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1 Einleitung

1.1 Padiatrische Onkologie

Die Statistik zeigt, dass das Risiko an einem Malignom zu erkranken mit dem
Alter steigt. So zeigen sich maligne Erkrankungen haufig im héheren Alter und
ihnen sind etwa 25% aller Todesfalle zuzuschreiben?.

Maligne Erkrankungen sind, im Gegensatz zu dem Erwachsenenalter, im
Kindesalter auf3erst selten. Sie betreffen etwa 2% aller Kinder bei einer Inzidenz
von 5-14:100.000 der Kinder vor Vollendung des 15. Lebensjahres!. Im
Gegensatz zu den Erwachsenen, bei denen vorrangig Karzinome diagnostiziert
werden, stehen in der Péadiatrie maligne hamatopoetische Erkrankungen und
Tumoren des zentralen Nervensystems (ZNS), wie das Astrozytom im
Vordergrund?.

Tumoren des sympathi-
schen Nervensystems 8,2 %

. 0
Nierentumoren 6,2 % ZNS-Tumoren

19,4 %

Weichteiltumoren 6,7 %

Knochentumoren 4,8 %

Leukémien

. 0
Keimzelltumoren 2,9 % 34,4 %

Sonstige Diagnosen 4,4 %

Abbildung 1: Relative Haufigkeit maligner Erkrankungen bei Kindern unter dem 15.
Lebensjahr. Die Leukamie zeigt sich mit 34,4% als haufigste maligne Erkrankung im Kindes-
und Jugendalter (Bildguelle: Basiswissen Padiatrie 2010, Kréner C, Koletzko B.)?



1.1.1 Leukamie

Als Leukamien bezeichnet man maligne, neoplastische Erkrankungen des Blutes
oder des bluthildenden Systems. Pathogenetisch liegt eine Mutation einer
hamatopoetischen Vorlauferzelle vor, die zu einer ungehemmten klonalen
Proliferation der Zelle fuhrt. Die Proliferation fihrt zur Verdrangung des gesunden
Knochenmarks und zur Ausschwemmung neoplastischer Zellen in die Blutbahn.
Die Klassifikation der Leukamien erfolgt nach dem Ursprung der entarteten Zelle
und der Geschwindigkeit des Krankheitsverlaufs. So ergeben sich vier Arten der
Leukamie:

= Akute lymphoblastische Leukamie (ALL)

= Akute myeloische Leukdmie (AML)

= Chronische lymphatische Leukamie (CLL)

* Chronische myeloische Leukéamie (CML)?
Jahrlich erkranken etwa 4-5 von 100.000 Kinder an einer Leukamie. Das heil3t,
dass durchschnittlich ca. 600 Kinder und Jugendliche pro Jahr betroffen sind?.
Laut dem Annual Report (2017) des Kinderkrebsregisters sind Leukdmien mit
einem Anteil von 30,3% die haufigsten malignen Erkrankungen im Kindes- und
Jugendalter®. Hierbei fihrend ist die akute lymphoblastische Leukamie (ALL), die
80% aller Leukamien im Kindesalter ausmacht. Mit einer Inzidenz von 3,3 von
100.000 Kindern unter 15 Jahren pro Jahr ist die ALL die haufigste
Krebserkrankung im Kindesalter®.
Das typische Erkrankungsalter liegt bei 2-4 Jahren, mit einem Median von 4
Jahren und 9 Monaten. Das mannliche Geschlecht ist 20% haufiger betroffen als
das Weibliche*®.
Die ALL ist eine akut lebensbedrohliche Erkrankung, die durch eine ungehemmte
Proliferation einer frihen lymphatischen Vorlauferzelle (Blaste) im Knochenmark
charakterisiert ist. Durch die rasche Proliferation der unreifen Blasten kommt es
zu einer Verdrangung des umgebenden Knochenmarks mit der Folge einer
Panzytopenie. Diese zeichnet sich durch Anamie, Thrombozytopenie und
Granulozytopenie mit den entsprechenden Symptomen wie Abgeschlagenheit,
vermehrte Blutungsneigung und erhdhte Infektanfalligkeit ab.
Ohne sofortige Therapie kann die Erkrankung innerhalb weniger Wochen bis

Monate zum Tode fuihrenZ.



