
Stammzelltransplanta,on	und	Gentherapie	bei	PID	-	
Wo	stehen	wir	heute	?	

Sujal	Ghosh	



Therapie	von	Immundefekten	

Primärer	Immundefekte	=		~300	Generkrankungen		

In	erster	Linie,	z.B.	bei	An>körpermangelsyndromen	

Immunglobulin	Subs8tu8on	

An8bio8ka-Prophylaxe	



Therapie	von	Immundefekten	

!	Kein	kura8ver	Ansatz	–	entweder		
	

	à	Defekt	schleicht	sich	aus:	Infekte	nicht	mehr	häufig	z.B.	bei	
	IgG	Subklassenmangel	-		IRAK4	und	MyD88	Defekt	

	
	à	Chronische	Erkrankung:	CVID	oder	andere	
	An>körpermangelsyndrome	à	lebenslange	IgG		Behandlung	
	um	Infek>onen	zu	verhindern	

vergleichsweise	nebenwirkungsarm	
für	eine	rela8v	gute	Lebensqualität	



Kura8ver	Ansatz	

Gendefekt	so	schwer,	daß	unmiVelbar	
Handlungskonsequenz	besteht:	immunologischer	NoHall	

Gendefekt	so	schwer,	daß	es	kurz-	bis	miVelfris>g	zu	
lebensbedrohlichen	Komplika>onen	kommen	wird	

Gendefekt	so	schwer,	daß	langfris>g	es	zu	
lebensbedrohlichen	Komplika>onen	kommen	kann	

	
Gendefekt,	welcher	die	Lebensqualität	deutlich	

einschränkt	und	/	oder	die	Lebenserwartung	senkt	
	



Kura8ver	Ansatz	

6	Mo,	männl.,	konsanguine	Eltern,	Gewicht	<3.	Perz	
	
AKUT:	Husten,	rez.	Bronchi>den,	Fieber,	Dyspnoe,		
O2	Bedarf			

Röntgen	Thorax:	inters88elle	Pneumonie	bds.	
->	Rachensekret:	Pnumocys8s	jirovici	



SEVERE COMBINED IMMUNODEFICIENCY = SCID 

§  Autosomal-rezessiver	oder	X-chromosomaler	Erbgang	/	1:50	000-1:100	000	
§  Mangel	ODER	Fehlfunk8on	der	T-Lymphozyten	
§  Manifesta>on	im	Säuglingsalter,	opportunis>sche	Infek>onen,	unbehandelt	tödlich	
	
Pa>ent:	4	Wochen	später:	Aufnahme	auf	die	KMT	Sta>on	zur	hämatopoie>schen	
Stammzelltransplanta>on	mit	Bruder	als	Spender	

Diagnos>k	
BB,	CRP,	Klinische	Chemie,	HIV-AK	

Leukozyten	9740	/	µl		
Lymphozyten	1300	/	µl		
	
CD3	 	 	0.0	%	 	0	/	µl		
CD19	 	 	96.0	%	 	1250	/	µl		
CD16+CD56+	 	1.0	%	 	10	/	µl		
CD3+CD4+	 	0.0	%	 	0	/	µl			
CD3+CD8+	 	0.0	%	 	0	/	µl		
	

IgG	 	2.4	g/L	 	(3	–	9)		
IgA	 	0	g/L	 	(0.15	-	0.7)		
IgM	 	0.19	g/L	 	(0.4	-	1.6)	

Immunologischer	NoHall	
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Kura8ver	Ansatz:	Enzymersatz	

Fehlende	Genfunk>on	muss	durch	korrigierte	Genfunk>on	/	Genprodukt	ersetzt	werden	

Stoffwechseldefekte:	Enzymersatztherapie	-	ADA	

Polyethylenglycol	modifiziertes	ADA	
(PEG-ADA)	
	
500.000	EUR	/	Pa>ent	/	Jahr	
	
Treatment	par>ell	effek>v	
Keine	Korrektur	der	Neurologie	

1976	entdeckt,	seit	1986	im	Einsatz	



Cumulative survival on PEG-ADA treatment 



Kura8ver	Ansatz	

Fehlende	Genfunk>on	muss	durch	korrigierte	Genfunk>on	ersetzt	werden,	
am	besten	durch	Stammzellen,	da	diese	das	Poten>al	für	eine	lebenslange		
Versorgung	durch	differenzierte	Zellen	besitzen	

Fremde	
Spenderstammzellen	=		

Stammzelltransplanta>on	

Eigene	Stammzellen	
	werden	korrigiert		
=	Gentherapie	

Stammzellquelle	

Knochenmark	(KMT)							Periphere	Blutstammzellen	(PBSZT)						Nabelschnurblut	(NSBT)	



Stammzelltransplanta8on	

BENIGNE	

MALIGNE	

Immunsystem	(aus	SZ)	des	Pa>enten	funk>oniert	nicht	à	SZ	des	Spenders	um	
Defekt	auszugleichen.	
	
