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Translationale Medizin findet dort statt,
wo klinische Versorgung und naturwis-
senschaftliche Forschung eng verzahnt
sind. Im weiteren Sinne spricht man von
Translationalitit, wenn in Laboratorien
gewonnene Erkenntnisse {iber Krank-
heitsmechanismen in neue diagnos-
tische, therapeutische und priventive
Methoden iibertragen und unmittelbar
im klinischen Setting tiberpriift werden
(»from bench to bedside®) [1]. Basie-
rend auf diesem Konzept konnten in
der molekulargenetischen Diagnostik,
aber v. a. auch in der bisher vorwie-
gend nur symptomorientierten Therapie
von Epidermolysis-bullosa(EB-)Patien-
ten, einschneidende Fortschritte in den
letzten Jahren vermerkt werden.

Im EB-Haus Austria (www.eb-haus.
org) als nationales Expertisezentrum
werden klinisch-diagnostische Dienst-
leistungen, einschlieflich Immunfluo-
reszenzmapping und molekularer Dia-
gnostik, sowie ein koordiniertes multi-
disziplindres Management in Koopera-
tion mit verschiedensten medizinischen
Fachrichtungen und zahlreichen na-
tionalen bzw. internationalen Partnern
zur Verfiigung gestellt. Ein stindiger
strukturierter Wissenstransfer zwischen
Experten diverser klinischer Facher
und Grundlagenforschern innerhalb
des Zentrums, mit anderen Expertise-
zentren, aber auch mit medizinischen
Grundversorgungseinrichtungen  stellt
dabei, durch enge Zusammenarbeit
von Wissenschaft und medizinischer
Versorgung, die Basis fiir erfolgreiche
translationale Medizin.

Indiesem Sinnekonntenindenletzten
Jahren u. a. zwei vielversprechende thera-
peutische Konzepte fiir PatientInnen mit
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EB entwickelt werden, deren Konzept im
Folgenden erldutert wird.

Epidermolysis bullosa

EB umfasst eine Gruppe genetisch he-
terogener Erkrankungen, von denen
ca. 500.000 Menschen weltweit be-
troffen sind und deren Lebensqualitit
maf3geblich durch chronische Fragilitit
der Haut mit Blasen- und konsekutiver
Erosionsbildung nach nur minimaler
traumatischer Belastung eingeschrankt
wird. Nach der Ebene der Blasenbildung
in der Haut wird die EB in 4 Haupttypen
unterteilt: EB simplex (EBS, intrader-
male Gewebedehiszenz), junktionale EB
(JEB, Spaltbildung innerhalb der Ba-
salmembranzone), dystrophe EB (DEB,
dermolytische Spaltbildung unterhalb
der Lamina densa) und das Kindler-
Syndrom (mehrere - epidermale, junk-
tionale und dermolytische - Spaltebe-
nen) [2, 3].

Urséchlich liegen den diversen EB-
Formen Mutationen in Genen zugrunde,
die fiir die Strukturproteinkomponenten
der dermoepidermalen Junktionszone
kodieren. Aktuell sind 18 Mutationen
bekannt, als Folge derer die Proteine
entweder funktionell beeintrachtigt sind
oder ginzlich fehlen, wodurch gradu-
ell eine leicht bis exzessiv verminder-
te Widerstandsfihigkeit der Haut ge-
geniiber mechanischer Beanspruchung
und Scherkriften resultiert. Da die von
den Mutationen betroffenen Strukturen
auch in vielen anderen epitheltragenden
Organen exprimiert werden, koénnen
sich schwere EB-Formen durch zahl-
reichen Extrakutanmanifestationen zu
einer Multisystemerkrankung mit ho-

her Morbiditdt und frither Mortalitit
entwickeln [4].

Aufgrund der ausgeprigten phénoty-
pischen und genotypischen Heterogeni-
tatder EBisteine frithe, rein klinische Di-
agnose nur in den wenigsten Fillen rea-
lisierbar. Mittels, ggf. zur Fokussierung
von Kandidatengenen, vorangeschalte-
tem Immunfluoreszenzmapping sowie
Mutationsanalysen, inklusive Breitband-
und Hochdurchsatzverfahren, kann je-
doch mittlerweile in den allermeisten
Fillen eine genaue molekulare Diagno-
se mit Identifizierung des betroffenen
Gens und der spezifischen Mutation
ermdglicht werden.