Die Therapie der ALL besteht aus einem mehrphasigen Konzept, das sich
anhand von Therapieprotokollen sowie des Risikoprofils des Patienten
zusammensetzt.

Die Therapieansatze folgen alle dem vierphasigen Konzept beginnend mit der
Induktionstherapie mittels hochdosierter Chemotherapeutika (4-6 Wochen), um
eine massive Reduktion der Tumorzellzahl zu erreichen.

Nach Erreichen der kompletten Remission (CR) folgen die Konsolidierungs- und
Reinduktionstherapie, die der Aufrechterhaltung der CR dienen und die
vollstdndige Eliminierung aller Tumorzellen sicherstellen, um ein Rezidiv zu
verhindern.

Die letzte Phase der Behandlung bezeichnet man als Erhaltungstherapie (24
Monate)®.

Kommt es zum Ausbleiben einer CR oder zu einem Rezidiv innerhalb der ersten
sechs  Monate nach Behandlungsbeginn  sollte  eine  allogene

Stammzelltransplantation als weitere Therapieoption angestrebt werden.



1.2 Stammzelltransplantation

Als Stammzelltransplantation (SZT) versteht man die Ubertragung von
korpereigenen oder fremden hamatopoetischen Stammzellen an einen

erkrankten Patienten.

Die Indikation einer SZT kann nicht nur bei malignen, hamatologischen
Erkrankungen gestellt werden, sondern auch bei soliden Tumoren
(Neuroblastom, Medulloblastom, Ewing Sarkom) und benignen Erkrankungen
wie Hamoglobulinopathien (z.B. B-Thalassdmia major, Sichelzellanamie),
Knochenmarksinsuffizienzen (z.B. schwere aplastische Anamie, Blackfan-
Diamond-Fanconi-Anamie) oder Immundefekten (SCID, Wiskott-Aldrich-

Syndrom)3,

Die Gewinnung der Stammzellen kann durch eine operative Extraktion aus dem
Knochenmark des Beckenkamms (Knochenmarktransplantation) erfolgen. Da
diese Methode mit einem stationaren Aufenthalt, einer Vollnarkose sowie einem
schmerzhaften operativen Eingriff, ggf. auftretenden Komplikationen und

Infektionen verbunden ist, wird sie nur noch selten durchgefuhrt”.

Heutzutage werden die Zellen in 80% der Félle aus dem peripheren Blut
extrahiert®. 5-7 Tage vor der Stammzellgewinnung erfolgt die Gabe von GCSF
(,granulocyte colony-stimulating factor”) oder GMCSF (,,granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor”), um die Stammzellen zur Proliferation anzuregen und
die Mobilisierung in das periphere Blut zu gewahrleisten. Nach einem adaquaten
Anstieg der CD34* Stammzellen (CD = ,cluster of differentiation”) kbnnen sie
tber eine Leukapherese aus dem peripheren Blut extrahiert werden?®.

Eine weitere Mdglichkeit zur Gewinnung von Stammzellen besteht unmittelbar

nach einer Entbindung aus dem Nabelschnurblut®®.

Der zeitliche Verlauf einer Transplantation gliedert sich in die Phasen der
Konditionierung, Transplantation und Aplasie.
Die Konditionierungsbehandlung dauert bis zu 7 Tage und setzt sich aus einer

myeloablativen Therapie zusammen. Diese besteht aus einer Kombination aus
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hochdosierten Chemotherapeutika und je nach Erkrankung optional einer
Ganzkorperbestrahlung oder Gabe von Antilymphozytenglobulin (ATG). Sie dient
der Zerstbérung residualer Tumor- oder Leukdmiezellen und der
Transplantattoleranz durch Eliminierung des bestehenden Immunsystems?®.
Anschliel3end erfolgt die intravendse Gabe der Stammzellen, die via Homing-
Rezeptoren den Weg zum Knochenmark finden, um sich dort zu teilen und zu
Progenitorzellen zu differenzieren.