à Erkrankungen,	bei	denen	ausreicht,	ausreichend	Zellen	langfris>g	anwachsen	

zu	lassen	–	weniger	Chemo	
à Erkrankungen,	bei	denen	das	pa>enteneigene	KM	ausgelöscht	werden	muss	-	

mehr	Chemo	

Tumor:	Hochdosistherapie	à	Eliminierung	des	Tumors	bedingt	auch	die	
Eliminierung	des	pa>enteneigenen	KM,	Rescue	durch	Spendermark		
	
Grar-vs-Tumor	à	das	„Fremde	des	Spendermarks“	kämpr	bei	geringer	
Ungleichheit	gegen	die	maligne	Erkrankung	(erwünscht)	



Erste	Beobachtung	der	
Opfer	der	Atombomben-	
abwürfe	über	Hiroshima	

und	Nagasaki	

1957:	 Edward	 Donnal l	
Thomas	–	Nage>erversuche	
E r s t e 	 I n f u s i o n 	 v o n	
Knochenmarkze l len	 in	
Leukämiepa>enten		

1958:	Georges	Mathé	–	KM	
an	 4	 Mitarbeiter	 eines	
Kernkrarwerkes	nach	Unfall	



Robert	 Good:	 Erste	 KMT	 an	 einem	 5	Monate	 altem	
Jungen	 (zuvor	 sind	 11	 männliche	 Verwandte	
gestorben)	à	überlebt,	miVlerweile	eigene	Kinder	

1968	University	of	Minnesota	

X-SCID	(gamma	chain)	



David	Veger	1971	-	1984	



Vorbereitung	-	Spenderauswahl	

HLA-Typisierung:	
Kompa>bilität	wird	anhand	von	HLA	Merkmalen	überprür	

6/6	oder	10/10	oder	12/12	=	fully	matched		

In	Deutschland	sind	rund	6,5	Mio	Spende-
willige	registriert,	weltweit	27,7	Mio	

30 %	der	Pa>enten	haben	ein	HLA-identes	Geschwister	
Weitere	40%	finden	durch	die	Fremdspendersuche	
weltweit	einen	kompa>blen	Spender	

USA	

UK	



Phasen	der	Stammzelltransplanta8on	(aber	auch	Gentherapie)	

Kondi8onierung	 Prä-engraiment	 Post-engraiment	

Immunologische	Rekons8tu8on	

Blutzellen	

Spätphase	

Kondi>onierung:	Chemotherapie,	die	das	Knochenmark	supprimiert,	damit	
Spenderzellen	anwachsen	(Engrarment)	

Stammzelltransplanta>on	



Immunologiache	Probleme	
	
->	Abstoßung	(Körperzellen	stoßen	das	
Transplantat	ab)	
	
->	GvHD	(Spender-gegen-Empfänger-Krankheit)	
	
->	fehlendes	Anwachsen	(kein	Engrarment)	

GvHD	(Spender-gegen-Empfänger-Krankheit)	
	
Spender	T	Zellen	greifen	Pa>enten	Organe	
§  Haut	
§  Darm	
§  Leber	



Infek8onen	

EBMT-ESH	Handbook	



Toxizität	/	Nebenwirkungen	

Post-transplanta>on	hepa>c	
veno-occlusive	disease	(VOD)	

Schwaiblmayer	et	al,	2012	

Stanford	Radiology	

Humpath.com	

Posterior	reversible	
encephalopathy	
syndrome	(PRES)		 Medikamenten-induzierte	

Pneumoni>s	



…	und	wie	sind	die	DATEN?	



