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Zusammenfassung

v

Infektionen oder Reaktivierungen durch persis-
tierende Viren, wie z.B. dem humanen Zytomega-
lievirus und dem Epstein-Barr-Virus, oder lyti-
sche Viren, wie z.B. dem Adenovirus, konnen sehr
problematisch sein und durch teils schwere Ver-
ldufe zur Sterblichkeit nach Stammzell- und Or-
gantransplantation beitragen. Es konnte gezeigt
werden, dass der adoptive Transfer von antigen-
bzw. virusspezifischen T-Lymphozyten des sero-
positiven Spenders die spezifische Immunitdt im
Patienten rekonstituiert und das Risiko einer
Graft-versus-Host-Erkrankung minimal ist. Be-
reits eine geringe Zahl dieser antigenspezifischen
T-Zellen fiihrt zu klinischen Ansprechraten. Effek-
tive Verfahren zur Aufreinigung dieser Zellen und
deren klinische Effizienz wurden gezeigt.

Abstract

v

Infection with and reactivation of human cyto-
megalovirus, Epstein-Barr virus, and adenovirus
are frequent and can lead to severe complications
in immunocompromised recipients after hemato-
poietic stem cell transplantation or solid organ
transplantation. These serious adverse events are
associated with a significant morbidity and mor-
tality. Adoptive immunotherapy with virus-spe-
cific cytotoxic effector T cells derived from sero-
positive donors can rapidly reconstitute antiviral
immunity of the patient with no acute toxicity or
increased risk of GvHD following transplantation.
Only small numbers of antigen-specific T cells are
required to improve the transplantation outcome.
Strategies to isolate the specific T cells are already
established and the efficiency of adoptively trans-
ferred cells was shown.

Allogene himatopoetische
Stammzelltransplantation

v

Die Transplantation von hdmatopoetischen
Stammzellen stellt eine potenziell kurative Thera-
pieform fiir eine Reihe von hamatologischen und
nicht hamatologischen Systemerkrankungen dar
[1]. Das Prinzip der allogenen hdmatopoetischen
Stammzelltransplantation (hematopoietic stem
cell transplantation, HSCT) ist es, das blutbildende
System und das Immunsystem eines Patienten
durch Stammzellen eines gesunden gewebever-
traglichen Spenders vollstindig zu ersetzen und
durch das neue Immunsystem einen Graft-ver-
sus-Leukdmie-(Graft-versus-Leukemia, GvL-)Ef-
fekt zu erreichen. Die hamatopoetischen Stamm-
zellen werden aus Knochenmark, mobilisierten
peripheren Blutzellen und aus Nabelvenenblut
gewonnen. Nach Transplantation regeneriert sich
ein neues Immunsystem aus den transplantierten
Stammzellen des Spenders.

Bedeutung der T-Zellen

in der allogenen HSCT

v

Spezifische T-Lymphozyten im allogenen Stamm-
zelltransplantat sind entscheidend fiir das Trans-
plantatiiberleben und die Induktion des Therapie
unterstiitzenden GvL-Effekts, der in erster Linie
auf die Aktivierung von immunkompetenten
Spender-T-Zellen durch verbliebene leukdmische
Blasten im Patienten zuriickzufiihren ist. Sind
diese Zellen spezifisch gegen Pathogene, z.B. vira-
leErreger(Zytomegalievirus, HCMV; Epstein-Barr-
Virus, EBV; Adenovirus, ADV) und Pilze (Aspergil-
lus) gerichtet, dann induzieren sie den Graft-ver-
sus-Infektion-(Graft-versus-Infection, GvI-)Effekt
und erméglichen so die Bekdampfung von Infek-
tionen und Reaktivierungen durch diese opportu-
nistischen Erreger.

Auf der anderen Seite jedoch kénnen T-Zellen Ur-
sache fiir die Graft-versus-Host-Erkrankung
(Graft-versus-Host Disease, GvHD) sein. Unter
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GvHD versteht man die klinische Manifestation der immunologi-
schen Auseinandersetzung der vom Spender stammenden im-
munkompetenten T-Zellen mit den Organen und Zellen des Emp-
fangers. Besondere Risikofaktoren fiir die Entwicklung einer
schweren akuten GvHD sind ein nicht verwandter Spender,
HLA-Mismatch, weiblicher Spender bei mdannlichem Empfanger,
hohes Lebensalter und vorangegangene Infektionen des Empfdan-
gers mit Herpesviren [2].