In diesem Zeitraum kommt es zur aplastischen Phase. Insgesamt benétigen die
Stammzellen ca. 12-21 Tage bis eine adaquate Leukozytenzahl >1000/ul bzw.
eine Granulozytenzahl >500/ul erreicht wird. Wahrend dieser Phase kommt es
durch das  fehlende Immunsystem zu Nebenwirkungen der
Konditionierungstherapie. Diese konnen sich als Mukositis, Anamie,
Thrombozytopenie, Neutropenie, Infektionen bis hin zur Sepsis darstellen. Da die
Patienten in dieser Zeit hochst anfallig far Blutungen, Anamien und
opportunistische Infektionen sind, missen intensive Uberwachungen in speziell
eingerichteten Zimmern (Schleusenzimmer) sowie supportive Therapien mittels
Erythrozyten- und Thrombozytenkonzentraten durchgefiihrt werden.

Die groRten Gefahren in diesem Zeitraum sind systemische Infektionen und

Rezidive der Grunderkrankung?.

1.2.1 Allogene Stammzelltransplantation

Die SZT wird nach der Herkunft der Stammzellen in zwei Subklassen unterteilt:

» Allogene SZT: Familien- oder Fremdspender
— Haploidente SZT: HLA-Muster (HLA = ,human leucocyte antigens®)
entspricht nur zu 50% dem des Empfangers (bspw. bei Spende
durch Elternteile)

= Autologe SZT: korpereigene Stammzellen des Empfangers

Durch eine allogene SZT wird das maligne oder defekte hamatopoetische
System durch die Ubertragung von gesunden, histokompatiblen Stammzellen

eines Fremd- oder Familienspenders ersetzt.
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Laut dem Jahresbericht des ,Deutschen Registers far
Stammzelltransplantationen wurden 78,1% aller allogenen SZT im Jahre 2015
aufgrund einer malignen hamatologischen Grunderkrankung, insbesondere
Leukdmien, durchgefuhrt (AML 45%, Myelodysplastischen Syndrom (MDS)
14,1%, ALL 10,8%, Myeloproliferative Neoplasien (MPN) 4,8%, chronisch-
lymphastischen Leukadmie (CLL) 1,8%, chronisch-myeloische Leukdmie (CML)
1,6%), gefolgt von lymphoproliferativen Erkrankungen (15,1%) und nicht-
malignen Erkrankungen (5,4%)*.

Grundvoraussetzung fir eine erfolgreiche allogene Transplantation mit moglichst
geringen Transplantat-induzierten Komplikationen wie bspw. Graft-versus-host-
disease (GvHD) ist die htchstmogliche Ubereinstimmung der Histokompatibilitat.
Diese ergibt sich im Wesentlichen aus der Ubereinstimmung der ,human
leucocyte antigens“ (HLA) des Spenders und Empfangers.

HLA-Molektle werden in zwei Subgruppen aufgeteilt

» HLA-Klasse-l (HLA-A, HLA-B, HLA-C): befinden sich auf allen
kernhaltigen Korperzellen und prasentieren Proteine an CD8*-
zytotoxischen T-Zellen

» HLA-Klasse Il (HLA-DR, HLA-DP, HLA-DQ): befinden sich auf Antigen-
prasentierenden Zellen, B-Zellen und Makrophagen und prasentieren

Antigene an CD4*-T-Helferzellen!?,

Fur den Erfolg einer SZT sind die HLA-Molekile HLA A, B, C, DRB1 und DQB1
mit jeweils zwei Allelen ausschlaggebend?.

Bevorzugte Spender sind HLA-identische Spender mit einer kompletten
Ubereinstimmung der klassischen HLA-Loki (9/10 oder 10/10 Allelen). In diesem
Fall spricht man von einem ,HLA-matched-donor*.

Ist diese Konstellation weder in der Familie des Empfangers, noch durch einen
Fremdspender realisierbar, gibt es in Einzelfadllen die Mdglichkeit der
haploidenten SZT, welche allerdings mit einem hoheren Risiko der

TransplantatabstoRung und GvHD verbunden ist.
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1.2.2 Transplantat-bezogene Spender-Empfanger-Reaktionen

Ausschlaggebend fur eine erfolgreiche SZT sind nicht nur Radio- und
Chemotherapie im Vorfeld, sondern auch die Immunreaktionen zwischen den
Zellen des Spenders und Empfangers.