Kausale EB-Therapien

Bisher ist eine Behandlung von EB-
Patienten vorwiegend symptomatisch
und besteht primér aus einem umfang-
reichen Wundmanagement sowie der
Prophylaxe von schwerwiegenden (z.B.
infektiosen) Komplikationen. Neue mo-
lekulare Therapieansitze, wie protein-
und zell(fibroblasten-)basierte Verfah-
ren, sowie die Durchfithrung von allo-
genen Knochenmarkstransplantationen
erffnen aber die Perspektive signifi-
kant verbesserter Managementstrategien
[5-8].

In rezenten Studien konnten bei ei-
nigen EB-Patienten mittels Ubertragung
von pluripotenten, in vivo zu Hautzellen
reprogrammierten, Stammzellen durch
Knochenmarkstransplantation eine Ver-
besserung der klinischen Symptomatik
erreicht werden, allerdings ist die Risi-
ko-Nutzen-Bilanzierung angesichts der
periinterventionellen Mortalitét u. a. auf-
grund der myeloablativen Konditionie-
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rung weiterhin problematisch. Topische
Injektionen von allogenen Fibroblasten
beschleunigten bei einigen Patienten
die Wundheilung. Die Schmerzhaftig-
keit und, bzgl. der Applikationsflache,
begrenzte Anwendbarkeit der Injek-
tion war hier aber ein wesentlicher
limitierender Faktor dieser Therapie.
Gleiches gilt fiir die intradermale Admi-
nistration von rekombinantem Protein.
Auch systemische Infusionen von me-
senchymale Stromazellen (MSC) aus
allogenem Knochenmark reduzierten
merkbar den Juckreiz und forderten das
allgemeine Wohlbefinden in einzelnen
Individuen, fithrten aber nachweislich
zu keiner Erhéhung von Kollagen VII
in der Haut. Generell stehen der Ent-
wicklung von sicheren und wirksamen
kausalen Behandlungen aktuell noch
erhebliche Hiirden gegeniiber und eine
breite klinische Anwendung liegt noch
fern.

Ex-vivo-Gentherapie

Da es sich bei EB vorwiegend um mono-
genetische Erkrankungen handelt und
somit ein einzelner Gendefekt den Pha-
notyp bestimmt, liegt ein wesentlicher
therapeutischer Schwerpunkt auf der
Entwicklung von gentherapeutischen
c¢DNA- und RNA-Korrekturstrategien
unter Verwendung von viralen oder
integrierten nichtviralen Vektoren. In
Studien konnten bereits ex vivo pri-
mdre Keratinozyten gezielt modifiziert
werden, wodurch eine phénotypische
Korrektur ihrer Adhisionseigenschaf-
ten in vitro und auch in Hauttrans-
plantaten von Méiusen erreicht wurde
[9-11].

Nichtvirale Strategien zur Genmodifi-
zierung, bspw. mittels Nukleasen, haben
den Vorteil, dass Transgene ortsspezifisch
an einer bevorzugten endogenen Stelle
integriert werden konnen. Allerdings ist
fir den breiten klinischen Einsatz die-
ser Technologien noch weitere Entwick-
lungsarbeit notig, u.a. um Off-Target-
Effekte besser erfassen zu konnen. Da-
riber hinaus missen die Techniken hin-
sichtlich ihrer Effizienz verbessert wer-
den, bevor sie am Patienten angewendet
werden konnen [12].
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Die Ex-vivo-Gen-/Zelltherapie der
Haut unter Verwendung von humanen
epidermalen Zellen in Kombination mit
retroviraler cDNA-Korrektur stellt eine
vielversprechende Methode zur Behand-
lung von EB dar. Auch wenn damit nicht
alle Symptome von EB behandelbar sind
(bspw. bei Schleimhautbeteiligung), be-
stehen wesentliche Vorteile gegeniiber
In-vivo-Anwendungen.