Donor-Lymphozyten-Infusion und adoptive
Immuntherapie zur Behandlung von Leukd@mien

v

Bereits 1956 wurde erstmals von Barnes et al. die These ver-
offentlicht, dass eine Reaktion des Knochenmarks gegen die leu-
kdmischen Blasten zu deren Eliminierung fiihrt [3]. Mathé et al.
waren die ersten, die diesen GvL-Effekt fiir Transplantations-
erfolge im Menschen verantwortlich machten und die dafiir den
Begriff ,adoptive Immuntherapie“ pragten [4]. Die adoptive Im-
muntherapie mit antigenspezifischen T-Zellen ist eine vielver-
sprechende Therapieoption in der Behandlung von viralen
(HCMV, EBV, ADV, HIV) und fungalen (Aspergillus) Infektionen
([5-19] (6 Abb. 1). Auch in der Therapie von soliden Tumoren
und leukdmischen Erkrankungen findet die Immuntherapie mit
spezifischen T-Zellen Einsatzmoglichkeiten [20-26].

Die infundierten T-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der Wie-
derherstellung und Verbesserung der Immunfunktion nach ag-
gressiven zytotoxischen Therapien (© Abb. 1a). Auch der rasche
Wiederanstieg der Lymphozyten verbessert das Outcome der Pa-
tienten nach HSCT [2,27].

Donor-Lymphozyten-Infusionen (DLI) bestehen aus nicht weiter
prdpariertem Vollblut oder aus durch Leukapherese gewonnenen
mononukledren Zellen des Spenders (© Abb. 1b). Als wirksamer
Bestandteil werden in erster Linie die T-Zellen und die NK-Zellen
angesehen. Die adoptive Immuntherapie mittels DLI wird erfolg-
reich eingesetzt zur Behandlung des Leukdmie-Rezidivs bei CML,
AML und multiplem Myelom nach allogener HSCT. Verantwort-
lich dafiir ist der durch die iibertragenen Spender-T-Zellen ver-
mittelte GvL-Effekt. Besondere Bedeutung in der T-Zell-abhdngi-
gen Erkennung der leukdmischen Zellen scheinen derzeit Minor-
Histokompatibilitdtsantigene (z.B. HA-1, HA-2, HB-1 und UTY),
sowie Leukdmie-assoziierte Antigene (z.B. Proteinase-3, WT-1,
h-TERT, hdm-2) zu haben [20,23,28]. Der kurative Effekt der DLI
unter Verwendung von T-Zellen, die gegen GvL-assoziierte Mi-
nor-Histokompatibilitdtsantigene gerichtet sind, konnte durch
langandauernde komplette Remissionen nach DLI gezeigt wer-
den [29-32].

HCMV-Infektionen nach allogener hamatopoetischer
Stammzelltransplantation

v

In den ersten 10-28 Tagen nach HSCT wird die Infektionsgefahr
insbesondere durch eine ausgeprdgte Neutropenie gepragt [33].
Diese begiinstigt vor allem die Entstehung bakterieller Infekte.
Auch in der spdten Posttransplantationsphase (nach Tag 100
nach HSCT), werden bei Patienten mit chronischer GvHD haupt-
sdchlich bakterielle Infekte beobachtet, die auf mangelhafte IgA-
Sekretionsleistung, Granulozytendefekte sowie quantitative wie
auch qualitative B- und T-Zell-Defekte zuriickzufiihren sind.

In der mittleren Posttransplantationsphase (von der himatopoe-
tischen Rekonstitution bis Tag 100 nach HSCT) ist die Infektion
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Abb.1 Entwicklung der adoptiven T-Zell-Immuntherapie.

a Mit der Ubertragung von residualen T-Zellen im Transplantat wurde
erstmals die immuntherapeutische Bedeutung der T-Zellen gezeigt.

b Donor-Lymphozyten-Infusionen (DLI) bestehen aus unmanipulierten
Spenderzellen. ¢ Kultivierung und Expandierung spezifischer Zellen vor
Transfusion. d Direkte Isolierung der antigenspezifischen Zellen mittels
pMHC-Multimer-Technologie. e Isolierung antigenspezifischer IFN-y
sekretierender Zellen nach kurzer In-vitro-Stimulation. HSC = hdmato-
poetische Stamzelle (haematopoietic stem cell) (modifiziert nach [72]).