Hierbei handelt es sich um den sogenannten ,Graft-versus-Tumor/Leukamie-
Effekt” (GvT / GvL), bei dem reife, ausdifferenzierte Immunzellen des Spenders
die restlich verbliebenen Leukamie- oder Tumorzellen als fremd erkennen und
diese angreifen. Dieser Effekt besteht nur bei einer allogenen SZT und erzielt
deutlich hohere Heilungsraten als eine autologe SZT°.

Richtet sich die oben genannte Immunreaktion der Spenderlymphozyten gegen
den Empfanger, so kommt es zu einer ,Graft-versus-Host-disease® (GvHD).
Hierbei handelt es sich um eine Komplikation nach einer SZT, da die
Spenderzellen nicht nur die Leukéamie-/Tumorzellen als fremd erkennen, sondern
auch die gesunden Zellen des Empfangers. Dieser Effekt kommt vor allem bei
einer Spender/Empfanger-Konstellation mit einem hohen HLA-mismatch zum
Tragen, aber auch bei Patienten mit HLA-identen Spendern und einer adaquaten
Immunsuppression (Inzidenz: 10-40%)3.

Die akute GvHD zeigt sich bei 27-83% der Patienten innerhalb der ersten 100
Tage nach SZT und hat trotz immunsuppressiver Therapie eine Letalitat von bis
zu 50%?3. Sie kann sich z.B. durch ein Erythem der Haut, ausgepragte blutig-
schleimige Diarrhoe mit irreparabler Zerstérung der Mukosa und einer
Lebersynthesestérung auf3ern.

Die Therapie der GvHD besteht darin die Spenderlymphozyten in ihrer Aktivitat
zu hemmen und die Schadigung des Empfangergewebes zu minimieren. Hierzu
verstarkt man die Immunsuppression des Patienten mittels Kortisons und Tumor-
Nekrose-Faktor-alpha-Blocker (TNF).

Die Erhéhung der Immunsuppression fiihrt zu einer weiteren Schwachung des
Immunsystems und die Gefahr der Infektionen durch Viren, Pilze und Bakterien

steigt.
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1.2.3 Weitere mogliche Komplikationen einer SZT

Die Komplikationen nach einer SZT konnen in frihe und spate Komplikationen
eingeteilt werden.

Zu den frihen Komplikationen gehdrt u.a. die Transplantatabstof3ung (3-5% der
Falle) und das leukamische Rezidive.

Das Rezidiv gehort zu den haufigsten Todesursachen nach einer erfolgreichen
SZT. Bei 10-30% der Empfanger tiberleben vereinzelnd Blasten die hochdosierte
Chemotherapie und kénnen auch nach einer SZT proliferieren und somit zu
einem leukamischen Rezidiv mit Anstieg der Blasten im Knochenmark >5% und
einer Ausschwemmung von Vorlauferzellen ins periphere Blut flihren3,

Die haufigsten Komplikationen nach SZT sind unmittelbar zusammenhangend
mit der Organtoxizitat der Dosiseskalation von Zytostatika in Kombination mit der
Ganzkorperbestrahlung wahrend der Konditionierungstherapie. Hierbei stehen
orale sowie gastrale Mukositiden im Vordergrund, allerdings kann jedes Organ
durch organspezifische Nebenwirkungen der Zytostatika betroffen sein®.

Cyclosphosphamid Hamorrhagische Zystitis, Kardiotoxzitat

Etoposid Hypotension, allergische  Reaktion,
Fieber, Hautschaden

Busulfan Veno-occlussive disease (Leber),
Krampfanfélle, interstitielle

Lungenfibrose

Thiotepa Mukositis, Erythem
Melphalan Mukositis, Erythem
Carboplatin Niereninsuffizienz, Ototoxizitat
Fludarabin Myelosuppression?3

Tabelle 1: Unerwinschte Nebenwirkungen bestimmter Chemotherapeutika (Quelle: Padiatrie,
2013, Speer?)
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Nach einer Stammzelltransplantation kommt es zu einer aplastischen Phase von
ca. 12-21 Tagen, in denen keine adaquate Anzahl an Leukozyten und
Granulozyten im Blutkreislauf vorhanden sind. Durch die vorrangige Neutropenie
und Zerstérung der Haut- und Schleimhautbarrieren, kommt es in der
aplastischen Phase insbesondere zu bakteriellen Infektionen. Diese kdnnen
Fieber mit unklarem Focus auslésen und sollten so schnell wie mdéglich durch
eine empirische Kombinationstherapie verschiedener Antibiotika behandelt

werdens.

