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Gewinnung, Eigenschaften und Klinische

Anwendung

Einleitung

In vorhergehenden Ausgaben der hamotherapie wurde ausfiihrlich die somati-

sche Zelltherapie beschrieben. Der Schwerpunkt lag auf den Stammzellen der

Hdmatopoiese und anderen Stammzellarten zum therapeutischen Einsatz in der

hdmatopoietischen Stammzelltransplantation und zum regenerativen Gewebeer-

satz. Aber auch reife, ausdifferenzierte Zelltypen, die aus dem peripheren Blut

durch Zytapherese gewonnen werden kénnen, spielen eine immer wichtigere Rolle

in der Therapie maligner Erkrankungen und schwerer Infektionen bei immunkom-

promittierten Patienten. Dieser Beitrag beschdftigt sich deshalb mit Granulozyten-

Transfusionen, welche in den letzten Jahren durch G-CSF eine Renaissance erleben,

Spender-Lymphozyten-Infusionen, welche zunehmend Bedeutung in komplexen

Stammzelltransplantations-Verfahren erlangen, und natiirlichen Killerzellen, welche

noch ein groBes Entwicklungspotential fir innovative Therapieansdtze besitzen.

Granulozytentrans-
fusionen

Funktion neutrophiler

Granulozyten

Neutrophile Cranulozyten sind
wesentliche Trager der Abwehr
von Bakterien- und Pilzinfektionen.
Die Lebensdauer neutrophiler Cra-
nulozyten ist kurz: Nach einer Ent-
wicklungszeit von 5-7 Tagen im
Knochenmark, befinden sie sich
etwa 7 Stunden in Zirkulation im
peripheren Blut und wandern dann
ins Gewebe und auf Schleimhaut-
oberflachen aus. Dort iilberleben

sie noch etwa 3 Tage in ithrer Funk-

tion zur Infektabwehr. Die tagliche
Neuproduktion bei Erwachsenen
betragt etwa 10" neutrophile Gra-
nulozyten und kann bei Infektionen
auf 10" pro Tag steigen. Der Blut-
pool entspricht mit ca. 5x 10" Zel-
len etwa 50 % der normalen Tages-

produktion.

Granulozyten wandern durch
Chemotaxis an den Ort von Ent-
zindungen und Infektionen. Hier-
fur ist eine komplexe Interaktion
zwischen Oberflachenrezeptoren
der Granulozyten und Gefa3en-
dothelien erforderlich, um die Ad-
hésion, das ,,Rolling” und schlief3-

lich die Diapedese ins Gewebe



zu vermitteln. Durch spezifische
Interaktionen kénnen die Granu-
lozyten Partikel binden und pha-
gozytieren. Die Phagozytose von
Bakterien wird durch Opsonisati-
on (z.B. Bindung von Antikérpern
oder Komplementfaktoren an die
Bakterien) verbessert. Die phago-
zytierten Organismen werden
durch nicht-oxidative Mechanis-
men (Enzyme wie z. B. Elastase,
Proteinase 3, Cathepsine, saure
Phosphatase u. a.) oder oxidative
Mechanismen (z. B. Bildung frei-
er Sauerstoff-Radikale) abgetotet.
Durch Sekretion von Zytokinen
(Interleukin-8 [IL-8], IL-1, IL-6,
Tumor-Nekrose-Faktor) aktivier-
en die Granulozyten weitere an
der Entzindungsreaktion betei-
ligte Zellen (z.B. Makrophagen).
Fir einen therapeutischen Effekt
transfundierter Cranulozyten ist
es zwingend, dass diese komple-
xen Funktionen der Granulozyten
von der Chemotaxis iiber Phago-
zytose bis hin zu den oxidativen
und nicht-oxidativen mikro-biozi-

den Mechanismen intakt bleiben.

Entwicklung der
Granulozytentransfusion

Die Idee einer CGranulozyten-
Therapie bei neutropenischen Pa-
tienten wurde schon seit den 30er

Jahren des letzten Jahrhunderts in

verschiedenen Ansatzen verfolgt.
In den 60er Jahren wurden erste
systematische Studien zur Leuko-
zytentransfusion bei neutropeni-
schen Patienten durchgefiihrt. Die
Indikation einer Granulozytentrans-
fusion ergibt sich besonders bel
Patienten mit schwerer Neutrope-
nie und lebensbedrohlichen Infek-
tionen nach allogener Stammzell-
transplantation oder nach intensi-
ver Chemotherapie wie bei akuten
Leukamien. Trotz Therapie mit An-
tibiotika, Antimykotika und hama-
topoietischen Wachstumsfaktoren
sind Infektionen in der Neutrope-
niephase fir etwa 40 % der Todes-
falle bei diesen Patienten verant-

wortlich.

Allerdings enthielten die bis
Ende der 80er Jahre verfigbaren
Granulozytenpraparate nur etwa
2-3x10'" Zellen. Die transfundier-
ten, markierten Zellen konnten auf
den Schleimhautoberflachen, z. B.
im Mund, nachgewiesen werden,
fihrten jedoch kaum zu einem sig-
nifikanten Anstieg im peripheren
Blut (/). Um die Zahl zirkulierender
Cranulozyten zumindest passager
in den Normbereich anzuheben,
sind mindestens 4-6x 10" Granu-
lozyten erforderlich. Erst durch
verbesserte Vorbehandlung der
Spender mit rekombinantem Gra-
nulozyten-Kolonie stimulierendem

Faktor (G-CSF) und Weiterent-

wicklungen in der Apheresetech-
nik konnte das Blutprodukt Cranu-
lozytenkonzentrat entscheidend
verbessert werden, so dass nun
Dosierungen erreichbar sind, die
beim Empfanger zu einem relevan-
ten Anstieg der Granulozytenzahl
auf >500/pl fihren und einen klini-

schen Effekt erwarten lassen (2).

Granulozytapherese:
Vorbehandlung des Spen-
ders und Durchfiihrung
der Apherese

Nur von Spendern mit einer
durch Vorbehandlung induzierten
neutrophilen Leukozytose kann
mit einer Granulozytapherese eine
therapeutisch ausreichende Dosis
von Granulozyten gewonnen wer-
den. Zur Mobilisierung von neutro-
philen Granulozyten wird derzeit
G-CSF alleine oder in Kombination
mit Corticosteroiden (z. B. Dexamet-
hason) eingesetzt. Die bis in die
90er Jahre noch ibliche alleinige
Gabe von Corticosteroiden ist in-
zwischen obsolet, da die hiermit
induzierbare Granulozytose des
Spenders meist nicht ausreicht, um
ein Praparat mit der angestrebten
Zieldosis zu erhalten (Abbildung 1).
In randomisierten Studien wurde
gezeigt, dass durch die Gabe von
5-10 yg G-CSF pro kg KG (alleine

oder in Kombination mit Corticos-
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Abbildung 1~

Granulozytenzahl im peripheren Blut (pB) von Spendern vor Granulozytenmobilisierung und 12 Stunden nach Vorbehandlung

mit Prednison (40 mg) oder G-CSF (5 pg/kg).

