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Einfihrung

Zwei Forschungsansitze, die zundchst un-
abhéngig voneinander seit einigen Jahren in
unserem Labor verfolgt und insbesondere vom
Schweizerischen Nationalfonds sowie den
National Institutes of Health, USA, grossziigig
unterstiitzt werden, haben sich inzwischen
getroffen, weil unerwartete Erkenntnisse ge-
wonnen werden konnten, die nun eine Briicke
zwischen beiden Forschungsgebieten schla-
gen, wobei jeweils die Plazenta im Mittelpunkt
steht (Abb. 1).

So hat unser Bemiihen, Techniken zur nicht-
invasiven Prédnatal-Diagnostik durch Isolation
fetaler Zellen (1:10°) bzw. DNA im miitterlichen
Blut zu entwickeln, gezeigt, dass der inzwi-
schen bewiesene «Mikrochimérismus» bei und
nach Schwangerschaften auch Konsequenzen
fiir mitterliche Erkrankungen (Prdeklampsie,
Autoimmunerkrankungen) haben kann. Dieser
Aspekt unserer Arbeit wurde gerade ausfiihr-
lich im Science 2002;296:2169-72, bespro-
chen.

Hamatopoietische Stammzellen kénnen inzwi-
schen auch bereits préidnatal eingesetzt werden,
nédmlich bei solchen prénatal (z.B. durch Am-
niozentese bzw. Chorionzottenbiopsie) erfass-
ten genetischen Erkrankungen, bei denen das
Kind sonst bereits zum Geburtszeitpunkt irre-
versibel geschddigt oder gefihrdet wire. Wir
haben hierzu erfolgreiche Tierexperimente mit
Méausen zur Erzeugung eines stabilen thera-
peutischen Zell-Chimerismus durchgefiihrt
(Abb. 2). Gleichzeitig sind wir mit der Entwick-
lung von Techniken zur Stammzell-Applikation
in utero befasst, um die Stammzellen tatsich-
lich so frith wie méglich auch beim Menschen
schon prénatal applizieren zu kénnen.

Im folgenden sollen diese beiden Forschungs-
richtungen unserer Gruppen dargestellt und
die Ziele und potentiellen klinischen Anwen-
dungen diskutiert werden.

Pranatale Stammzell-
Transplantation

Viele genetische Erkrankungen kénnen heute
frith in der Schwangerschaft mittels Cho-
rionzottenbiopsie auf molekularer Ebene dia-
gnostiziert werden [1]. Einige dieser Erkran-

kungen sind beim Kind mittels einer Trans-
plantation hamatopoietischer Stammzellen aus
Knochenmark oder Nabelschnurblut therapier-
bar; dazu gehoren hdmatologische und immu-
nologische Erkrankungen und gewisse Stoft-
wechselstorungen [2, 3]. Die Stammzell-Trans-
plantation bei diesen Kindern nach der Geburt
und endgltiger Krankheitsdiagnose ist jedoch
mit mehreren Problemen belastet: Fiir die
Mehrheit der betroffenen Kinder findet sich
kein HLA-kompatibler Spender; die notwen-
dige Konditionierung der Patienten mittels Che-
motherapie und Bestrahlung vor der Trans-

Abbildung 1.

Die Plazenta ist einerseits das «Organ», (ber welches
der feto-maternale Zellverkehr stattfindet, der fur

die nicht-invasive Pranataldiagnostik genutzt werden
soll. Andererseits ist das Restblut aus der Nabel-
schnur und Plazenta nach der Geburt heute eine
wichtige Quelle fiir hdmatopoietische Stammzellen
geworden.

Abbildung 2.

Im Maus-Experiment werden Stammzellen in utero
intraperitoneal injiziert, um dadurch einen stabilen
Zellchimarismus zu erzeugen, welcher nach der
Geburt der Mause ausreichend persistiert.
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plantation und die oft vorkommende akute bzw.
chronische «graft-versus-host disease» (GvHD)
fiihren zu einer hohen Morbiditit; zudem
besteht bei einigen Erkrankungen bereits bei
Geburt eine Organschiddigung, welche intra-
uterin entstanden ist. Viele betroffene Eltern
entscheiden sich deshalb fiir einen frithzeitigen
Abbruch der Schwangerschaft, wenn ein Wie-
derholungsfall dieser schweren und unheil-
baren genetischen Erkrankungen beim Fetus
diagnostiziert wird.