Nach der Einnistung der Stammzellen in das Knochenmark kommt es zur Phase
der ,Immunrekonstruktion®, in der reife T- und B-Zellen heranreifen. Bis eine
adaquate Anzahl an Zellen vorhanden ist dauert es ca. ein Jahr. In diesem
Zeitraum ist der Patient besonders anféllig gegenuber viralen Erregern, die vor
allem durch endogene Reaktivierung zu schwerwiegenden Infektionen fiihren
konnend. Bei der Kombination seropositivem SZ-Spender/seronegativem
Empfanger oder seronegativem SZ-Spender/seropositivem Empfanger ist die

Reaktivierungsgefahr besonders hoch.

Virale Infektionen sind eine der gefurchtetsten Komplikationen, denn 17-20% der
Todesfalle nach einer erfolgreichen SZT sind durch Viren zu verzeichnen'4. Die
haufigsten und gefahrlichsten Viren sind Herpes- und Adenoviren (AdV).

Zu den spaten Komplikationen zahlen eine ganze Reihe von Langzeitfolgen der
Konditionierungstherapie wie Gonadeninsuffizienz, Wachstumsstérungen und

Organschéadigung wie bspw. Lungenfibrose, Katarakt und Hypothyreose.

Zusatzlich zu der Gefahr durch Viren kommt es bei Patienten nach SZT als
Spatkomplikation zu Zweitmalignomen. Bei 1,5-5% der Falle kdnnen sich es
hierbei nach 5-15 Jahren zu soliden Tumoren (3-5%3) oder Zweitleukamien
entwickeln®®. Im ersten Jahr nach Therapieabschluss kann es auch zu EBV-

assoziierten Lymphomen kommen?3,
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1.3 Familie der Herpesviren

Die Familie der humanen Herpesviren (Herpesviridae, HHV) beinhaltet eine
Vielzahl an umbhtillten Viren mit einem Genom bestehend aus doppelstrangiger,
linearen DNA. Herpesviren haben eine Grol3e von ca. 150 — 200nm und bestehen
aus einem ikosaedischen Nukleocapsid, das das Genom umhullt sowie einer

Hullmembran?®,

Capsid

Glycoprotein
Tegument

DNA

Envelope

Abbildung 9: Schematische Darstellung eines Herpesvirus,
Quelle: www.researchgate.net

Alle Viren, die dieser Klasse angehéren, zeigen nach einer akuten Infektion eine
lebenslange Persistenz in den infizierten Wirtszellen. Bei einer immun-
kompromittierenden Erkrankung oder bei Zustand nach SZT kann es zu einer
Reaktivierung des Virus kommen?6.

Heutzutage unterscheidet man zwischen acht Herpesviren und teilt sie nach ihrer
Pathogenitat, infizierten Wirtszelle und Vermehrungseigenschaften in drei
Subfamilien (a,B,y) ein. Zu den Alpha-Herpesviren gehdren das Herpes-simplex-
Virus 1 und 2 (HHV 1 und 2) sowie das Varizella-Zostervirus (HHV 3, VZV),
welches als Ausldoser von Windpocken und Morbus Zoster (,Gurtelrose®) gilt.
Diese Subfamilie hat sehr kurze Replikationszeiten und persistieren in den

Ganglienzellen?®.
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Das Zytomegalievirus (HHV 5, CMV) wird wegen seiner langsamen
Replikationszeit zu den Beta-Herpesviren gezéhlt und beféllt vor allem
Granulozyten und Lymphozyten.

Die Primarinfektion von Immunkompetenten verlauft meist asymptomatisch.
Allerdings ist das CMV ein geflrchteter Erreger bei pranatalen Infektionen und
im Rahmen einer Immunsuppression, da es zu einer generalisierten Infektion des
Organismus kommen kann. Trotz einer adaquaten Behandlung gibt es bei CMV
eine hohe Rate an Todesféallen?®.