Keratinozyten koénnen, nachdem sie
auskleinen Hautbiopsien gewonnen wor-
den sind, verhéltnisméafig leicht in Kul-
turen expandiert werden. Durch geeig-
nete Ex-vivo-Protokolle ist es anschlie-
Bend moglich, epidermale Stammzellen
vor dem Gentransfer selektiv zu identi-
fizieren, um eine lang anhaltende, mog-
lichst permanente und vollstindige Kor-
rektur der erkrankten Haut zu erreichen.
Epidermale Transplantate aus korrigier-
ten Stammzellen kdnnen dann unter Ein-
satz von etablierten operativen Verfahren
wieder auf den Patienten transplantiert
werden [13]. So ist es moglich, die klini-
schen Symptome der EB deutlich zu mil-
dern. Sobald das Transplantat angewach-
sen ist, sistiert der gelegentlich betracht-
liche Verlust von Korperfliissigkeiten aus
der Wunde, wodurch mehr Proteine und
Peptide im Korper erhalten bleiben. Ge-
schlossene Wunden verbessern zudem
die Abwehr von mikrobiellen Infektionen
und reduzieren in weiterer Folge mogli-
cherweise auch die Krebsentstehung, da
generell chronische, iiber Jahre bestehen-
de Wunden das Risiko des Auftretens von
Plattenepithelkarzinomen erhéhen, was
v. a. bei junktionalen und dystrophischen
EB-Varianten beobachtet wird [14]. Wei-
terhinkann die Effizienz des Gentransfers
bereits vor dem Aufbringen des Trans-
plantates am Patienten bestétigt werden
[15].

Das u.a. durch zufillige Integration
des Transgens in das Genom bedingte
genotoxische Potenzial von retroviralen
Vektoren kann bei Ex-vivo-Gentherapie-
verfahren durch initiale Sicherheitsstudi-
en bereits in Zellkultur und somit ohne
direkte Verabreichung von Vektoren am
Patienten zudem deutlich reduziert wer-
den [16].

Umsetzung in die Klinik:
Ex-vivo-Gentherapie in Mailand
und Salzburg

Dank molekulartechnologischer Fort-
schritte und verbesserter Sicherheitspro-
file stellt die Ex-vivo-Gentherapie aktuell
somit eine realistische EB-Behandlung
dar.

Im Jahr 2006 berichteten Mavilio et al.
aus Modena tiber den ersten erfolgrei-
chen Ex-vivo-Gentherapieversuch bei ei-
nem Patienten mit junktionale EB und
Mutationen im Laminin-332-Gen [17].

In dieser Phase-I/II-Studie wurden
dem Patienten zuerst Biopsien aus der
Handfliche entnommen und daraus
epidermale Stammzellen, sog. Holoclo-
ne, isoliert. Diese wurden ex vivo in
Zellkultur genetisch mittels einer Full-
length-cDNA-Gentherapie mit einem
retroviralen Vektor korrigiert. Die so
transduzierten Zellen exprimierten das
Transgen stabil mit fast 100 % Effizienz
sowohl auf der RNA- als auch auf der
Proteinebene. Die korrigierten Stamm-
zellen wurden dann selektioniert und zu
Hauttransplantaten expandiert, welche
dem betroffenen Patienten auf chroni-
sche Wunden am Oberschenkel aufge-
bracht wurden. Bereits nach 8 Tagen
konnte eine epidermale Regeneration
beobachtet werden. Ein Follow-up-Zeit-
raum von derzeit mehr als 8 Jahren hat
eine nachhaltige Synthese vom LAMB3-
Protein im transplantierten Hautareal
bestitigt — einhergehend mit stabiler
Adhision der Epidermis und tiber dem
gesamten Zeitraum ohne Anzeichen
von Blasenbildung, Entziindungen, Tu-
morentwicklung oder Immunantwort
[18].

In enger Kooperation mit dem Stu-
dienteam des Zentrums fiir Regenerative
Medizin in Modena startete nach jah-
relanger Vorarbeit zur Erfilllung der
legalen Voraussetzungen im Juli 2014
im EB-Haus Austria in Salzburg eine
dhnliche ex-vivo-gentherapeutische Be-
handlung einer Osterreichischen JEB-
Patientin. Unter Verwendung von auto-
logen epidermalen Stammzellen ist dies
die erste GMP(,,good medical practice®-)
geleitete Ex-vivo-Gen-/Zelltherapie bei
junktionaler EB. Dabei wurden die aus
den transduzierten Zellen im GMP-La-



bor in Modena hergestellten, ca. 5x 7 cm
groflen Transplantate nach ihrer Uber-
stellung nach Salzburg auf chronische
Wunden an den Beinen der Patientin
im Rahmen einer 2-stiindigen Opera-
tion aufgetragen. Ein Monat nach dem
Eingriff waren die Transplantate bereits
grofiteils reepithelialisiert und zeigen
heute, 1 Jahr nach der Transplantati-
on, selbst bei mechanischer Belastung
eine komplette Reepithelialisierung ohne
Blasenbildung.