Die intrauterine Stammzell-Transplantation ist
ein neues Verfahren zur frith- und rechtzeitigen
Behandlung genetischer Krankheiten [4]. Sie
bietet gegeniiber der Transplantation beim
geborenen Kind mehrere Vorteile, welche teil-
weise durch Eigenheiten der physiologischen
fetalen Entwicklung begriindet werden: Vor
dem zweiten Trimester der Schwangerschaftist
der Fetus immunologisch unreif, weshalb

Abbildung 3.

Embryoskopische Aufnahme in der elften Schwan-
gerschaftswoche lasst die wegen der dort vorrangig
lokalisierten Hamatopoese noch relativ grosse Leber
erkennen.

Abbildung 4.

Intraperitoneale Stammzell-Applikation beim unge-
borenen Schaf unter kontinuierlicher Ultraschall-
Kontrolle.
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Stammzellen eines HLA-nichtidentischen
Spenders ohne die Gefahr der Abstossung
durch das Immunsystem des Empfidngers
transplantiert werden konnen. Aus der ontoge-
netischen Migration des hématopoietischen
Systems beim Fetus ergibt sich, dass sich die
Hamatopoiese zu diesem Zeitpunkt noch in der
fetalen Leber (Abb. 3) befindet, wodurch das
fetale Knochenmark zunéchst noch leer und
empfianglich fiir transplantierte Zellen eines
Spenders ist und sich eine Konditionierung er-
iibrigt. Zudem konnten die transplantierten
Stammzellen frith die aus dem Gendefekt re-
sultierende defiziente Funktion kompensieren
und bereits vor der Geburt Organschédden ver-
meiden. Die prinatale Stammzell-Transplanta-
tion kénnte demnach auch einfacher, effektiver
und kostengiinstiger sein. Kandidaten fiir diese
Behandlung sind im Prinzip sémtliche geneti-
schen Krankheiten, welche prénatal diagnosti-
zierbar und durch eine postnatale Stammzell-
Transplantation therapierbar sind.

Evidenz aus
praklinischer Forschung
und klinischer Erfahrung

Die intrauterine Stammzell-Transplantation
wurde von anderen Gruppen und uns anhand
verschiedener Tiermodelle bei Schafen (Abb.
4), Mausen und Primaten entwickelt, wobei
das Schaf-Modell eine zentrale Rolle spielte.
Beim Menschen wurden bisher weltweit insge-
samt etwa 40 solcher Transplantationen bei
Feten mit verschiedenen Krankheiten durchge-
fithrt, die meisten davon bei schweren Immun-
defizienzen oder Himoglobinopathien [5], an-
dere aber auch bei Rhesus-Isoimmunisation
oder Speicherkrankheiten wie z.B. Morbus
Hurler. Es wurden dabei unterschiedliche
Spender-Stammzellen verwendet, teilweise aus
dem Knochenmark des Vaters oder der Mutter,
teilweise fetale Leberzellen. Die Transplanta-
tionen wurden in unterschiedlichem Schwan-
gerschaftsalter durchgefiihrt.
Durchschlagende Erfolge konnten jedoch erst
in jiingster Zeit erreicht werden, bei Feten mit
schwerer kombinierter Immundefizienz [6].
Nach intrauteriner Stammzell-Transplantation
hatten diese Kinder eine funktionierende Im-
munabwehr und benétigten keine Behandlung
mehr. Im Gegensatz dazu konnten allerdings
bei Erkrankungen, welche nicht zu schwerer
Beeintrdachtigung des Immunsystems fiihren,
wie beispielsweise bei den Hdmoglobinopa-
thien, bisher keine gleichartigen Erfolge erzielt
werden. Trotz Mikrochimérismus (<1% Spen-
derzellen) oder immunologischer Toleranz
gegeniiber dem Spender zeigten die Neugebo-
renen das klinische Vollbild der Erkrankung.
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Aktuelle und zukinftige
Forschungsstrategien