Gamma-Herpesviren persistieren in B- und T-Lymphozyten und werden vertreten
durch das Epstein-Barr-Virus (HHV 4, EBV) sowie dem Kaposi-Sarkom-
assoziierten-Herpesvirus (HHV 8). Bei Infektion mit EBV kommt es zum
Krankheitsbild der ,infektidsen Mononukleose®, die sich durch eine Pharyngitis,
generalisierte Lymphknotenschwellung und Hepatomegalie sowie atypische
mononukledre T-Lymphozyten im Blutbild auszeichnet. Das Virus zeigt ein
onkogenes Potenzial und ist assoziiert mit dem Nasopharynxkarzinom, Burkitt-
Lymphom sowie transplantationsassoziierten B-Zell Lymphom und Hodgkin-

Lymphomen?®.

1.3.1 Das Zytomegalievirus

Das CMV ist ein weltweit verbreitetes Virus mit einer Durchseuchungsrate von
40 — 90% der Bevolkerung in Deutschland®® und tiber 90% in den Landern der 3.
Welt, sowie in Risikogruppen (AIDS-Patienten, Prostituierte, Homosexuelle). Mit
zunehmendem Alter steigt die Durchseuchungsrate?.

Die Ubertragung des Virus erfolgt Gber einen Austausch von Speichel und
anderen Korperflussigkeiten wie bspw. Sperma, aber auch diaplazentér, durch
Fremdbluttransfusionen und allogener Stammzelltransplantation. Das Virus
vermehrt sich besonders in Monozyten, Epithel- und Endothelzellen und ruft ein
Mononukleose-ahnliches Krankheitsbild mit CMV-spezifischen
elektromikroskopisch sichtbaren Eulenaugen hervor. CMV persistiert lebenslang
vor allem in Zellen der myeloischen Zellreihe wie Granulozyten und Lymphozyten

sowie in den Speicheldriisen?®.

17



Klinisch zeigt sich die Primarinfektion bei Immunkompetenten zu 90%
asymptomatisch. Bei 10% der Infizierten kommt es nach 2-6 Wochen zu einem
Mononukleose-dhnlichem Krankheitsbild mit Kopfschmerzen, Myalgien,

Arthralgien, Lymphknotenschwellung und Hepatitis.

Bei intrauteriner Infektion (0,2-0,4% aller Neugeborenen®) kommt es in 7-15%
der Falle, vor allem bei einer Primarinfektion in der Frihschwangerschaft, zu
einer schweren, generalisierten Zytomegalie mit ZNS-Verkalkungen,
Mikrozephalus, Chorioretinitis, Hepatosplenomegalie und Thrombozytopenie
des Neugeborenen'’. Die Letalitat liegt bei konnataler Infektion bei 30%3.

1.3.2 Zytomegalievirus nach Stammzelltransplantation und dessen

Therapie

Das CMV ist, neben EBV und dem AdV, aufgrund der schwerwiegenden
Krankheitsbilder und der hohen Mortalitatsrate einer der gefirchtetsten Viren
nach einer SZT. Durch die verminderte Anzahl virus-spezifischer T-Zellen kann
es zu einer CMV-Reaktivierung oder einer Primérinfektion kommen. Das Risiko
einer Reaktivierung ist bei einer CMV+ Patient/ CMV- Spender-Konstellation am
hochsten.

CMV fuhrt bei immunsupprimierten Patienten, je nach Virusmenge, zu
schwerwiegenden Krankheitsverlaufen, welche zu Hepatitiden, Chorioretinitiden,
gastrointestinale Ulzerationen, Colitiden mit Schmerzen, Durchfélle und
Enzephalitis fuhren kénnen. Die interstitielle CMV-assoziierte Pneumonie ist die
haufigste Todesursache bei CMV-Infektionen und nach einer SZT15.
Diagnostisch wird das Virus serologisch durch die Bestimmung von IgM und IgG-
Antikdrpern nachgewiesen. Durch das Vorkommen verschiedener Antikorper in
bestimmten Phasen der Infektion kann man zwischen Primarinfektion,
persistierender Infektion und Reaktivierung unterscheiden.

