehaltes an kernhaltigen Zellen
analysiert. Bei einer empfohlenen
Transplantationdosis von 3,0 x 107
kernhaltigen Zellen pro kg KG
lag das mittlere Gewicht von suffi-
zient zu versorgenden Patienten
lag bei 29,6 kg, wobei die Anzahl
verfugbarer Praparate fiir Patien-
ten mit mehr als 30 kg Kérperge-

wicht deutlich abnahm.

Nichtverwendung
gesammelter Spenden
Etwa 45% der gesammelten
Proben eigneten sich nicht fir die
Einlagerung. Als Criinde fir eine
fehlende Verwendung fand sich ein
zu geringes Sammelvolumen von
unter 60 ml (30%), bakterielle
Kontamination (3 %), Praparations-
probleme (1%), inaddquate Kenn-
zeichnung der zugesandten Blutbe-

héltnisse (6 %) sowle verspateter

Probentransport (5 %).

Diskussion

Der Einsatz von Nabelschnurblut
als Quelle blutbildender Stamm-
zellen etabliert sich zunehmend als
wichtige Alternative zur Knochen-
mark (KM)- oder Blutstammzell-
Transplantation. Neueste Daten zei-
gen, dass bei einer Ubertragung
von Nabelschnurblut-Stammzellen
gewebemerkmalidenter Geschwis-
ter im Vergleich zur Gabe von KM-
Zellen gewebemerkmalidenter Ge-
schwister mit einem geringeren Auf-
treten von Absto3ungsreaktionen zu
rechnenist (18). Auch bei der Trans-
plantation von Nabelschnurblut-Pra-
paraten allogener Fremdspender,
die in Banken gesammelt wurden,
zeigten sich auch bei nicht gewebei-
denten Spender-/Empfangerpaaren

weniger schwere Absto3ungsreakti-

Langzeitlagerung im Fliissig-Stickstoff

onen als nach vergleichbaren KM-

Ubertragungen (/1,13).

Es ist nur sinnvoll, Préparate mit
einem Volumen von mehr als 60 ml
fur die aufwandige Untersuchung
und Verarbeitung vorzusehen, um
die in den Richtlinien festgelegte
Zelldosis zu erreichen (16). Dies be-
deutet, dass etwa ein Drittel des
gesammelten Blutes nicht dem ei-
gentlichen Zweck zugefiihrt werden
kann. Auch unter den Praparaten,
die die geforderte Zellmenge ent-
hielten und eingelagert wurden,
finden sich nur selten ausreichend
zellhaltige Transplantate fir Pati-

enten iber 40 kg Kérpergewicht.

Die Sammlung und Verarbeitung
von allogenen und autologen Na-
belschnurblut-Spenden fir eine
spatere Transplantation unterliegt
den Vorgaben des Arzneimittel-

und Transfusionsgesetzes (8,9). So-
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mit sind vom pharmazeutischen
Hersteller, der das Arzneimittel in
Verkehr bringt, als auch von der
an der Herstellung beteiligten Ge-
burtsklinik alle notwendigen recht-
lichen Voraussetzungen vor der
ersten Entnahme von Nabelschnur-
blut zu erfillen. Hierzu gehoéren
nach §13 AMG die Beantragung
einer Herstellungserlaubnis bei der
zustandigen Landesbehoérde. Die
Herstellung ohne Erlaubnis ist
nach §96 Abs. 4 AMG grundsatz-
lich strafbar. Wird die Erteilung
einer Herstellungserlaubnis ange-
strebt, so setzt dies eine umfas-
sende Qualifikation aller an der
Herstellung beteiligten Mitarbei-
ter voraus (z.B. Arzte und Hebam-
men). Daneben ist eine Vereinba-
rung uber die Verantwortlichkeiten
zwischen dem pharmazeutischen
Unternehmer und dem Entnahme-
zentrum durch einen schriftlichen
Kooperationsvertrag erforderlich.
In den Aufgabenbereich der Be-
hoérde fallt auch die Prufung der
Eignung der fir die Sammlung
genutzen Raumlichkeiten. Weiter-
hin muss ein funktionierendes
Qualitatssicherungssystem etabliert
sein, um auftretende Fehler bei
der Sammlung von Nabelschnur-
blut, wie etwa Verwechslungen und
Fehlbeschriftungen (4), frihzeitig
erkennen =zu konnen. Gangige
Instrumente hierfiir sind u.a. die

Erstellung von schriftlichen Hand-

lungsanweisungen, die Durchfih-
rung und Dokumentation interner
Audits sowie die regelmaflige Mit-

arbeiterschulung.

Bei der Herstellung von unver-
wandt-allogenen Nabelschnurblut-
Transplantaten sind die Empfanger
dieser Praparate, anders als bei
der gerichteten Praparation, noch
nicht bekannt. Dies gilt auch fur
eine erwogene spdatere Verwen-
dung innerhalb der Familie des
Spenders bei einem zum Zeitpunkt
der Herstellung noch nicht erkrank-
ten Angehorigen. Bei der Herstel-
lung solcher sogenannter Fertigarz-
neimittel missen daher die Vorga-
ben des §21 AMG beachtet werden.
Dieser sieht vor, dass vor dem ,,in
den Verkehr bringen" (hierunter
fallt auch schon die Bevorratung)
eine Zulassung des Fertigarznei-
mittels vom Paul-Ehrlich-Institut
erteilt sein muss. Diese Zulassung
setzt aber wiederum eine zum
Zeitpunkt der Herstellung gultige

Herstellungserlaubnis voraus.