Im Oktober 2015 wurden Biopsi-
en aus den eingeheilten Transplantaten
entnommen und immunhistochemisch
sowie elektronenmikroskopisch unter-
sucht. Hierbei konnte verifiziert werden,
dass die fehlende LAMB3-Kette und
infolge auch das vormals fehlgebilde-
te LAM332-Protein durch die erfolgte
Stammzell-/Gentherapie jetzt in korrek-
ter, gesunder Haut entsprechender Form
vorliegt.

Nunmehr wird in regelmifligen Ab-
stinden der Immunstatus der Patientin
tiberprift, um eine allfillige Abstoffung
der Transplantate rechtzeitig zu erken-
nen. Dieses potenzielle Risiko von uner-
wiinschten Immunreaktionen gegen das
neu exprimierte Protein muss, insbeson-
dere bei Patienten mit Nullmutationen,
d. h. ohne residuale Proteinaktivitat, be-
riicksichtig werden.

Aktuell wird des Weiteren eine Stu-
die mit der Fragestellung durchgefiihrt,
ob durch von EB-Patienten stammen-
de, in vitro genkorrigierte Keratinozyten
die normale Adhérenzfunktion der Haut
langfristig und nebenwirkungsfrei wie-
derhergestellt werden kann. Angesichts
der innerhalb von ca. 4 Wochen statt-
findenden, kontinuierlichen epiderma-
len Selbsterneuerungliegt dabei die grofi-
te Herausforderung in der Sicherstellung
einer langfristigen Expression des Trans-
gens. Um eine lang anhaltende therapeu-
tische Wirkung zu erzielen, miissen so-
mit epidermale Stammzellen gezielt kor-
rigiert werden. Deren Anzahl ist jedoch
durch rezidivierende Verletzungen und
konsekutive Narbenbildungen bei EB-
Patienten sehr begrenzt und verringert
sich zusitzlich mit fortschreitendem Al-
ter des Patienten.

Natiirliche Gentherapie

Einige EB-Patienten besitzen Hautareale,
die (zeitlebens) ginzlich frei von Bla-
sen sind und gleichzeitig eine erhohte
Expression des, im Grofiteil der {ibri-
gen Haut nicht exprimierten, Proteins
aufweisen [19] [20]. Dieses Phinomen,
als revertantes Mosaik oder natiirliche
Gentherapie bezeichnet und auf spontan
postzygot-somatischen molekularen Er-
eignissen mit umschriebener Korrektur
der kausalen Keimbahnmutation basie-
rend, koénnte verhindern, dass Immun-
reaktionen gegen das gentherapeutisch
neusynthetisierte Protein auftreten. Des
Weiteren kann die Anwesenheit von
revertierten ,,gesunden® Stammzellen in
der eigenen Patientenhaut genutzt wer-
den, um eine zellbasierte Therapie ohne
die Notwendigkeit einer Genkorrektur
zu entwickeln [21].

In einer Studie wurde bereits erfolg-
reich eine phédnotypische und genotypi-
sche Korrektur der Haut bei Patienten
mit revertantem Mosaik durch Expan-
sion der revertanten Haut demonstriert.
Dies konnte eine vielversprechende the-
rapeutische Option fiir kutane Manifes-
tationen von EB darstellen. Weiterent-
wickelte Protokolle fiir die effiziente Se-
lektion von revertanten Keratinozyten in
der Kultur sind jedenfalls von Néten, um
grofere Transplantate mit ausreichender
Anzahl an revertanten Stammzellen zu
produzieren [22] [23].

Zusammenfassend ist die Transplan-
tation von genkorrigierten Hautstamm-
zellen insgesamt ein vielversprechender
Ansatz fiir die dauerhafte Behandlung
von chronischen Wunden besonders ex-
ponierter oder symptomatischer EB-Pa-
tienten.