Zusatzlich kann ein Immunfluoreszenznachweis des pp65-Antigens in den

Leukozyten, sowie eine Polymerase-Ketten-Reaktion (,polymerase chain
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reaction”, PCR) und der direkte Nachweis durch Virusisolierung erfolgen?®.

Die medikamentdse Therapie des CMV setzt sich aus Polymeraseinhibitoren wie
z.B. Ganciclovir, Valganciclovir und Foscarnet zusammen.

Aufgrund der hohen organtoxischen Nebenwirkungen dieser Medikamente wie
z.B. Schadigung des Knochenmarks, Anamien, Neutro- und Thrombopenien,
Fieber, Exantheme und Ubelkeit sowie Nephrotoxizitat!® sollte die Gabe nur bei
.lebens- oder augenlichtbedrohender CMV-Infektion bei HIV-Infizierten (HIV =
shuman immunodeficiency virus®) oder immunsupprimierten Patienten®
erfolgen?®.

Dartber hinaus kann man Hyperimmunglobuline als passive Impfung bei

Immunsuppression verabreichen?®.

1.3.3 Immunreaktion nach Infektion mit CMV

Das humane Immunsystem wird eingeteilt in ein erworbenes und ein
angeborenes Immunsystem. Das angeborene System beinhaltet das
unspezifische, humorale Komplementsystem sowie Akute-Phase-Proteine und
Lysozyme. Hierzu gehdren auch zellulare Bestandteile wie nattrliche Killerzellen
(NK-Zellen) und Granulozyten sowie Monozyten, Makrophagen und dendritische
Zellen. Letztere zéhlen zu den Antigen-prasentierenden Zellen (APCs), die an
ihrer Oberflache Antigene der Erreger an Zellen des erworbenen Immunsystem,
wie B- und T-Lymphozyten, prasentieren koénnen und somit eine
Aktivierungskaskade auslosen'?. APCs sind an spezifischen Immunantworten,
allergischen Reaktionen und Transplantatabstof3ungen sowie Eliminierung von
Tumorzellen beteiligt und damit ein sehr wichtiger Bestandteil des menschlichen
Immunsystems?3,

Die Zellen des unspezifischen, angeborenen Immunsystems kénnen ohne
vorherige Aktivierung bei Erkennung eines Eindringlings sofort reagieren bspw.
Uber Freisetzung von Lysozym und Zytokinen sowie Phagozytose®?.

Die Zellen des erworbenen und des angeborenen Systems arbeiten bei der
Erregerabwehr eng zusammen. Uber ,major histocompatibility complex‘-

Molekile (MHC) und dem T-Zell-Rezeptor (TCR) kommunizieren T-Lymphozyten
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mit APCs und kénnen jedoch auch direkt virusinfizierte Zellen erkennen. APCs
tragen MHC-II-Molekdle, die bspw. Viruspartikel als Antigene an ihrer Oberflache
prasentieren.

Eine ldentifizierung des MHC-II-Antigen-Komplexes von CDA4*-T-Helferzellen
fuhrt zur Aktivierung und Sekretion von Zytokinen bspw. IL-2 (Interleukin), die sie
selbst, aber auch umgebende Zellen, wie T- und B-Zellen, Makrophagen und
Granulozyten aktivieren. Es tritt eine massive Immunkaskade in Kraft.

Tragt eine korperfremde Zelle bspw. eine Tumorzelle oder eine virusinfizierte
Zelle ein Antigen auf ihrer Oberflache, welches lber eine MHC-I-Molekile
prasentiert wird, kommt es zur Erkennung des Komplexes durch CD8*-
zytotoxischen T-Zellen. Diese werden durch den direkten Kontakt, aber auch
durch den Zytokinsturm der Immunkaskade aktiviert und téten ihre Zielzelle Gber

lysierende Enzyme oder treiben die Zellen in die Apoptose?3.
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1.4 Zellulare Immuntherapie

Die zellulare Immuntherapie ist, neben der medikamentdésen Immuntherapie
bestehend aus Tumor/Leukdmie-spezifischen Antikdrpern, ein wichtiges
Therapiekonzept bei der Rekonstitution des Immunsystems und der Bekampfung
von viralen Erregern. Sie wird dartuber hinaus auch zur Beka&mpfung von

Tumoren oder bei Rezidiven eingesetzt!%29,

Die ersten Zelltherapien fihrte man mit Spenderlymphozyten (,donor lymphocyte
infusions®, DLI) durch. Hierbei transfundierte man dem Empfanger
unmanipulierte, unstimulierte Spenderlymphozyten, die gegen Malignomzellen
agieren sollten. Mehrere Studien haben gezeigt, dass die Gabe von DLI zu einer
Erhéhung der Uberlebensrate und zu einer CR fiihren kann, die auf den GvL-
Effekt zurickzufiihren sind?1-23, Zuséatzlich kénnen DLI gegen eine Reaktivierung
von viralen Infektion angewandt werden?4.