Zur Zeit existiert kein etabliertes
Therapieverfahren, das auf die Ver-
wendung autologer Nabelschnur-
blut-Stammzellen zurtuckgreift. Mo-
lekularbiologische Untersuchungen
lassen vermuten, dass bereits im
Nabelschnurblut von spater an aku-
ter lymphatischer Leukdmie erkrank-

ten Kindern verschiedene praleu-

kdamische genomische Verande-
rungen nachweisbar sind (6,7,22,23).
Es ist daher davon auszugehen,
dass diese pathologischen Veradn-
derungen bereits in utero erworben
wurden. Gegen eine autologe Na-
belschnurblut-Transplantation bei
malignen hamatologischen Erkran-
kungen steht auch der im Unter-
schied zur allogenen Transplantati-
on fehlende , graft versus leukemia“
(GVL)-Effekt. Dieser hat einen
wesentlichen Anteil an der biolo-
gischen Kontrolle oder Eradikation
des malignen Zellklons (5). Vor die-
sem Hintergrund scheint die Trans-
plantation von autologen Praparaten
fur die Behandlung von kind-
lichen Leukamien derzeit kein
realistischer Ansatz zu sein (26).
Aufgrund der dosisabhangig re-
lativ langen Aplasiezeit von Er-
wachsenen nach Transplantation
(1) eignen sich solche Préaparate
aus heutiger Sicht auch nicht fur
supportive MaBnahmen im Rah-
men von Hochdosis-Chemothera-
pie-Protokollen, da sie héchstwahr-
scheinlich keinen Vorteil gegen-

uber der Anwendung von autologen

peripheren Blutstammzellen bieten.

Sinnvoll ist dagegen die Samm-
lung von familidr-allogenem Nabel-
schnurblut bei bereits transplanta-
tionspflichtigen und gewebeidenten
Geschwistern. In 25 % dieser Falle

findet sich eine Gewebeidentitat
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zwischen den Geschwistern, wo-
bei dann nach einer zu empfeh-
lenden pranatalen Diagnostik (2)
die Sammlung des Plazentarest-
blutes in einem spezialisierten Zen-

trum gerechtfertigt ist .

Personalie

Augenblicklich wird intensiv an ei-
ner Erweiterung des klinischen Ein-
satzes von Nabelschnurblut gearbei-
tet, wie etwa der Transplantation ex-
vivo expandierter Stammzellen oder
dem Einsatz von mesenchymalen
Stammzellen aus Nabelschnurblut

fir die Zelltherapie (24,25). Es ist

daher zu erwarten, dass trotz der
beschriebenen praparativen und
rechtlichen Anforderungen die
Sammlung und Einlagerung von
Stammzellprdparaten aus Nabel-
schnurblut zukunftig faszinieren-
de neue Therapieoptionen erdffnen

wird.

PD Dr. Thomas Zeiler neuer arztlicher Leiter im Zentrum

fiir Transfusionsmedizin Ratingen-Breitscheid

Zum 1. Januar 2007 Ubernimmt
PD Dr. med. Thomas Zeiler (46) die
arztliche Leitung des Zentrums fir
Transfusionsmedizin in Ratingen-
Breitscheid. Dr. Zeiler war zuletzt
als Oberarzt im Institut fur Trans-
fusionsmedizin und Hamostase-
ologie des Universitatsklinikums
GieBen-Marburg am Standort Mar-
burg tatig und tibte dort zuletzt die
Funktion des Leiters der Qualitats-

kontrolle aus.

Minchen, Berlin und Marburg
sind die Stationen der beruflichen
und fachlichen Entwicklung von
Dr. Thomas Zeiler, der in Kéln ge-
boren wurde. Mehr zufallig wurde

er durch das Thema seiner medizi-

nischen Doktorarbeit an das Fach-
gebiet Transfusionsmedizin her-
angefihrt. Unter der Betreuung von
Prof. Dr. Eckstein promovierte Dr.
Zeiler 1989 in Berlin Uber das
Thema ,Immunfunktionelle Unter-
suchungen bei Patienten mit hoch-
malignen T- und B-Zell-Lymphomen
oder Morbus Hodgkin im Vergleich

zu Gesunden'.

Wahrend sich Dr. Zeiler in Berlin
vorwiegend mit der allogenen und
autologen Knochenmarkstransplan-
tation beschaftigte, bildete die Her-
stellung von Blutkomponenten, so-
wie die transfusionsmedizinische
und hamostaseologische Betreuung

den Schwerpunkt seiner Arbeit in

PD Dr. med. Thomas Zeiler

Marburg. Im Jahre 2003 habilitierte
sich Dr. Zeiler in Marburg unter
Prof. Dr. Kretschmer mit einem
Beitrag zur Validierung von Her-
stellungsmethoden fir Blutkompo-

nenten.
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