(Daten: Institut fiir Klinische Transfusionsmedizin und Immungenetik Ulm)

teroiden) etwa 12 Stunden vor der
Apherese Praparate mit einem Gra-
nulozytengehalt von 5-7x10'° Zellen
hergestellt werden kénnen (Tabelle
I). Die maximal erreichbare Granu-
lozytenzahl ist mit 5 yg/kg G-CSF
nicht wesentlich niedriger als mit
10 pg/kg G-CSF (3). In einer Ver-
gleichsstudie wurde eine aquiva-
lente Mobilisierung mit entweder 3
ug/kg glycosyliertem G-CSF plus
Dexamethason (8 mg) oder hochdo-
siertem glycosyliertem G-CSF mit
12 pg/kg erreicht (4). Zur besseren
Separation der Granulozyten von
den Erythrozyten und somit Reduk-
tion der Erythrozytenkontamination

des Praparates wird bei der Aphe-

>

Tabelle |

Tellgehalt und Volumen von Granulozytenkonzentraten

g von G-CSF-vorbehandelten Spendern (5 pg/kg KG)

mit dem COBE Spectra Zellseparator und unterschiedlichen
Sedimentationsbeschleunigern (Hydroxyethylstarke; HES)

(Daten: Institut fiir Klinische Transfusionsmedizin und
Immungenetik Ulm)

rese Hydroxyethylstarke (HES)
zugegeben. Hochmolekulare HES
fihrt dabei zu einer deutlich effizi-
enteren Separation und Sedimen-
tation der Erythrozyten als nieder-

molekulare HES (5) (Tabelle 1).

Nach den Hamotherapie-Richtli-
nien der Bundesadrztekammer sind
pro Jahr 4 Granulozytapheresen

erlaubt, wenn Sedimentationsbe-

HES 200.000 (n = 27)

schleuniger eingesetzt werden (6).
Die Durchfihrung an aufeinander
folgenden Tagen ist moglich. Ohne
Sedimentationsbeschleuniger rich-
tet sich die Spendefrequenz nach
dem Erythrozytenverlust, welcher
das Erythrozytenvolumen einer
Vollblutspende nicht iberschreiten

sollte (6).

Es wird eine Zieldosis von mindes-
tens 2 x 10° Granulozyten/kg Emp-
fangergewicht bei Erwachsenen
und 1 x 10° Granulozyten/kg Emp-
fangergewicht bei Neugeborenen
angestrebt (Vamvakas et al., 1996)
(7, 8). Der durchschnittliche Zellge-
halt und das Volumen von Granulo-
zytenprdparaten, welche nach 5 ug/
kg G-CSF-Vorbehandlung der Spen-
der mit nieder- und hochmolekula-
rem HES gewonnen wurden, sind in

Tabelle 1 dargestellt.

50 45 2 S0k Leukozyten = 50 % Tagesumsatz
EESN < 10'° Granulozyten (81 + 5 %)

Il £ 04 x (0" Thrombozyten

adr 25 17 mal Erythrozyten

2522 2l Plasma

HES 400.000 (n = 25)

EEE0c x 10° Leukozyten

58 + 20 x 10" Granulozyten (79 + 3%)

16 £ 04 x 10" Thrombozyten

28 == 120l Erythrozyten

BOOENGINm| Plasma verteilt auf 2 Portionen




Beil repetitiven taglichen Gaben
von G-CSF (5 pyg/kg, 12 Stunden
vor Apherese) uiber 5 Tage und
taglichen Granulozytapheresen
konnte ein kontinuierlicher An-
stieg der Gesamtleukozytenzahl
sowie der Granulozytenausbeute
verzeichnet werden (4,9 x 10*°
Granulozyten im Apheresat am

Tag 1 und 6,7 x 10'° am Tag 5) (9).

Granulozyten sollten von Anti-
CMYV negativen Spendern gewon-
nen werden, da auch beil gesunden
positiven Spendern in einem Teil
der Leukozyten Cytomegalieviren
nachweisbar sind und somit fir
die meist immunkompromittierten
Empfanger ein hohes Risiko einer
Infektionsubertragung besteht
(10). Die Notwendigkeit einer aus-
schlieBlichen Gewinnung der Gra-
nulozytenkonzentrate von CMV-
negativen Spendern wird in einer
neueren Studie hinterfragt (11, 12).
Die Empfangersituation und die
hohe Kontamination mit Lymphozy-
ten erfordern grundsatzlich eine
Bestrahlung der Granulozytenpra-
parate mit 30 Gy zur Prophylaxe
einer transfusionsassoziierten

Spender-gegen-Wirt-Reaktion (6).

Die Kryokonservierung von
Cranulozyten mit ausreichender
Viabilitat nach Auftauen ist mit den
derzeit zur Verfigung stehenden

Methoden nicht méglich. Es wird
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Abbildung 2 ~

Verlauf der Granulozytenzahl im peripheren Blut bei einem Patienten mit Osteopetrose (oben) und AML (unten),
welche in Neutropenie nach allogener peripherer Blutstammzelltransplantation (PBSCT) Transfusion von
,Split“-Granulozytenpraparaten ([ ])aus jeweils einer Granulozytapherese erhielten.

empfohlen, Granulozytenprapa-
rate unmittelbar nach Herstellung
und Freigabe zu transfundieren.
Die Hamotherapie-Richtlinien ge-
ben eine Lagerungsdauer von ma-
ximal 24 Stunden an (6). Neuere
Daten zeigen jedoch, dass eine
Lagerung der Prdparate von G-
CSF +/- Dexamethason-vorbehan-
delten Spendern bei Temperaturen
von +22+2 °C bis 48 h moglich ist,
ohne dass die Granulozytenzahl
im Praparat signifikant abnimmt
(13). Auch das nach Transfusion
erreichbare Inkrement der Granu-
lozyten fallt bei bis zu 24 Stunden
gelagerten Praparaten nicht gerin-

ger aus, so dass insbesondere fur

padiatrische Patienten Doppel-
praparate zur ,,Split-Transfusion”
moglich sind (Abbildung 2). Fur
die verbesserte Lagerfahigkeit
der Cranulozyten ist moglicher-
welse die G-CSF-Vorbehandlung
entscheidend, da G-CSF die Apop-
tose in Granulozyten hemmt. Aller-
dings kommt es bei Préparaten mit
hoher Zellzahl bei zunehmender
Lagerungsdauer zu einem deutli-
chen Abfall des pH-Wertes (pH <6
nach 48 Stunden) und zu einer Zy-
tokinfreisetzung, die zu vermehr-
ten Transfusionsreaktionen fiihren
koénnte (14). Die Konzentration von
IL-6 und TNF andert sich bis zu ei-

ner Lagerungsdauer von 48 Stun-
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den nicht (13, 15). Dagegen kommt
es wahrend der Lagerung zu einem
Anstieg der IL-1p- und vor allem
der IL-8-Konzentration (15). Da IL-
8 zahlreiche Cranulozytenfunktio-
nen (Chemotaxis, Exozytose, ,,Re-
spiratory burst") stimuliert, kénnte
diese Veranderung auch von Vor-
teil sein. Die Lagerung muss bei
+22 12 °C ohne Agitation erfolgen,
da Kalte Adhasionsmolekiile akti-
viert und eine Spontanaggregation
der Granulozyten fordert. Kaltege-
lagerte Granulozytenkonzentrate
zelgen eine geringere Chemotax-
is, hohere Adhésion an Endothel,
geringere Wiederfindungsraten in
der Zirkulation nach Transfusion
und geringere Migration in-vivo
(16, 17). Abbildung 3 zeigt beispiel-
haft Viabilitat und Wiederfindung
von kernhaltigen Zellen in einem
Cranulozyapherese-Praparat nach

24-stundiger Lagerung.