Basierend auf einem verbesserten Verstdndnis
der biologischen Mechanismen der intrauteri-
nen Stammzell-Transplantation werden nun
verschiedene Strategien zur Verbesserung des
Erfolgs mittels verschiedenen Tiermodellen
entwickelt. Wir selbst verwenden dazu das
immundefiziente NOD/SCID-Maus-Modell und
das fetale Schaf-Modell. Im Maus-Modell haben
wir beispielsweise mittels vergleichender Kine-
tik-Studien die Abhéngigkeit intrauterin trans-
plantierter Donorzellen vom Empféngerstroma
im Vergleich xenogen (human) — allogen zeigen
konnen. Die Co-Transplantation von Stroma-
elementen des Spenders ldsst somit einen ver-
besserten Erfolg erwarten. Weitere Ansitze
sind der frithe Zeitpunkt der intrauterinen
Transplantation mit Hilfe von diinnen, noch in
der Erprobung befindlichen Endoskopen (Abb.
5) kombiniert mit verbessertem Applikations-
weg [71], die Verwendung von Stammzellen aus
dem Nabelschnurblut [8], die minimale Kondi-
tionierung des Fetus zur Suppression des feta-
len hdamatopoietischen Systems des Empféin-
gers [9], oder die Toleranzinduktion durch in-
trauterine Stammzell-Transplantation fiir die
postnatale Booster-Transplantation vom glei-
chen Spender ohne Myeloablation oder Im-
munsuppression. Diese Bemithungen zielen
insgesamt darauf ab, das «Angehen» der trans-
plantierten, allogenen Stammzellen zu unter-
stiitzen und diesen Zellen einen Vorteil bei der
Kompetition gegen die eigenen Stammzellen
des Feten zu geben.

Eine weitere Moglichkeit besteht in der intra-
uterinen Gen-Therapie, wobei autologe Stamm-
zellen des Fetus verwendet werden, welche ge-
netisch modifiziert werden [10]. Damit kénnten
die Barrieren der allogenen Transplantation
iitberwunden werden. Hierbei wird das defekte
Gen der eigenen Stammzellen durch ein «ge-
sundes» Gen ersetzt. Mit Hilfe eines Vektors

Abbildung 5.

Bei der Embryoskopie zeigt sich auf dem Monitor
die Hand des ungeborenen Kindes in der 12. SSW.
Es kommen experimentelle diinne Endoskope
zum Einsatz.
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wird das Gen in die Stammzellen gebracht, wel-
che so genetisch verdndert werden. Kiirzlich
hat die postnatale Gen-Therapie erstmals einen
entscheidenden Erfolg gezeigt [11]. Zudem sind
dusserst effektive Vektoren entwickelt worden;
wir selbst haben beispielsweise die hohe Effi-
zienz der Transduktion fetaler Stammzellen
mittels lentiviraler HIV-Vektoren zeigen kon-
nen [12]. Obwohl die pridnatale Gen-Therapie
effektiv und erfolgversprechend scheint [13,
141, sind einige offene Fragen zur Sicherheit
dieses Vorgehens, wie beispielsweise das Ri-
siko der Transduktion fetaler Keimzellen, noch
zu losen. Bevor diese Therapie beim Menschen
eingesetzt werden kann, miissen nicht nur
diese Fragen auf tierexperimenteller Ebene ge-
kldrt, sondern es miissen auch die begleitenden
ethischen Probleme angegangen werden [15].

In jingster Zeit hat die Grundlagenforschung
im Bereich der Stammzellen neue Erkenntnisse
hervorgebracht. Auch diese Entwicklungen im
Bereich der embryonalen Stammzellen [16]
und der neu entdeckten Plastizitit adulter
Stammzellen [17] werden auf das Gebiet der
prinatalen zellularen Therapie in Zukunft eine
wichtige Bedeutung erlangen. Bereits heute
zeichnet sich ab, dass die Stammzell-Plastizitét
neue Moglichkeiten der pradnatalen Behand-
lung genetischer Erkrankungen erschliessen
wird, welche bisher der Transplantation héa-
matopoietischer Stammzellen nicht zugénglich
waren. Als Beispiel sei die Transplantation me-
senchymaler Stammzellen, welche sich in ver-
schiedene Gewebe wie Knochen, Knorpel, Fett-
gewebe oder Bindegewebe differenzieren kon-
nen und somit auch bei genetischen Erkran-
kungen des Skeletts und des Bewegungsappa-
rates —wie z.B. bei der Osteogenesis imperfecta
— eingesetzt werden konnen, genannt [18]. In
diesem Bereich diirfte in Zukunft noch einiges
aus der Forschung zu erwarten sein.