Aufgrund des Erfolges der ersten kli-
nischen Anwendungen dieser Therapie
ist bereits eine Ausweitung auf andere
Subformen der EB (wie jenen mit vielen
Sekundarkomplikationen) geplant.

Diacerin und Epidermolysis
bullosa

Ein weiteres Beispiel translationaler Me-
dizin ist die Entwicklung einer topischen
symptomatisch-supportiven Lokalthera-
pie fiir generalisierte, schwere Epidermo-

Hier steht eine Anzeige.
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Zusammenfassung

Epidermolysis bullosa (EB) ist eine seltene
blasenbildende Hauterkrankung mit evidenter
klinischer und genetischer Heterogenitat.
Bisher stehen fiir die Betroffenen vorwiegend
symptomatische (Wund-)Behandlungen

zur Verfligung. Neue molekulare Thera-
pieanséatze, basierend auf dem Konzept
translationaler Medizin, eréffnen zunehmend
die Perspektive signifikant verbesserter
Managementstrategien. So stellt die Ex-vivo-
Gen-/Stammzelltherapie der Haut, unter
Verwendung von humanen epidermalen
Zellen in Kombination mit retroviraler
cDNA-Korrektur, eine vielversprechende
Methode zur Behandlung von EB dar.
Keratinozyten kdnnen, nachdem sie aus
kleinen Hautbiopsien gewonnen worden sind,

DOI'10.1007/s12326-015-0177-x

in Kulturen verhaltnismaBig leicht expandiert
werden. Epidermale Stammzellen werden
dann selektiv identifiziert und transfiziert.
Aus diesen korrigierten Stammzellen werden
epidermale Transplantate produziert, welche
auf chronische, nichtheilende Wunden von
EB-Patienten transplantiert werden. So ist

es moglich, die klinischen Symptome der EB
langfristig, wenn nicht sogar permanent, zu
mildern.

Eng verzahnte molekularbiologische und kli-
nische Forschung fiihrten in Salzburg zudem
zur Entwicklung einer antiinflammatorischen
Creme mit dem bekannten Wirkstoff des
nichtsteroidalen Antiphlogistikums (NSAP)
Diacerein, die bei EB-simplex-Patienten eine
nachweisliche Besserung der phanotypischen

Epidermolysis bullosa - Ein gelungenes Beispiel translationaler Medizin

Auspragung mit vorwiegender Reduktion der
Blasenbildung induziert. Diacerein inhibiert
bestimmte Stresssignalkaskaden durch
regulatorische Wirkung auf inflammatorische
Zytokine und IL-1f. Durch das Erreichen

der ,Orphan-Designation” der europdischen
Arzneimittelagentur kann eine Weiterent-
wicklung dieses neuen Medikamentesin einer
groBen europadischen Studie vorangetrieben
werden, mit voraussichtlicher Marktzulassung
in absehbarer Zeit.

Schliisselworter

Epidermolysis bullosa - Ex-vivo-Gentherapie -
Stammzelltherapie - Revertantes Mosaik bei
EB - Diacerein-Creme

Abstract

Epidermolysis bullosa (EB) is a rare blistering
skin disorder characterized by extensive
clinical and genetic heterogeneity. Current
treatment of EB patients is limited to mainly
symptomatic (wound) therapies. New
molecular therapeutic approaches, based
on the concept of translational medicine,
open up prospects of significantly improved
management strategies. In particular, ex
vivo gene therapy or stem-cell skin therapy
using human epidermal cells in combination
with correcting retroviral cDNA, represent
promising methods for the treatment of

EB. Keratinocytes obtained from small skin
biopsies can be expanded in culture com-

paratively easily following the identification
and selection of epidermal stem cells and
transfection. Epidermal grafts of corrected
stem cells are then transplanted to chronic,
non-healing wounds of EB patients. Thus, it
is possible to ameliorate clinical symptoms
of the EB in the long term or eventually
permanently.

Further, interconnected molecular biological
and clinical research in the EB-House Austria
in Salzburg has led to the development

of an anti-inflammatory cream. The active
compound is the non-steroidal anti-inflam-
matory drug (NSAP) diacerein, which shows
a significantimprovement in the phenotypic

Epidermolysis bullosa - a successful example of translational medicine

expression in EB simplex patients, with
predominant reduction of blistering. Diacerein
inhibits distinct stress signalling cascades
through regulatory activity on inflammatory
cytokines and IL-1p. By obtaining the “orphan
designation” of the European Medicines
Agency (EMA), an ongoing development

of this new drug can be pursued in a large
European study, with expected marketing
approval in near future.