Unerwiinschte
Wirkungen bei Vorbe-
handlung der Granulo-
zytenspender

Die Vorbehandlung mit G-CSF
wird von den Spendern in der Do-
sis von 5 pg/kg meistens gut tole-
riert. Es kann zu unerwinschten
Arzneimittelwirkungen des G-CSF
mit Knochen- und Kopfschmerzen

kommen, insbesondere wenn G-

Lagerung
2 Stunden/+22°C
Viabilitit 99 %

Lagerung
24 Stunden/+22°C
Viabilitit 94 %

. frisch 28/9/99.003 _ 24h RT.004

- 0,5% - 55%
E = E =
2 99.5% 2 '94,5%

T e 1 e T e e

(D45 FICT (D45 FICT
NC-Recovery 100 %
LEU LEU
* *

50 100 200 300 400 fL

50 100 200 300 400 fL

Apherese mit COBE Spectra 4 Std./252 ml/5,7 x 10'°NC

Abbildung 3 ~

Viabilitét (gemessen mit Propidium-lodid-Farbung in Verbindung mit Doppelmarkierung mit (D45) und Wiederfindung
kernhaltiger Zellen in Granulozytenkonzentraten nach 2 und 24 Stunden Lagerung bei +22 °C ohne Agitation.

CSF wegen konsekutiven Aphere-
sen uber mehrere Tage fortgesetzt
wird (18). Bei hoherer Dosis von
G-CSF (10 pg/kg) bestand in einer
klinischen Studie ein Trend zu hau-
figerer und starkerer Myalgie so-
wie Arthralgie (3) (ausfuhrlichere
Darstellung der G-CSF-Nebenwir-
kungen im Beitrag ,,Hamatopoieti-
sche Stammgzelltransplantation”,

hamotherapie 3/2004) (19).

Der Zusatz von HES bei der Aphe-
rese kann Juckreiz verursachen.
Diese dosisabhangige Nebenwir-
kung ist einer der Grinde fir die
Beschrankung der maximal zulés-
sigen Zahl von 4 Granulozytaphe-
resen pro Jahr bei Einsatz von Se-

dimentationsbeschleunigern (6).

In einer multizentrischen Studie
der DCTI erklérten 85 % der 183
befragten Spendern, dass sie er-
neut Granulozyten spenden wiir-
den (18). Nachuntersuchungen (2-4
Wochen und 2 Jahre nach Granulo-
zytapherese) erbrachten keinen
Hinweis auf spate, G-CSF-beding-

te, unerwunschte Wirkungen (18).

Unerwiinschte
Wirkungen bei Anwen-
dung der Granulozyten-
konzentrate

Die Vertraglichkeit von Granulo-
zytentransfusionen war in neuer-
en Studien sehr gut. Etwa 75-80 %

der Empfanger zeigten auch bei



mehreren Transfusionen keine un-
erwlnschten Wirkungen. Eine rou-
tinemalige Pramedikation wird
daher nicht empfohlen. Bei den un-
erwilnschten Wirkungen handelte
es sich vor allem um Fieber, Schiit-
telfrost und Exanthem, deren Inzi-
denz und Schweregrad durch lang-
same Transfusionsgeschwindigkeit
(1x 10" Cranulozyten pro Stunde)
reduziert werden kann. Pulmonale
Komplikationen waren dagegen
selten, wurden in friheren Jahren
jedoch insbesondere in Kombinati-
on mit Amphotericin B beschrieben

(20).

Ursache fiir die niedrigere Neben-
wirkungsrate konnte die veranderte
Expression von Membranglykopro-
teinen auf Granulozyten von G-CSF
vorbehandelten Spendern sein. Die
G-CSF-Mobilisation scheint die kli-
nische Wirksamkeit durch Steige-
rung der Chemotaxis, Phagozytose
und Bakterizidie zu verbessern, die
Halbwertszeit der Granulozyten zu
verdoppeln und die Alloimmunisie-
rungsrate nach Granulozytentrans-
fusion zu senken (2/). Insbesondere
die L-Selektin Expression ist durch
die G-CSF-Vorbehandlung deutlich

vermindert (22).

Eine Alloimmunisierung tritt
bei etwa 25 % der Patienten auf,
wenn Cranulozytentransfusionen

nach starker Immunsuppression

gegeben wurden (z. B. Stamm-
zelltransplantation, intensive Che-
motherapie). Etwa ein Viertel die-
ser Patienten entwickelte Anti-HLA-
Antikérper und/oder Antikérper
gegen humane neutrophile Anti-
gene (HNA) (18). Hohere Alloim-
munisierungsraten mit bis zu 78 %
wurden bei Patienten mit aplasti-
scher Andmie oder kongenitalen
Granulozytenfunktionsdefekten
(chronische CGranulomatose) be-
richtet (23). Neben der ABO- und
Rhesus-Kompatibilitat wegen des
relevanten Erythrozytenanteils der
Praparate sollte deshalb bei Gra-
nulozytentransfusionen zusatzlich
eine HLA-Kompatibilitat angestrebt
und zumindest bei Transfusionsre-
aktionen eine Cranulozytenkreuz-
probe mit Agglutinations- (GAT)
oder Immunfluoreszenztest (GIFT)

erfolgen.

Klinische Wirkung der
Granulozytentransfusion

Strauss hat 1995 insgesamt 32
Studien mit Granulozytentransfu-
sionen bei neutropenischen Pati-
enten analysiert. 62 % der Patien-
ten mit bakterieller Sepsis und
83 % der Patienten mit lokalisierten
bakteriellen Infektionen haben auf
die Therapie angesprochen. Aller-
dings fand sich bei 71 % der Patien-

ten mit invasiven Pilzinfektionen

kein Erfolg. Diese friheren Berich-
te bezogen sich jedoch vielfach auf
kleine Fallzahlen mit Heterogeni-
tat in Bezug auf Grunderkrankung
und begleitender antimikrobieller
Therapie. Vor allem aber lag die
Granulozytenzahl weit unter den

heute geforderten Zellzahlen.

Durch mehrere Studien ist belegt,
dass durch die Transfusion ausrei-
chend hoher Granulozytenzahlen
(Empfehlung > 2x 10%/kg KG) ein
vorubergehender Anstieg der Cra-
nuloyztenzahl in den Normbereich
erreicht werden kann (24). Dies
fihrte in den neueren Studien zu
vielversprechenden Ergebnissen,
auch bei Patienten mit langdauern-
der Neutropenie und schweren
bakteriellen Infektionen oder Pilz-
infektionen, die unter anti-infektio-
ser Therapie progredient waren.
Trotz dieser ungunstigen Ausgangs-
bedingungen wurden durch Cra-
nulozytentransfusionen bei diesen
Patienten Ansprechraten von 40
bis 70 % erreicht (siehe Tabelle 2)
(24-32).

Indikationen fiir Granulo-

zytentransfusionen

Aufgrund der kleinen Fallzahlen
und fehlender Vergleichsgruppen
in den Studien kann die Wertigkeit

der Cranulozytentransfusion der-
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Tabelle 2

Klinische Studien

mit G-CSF = Dexa-
methason-mobilisierten
Granulozyten bei
Patienten mit
Neutropenie

zeit nicht definitiv beurteilt werden.
Es besteht in der Literatur Konsens,
dass eine Indikation in folgenden

Situationen gegeben sein kann:

|I. Therapeutische Granulozyten-
transfusion bei Patienten mit

> lebensbedrohlichen Infektionen
(pulmonale Infiltrate, Weichteil-
infektionen wie nekrotisierente
Fasziitis, neutropenische Typhli-
tls, gramnegative Sepsis) und

> Resistenz auf anti-mikrobielle
Therapie und

> schwerer Neutropenie
(<0.2-0.5% 10%/ul) und

> voraussichtlich weiterer Neutro-
penie-Dauer von zumindest 5
Tagen.