Fetale Zellen und DNA
zur nichtinvasiven Pranatal-
Diagnostik

Die Voraussetzung fiir jede Therapie, auch die

intrauterine Stammzell-Therapie, ist eine gute

Diagnostik. Wegen des Eingriffs-Risikos fiir die

Mutter und insbesondere fiir das ungeborene

Kind bei jeder invasiven Untersuchung ist ein

lang ersehntes Ziel, eine sichere Methode fiir

eine risikofreie pridnatale Diagnose zu ent-
wickeln.

Auf diesem langen Wege haben sich zwei ver-

schiedene Ansétze etabliert:

— Die genetische Untersuchung mittels FISH
(Abb. 6) oder PCR von fetalen Zellen, die aus
dem Blut der Schwangeren angereichert
werden.
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— Die genetische Untersuchung mittels der
PCR von zellfreier fetaler DNS im miitter-
lichen Plasma.

Die Effizienz dieser Methoden wird im Moment
in einer gross angelegten Studie untersucht,
die von der US-amerikanischen Gesundheits-

Abbildung 6.
Identifizierung eines Feten mit Edwards-Syndrom
(47, xy, +18) mit 3-Farben-FISH.

o

Abbildung 7.

Mit dem Ziel der nicht-invasiven Pranataldiagnostik
erfolgt die Separierung fetaler nukleierter Erythro-
zyten mit dem Transferrin-Rezeptor-Antikérper (CD71)
durch magnetische Zellsortierung, bei der mikroma-
gnetische Partikel an die Antikorper gekoppelt sind.

Abbildung 8.
Freie fetale DNA in mutterlichem Plasma.
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behorde NIH (National Institutes of Health) ver-
anlasst wurde. An dieser sogenannten «NIFTY-
Studie» nimmt auch unser Labor an der Uni-
versitit Basel als einziges nicht amerikanisches
teil.

Im ersten Teil diese Studie sind fast 3000 Pro-
ben von Schwangeren mit erhohtem Risiko fiir
eine fetale Chromosomen-Stérung untersucht
worden. Die Ergebnisse, die gerade vertffent-
licht worden sind [19], haben eindeutig gezeigt,
dass die jetzige Technologie noch nicht genii-
gend ausgereift ist, um einen klinischen Einsatz
zu ermoglichen. Die fetalen Zellen wurden nur
mit einer Sensitivitdt von knapp 40% gefunden.
Trotzdem hat diese Studie demonstriert, dass
fetale Zellen mittels der von uns in dieses Feld
eingefiihrten MACS-Methode (magnetische An-
reicherung) mit einer signifikant h6heren Sen-
sitivitdt und Spezifitdt erfasst werden konnen
als mit dem Durchfluss-Zytometer. Da ausser-
dem etwa doppelt so viele Proben mittels MACS
als mit FACS untersucht worden sind, hat diese
Studie auch belegt, dass die MACS-Methode
(Abb. 7) einfacher zu handhaben ist und einen
hoheren Durchsatz ermdglicht als die FACS-
Methode, indem mit MACS mehr Proben gleich-
zeitig verarbeitet werden konnen als mit dem
FACS.

In unserem Labor haben wir uns zusétzlich
auch intensiv mit der Analyse einzelner fetaler
Zellen mittels Einzel-Zellen-PCR beschéftigt
[20]. Diese Methode ist zwar auch vielverspre-
chend, jedoch momentan technisch zu aufwen-
dig (da jede Zelle einzeln unter dem Mikroskop
isoliert werden muss), um sie als eine ernst-
hafte Alternative fiir die etablierte Prdnatal-
Diagnostik in Betracht zu ziehen. Unsere Stu-
die von 19 Féllen ist aber noch immer die gross-
te in der Fachliteratur [21].