Gennery et al, 2010 
SCID NON-SCID 





MSD	=	passender	Geschwisterspender	(matched	sibling	donor)	
UCB	=	Nabelschnurblut	(umbilical	cord)	
MMRD	=	nicht	ganz	passender	Familiendspender	(mismatched	related	donor)	
OD	=	Fremdspender	(Other)	

Pai et al, 2014 



FRÜHE	TRANSPLANTATION	!!!	



KEIN	HLA	IDENTER	SPENDER	???	



Haploidente	Elterntransplanta8on	
1)  (Meist)	Immer	verfügbar	
2)  Nur	halb-passend	
à	T	Zellen	(GvHD	werden	auf	ein	Minimum	reduziert)	

Mehr	Immunsuppression,	da	GvHD	
Führt	zu	verzögerte	Immunrekons>tu>on,	Zu	mehr	Infek>onsrisiko	

Gaspar	et	al.	2013	 Bertaina	et	al.	2014	



WAS	IST	MIT	DEN	NICHT	SCIDs	



Gendefekt	so	schwer,	daß	es	kurz-	bis	miVelfris>g	zu	
lebensbedrohlichen	Komplika>onen	kommen	wird	

Gendefekt	so	schwer,	daß	langfris>g	es	zu	
lebensbedrohlichen	Komplika>onen	kommen	kann	

	
Gendefekt,	welcher	die	Lebensqualität	deutlich	

einschränkt	und	/	oder	die	Lebenserwartung	senkt	
	



Ethisches	Dilemma	-	Cases	

Kennen	wir	den	Verlauf?	Fallzahlen	bei	vielen	Defekten	äußerst	niedrig	

Falls	wir	den	Verlauf	meinen	zu	kennen..	

3J,	Thalassämie	int.–	guter	AZ,	bekommt	jedoch	viele	
Transfusionen,	Eisenablagerung	in	Herz	und	Leber	

Nehmen	 wir	 an,	 wir	 wären	 rich>g	 gut,	 und	
könnten	ein	Langzeitüberleben	von	80-90%	aller	
Pa>enten	nach	HSCT	garan>eren.	

12J,	 auto-rez	 DOCK8,	 Viele	 Abszesse,	 Lymphom,	
häufig	 sta,onär,	 viele	 Infek,onen	 mit	 CMV,	 VZV,	
Meningi,den,	Visusminderung	durch	CMV	Re,ni,s		

HSCT	??	

Die	 og.	 DOCK8	 Pa,en,n	 hat	 eine	 kleine	 Schwester	
mit	DOCK8	

rezidivierende	Bronchi,den,	atopische	Derma,,s,	O,,s		

Falls	vulväre	dysplas,sche	
Pla[enepithelzellveränderung	dann	???		

90%	

	erfundene	5-Überlebensrate	
	bei	HSCT	

70%	

50%	Falls	Lymphom	mit	Metastasen	dann…	???	



15	Jahre;	seit	dem	4.	LJ	„Immundefekt“	bekannt,	mit	Immunglobulinen	behandelt	
RAG	 Defekt	 –	 viele	 Infekte,	 aber	 nicht	 mehr	 so	 häufig	 sta>onär,	 viele	 Durchfälle,	
Koloskopie,	EBV	in	der	Darmschleimhaut	(auch	im	PB)	

SCID	 CID	

Severity	of	muta8on	

Dele8ons	
Nonsense	

Hypomorphic		



2016:	Weltweit	
„zweites“	zugelassene	
Gentherapieprodukt	!!!	



Soma>sche	ex-vivo	Gentherapie	von	hämatopoie>schen	Zellen		



1)	Retroviren	bringen	(ihr)	Genom	in	eine	
Wirtszelle	und	teilen	sich	unbegrenzt	à		
Pathophysiologie	HIV	

Prinzip	

2)	Man	kann	den	Virus	so	veränden,	daß	dieser	
	
à Gezieltes	Wunsch-Erbmaterial	in	die	Wirtszelle	(Pa>ent)	einbringt	

(viraler	Vektor)	
à und	sich	nicht	mehr	unbegrenzt	teilt	(Replika8onsinkompetenz)	

-	VIRALE	TRANSDUKTION	-	

Stammzellen	raus	–	Virus	drauf	–	Stammzellen	rein	



study	 cell	type	 pa8ents	

Bethesda	 PBL	 2	

Milan	 BM	/	PBL	 2	

Los	Angeles	 UCB	CD34+	 3	

Nijmegen	 BM	CD34+	 3	

Sapporo	 PBL	 1	

Frühe	klinische	Studien	1990-1996	bei	ADA	Defizienz	

-  Die	korrigierten	Zellen	zeigten	keinen	„WeVbewerbsvorteil“	gegenüber	den	
alten	Pa>entenzellen	(Enzymersatz??)		