(24-32)

2. Prophylaktische Granulozyten-
transfusion bei Patienten mit

> invasiver pulmonaler Asper-

gillose in der Anamnese und
> erneuter intensiver Therapie
(Hochdosis-Chemotherapie;
Stammezelltransplantation) mit
schwerer Neutropenie von
mindestens 10 Tagen.

(33)

Eine besondere Situation ist die
neonatale Sepsis. Auch hier sind
die Daten insgesamt aufgrund klei-
ner Fallzahlen inkonklusiv, aber
einzelne Berichte sprechen fir ei-
nen Vorteil von Cranulozytentrans-
fusion im Vergleich zur Immunglo-

bulin-Therapie (31).

Auch bei der seltenen septisch-
en Granulomatose, einer angebo-
renen Storung der Sauerstoffradi-
kalbildung in den Cranulozyten,
wurde beschrieben, dass durch
Granulozytentransfusionen schwe-

re infektidse Komplikationen be-

herrscht werden konnten (34)

(siehe auch Abbildung 4).

BAusblick

Die G-CSF-Mobilisation der
Cranulozytenspender hat zu einer
quantitativen und qualitativen Ver-
besserung der Cranulozytentrans-
fusion gefiihrt. Die neueren klini-
schen Daten sind deshalb vielver-
sprechend und weisen darauf hin,
dass die Granulozytendosis ein
wichtiger Faktor fur die Wirksam-
keit von Granulozytentransfusio-
nen ist. Es fehlen allerdings pros-
pektive randomisierte Studien mit
groBer Fallzahl, um die Indikation
und die optimale Granulozyten-
gabe zu definieren. In klinischen
Studien muss die Wirksamkeit
bei verschiedenen Indikationen

(prophylaktische/therapeutische

Patienten = Granulozyten- Granulozyten Ansprechen Literatur
Transfusionen pro Transfusion  (n/n Patienten)
(Anzahl) (Anzahl)
30 301 05 x 10°/kg KG 21/30 Uberleben Peters et al,, 1999
19/30 Kontrolle der Infektion
19 |65 82 +23x 107+ 8/1'1 Besserung der invasiven bakteriellen
Infektion oder Pilzinfektion Price et al,, 2000
B 70 31 x 107 9/15 Infektionsepisoden Besserung oder
Uberwindung der Infektion Cesaro et al., 2001
25 55 66 x 107 10/25 Insgesamt Besserung der
4/16 bakteriellen Infektion
6/9 Pilzinfektionen Lee et al, 2001
B9, 120 82 x |07 s 19/32 Ansprechen der Infektion Lee et al, 2004

* Mittelwert +/- Standardabweichung

#* Leukozytenzahl (mit ca. 90-95 % Granulozyten); Median

K Mittelwert



vor

nach

Gabe; Bakterien-/ Pilzinfektionen)
weiter evaluiert werden. Wichtig ist
dabei auch, pradiktive Faktoren fir
das Ansprechen auf die Therapie
zu entwickeln. Die kiirzlich berich-
tete Beobachtung, dass die szinti-
graphisch nachgewiesene Anrei-
cherung von 99mTc-HMPAO-mar-
kierten Granulozyten in Pilzinfek-
tionsherden mit dem Ansprechen
korreliert, bietet hierzu einen inter-

essanten Ansatz (35).

Spenderlympho-
zyteninfusion

Entwicklung der
Spenderlymphozyten-
Therapie

Spenderlymphozyten (,,Donor
Lymphocyte Infusions"; DLI), 1. e.

< Abbildung 4
Leberabszesse vor und nach Granulozytentransfusionen bei
einem Patienten mit septischer Granulomatose

Lymphozyten des Stammzellspen-
ders fur den Transplantatempfanger,
spielen in der modernen Stammzell-
transplantationsmedizin hamato-/
onkologischer Patienten eine zu-
nehmend wichtigere Rolle. Spen-
derlymphozyteninfusionen kénnen
eine effektive Transplantat-gegen-
Leukédmie bzw. Tumor (,,graft-ver-
sus-leukemia"; GvL) Reaktion ver-
mitteln, die zu einer lang anhalten-
den Vollremission fithrt, aber auch
eine Transplantat-gegen-Wirt-Re-
aktion (, graft-versus-host disease"’;

GvHD) hervorrufen.

1990 berichteten Kolb et al. (36)
erstmalig iiber die klinische An-
wendung von DLI zur Behandlung
von Rezidiven der chronischen my-
eloischen Leukamie (CML) nach
hamatopoetischer Stammzelltrans-
plantation. Seitdem sind Spender-
lymphozyten fester Bestandteil
vieler allogener hamatopoetischer
Progenitorzell-Transplantations-
protokolle (37, 38). In den letzten
Jahren sind Therapiekonzepte mit
reduzierter, nicht myeloablativer
Konditionierung des Patienten ent-
wickelt worden, welche vor allem
auf einer Immunsuppression des
Empfangers basieren, ohne re-
siduelle Tumorzellen zwingend
beseitigen zu wollen (39). Durch
dieses Konzept wird eine lang dau-
ernde Aplasie vermieden, die Re-

konstitution der Hamatopoiese er-

leichtert und die Eradikation der
restlichen malignen Zellen den
transplantierten oder in Form von
Spenderlymphozyteninfusionen
applizierten Lymphozyten tiber-
lassen. Die damit verbundene Ri-
sikoreduktion macht die allogene
Stammazelltransplantation inzwi-
schen auch fur altere Patienten zu-

ganglich.

Spenderlymphozyten:
Gewinnung durch Voll-
blutspende oder Apherese

Grundsatzlich bestehen zwei
Moglichkeiten Spenderlymphozy-

ten zu gewinnen:

I. durch Isolation der in
einer Vollblutspende (500 ml)
enthaltenen Leukozyten (Buffy
coat) oder

2. durch eine selektive
Anreicherung mononuklearer
Leukozyten aus dem zirkulie-
renden Blut durch eine Leuko-

zytapherese.

Der Vorteil der Vollblutspende
liegt in der Einfachheit der Entnah-
me und dem geringen Aufwand
und Spenderrisiko. Allerdings ist
die Menge der therapeutisch ver-
figbaren Lymphozyten bei diesem
Entnahmemodus sehr begrenzt,

da technisch bedingt nur ca. 60 %

Ng
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der in den 500 ml Vollblut vor-
handenen Leukozyten separiert
werden konnen. Wegen der gro-
Ben Menge an Granulozyten und
Erythrozyten im Buffy coat ist zur
Herstellung eines Lymphozyten-
konzentrates ein weiterer Aufreini-
gungsschritt (z. B. mit einem Dich-
tegradienten) erforderlich, der in
einem GMP-gerechten Reinraum
durchgefiithrt werden muss. Aus
500 ml Vollblut eines Spenders mit
Leukozyten von z. B. 5 G/l und 30 %
Lymphozyten kénnen etwa 1-2 x 10°
CD3" T-Zellen gewonnen werden.
Fur DLI-Therapieansatze mit Dosis-
eskalation ist diese Menge bei Er-

wachsenen unzureichend.