Im Gegensatz zu den klinisch noch nicht be-
friedigenden Ergebnissen mit fetalen Zellen hat
sich die neue Beobachtung von zellfreier feta-
ler DNS im miitterlichen Plasma (Abb. 8) als ein
Durchbruch erwiesen, da sie relativ einfach in
der Lage ist, gewisse fetale genetische Merk-
male untersuchen zu kénnen [22]. Somit konn-
ten wir in verschiedenen Studien belegen, in
denen mehrere hundert Proben untersucht
worden sind, dass einfache fetale genetische
Merkmale wie z.B. das fetale Rhesus-Gen (Abb.
9) mit fast 100prozentiger Genauigkeit be-
stimmt werden konnen ([23]; Abb. 10). Daher
ist diese Methode auch die erste, die den Trans-
fer vom Labor zur Klinik erfolgreich gemeistert
hat.

Ein weiterer Aspekt, der uns wissenschaftlich
und klinisch sehr beschéftigt, ist die Rolle des
erhohten Zelltransfers und der Freisetzung
fetaler DNS bei gewissen Schwangerschafts-
storungen wie der Prideklampsie [24]. Hier
haben wir Pionier-Beobachtungen gemacht, in
dem wir festgestellt haben, dass die Zahl feta-
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Abbildung 9.
RhD and RHCc/Ee Locus.
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Abbildung 10.
RhD und Y-Nachweis aus fetaler DNA.

ler Zellen im Kreislauf der Schwangeren bei
Schwangerschaften erhoht ist, die von einer
Praeklampsie betroffen sind. Wir konnten
zudem zeigen, dass dieser erhohte Zelltransfer
schon frith in der Schwangerschaft vorhanden
ist, schon lange vor dem Eintreten der Sym-
ptome einer manifesten Prieklampsie. Es be-
steht also die Moglichkeit, dass diese Beobach-
tung zu einem neuen Test fiihren kann, um Ri-
sikoschwangerschaften schon frith zu erfassen.
Wir haben uns aber nicht nur mit klinischen
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Anwendungen beschéftigt, sondern auch ver-
sucht, grundlegende biologische Fragen zu be-
antworten, z.B. der Frage nach dem Ursprung
der zellfreien fetalen DNS? Stammt sie von fe-
talen Zellen ab, die im Kreislauf der Schwan-
geren von deren Immun-Effektor-Zellen zer-
stort werden oder wird die DNS von der Pla-
zenta freigesetzt. Neue Daten aus unserem
Labor haben ganz eindeutig zeigen konnen,
dass die zellfreie fetale DNS nicht von fetalen
Zellen stammt, welche die Plazenta durchquert
haben, sondern dass diese in aller Wahr-
scheinlichkeit von der Plazenta stammen und
zwar vom Synzytiotrophoblasten [25]. Da sich
ein Grossteil unserer Arbeit mit Erythroblasten
beschiftigt, untersuchen wir auch die Entwick-
lung und Differenzierung dieses Zelltyps. Diese
Untersuchungen haben kiirzlich gezeigt, dass
die Entdifferenzierung, bei welcher der
Erythroblast seinen Zellkern verliert, gewisse
Apoptose-Merkmale besitzt, in dem die Zelle
die DNS im Zellkern zerschneidet, dadurch
aber nicht stirbt, sondern sich in den kernlosen
Erythrozyten weiter entwickelt [26]. Diese
Kenntnisse konnen dann wiederum genutzt
werden, gezielt nach fetalen Erythroblasten im
miitterlichen Kreislauf zu suchen [27].

Das Ziel der Forschung unseres Labors ist also
einerseits, den natiirlich vorkommenden Mi-
krochimérismus fetaler Zellen im miitterlichen
Blut diagnostisch zu nutzen und andererseits,
durch intrauterine Stammzell-Therapie einen
therapeutischen Zell-Chimédrismus zur recht-
zeitigen und nachhaltigen Therapie geneti-
scher Erkrankungen zu erreichen.
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