Keywords

Epidermolysis bullosa - Ex vivo gene therapy -
Stemcell therapy - Revertant mosaic in EB -
Diacerein creme

lysis bullosa simplex (gsEBS) mit primir
antientziindlichen und in weiterer Folge
blasenreduzierenden Eigenschaften.

Bei dieser autosomal-dominant ver-
erbten EB-simplex-Variante kommt es
aufgrund bestimmter Mutationen zur
Kompromittierung eines der basalen Zy-
tokeratine (Keratin 5 [K5] oder Keratin 14
[K14]), welche wichtige Bestandteile des
Zytoskeletts sind [24]. Entsprechende
Mutationen bewirken u.a. eine Ver-
klumpung der Keratine im Zellinneren,
wodurch eine verminderte Resistenz
gegen externe mechanische Belastungen
mit konsekutiver Zytolyse der basalen
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Keratinozyten resultiert. Dabei ist die
Stresssensitivitdt der Keratinozyten er-
hoht und entsprechende Signalkaskaden
(p38, INK, ERK) sind konstitutiv akti-
viert. In-vitro-Studien zeigten, dass der
aktivierte JNK-Pathway den Entziin-
dungsmediator IL-1p induziert. Letzte-
res ist in gsEBS-Keratinozyten deutlich
hochreguliert und seinerseits wiederum
ein Induktor des JNK-Signaltransduk-
tionspfades. Zusitzlich kommt es zur
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren
der AP-1-Familie, die u. a. fiir die Expres-
sion von Keratin 14 verantwortlich sind,
welches in sgEBS-Keratinozyten eben-

falls hochreguliert ist. Dadurch wird die
alterierte Aggregatbildung und folglich
die Zellinstabilitdt bzw. Zytolyse von ba-
salen Keratinozyten mit dem klinischen
Bild von Blasen- und Erosionsbildung
verstarkt [25].

Um eine Verbesserung der phino-
typischen Ausprigung von sgEBS zu
erzielen, wurde in einer Pilotstudie ver-
sucht, diese Stresssignalkaskaden mittels
Diacerein, einem auf inflammatorische
Zytokine wirkenden und IL-1B inhi-
bierenden Wirkstoff, zu unterbinden.
Diacerein zihlt zu den nichtsteroida-
len Antiphlogistika (NSAPs) und wird



in bereits zugelassenen Medikamenten
(z.B. Verboril®) bspw. bei rheumati-
scher Arthritis systemisch verabreicht
[26]. In-vitro-Versuche an mit Diacerein
inkubierten sgEBS-Keratinozyten zeigen
eine tendenzielle Normalisierung der
Expressionsprofile der Entziindungs-
mediatoren IL-1p und JNK sowie eine
verstirkte Bildung von Wildtypprotein.

Klinisch konnte die im EB-Haus Aus-
tria durchgefiihrte Pilotstudie eine signi-
fikante Reduktion der Blasenzahl wih-
rend der offenen Phase und einen signi-
fikanten Unterschied zwischen Placebo
und Diacerein wihrend eines definierten
Zeitintervalls der kontrollierten, rando-
misierten, doppelblinden Phase nachwei-
sen [27].

Diese positiven Ergebnisse stellen die
Basis fiir die aktuelle Durchfiihrung einer
Phase-III-Studie dar, womit die Wirk-
samkeit von Diacerein in zwei unabhin-
gigen Gruppen bei insgesamt 15 Patien-
ten analysiert werden soll. Die in Salz-
burg entwickelte Diacereincreme erhielt
bereits von der europiischen Arzneimit-
telargentur (EMA) eine ,,Orphan-Desi-
gnation’, wodurch ein Sonderstatus fiir
die Entwicklung neuer Medikamente und
Therapien fiir Betroffene seltener Erkran-
kungen gewihrleistet ist und die Weiter-
entwicklung dieses neuen Medikamentes
in einer grofien européischen Studie vor-
angetrieben werden kann.
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