mit HCMV die bedrohlichste Infektion. Trotz neuer Diagnose-
und Therapieverfahren stellt die HCMV-Reaktivierung bzw.
-Neuinfektion bei Stammzell-Transplantierten immer noch ein
groRes Risiko dar. 40-70% der HCMV-seropositiven Patienten er-
kranken nach einer HSCT an einer HCMV-Infektion [7,34-39].
Die HCMV-Infektion stellt mit die hdufigste Todesursache bei Pa-
tienten nach allogener Stammzelltransplantation dar.
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Ubersicht

Neben Infektionen des Gastrointestinaltrakts, der Leber und des
hdmatopoetischen Systems weist vor allem die interstitielle
Pneumonie (IP) eine sehr hohe Letalitdt auf. Durch Verbesserun-
gen im Rahmen der Infektionspravention ist die Inzidenz der frii-
hen HCMV-Erkrankung nach HSCT von 20-30% auf 3-6% gesun-
ken. Die Mortalitdtsrate ist aber trotz Behandlung mittels Ganci-
clovir und HCMV-Immunglobulin mit 30-50% nach wie vor sehr
hoch [7].

Die antivirale Theapie bei dokumentiertem HCMV-Nachweis bei
Patienten nach allogener HSCT erfolgt routinemdRig mit den Vi-
rustatika Ganciclovir und Foscarnet. Ganciclovir ist ein HCMV-
bzw. Herpesvirus-spezifischer Guanosin-Antimetabolit, der
durch die UL97-Kinase des HCMV phosphoryliert wird. Seine
hohe Potenz, die Virusreplikation zu hemmen, beruht darauf,
dass eine grof3e Menge an aktiver, 3-fach phosphorylierter Wirk-
form in den HCMV-infizierten Zellen generiert wird. In dieser
Form ist das Ganciclovir in der Lage, die virale DNA-Polymerase
UL54 des HCMV zu hemmen. Ganciclovir hat erhebliche Neben-
wirkungen, wovon an erster Stelle die Knochenmarktoxizitdt
mit folgender Myelosuppression zu nennen ist. Die virustatische
Wirkung von Foscarnet beruht auf einer direkten allosterischen
Hemmung viraler Enzyme wie der DNA-Polymerase und der Re-
versen Transkriptase. Foscarnet hat ein anderes Nebenwirkungs-
spektrum als Ganciclovir, hier wird der Einsatz vor allem durch
die Nephrotoxizitdt limitiert. Die antiviralen Therapeutika fithren
nicht immer zu einer vollstindigen Unterdriickung des Virus, so-
dass zunehmend Resistenzen gegen diese Virustatika auftreten.

Die Entwicklung der adoptiven Inmuntherapie am
Bespiel der Behandlung von HCMV-Infektionen nach
allogener hamatopoetischer Stammzelltransplantation
v

Da immer hdufiger von Virustatika-resistenten HCMV-Isolaten
nach HSCT berichtet wird und die Virustatikatherapie zudem
mit erheblichen Nebenwirkungen verbunden ist, wird intensiv
nach Alternativen zur Behandlung und Pravention der HCMV-Er-
krankung gesucht. 1995 wurde erstmals von Walter et al. be-
schrieben, dass ein adoptiver Immuntransfer nach Transplanta-
tion mit HCMV-spezifischen zytotoxischen T-Lymphozyten
(cytotoxic T cells, CTLs) die Inzidenz schwerer HCMV-Infektionen
drastisch reduzierte [18]. Eine fehlende Rekonstitution der
HCMV-spezifischen Immunantwort nach allogener HSCT ist ent-
scheidend fiir die Entwicklung einer HCMV-Erkrankung [5,7,9,
13,16].