Bei der Leukozytapherese kann
direkt eine angereicherte Lympho-
zytenpopulation aus dem zirkulie-
renden Blut des Spenders entnom-
men werden (Abbildung 5 und 6).
Hierbei wird etwa das 1,5-2fache
des Gesamtblutvolumens des
Spenders uber einen geeigneten
Zellseparator prozessiert, so dass
nach ca. 180 Minuten ein GMP-
gerecht hergestelltes Praparat mit
0,5 bis 1,5 x 10'° Leukozyten vor-
liegt. Bei adaquater Einstellung
des Verfahrens enthalt ein solches
Praparat (Abbildung 7) zwischen
50-65% CD3" T-Lymphozyten,
etwa 10-13 % CD19" B-Lymphozy-
ten, ca. 8-12 % CD56" NK-Zellen,
10-25 % Monozyten und nur 1-4 %

Cranulozyten sowie einen Erythro- Bei diesen Praparaten ist ohne
zytenanteil von 0,2-2 % HK (Abbil-

dung 8).

weitere Manipulation direkt eine

therapiegerechte Portionierung

\ Leukozyten 52 G/l
‘ Hamatokrit 40,0 %
‘ Thrombozyten 263 G/l
I
P | Neutrophile 71,8 %
ks | Lymphozyten 19,5 %
| Monozyten 6,2 %
/ | Eosinophile 1,5 %
; A j Basophile [,0 %
Complexity Mono-Poly
Abbildung 5 ~
Blutbild eines gesunden Lymphozytenspenders vor Apherese
‘ Leukozyten 74 Gl
‘ Hamatokrit 370 %
‘ Thrombozyten 233 G/I
I
@ | Neutrophile 82,0 %
= | Lymphozyten 14,0 %
| Monozyten 29 %
| Eosinophile 03 %
‘ . i Basophile 08 %
Complexity Mono-Poly
Abbildung 6 ~
Blutbild des selben Lymphozytenspenders nach Apherese
Leukozyten 60,1 G/I
Hamatokrit 0,7 %
Thrombozyten 1255 G/l
o Neutrophile 09 %
s Lymphozyten 71,8 %
Monozyten 249 %
Eosinophile 00 %
: Basophile 24 %
Complexity Mono-Poly
Abbildung 7~

Histogramm und zellulére Zusammensetzung des DL-Apheresepraparates des selben Zellspenders.
Auffallig ist die fast reine mononukleare Population im rechten Histogramm bei nahezu vollstindiger
Abreicherung granulozytarer Zellen im Vergleich zu den Blutbildern in Abbildung 4 und 5.



Abbildung 8 >
Tellulire Zusammensetzung von DL-Apheresepraparaten

und Kryokonservierung moglich,
es sei denn, dass Lymphozyten-
Subpopulationen mit z. B. Immun-
magnetverfahren an- oder abge-
reichert werden sollen. Dank des
geringen Cranulozytengehaltes
liegt die Viabilitat solcher Prapa-
rate nach Kryokonservierung zwi-
schen 89 und 97 % bel einer Wie-
derfindungsrate von 92 bis 97 %.
Ein DLI-Apheresepraparat deckt
meist vollstandig den Bedarf einer
kompletten Spenderlymphozyten-
therapie ab, die oftmals in halblo-
garithmischen Schritten eskalie-
rend von 1x10° bis 1x10° CD3"*
T-Zellen/kg KG des Empfangers

geplant ist.

Unerwiinschte
Wirkungen beim
Lymphozytenspender

Inzwischen werden tber 70 %
der Spenden allogener hamato-
poietischer Stammzellen durch
Apheresen und nicht durch Kno-
chenmarkentnahmen gewonnen.
Die meisten DLI-Spender kennen
somit das Verfahren der Zytaphe-
rese bereits aus eigener Erfah-
rung. Eine G-CSF Mobilisation wie
bei der Stammzellspende ist nicht
erforderlich, so dass die Spenderi-
siken denen anderer unstimulierter
Apheresen wie z. B. der Thrombo-

zytapherese entsprechen und sich

Zellen in einem
Spenderlymphozyten-Apheresepraparat

8 9 (WO

Monozyten
10-25%

(D3* Lymphozyten
50-65%

vorwiegend auf zitratbedingte,
passagere Elektrolytverschiebun-
gen und den Lymphozytenverlust
begrenzen. Bis auf eine leichte
Reduktion der Thrombozyten um
ca. 20 % entspricht das Blutbild nach
Apherese weitestgehend dem Aus-
gangsbefund (Abbildung 5 und 6),
obwohl ca. 8 x 10° Lymphozyten
bei einer DLI-Apherese entnommen
werden. Bei einem hypothetischen
Gesamtblutvolumen eines Spen-
ders von 51, Leukozyten von 5 G/1
und 30 % Lymphozyten entspre-
chen 8 x 10° Lymphozyten etwa
107 % der zirkulierenden Lympho-
zytenmenge und bedeuten somit
ein vollstandiges Abschopfen aller
zirkulierenden Lymphozyten. Nach
der Apherese sind die Absolutwer-
te fur Leukozyten jedoch praktisch
unverandert und auch die relativen
Werte im Differentialblutbild zei-
gen bis auf eine geringe Reduktion
der Lymphozyten von 2 bis 5 % kei-
ne Veranderungen. Es ist also an-
zunehmen, dass im Rahmen eines
physiologischen FlieBgleichge-
wichts, die entnommenen zirku-
lierenden Lymphozyten durch Re-

zirkulation aus Lymphknoten und

(D19* Lymphozyten
10-13 %

..:£ )

(D56* Lymphozyten
8-12%

Granulozyten
1-4%

Milz ersetzt werden. Es gibt bis-
her klinisch keine Hinweise auf
eine kurzfristige oder chronische
Beeintrachtigung der Immunitét
des Lymphozytenspenders. Aller-
dings liegen bislang auch keine
systematischen Untersuchungen
zu potentiellen Verschiebungen
innerhalb der Lymphozytensub-
populationen nach Lymphozyta-
pherese und deren Reaktionsspek-
trum auf unterschiedliche Stimuli
vor. Deshalb sollten Lymphozyt-
apheresespenden vorerst nur ein-
mal bzw. nur nach langen, klinisch
unauffalligen Intervallen erfolgen.
Entsprechende umfassende klini-
sche und labortechnische Untersu-
chungen des Spenders zum Schutz
des Spenders als auch des Empfan-

gers sind Voraussetzung.

Unerwiinschte
Wirkungen bei der
Anwendung der Spender-
lymphozyten

Bei dem GvL-Effekt handelt es
sich um eine zytotoxische, durch

Spenderlymphozyten vermittelte

Ng
Ng
v
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Reaktion gegen residuelle Emp-
fanger-Tumorzellen. Der Unter-
schied zur GvHD liegt lediglich

in der Zielzelle. Ein GvL-Effekt

ist zwar nicht zwingend mit einer
GvHD verbunden, dennoch ist

bei der Gabe von Spenderlym-
phozyten mit einer begleitenden
GvHD zu rechnen. Der Schwere-
grad dieser unter Umstanden le-
bensbedrohlichen unerwiinschten
Wirkung hangt sowohl von der Men-
ge infundierter T-Zellen, vor allem
der CD8-positiven T-Zellen, als
auch von der Anzahl und Auspra-
gung der HLA-Inkompatibilitaten
zwischen Spender und Empfanger

ab.

Die Wahrscheinlichkeit eine
GvHD zu entwickeln ist beil einem
HLA-identen Familienspender ge-
ringer als bei HLA-identen Fremd-
spendern oder Spendern mit HLA-
Inkompatibilitdten. Um eine schwe-
re GvHD, die mit einer hohen Mor-
talitat assoziiert ist, zu vermeiden,
werden bei Spenderlymphozyten-
gaben je nach Risiko langsam es-
kalierende Dosierungen von 1 x 10°
bis 1 x 10° Lymphozyten pro kg
Empfangergewicht appliziert. Bei
ausgepragten HLA-Inkompatibili-
taten kann als GvHD-Prophylaxe
ggf. auch eine CD8-Depletion der
Praparate durchgefithrt werden,
ohne dass der GvL-Effekt verloren

geht (40).