-  Genexpression	sehr	gering	



Zentrum	 Pa8enten	 Beginn	 Vektor	 Kondi8onierung	

ADA	 Milan,	Jerusalem	 18	 1992	/		
2002	

γ-RV	 Busulfan	4	mg/kg	

		 Bethesda	 16	 2001	 γ-RV		 None	/	Busulfan	(65-90	mg/m2)	

		 London	 8	 2003	 γ-RV	 Melphalan	(140		mg/m2)	/	Busulfan	
(4	mg/kg)	

SCID-X1	 Bethesda	 3	 2001	 γ-RV	 None	

		 London	 11	 	90s-00s	 γ-RV	 None	

		 Paris	 11	 	90s-00s	 γ-RV	 None	

SCID	



Zentrum	 Pa8enten	 Beginn	 Vektor	 Kondi8onierung	

CGD	 London	 4	 2002-	 γ-RV	 Busulfan	4	mg/kg	

		 Frankfurt	 2	 2001-	 γ-RV		 None	/	Busulfan	(65-90	mg/m2)	

		 Zürich	 2	 2003-	 γ-RV	 Melphalan	(140		mg/m2)	/	Busulfan	
(4	mg/kg)	

		 Seoul	 2	 90s	 γ-RV	

		 Bethesda	 13	 1995-	 γ-RV	

WAS	 Hannover	 10	 2006-	 γ-RV	 Busulfan	

NON-SCID	



London	/	Paris	(X-SCID)	–	
5	von	20	Pa>enten	erkranken	an	Leukämie	/	MDS		
(1	verstorben)	
	
Hannover	(WAS)	
8	von	10	Pa>enten	erkranken	an	Leukämie	/	MDS	
(2	verstorben)	
	
Zürich	(CGD)	
3	von	4	Pa>enten	erkranken	an	MDS	
(2	verstorben)	
	
London	/	Paris	(ADA)	
>	40	pa>ents:	¾	geheilt,	keine	malignen	Erkrankungen,	keine	verstorben	



Die	Viren	bringen	die	gewünschte	DNA	Sequenz	rela>v	ziellos	und	zufällig	in	das	
menschliche	Erbgut,	meistens	intronische	nicht	kodierende	Sequenzen	

	
JEDOCH	

	
§  Auch	in	Onkogenen	(mit	ak>vierender	Funk>on)	

§  In	Tumorsuppressorgenen	(mit	inhibierender	Funk>on)	

à Entwicklung	neuerer	Vektoren	
(Len>viren	und	selbs>nka>vierender	Retroviren)	

	
à Messen	der	Integra>onsereignisse	



Zentrum	 Pa8enten	 Beginn	 Vektor	 Kondi8onierung	

ADA	 Los	Angeles,	Bethesda	 8	 2013	 LV	 Busulfan	4	mg/kg	/	ERT	>ll	d+30	

		 London	 12	 2011	 LV	 Busulfan	5	mg/kg	/	ERT	>ll	d+30	

		 Milan,	Jerusalem	 18	 1992	/		
2002	

γ-RV	 Busulfan	4	mg/kg	

		 Bethesda	 16	 2001	 γ-RV		 None	/	Busulfan	(65-90	mg/m2)	

		 London	 8	 2003	 γ-RV	 Melphalan	(140		mg/m2)	/	Busulfan	
(4	mg/kg)	

SCID-X1	 Boston,	Cincina~,	London,	Los	
Angeles,	Paris		

9	 2010	/	
2011	

SIN-	γ-RV	 None	

		 Memphis,	SeaVle	 		 2012	 LV	 Busulfan	

		 Bethesda,	Memphis	 		 2010	 LV	 Busulfan	(6	mg/kg)	