Verschiedene Methoden zur Generierung HCMV-spezifischer
CD8+ und CD4+ T-Zellen aus HCMV-seropositiven Spendern
durch Stimulation der mononukledren Zellen des peripheren
Blutes (peripheral blood mononuclear cells, PBMCs) mit Antigen
prasentierenden Zellen (antigen presenting cells, APC) sind be-
schrieben (© Abb. 1c). Die Ex-vivo-Induktion HCMV-spezifischer
CTLs mittels HCMV-infizierter autologer Fibroblasten als Sti-
mulatorzellen eignet sich zwar prinzipiell zur Generierung virus-
spezifischer T-Zellen in vitro, weist aber auch einige Nachteile
auf, da es sich bei Fibroblasten um keine professionellen APCs
handelt [18]. Eine andere Methode verwendet EBV-transfizierte
LCLs als Feeder-Zellen, in denen mittels retroviraler Vektoren
das HCMVpp65-Protein zur Expression gebracht wird [40]. Fiir
den klinischen Einsatz sind diese Methoden jedoch ungeeignet,
da die Anwesenheit von HCMV- oder EBV-Viren ein nicht zu un-
terschdtzendes Infektionsrisiko fiir die Patienten darstellt.

Eine alternative Methode setzt artifiziell Antigen prasentierende
Zellen (aAPCs) ein, um antigenspezifische T-Zellen zu expandie-
ren [41]. Als azelluldre aAPCs konnen magnetische Beads [42,43],
artifizielle Liposomen [44] und Biomembranderivate [45-47]
eingesetzt werden. Der Einsatz von aAPCs zeigt viele Vorteile. So
konnen diese leicht mit dem zu untersuchenden HLA-Peptid-
Komplex beladen werden, und die Generierung von antigenspe-
zifischen T-Zellen ist einfach reproduzierbar. Durch Kopplung an
kostimulatorische Molekiile wie anti-CD28, CD80 und CD154
kann die T-Zell-Reaktivitdt verbessert werden. Ein weiterer Vor-
teil von aAPCs ist auch ihre Nutzung zur Induktion und Generie-
rung von antigenspezifischen CD4+ T-Helfer-Zellen, wodurch ein
gemeinsamer Transfer von CD4+ und CD8+ T-Zellen ermdglicht
wird [42,48].

Erfolgreich werden auch dendritische Zellen (dendritic cells, DCs)
als professionell Antigen prasentierende Zellen oder nicht weiter
aufgereinigte PBMCs, die entweder mit HCMV-Peptiden, oder Ly-
saten aus HCMV-infizierten Zellen oder mit HCMV-Antigen ge-
pulst werden, zur Induktion der spezifischen T-Zellen eingesetzt
[49-52] (© Abb. 1¢). Ein Nachteil dieser Methode ist jedoch die
arbeitsintensive und sehr zeitaufwendige Generierung der DCs
und die Ex-vivo-Expansion der spezifischen CTLs {iber mehrere
Wochen. Ein so hergestelltes Praparat wiirde als ATMP (Advan-
ced Therapy Medicinal Products) klassifiziert werden und damit
dem seit 2009 europaweit zentralisiertem Zulassungsverfahren
durch die European Medicinal Agency (EMA) unterliegen, um
die Sicherheit, Wirksamkeit und Qualitit von ATMP-Produkten
zu bewerten. Die Bewertung der Zulassungsunterlagen erfolgt
durch das dafiir gegriindete Komitee fiir neuartige Therapien
(Committee for Advanced Therapies, CAT).

Anreicherung antigenspezifischer T-Zellen

mittels Zytokin-Sekretions-Assay

v

Daher wurde intensiv an Methoden geforscht, die es ermogli-
chen, unter Verwendung nicht infektiéser Materialien und un-
fraktionierter PBMCs innerhalb relativ kurzer Zeit eine fiir den
adoptiven Transfer ausreichende Menge antiviraler T-Zellen zu
isolieren. Derzeit werden hier im Wesentlichen 2 Strategien zur
direkten Aufreinigung verfolgt: (1) Anreicherung antigenspezi-
fischer T-Zellen aufgrund der Sekretion von Effektormolekiilen
(z.B. Interferon-y, IFN-y, cytokine secretion assay) (© Abb. 1c)
oder der Expression von Zelloberflichenmarkern (z.B. CD154)
nach kurzer In-vitro-Antigenstimulation [9,13,14,16,53-55]
und (2) Anreicherung spezifischer T-Zellen {iber den T-Zell-Re-
zeptor (TZR) unter Verwendung Peptid-MHC (pMHC) multimerer
Molekiile (© Abb. 1d, © Abb. 2) [56-59].