Klinische Wirkung
der Spenderlymphozyten-
therapie

Die grofBten Erfolge mit DLI wur-
den bisher in der Behandlung von
allogen transplantierten CML-Pati-
enten erzielt. Hierbei lie3en sich bei
beginnenden Rezidiven in 60 bis
80 % der Félle Vollremissionen er-
reichen (41). Auch bei akuter myeloi-
scher Leukamie, multiplem Myelom,
malignem Lymphom, Nierenzellkar-
zinomen und Brustkrebs zeigen DLI
eine Erfolgsrate von ca. 30 bis 40 %
(42). Ein deutlich schlechteres An-
sprechen weisen Patienten mit aku-

ter lymphatischer Leukdmie auf.

Voraussetzung fur die Anwendung
von DLI ist eine begleitende oder
vorherige allogene Transplantation
mit den Stammzellen des Lympho-
zytenspenders, wobei nach Ange-
hen des Transplantats das GvHD-
Risiko abnimmt. Neben der ag-
gressiven und myeloablativen
Konditionierung des Patienten, ist
die Transplantat-gegen-Wirt-Reak-
tion (GvHD) das groBte Risiko fur
den Empfanger einer allogenen

Stammezell-Transplantation (40).

Die T-Zelldepletion des Trans-
plantats stellt die effektivste GvHD-
Prophylaxe dar, ist allerdings auf
Grund des reduzierten GvL-Effek-

tes mit einem hoheren Rezidivrisi-

ko verbunden (Wiesneth/Hale). Die
Moglichkeit periphere Blutstamm-
zelltransplantate primar von T-Zel-
len zu reinigen (43, 70) und zu einem
spdateren Zeitpunkt T-Zellen des
Stammzellspenders bzw. T-Zellsub-
populationen gezielt zu transfundie-
ren, erlaubt eine gestaffelte allogene
Transplantation mit Reduktion der
transplantationsassoziierten Risiken
und Beibehaltung des Craft-versus-
Tumor-Effektes. Abbildung 9 zeigt
ein Beispiel fur eine sequentielle
Transplantation mit primar gemisch-
tem Chimarismus nach Transplanta-
tion und anschlieBend komplettem
Chimadrismus im peripheren Blut

nach zusatzlicher DLI-Gabe.

Indikationen fiir
Spenderlymphozyten-
therapie

Indikationen fir Spenderlympho-
zytentherapie bestehen in folgen-

den Situationen:

I. Therapeutische DLI
bei Patienten mit

> Rerzidiven maligner
hamatologischer Erkran-
kungen nach allogener Blut-
stammzelltransplantation
(insbesondere CML, AML,
Multiples Myelom) (44, 45).

> Residuellen soliden

Tumoren nach allogener
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Gemischter Chimarismus
nach Transplantation
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Kompletter Chimarismus
nach Spenderlymphozyten-
infusion (DLI)

Abbildung 9~

Sequentielle Chimérismus-Analyse nach allogener Blutstammzelltransplantation mit reduzierter Konditionierungsintensitit und an-
schlieBender Lymphozyteninfusion (DLI). Die Analyse der ,Single-Tandem-Repeats” (STR) zeigt, dass bei initialer hamatopoietischer
Rekonstitution nach Transplantation sowohl Spender- als auch Empfangerzellen nachweishar sind (gemischter Chimérismus) und
erst nach DLI-Therapie ein kompletter Chimarismus mit ausschliesslich spender-spezifischen STRs erreicht wurde.

Transplantation und ausge-
schopfter konventioneller
Therapie (z. B. Nierenzell-

karzinom; Brustkrebs) (46, 47).

2. Prophylaktische DLI
bei Patienten mit

> Hohem Rezidivrisiko bei
allogener Transplantation
(AML, CML, Multiples Myelom
(42, 48) und/oder

> Reduzierter, nicht myeloab-
lativer Konditionierung vor

allogener Transplantation

BAusblick

Spenderlymphozyten stellen be-
reits heute einen festen Bestandteil
moderner Therapiekonzepte mit
allogener Blutstammzelltransplan-

tation dar und leisten mit ihrem

,, Craft-versus-Tumor-Effekt" und
der Absicherung des Transplan-
tats einen wesentlichen Beitrag
zum verbesserten Langzeitiberle-
ben dieser Patienten. Immunmag-
netische Selektionsverfahren zur
Gewinnung von Subpopulationen
wie CD4" T-Helferzellen, CD4"/
CD25" regulatorischen T-Zellen
oder CD567/ CD3  natiirlichen Kil-
lerzellen erdffnen ein weites Anwen-
dungsspektrum bis hin zur haploi-
denten Stammzelltransplantation.
Eine vielversprechende Perspekti-
ve stellt die Generierung von Tu-
mor- oder virusspezifischen Zellen,
wie Anti-CMV spezifischen zytotoxi-
schen T-Zellen oder tumorspezifi-
schen Killerzellen dar, die in-vitro
kultiviert und expandiert werden.
Zellen fur solche Vakzinierungs-
strategien kénnten von Spendern

gewonnen, aber auch mit ent-

sprechenden Zellklonen tiber Kul-
turbanken hergestellt werden, wie
das Beispiel der NK-Zelllinie NK-92
zeigt (siehe Abbildung 11).

Natiirliche Killer-
zellen (NK-Zellen)

Funktion von
Natiirlichen Killezx-

zellen

Das Auftreten und die Progres-
sion von malignen Erkrankungen
stehen in einem direkten Zusam-
menhang zur Fahigkeit des kérper-
eigenen Immunsystems Tumorzel-
len zu erkennen und auszuschalten.
Mechanismen, die es Tumorzellen
erlauben, der korpereigenen Im-
munabwehr durch natiirliche Killer-
zellen (NK-Zellen) und andere Im-
munzellen zu entkommen, spielen
eine entscheidende Rolle bei der
Metastasierung und Progression
maligner Erkrankungen (49, 50).
NK-Zellen stellen eine Untergrup-
pe der Lymphozyten dar und bil-
den als Teil des angeborenen Im-
munsystems die ,,erste Welle' der
korpereigenen Immunabwehr ge-
gen virusinfizierte Zellen und Tu-
more. Ihre Zytotoxizitdt ist nicht
MHC-restringiert und NK-Zellen
vermogen ihre Zielzellen spontan

und ohne vorherige Sensibilisie-
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rung durch Antigen-prasentieren-

de Zellen (APC's) zu zerstoren.