		 Bethesda	 3	 2001	 γ-RV	 None	

		 London	 11	 	90s-00s	 γ-RV	 None	

		 Paris	 11	 	90s-00s	 γ-RV	 None	

SCID	



Zentrum	 Pa8enten	 Beginn	 Vektor	 Kondi8onierung	

CGD	 Frankfurt,	London,	Paris,	Zürich	 2013	 LV	 Busulfan	4	mg/kg	/	ERT	>ll	d+30	

		 Bethesda,	Boston,	Los	Angeles	 2011	 LV	 Busulfan	5	mg/kg	/	ERT	>ll	d+30	

		 London	 4	 1992	/		
2002	

γ-RV	 Busulfan	4	mg/kg	

		 Frankfurt	 2	 2001	 γ-RV		 None	/	Busulfan	(65-90	mg/m2)	

		 Zürich	 2	 2003	 γ-RV	 Melphalan	(140		mg/m2)	/	Busulfan	
(4	mg/kg)	

Seoul	 2	 90s	 γ-RV	
Bethesda	 13	 1995-	 γ-RV	

WAS	 Boston,	London,	Milan,	Paris	 10	 2010s	 LV	

		 Hannover	 10	 γ-RV	 Busulfan	

NON-SCID	

Preclinical Studies 
RAG1/2, Artemis, LAD, CD40L, FHL-2, FHL-3 



LEITLINIEN	DER	EBMT	BEI	SCID	





Probands 
n=48 

Death before 
HSCT 
n=17 

35% mortality 

Progress to  
HSCT 
n=31 

Deaths after 
HSCT 
n=12 
39%  

Overall mortality/survival: 
 29/48 (60%) (40%) 

Siblings 
n=60 

Death before 
HSCT 
n=1 

1.8% mortality 

Progress to  
HSCT/GT 

n=59 

Deaths after 
HSCT/GT 

n=5 
8.5%  

Overall mortality/survival:  
6/60 (10%) (90%) 





NEUGEBORENENSCREENING 



•  Hypothyreose	
•  Adrenogenitales	Syndrom	(AGS)	
•  Bio>nidasemangel	
•  Galaktosämie	
•  Phenylketonurie	(PKU)	und	Hyperphenylalaninämie	(HPA)	
•  Ahornsirupkrankheit	(MSUD)	
•  Medium-Chain-Acyl-CoA-Dehydrogenase-Mangel	(MCAD)	
•  Long-Chain-3-OH-Acyl-CoA-Dehydrogenase-Mangel	(LCHAD)	
•  Very-Long-Chain-Acyl-CoA-Dehydrogenase-Mangel	(VLCAD)	
•  Carni>nzyklusdefekte:	
•  a)	Carni>n-Palmitoyl-Transferase-I-Mangel	(CPT-I)	
•  b)	Carni>n-Palmitoyl-Transferase-II-Mangel	(CPT-II)	
•  c)	Carni>n-Acylcarni>n-Translokase-Mangel	
•  Glutarazidurie	Typ	1	(GA1)	
•  Isovalerianazidämie	(IVA)	
•  Mukoviszidose	

•  UK:	Sichelzellanämie	



•  Ausreichende	Häufigkeit	der	Störung	in	der	
untersuchten	Popula>on	

•  Symptomfreies	Intervall	nach	der	Geburt,	in	dem	
die	Diagnose	anhand	klinischer	Symptome	nicht	
möglich	ist	

•  Nachgewiesener	Nutzen	einer	präsymptoma>sch	
eingeleiteten	Therapie	für	das	betroffene	Kind	

•  Einfache,	an	großen	Probenzahlen	mit	geringen	
Kosten	durchführbare	Nachweismethode	mit	
hoher	Sensi>vität	und	Spezifität	

WHO	KRITERIEN	(1968)	für	„Screening-Erkrankungen“	



•  T	Cell	Receptor	Excision	Circles:	
DNA	 Fragmente,	 die	 während	 der	 TCR	
Entwicklung	 im	 Thymus	 produziert	
werden,	 und	 dann	 in	 die	 Peripherie	 als	
Abfallprodukte	ausgeschwemmt	werden.	

TREC	



Trockenblutkarte 

50 µl Blut 3 µl Blut 

DNA Extraktion 

Quantifizierung 
(Real-Time PCR) ...xxx	Kopien	TREC	/	µl	

-normalisiert-	



TRECs	rela8v	altersstabil	 SCIDs	haben	niedrige	TRECS	

Adams	et	al,	2014	



KEIN	SCREENING	OHNE	FLUSSDIAGRAMM	

Buelow	et	al,	2014	



2017	



Fischer	et	al,	2015	

VOR	Screening	 NACH	Screening	



Vielen	Dank	

Fragen	?	