Die Isolierung antigenspezifischer T-Zellen mittels Zytokin-Se-
kretions-Assay ermdglicht, je nach Verwendung des entspre-
chenden Stimulans (rekombinantes Protein, iiberlappende Pep-
tidpools), die Isolierung CD4+ und/oder CD8+ antiviraler T-Zel-
len. Diese Methode beriicksichtigt die Tatsache, dass fiir eine
langandauernde Persistenz transferierter CD8+ T-Zellen die zu-
sdtzliche Anwesenheit von CD4+ T-Helferzellen erforderlich zu
sein scheint. CD4+ T-Helferzellen sezernieren Wachstumsfak-
toren, wie z.B. Interleukin-2, oder vermitteln kostimulierende
Signale, z.B. iiber CD40/CD154- oder CD80/CD28-Interaktionen,
die eine Aufrechterhaltung der zytotoxischen T-Zell-Antwort un-
terstiitzen [60,61]. So konnte gezeigt werden, dass eine Abnah-
me der Immunantwort gegen HCMV durch die infundierten zy-
totoxischen T-Zellen gerade bei den Patienten auftrat, die keine
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Ubersicht

HCMV-spezifische CD4+ T-Helfer-Antwort zeigten [18]. Im Ge-
genteil, das Auftreten einer T-Helfer-Antwort nach Infusion ging
einher mit einer anhaltenden oder zunehmenden HCMV-Ant-
wort der zytotoxischen T-Zellen. Auf der anderen Seite jedoch,
sind die Reinheiten der isolierten Zellpopulationen nach Stimula-
tion mit tiberlappenden Peptidpools mit ca. 50% IFN-y-sezernie-
renden CD3+ T-Lymphozyten [16] deutlich geringer im Vergleich
zu pMHC-Multimer-aufgereinigten Prdparaten [58] und bergen
damit auch ein vermeintlich gréReres Potenzial der Ubertragung
von alloreaktiven T-Zellen, die dann wiederum zur Induktion
oder Verstdarkung einer bereits bestehenden GvHD fithren kénn-
ten. Peggs und Kollegen konnten zeigen, dass der Transfer von
1x10% CD3+ T-Zellen/kg (durchschnittlich 2840 CD4+ und 630
CD8+ CMV-spezifische T-Zellen/kg, 43,9% IFN-y-positiv) zu effek-
tiven Ansprechraten und keinem signifikanten Anstieg von GvHD
in den Patienten fiihrte [16]. Aufgrund der - wenn auch kurzen -
In-vitro-Stimulationszeit werden diese Prdparate derzeit als
ATMP Klassifiziert.

Anreicherung unmanipulierter antigenspezifischer
T-Zellen mittels pMHC-Multimeren

v

Virusspezifische und die Mehrzahl alloreaktiver T-Zellen erken-
nen MHC-Molekiile in peptidabhdngiger Weise. Die Identifizie-
rung Virus- und Allopeptid-restringierter T-Lymphozyten erfolgt
traditionell unter Verwendung funktioneller Asssays tiber die Be-
stimmung der zytotoxischen/zytolytischen Aktivitit der indu-
zierten T-Zelle. Ergebnisse zeigten jedoch, dass diese prolifera-
tionsabhdngigen Versuche technisch sehr schwierig und mit
einem hohen Anteil unspezifischer Ergebnisse belastet sind.
Zum anderen ist nur die Detektion einer kleinen Population anti-
genspezifischer Zellen moglich.

Antigene Epitope, die durch MHC-Molekiile prdsentiert werden,
werden mit hoher Spezifitdt durch T-Zell-Rezeptoren gebunden.
Die Bindung monomerer pMHC-Molekiile an die TZRs ist jedoch
kurzlebig und zeigt geringe Bindungsaffinititen mit einer ver-
zogerten Assoziation und raschen Dissoziation [62]. Mit der Be-
schreibung von multimeren pMHC-Molekiilen gelang es, eine
dauerhafte Markierung der T-Zellen durch eine stabile
pMHC-TZR-Bindung zu ermdglichen. Seit der Tetramerbeschrei-
bung von John Altman [63] kénnen antigenspezifische T-Zellen
direkt mittels Durchflusszytometrie identifiziert, visualisiert,
analysiert und quantifiziert werden. So konnten peptidselektive
CD8+ T-Zellen nach viralen Infektionen sowie bei Autoimmuner-
krankungen und Tumorpatienten nachgewiesen werden. Inzwi-
schen wurden zahlreiche Technologien und Verfahren zur Her-
stellung epitopbindender multimerer pMHC Molekiile, wie z.B.
Dimere, Tetramere, Pentamer, Dextramere, Streptamere, und
Histamere etabliert (© Abb. 2) [63-68]. Zur Generierung multi-
merer pMHC-Molekiile werden rekombinante MHC-Klasse-I-
bzw. -1I-Molekiile mit spezifischen Tags (z.B. Strep-Tag, His-Tag)
oder Enzym-Erkennungssequenzen (z.B. fiir die Biotinylierung)
exprimiert, durch Zugabe von rekombinantem 2-Mikroglobulin
(fiir HLA Klasse I) und der entsprechenden Peptidantigene (8 bis
10 Aminosduren fiir MHC Klasse I, 9-12 Aminosduren fiir MHC
Klasse II) unter Redox-Bedingungen gefaltet und iiber deren Tags
multimerisiert. Die Expression der Molekiile erfolgt iiberwie-
gend im prokaryonten System mit anschlieBender Proteinfal-
tung. Der Komplex aus MHC-Molekiil und gebundenem Peptid
wird von einer T-Zelle mit dem passenden TZR erkannt und ge-
bunden. pMHC-Multimere werden mit Fluoreszenzfarbstoffen