NK-Zellen toten die Tumorzellen
- vorrangig durch Freisetzung des
%% Enzyms Perforin, welches die Zell-
; membran der Zielzellen zerstort
.;- und den Zelltod durch die eben-
E falls von NK-Zellen freigesetzte
ﬁ Esterase Cranzym B einleitet.
g Zusatzlich zu diesem direkten
eq lytischen Effekt des Cranzym/
E—
Rezeptor Ligand
Aktivierende
NK-Zellrezeptoren
2B4 CD48
NKp44 Influenza/
nicht bekannt
NKp30 nicht bekannt
NKp46 Influenza/
nicht bekannt
@plic lgG
NKG2D MIC-A, MIC-B
NKp80 nicht bekannt
DNAM CDI112/CDI55
Inhibierende
NK-Zellrezeptoren
2 MIC-A-B,-G
KIR3DL2 MHC-A
KIR3DLI MHC-B
KIR2DL4 MHC-A-B,-G
KIR2DLI,2,3 MHC-C
@poz MHC-C

Tabelle 3 ~

Einige inhibitorische und aktivierende NK-Iellrezeptoren
und ihre Liganden

Perforin-Systems wird eine Abto-
tung der Zielzellen durch Molekiile
der Tumor Nekrose Faktor (TNF)
Familie vermittelt, wie z. B. FAS/
FASL, TRAIL und TNF-alpha (Ab-
bildung 10). Die Aktivitat der NK-
Zelle gegenliber maligne entarte-
ten Zielzellen hangt von verschie-
denen Faktoren ab, wie z. B. der
Bindung der NK-Zelle an die zu
lysierende Zielzelle durch Zellad-
hasionsmolekiile (LFA-1/ICAM-1),
der Regulation der NK-Zellaktivitat
durch eine Vielzahl aktivierender
und inhibierender Rezeptoren (Ta-
belle 3), sowie der Sensitivitat der
Tumorzellen gegeniiber einer Per-
forin und Granzym vermittelten
Lyse (51, 52). Nach der Bindung an
die Zielzelle wird die Aktivitat der
NK-Zellen durch ein fein abgestim-
mtes Gleichgewicht aktivierender
und inhibierender Rezeptoren re-
guliert. MHC Klasse I Molekiile auf
Zielzellen dienen als wichtigste Li-
ganden fir eine groB3e Zahl inhibi-
torischer Rezeptoren, die auf NK-
Zellen klonal exprimiert werden.
Wahrend dieser Mechanismus da-
zu dient, gesundes Gewebe vor ei-
ner Zerstoérung durch die korper-
eigenen NK-Zellen zu schiitzen,
fuhrt eine Hochregulation bestimm-
ter MHC Klasse I Molekiile unter
Umstanden dazu, dass Tumorzel-
len der Immunabwehr durch NK-
Zellen entkommen kénnen. So

konnte z. B. fur das monomorphe

HLA-G Molekill gezeigt werden,
dass dessen Expression auf sonst
fur eine Lyse empfanglichen Ziel-
zellen zu einer Resistenz gegen-
uber NK-Zellen fihrt (53, 54). Im
Gegensatz dazu fithrt ein Mismatch
im HLA-C Locus bei haploidenter
Stammezelltransplantation zu einer
lang anhaltenden Remission der
Leukdmie, was auf einen durch NK-
Zellen vermittelten GvL-Effekt zu-

ruckgefuhrt wird (55).

Gewinnung und
Isolation von natiirlichen

Killerzellen

Im Gegensatz zu Therapiean-
satzen mit T-Killerzellen bedurfen
NK-Zellen keiner Sensibilisierung
gegen spezifische Antigene durch
APC’s wie z. B. dendritische Zel-
len. Wie sich von ihrem Namen ab-
leiten lasst, ist ihnen ihre Aktivitat
gegen virusinfizierte und maligne
entartete Zellen ,natiirlich” gege-
ben. Die Aktivitat von NK-Zellen
hangt allerdings von verschiede-
nen Zytokinen ab, wobel insbeson-
dere das Interleukin-2 eine wichti-
ge Rolle spielt (56, 57). In frihen
klinischen Studien wurden NK-Zel-
len auch als Lymphokin-aktivierte
Killerzellen (LAK) bezeichnet. Dies
leitet sich davon ab, dass NK-Zel-
len typischerweise aus dem peri-

pheren Blut isoliert wurden, indem



Die Rolle der natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen) im Immunsystem

(D8* T-Zelle (CTL)

Ag Prisentation

O

IFN-y

Hilfe bei der
Bildung von (TL

|
O

(D4* T-Zelle
(T-Helfer Zelle)

man mononukleare Zellen unter
Zugabe von hohen Konzentrationen
Interleukin-2 (IL-2) expandiert hat.
Heute weil3 man, dass die Mehrzahl
(> 90%) der unter diesen Bedingun-
gen expandierten Lymphozyten
polyklonale T-Zellpopulationen dar-
stellten und nur zu einem sehr ge-
ringen Teil aktivierte NK-Zellen
enthielten. Die klinische Anwen-
dung von LAK Zellen mit einem
hohen Gehalt an autologen T-Lym-
phozyten macht nach dem heutigen
Kenntnisstand keinen Sinn, weil
T-Lymphozyten ihre Wirkung nur
nach vorheriger Sensibilisierung
durch APC's entfalten kénnen. Fir
eine allogene Anwendung sind
LAK-Zellen grundsatzlich nicht ge-
eignet, weil T-Lymphozyten im Ge-
gensatz zu NK-Zellen alloreaktiv
sind und zur Ausbildung einer fur
den Patienten lebensgefahrlichen

GvH-Reaktion fihren wirden. In

Dendritische Zelle Aufnahme von Tumor-Ag und Bildung Tumor-Zellen
der Ag-spezifischen Immunantwort
8] oo
M
g S L () o -
NK-Zelle “wess-hgm ! o
\m\\\““"‘\‘w\“ O O
O o ©
/ Reifung
O\ G -
(O e ey M o
NKIL1* T-Zelle B-Zelle — Anti-Tumor Ak Dendritische Zelle
(NKT-Zelle)
Abbildung 10 ~

Die Abbildung zeigt ein hypothetisches Schema iiber die potentielle Rolle von NK-Zellen in der Immunabwehr von

Tumoren und die Interaktion mit K

den letzten Jahren ist man daher
dazu ubergegangen, NK-Zellen
durch immunmagnetische Verfah-
ren zu isolieren. Ausgangspunkt fur
eine solche Isolation von NK-Zellen
sind mononukledre Zellpraparate,
die durch Apherese gewonnen wer-
den. Da NK-Zellen und T-Lympho-
zyten gemeinsame Vorlduferzellen
haben und man sicherstellen méch-
te, dass bei der anschlieBenden
Aktivierung und Expansion der NK-
Zellen mit IL-2 keine T-Lymphozy-
ten die Zellkultur uberwachsen,
hat es sich als niitzlich erwiesen,
der Isolation von NK-Zellen durch
CDb56-sperzifische, immunmagne-
tisch gekoppelte Antikdrper eine
Depletion der CD3-positiven T-
Lymphozyten vorzuschalten. Auf
diese Weise erhalt man eine relativ
reine Population von CD3-negati-

ven/CD56-positiven NK-Zellen (58).

des | ystems

g

Klinische Wirkung von

natiirlichen Killerzellen:

Verschiedene Studien untersuch-
ten die Wirkung von NK-Zellen bei
boésartigen Erkrankungen durch
entweder endogene Aktivierung
der patienteneigenen NK-Zellen
durch Administration von z. B. In-
terleukin-2 oder durch Rekonsti-
tution der NK-Zellantwort durch
adoptiven Transfer von ex-vivo ex-
pandierten autologen (59-62) oder
allogenen (58, 63, 64) NK-Zellen. Die
Sicherheit und Effizienz einer NK-
Zelltherapie wurde hierbei bei so-
liden Tumoren (60-63) und bei ha-
matologischen Erkrankungen (58,
64) untersucht. Bei der Behandlung
von Leukdmien wurden NK-Zellen
in Kombination mit einer Hochdo-
sis-Chemotherapie eingesetzt, um
einen GvL-Effekt zu verstarken,

ohne eine potentiell lebensgefahr-
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liche GvH-Erkrankung zu indu-
zieren, welche vorrangig durch
alloreaktive T-Lymphozyten ver-
mittelt wird. Wahrend sich die sys-
temische Applikation von IL-2 in
den Dosierungen, welche fiir eine
immunstimulatorische Wirkung
am Tumor benoétigt werden, als
wenig tolerabel herausgestellt hat
(62), fihrte die wiederholte i.v.
Applikation von bis zu 10" NK-Zel-
len zu keinen Nebenwirkungen
und wurde von den Patienten gut
toleriert (63). Allerdings liel3 sich
nur bei einigen Patienten ein thera-

peutischer Teilerfolg erzielen (65).

Einen neuen Aufwind hat die
Therapie maligner Erkrankungen
mit NK-Zellen durch Beobachtun-
gen erfahren, die darauf hinwei-
sen, dass die Fahigkeit von Leuka-
miezellen einer Immunantwort
durch NK-Zellen zu entkommen,

zu der schlechten Prognose be-

<
Abbildung 11

Konzept einer, vom Immunstatus des
Patienten unabhangigen, Immuntherapie
mit NK-92

NK-92 sind eine immortalisierte NK-Zelllinie,

die vom Immunstatus des Patienten unabhingig, im

Sinne einer passiven Immuntherapie intravends verabreicht
werden kann. Zur Expansion von therapeutischen NK-92
Dosierungen, wird eine Charge einer unter GMP-Bedingungen
hergestellten Masterzellbank aufgetaut und die Zellen in bis
2u 20 L Kulturen expandiert.

Vor einer Anwendung werden die Zellen durch

Tentrifugation auf ein Volumen von 300 ml eingeengt

und mit 10 Gy bestrahlt. Hierdurch wird eine Proliferation
der Zellen im Patienten verhindert. Die ellen sind bei einer
Bestrahlung von 0 Gy noch bis zu 72 h aktiv. Die Testung
zur Freigabe der Praparate umfasst Untersuchungen zur
Tellzahl, Funktion der NK-Zellen und die Untersuchung auf
kontaminierende Pathogene (Bakterien/Mykoplasmen)

stimmter Leukamien beitragt. So
zeigte eine retrospektive Studie
bei Patienten, die zur Behandlung
ihrer akuten myeloischen Leuka-
mie (AML) ein Stammzelltrans-
plantat eines Spenders mit einem
,Missmatch" im HLA-C Locus er-
halten haben, eine lang anhalten-
de Remission ihrer Grunderkran-
kung. Bei NK-sensitiven Leukdmien,
wie z.B. der AML, kénnte der ad-
optive Transfer von NK-Zellen des
Stammzellspenders daher einen
potenten antileukamischen Effekt
vermitteln (55). Insbesondere im
Rahmen von haploidenten Trans-
plantationen, bei denen Spender-
lymphozyten wegen der Gefahr
einer GvH-Reaktion nicht angewen-
det werden kénnen, wurden daher
mehrere klinische Studien initilert,
die die Sicherheit und Effizienz ei-
ner Immuntherapie immunmag-
netisch isolierter, CD3-negativer
NK-Zellen untersuchen (58, 64). Es
bleibt abzuwarten, ob die vorteil-
hafte Prognose der transplantier-
ten AML Patienten mit einem HLA-
C Mismatch in klinisch effiziente
Zelltherapien unter der Verwen-

dung von NK-Zellen miindet.

Klonale NK-Zelllinien zur
adoptiven Immuntherapie

Da die Aktivitat von NK-Zellen

zwar durch MHC Klasse [ reguliert,

Fortsetzung auf Seite 19 >>



Harnblasenkarzinom

Natiirliche Killerzellen

aber ihre Antwort nicht MHC rest-
ringiert ist, lassen sich NK-Zellen
potentiell auch ohne besondere
Bertcksichtigung des HLA-Phano-
typs eines Patienten ungerichtet
einsetzen. Vor diesem Hintergrund
waren NK-Zelllinien geeignet, eine
in Bezug auf den Patienten unge-
richtete Zelltherapie zu ermogli-
chen. Zudem braucht man nicht auf
die patienteneigenen NK-Zellen zu-
rickgreifen, die durch die immun-
suppressiven Behandlungen der
Grunderkrankung, wie z. B. Be-
strahlung und Chemotherapie, oft-
mals in ihrer Funktion stark einge-
schrankt sind. Idealerweise wiirden
sich fur derartige Zelltherapien
NK-Zelllinien anbieten, weil diese
eine standardisierte und zentrali-
sierte Herstellung des Zellprapara-
tes erlauben wirden (Abbildung
11). Bisher konnten jedoch nur we-
nige NK-Zelllinien von Patienten
mit Lymphomen der NK-Zellreihe
als stabile Zellkultur etabliert wer-
den und diese unterscheiden sich

stark in ihrer noch erhaltenen zy-

<
Abbildung 12

In-vitro Aufnahme von NK-Zellen, die ein Spheroid eines Harnblasenkarzinoms (RT-Zelllinie) umlagern, um es anschlieBend zu zerstdren.

(Aufnahme: Dr. W. Glinke, Universitatsklinikum Frankfurt am Main)

totoxischen Aktivitat gegentber
virusinfizierten und maligne entar-
teten Zellen (66, 67). Fur zellthera-
peutische Anwendungen erscheint
die Zelllinie NK-92 besonders ge-
eignet, da sie eine hohe Aktivitat
gegen eine Reihe solider (Harnbla-
senkarzinom, malignes Melanom)
und hamatologischer (AML, Lym-
phome) Tumore aufweist. NK-92-
Zellen wurden in den letzten Jah-
ren systematisch fiir eine klinische
Anwendung weiterentwickelt und
stellen die einzige NK-Zelllinie
dar, welche derzeit in klinischen
Studien Anwendung findet (68).
Der Mechanismus, der es NK-92-
Zellen erlaubt, maligne entartete
Zellen effektiv zu erkennen und ab-
zutdten ohne allogenes, gesundes
Gewebe oder Zellen anzugreifen,
ist nicht bekannt. Man nimmt je-
doch an, dass der besondere Phé-
notyp von NK-92-Zellen zu diesen
Eigenschaften beitragt. So weisen
NK-92-Zellen zwar eine hohe Dich-
te aktivierender NK-Zellrezeptoren
aufihrer Oberflache auf, die meis-
ten inhibierenden Rezeptoren wer-

den jedoch nicht exprimiert.

Ausblick

In ersten klinischen Studien ha-
ben sich wiederholte Gaben von
bis zu 10" NK-92-Zellen als iiber-

aus vertraglich erwiesen und fuhr-

ten bei den behandelten Patienten
zu keinerlei Nebenwirkungen. In
diesen derzeit noch laufenden Pha-
se I Studien wurden nur Patienten
mit fortgeschrittenen Tumoren ein-
geschlossen, dennoch lie3 sich die
Progredienz der Erkrankung teil-
weise aufhalten. Die NK-92-Zelle
stellt auch eine ideale Plattform fur
eine zielgerichtete NK-Zellthera-
pie im Sinne eines , Retargetings”
durch Expression tumorspezifi-
scher chiméarer Antigenrezeptoren
dar. Die Expression von chiméaren
Antigenrezeptoren in NK-Zellen
fihrt zu einer effizienten Zytolyse
NK-resistenter Tumorzellen (69).
Die genetische Manipulation der
NK-Zelllinie NK-92 ermdglicht eine
effektive Kombination zellularer
und antikorperbasierter Tumorthe-
rapien unter Erhalt der Vorteile,
die eine —in Bezug auf den Patien-
ten ungerichtete — Herstellung, Ge-
winnung und Anwendung im Sinne
eines Fertigarzneimittels mit sich

bringt.

Die Literaturhinweise finden Sie im
Internet zum Download
www.drk.de/blutspende

»
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