konjugiert, um die T-Zellen durchflusszytometrisch sichtbar zu
machen [63,66,67].

Im Falle der erstbeschriebenen Tetramere wurden 4 rekombinan-
te pMHC-Molekiile (tetra, gr.; vier) iiber die Kopplung des Biotin-
restes an Avidin/Streptavidin multimerisiert [63]. Pentamere be-
stehen aus 5 pMHC-Molekiilen (penta, gr.; fiinf), die tiber ein
Tragermolekiil (coiled-coil domain) verbunden sind [68]. Zur
Generierung von Dextrameren werden pMHC-Molekiile an eine
Polymerkette (Dextran) gebunden [64]. Untersuchungen zur
Spezifitdt und Sensitivitdt in der Verwendung unterschiedlicher
Multimere ergaben vergleichbare antigenspezifische CD8+ T-
Zell-Frequenzen [59].

Multimere pMHC-Molekiile werden bereits seit Lingerem zur
Detektion und Isolierung antigenspezifischer T-Zellen eingesetzt.
Mit der Entwicklung reversibler pMHC-Multimere (Streptamere,
Histamere) [66,67], die die komplette Dissoziation der Reagen-
zien, die zur Markierung oder Isolierung von T-Zellen nétig sind,
ermoglichen, finden diese nun auch Einsatz in der Aufreinigung
spezifischer Zellen fiir den adoptiven Transfer [58].

Streptamere sind Multimere, die aus 4 pMHC-Komplexen beste-
hen, die {iber den Strep-taglll an Strep-Tactin gebunden sind.
Strep-Tactin, eine modifizierte Form des Streptavidins, stellt so-
mit das Riickgrat des Streptamers dar (© Abb. 2e; [66]). Da d-Bio-
tin eine hohere Bindungsaffinitit zu Strep-Tactin besitzt als
Strep-taglll, kann durch Zugabe von Biotin das Riickgrat abgelost
werden. Die resultierende monovalente pMHC-TZR-Interaktion
ist schwach, und die pMHC-Monomere dissoziieren spontan von
den TZR (reversible Farbung). Die Geschwindigkeit der Dissozia-
tion der pMHC-Molekiile von der T-Zelle hdangt von der Bin-
dungsaffinitdt des pMHC-TZR-Komplexes ab. Die Multimerisie-
rung von Histameren erfolgt durch die Bindung des 6xHis Tag
am pMHC-Molekiil an Cobalt-beschichtete magnetische Beads
(© Abb. 2f; [67]). Durch Zugabe des natiirlichen Kompetitors L-
Histidin kommt es zur Dissoziation der pMHC-Molekiile von den
magnetischen Beads, auf welche die Dissoziation der pMHC-Mo-
lekiile von den TZRs folgt. Durch die Reversibilisierung der Bin-
dung kénnen mogliche klinische Nebenwirkungen des verwen-
deten Selektionsmarkers (Toxizitit, Immunogenitit) aus-
geschlossen werden, und die aufgereinigten T-Zellen unterschei-
den sich phdnotypisch und funktionell nicht von den in vivo vor-
kommenden T-Zellen.

Klinische Erfahrungen der peptidselektiven
Anreicherung unmanipulierter T-Zellen

fiir die adoptive Immuntherapie

v

Die Streptamer-Technologie bietet die Moglichkeit, mit klinisch
zugelassenen Streptameren eine Selektion von antigenspezi-
fischen T-Zellen unter Good Manufacturing Practice (GMP)-Be-
dingungen fiir einen adoptiven T-Zelltransfer durchzufiithren
[52,58,66,69]. Im Rahmen einer multizentrischen klinischen
Phase-I-Priifstudie werden derzeit Patienten mit mangelnder
Immunrekonstitution und rezidivierender HCMV-Reaktivierung
mit Streptamer-aufgereinigten CD8+ T-Lymphozyten behandelt.
Als Spender der HCMVpp65-spezifischen CD8+ T-Lymphozyten
fungieren hier die HCMV-seropositiven gesunden Stammzell-
spender.

Erste Ergebnisse zur klinischen Anwendung mittels Streptamer-
Technologie aufgereinigter HCMV-spezifischer CD8+ T-Zellen
wurden im vergangenen Jahr von der Gruppe um Anita Schmitt
publiziert [58]. Es wurden 2 Patienten mit AML (akute myeloide
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Leukdmie) und ALL (akute lymphatische Leukdmie), die nach
Transplantation von G-CSF-mobilisierten Stammzellen eine
therapieresistente hochgradige CMV-Antigendmie zeigten, mit
HCMVpp65/HLA-B7- bzw. HCMVpp65/HLA-A24-spezifischen
T-Zellen behandelt. Die mittels Streptamer-Technologie aufgerei-
nigten T-Zellen zeigten eine besonders hohe Reinheit (>95%).
Durch den spezifischen adoptiven T-Zell-Transfer von 2,2 x 10°
HCMVpp65/HLA-B7-spezifischen bzw. 37x10° HCMVpp65/
HLA-A24-spezifischen CD8+ T-Zellen/kgKG gelang es, die Patien-
ten auch langfristig und nachhaltig vor HCMV-Reaktivierungen
zu bewahren [58].

Wichtigste Voraussetzung fiir den effektiven Einsatz von pMHC-
Multimer-aufgereinigten T-Lymphozyten im Rahmen der Im-
muntherapie ist die Kenntnis immundominanter T-Zell-Epitope
fiir verschiedene HLA-Allele und Erreger. Nicht immer ist die
Seropositivitdt eines potenziellen T-Zell-Spenders auch ein Hin-
weis flir das Vorhandensein der entsprechenden peptidspezi-
fischen Gedachnis-T-Zellpopulation (memory T cells). Umfang-
reiche Studien zeigen, dass selbst fiir das immundominante
HLA-A*02:01-restringierte HCMVpp65 (495-503)-Epitop nur in
48-71% HLA-A*02:01-, HCMV-seropositiver gesunder Spender
T-Zellfrequenzen gegen dieses Antigen detektierbar sind und
der prozentuale Anteil stark variiert (0,15-13,55%) [58,59,70]
(Sukdolak et al., submitted). Diese Ergebnisse zeigen, wie wichtig
ein gewissenhaftes T-Zell-Spender-Screening und die Multimer-
analyse im Zusammenhang mit der serologischen Testung zur
Spenderauswahl ist (Dieks et al., submitted). Die Bestimmung
der Frequenz von antigenspezifischen CD8+ T-Zellen potenzieller
HCMV-seropositiver Stammzellspender ist entscheidend fiir die
erfolgreiche Aufreinigung der spezifischen Zellen und die Appli-
kation dieser bei Patienten mit einer therapieresistenten hoch-
gradigen HCMV-Reaktivierung nach allogener HSCT ohne mess-
bare HCMVpp65-spezifische T-Zellen [71].

Nach den ersten erfolgversprechenden Ergebnissen des Kkli-
nischen Einsatzes von Streptamer-isolierten T-Zellen in der Be-
handlung von HCMV-Infektionen wird derzeit der klinische Ein-
satz von Streptamer-aufgereinigten Lymphozyten auch fiir wei-
tere virale Epitope (z.B. EBV und ADV) und Leukdmie-assoziierte
Antigene (LAAs) gepriift. Im letzteren Ansatz ist das Wilms-Tu-
mor-Gen 1 (WT1), welches differenziell auf leukdmischen Blas-
ten {iberexprimiert wird, das entsprechende Target-Epitop [20].
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