Die haufigste Komplikation nach DLI ist eine akute GvHD (Grad 2-4 in 34% bis
47% der Falle) oder chronische GVHD (33% bis 61% der Falle)?®. Dies ist aber
nicht immer negativ behaftet, denn es wurde gezeigt, dass die GvDH mit dem
GvL-Effekt korrelliert?s.

Weitere Formen der adoptiven Immuntherapie sind die Gabe von NK-Zellen,
tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TIL) und tumorspezifischen T-Zellen bei
drohenden Rezidiv?’, Virus-spezifische T-Zellen (VST), Zytokin-induzierten Killer
Zellen (CIK-Zellen) und genetisch modifizierten T-Zellen mittels chimé&ren

Antigenrezeptoren (CAR)?8.

1.4.1 Virusspezifische T-Zellen

VST zeigten sich in den letzten 20 Jahren als wichtiger Bestandteil der adoptiven
Immuntherapie. Die Infusion wvon VST soll einer unkontrollierbaren
Virusreplikation im immunsupprimierten Patienten vorbeugen oder bei einer
Reaktivierung/Erstinfektion  als  therapeutische  Alternative  zu  der

organotoxischen, medikamentdsen Therapie zur Verfiigung stehen.

21



In den frihen 90iger Jahren wurden VST erstmals von Riddel et al. bei 14
stammzelltransplantierten Patienten eingesetzt, die an einer CMV-Infektion nach
SZT erkrankt waren.?® Die ersten Versuche VST zu expandieren, erfolgten mittels
CMV-infizierten Fibroblasten oder CMV-Lysaten. Diese Methoden stellten sich
als auBerst herausfordert da und waren sehr zeitaufwandig®. Heutzutage
konnen VST mittels Peptid-HLA Multimeren und ,Interferon-y-Capture Assay“

(INF) selektioniert und ex vivo stimuliert werden.

Die Selektion mittels HLA/MHC-Multimeren ist HLA-spezifisch und erfolgt Uber
die HLA-Peptid-Interaktion. Somit kann eine Selektion von CD4*-T-Helferzellen
(MHC 1I), aber auch CD8*-virusspezifische zytotoxische T-Zellen (MHC 1)
erfolgen.

Antigen-spezifische T-Zellen sind in der Lage Zytokine wie z.B. INF-y zu
sekretieren. Auf dieser Eigenschaft beruht der ,INF-y-Capture Assay“. Durch eine
12-16 stuindige Inkubation eines bestimmten Antigens bspw. CMV-pp65 Protein
kommt es bei den VST zu einer Sekretion von INF-y. Diese Zellen werden von
Jlabeling cells®, die einen magnetifizierten anti-IFN-y-Antikorper tragen, detektiert
und gebunden. Danach erfolgt eine magnetische Selektion mit anti-INF-y-
Microbeads und die Selektion von VST. Hierbei werden alle Zellen, die auf das
Peptid reagieren, selektiert.

Im Gegensatz zu der Selektion durch HLA-Multimere ist das ,INF-y-Capture
Assay“ HLA-unspezifisch und kann VST bei Spendern mit jedem beliebigen HLA-
Typ selektieren. Es besteht auch keine HLA-Abhangigkeit/Spezifitdt und somit
konnen sowohl virusspezifische CD8*-Zellen als auch CD4*-T-Zellen extrahiert

werden.

In klinischen Studien zeigte sich nach Infusion der VST ein sehr hohes
Ansprechen, mit einer signifikanten Reduktion bis hin zu einer nicht mehr
nachzuweisenden Viruslast sowohl bei CMV als auch bei EBV3'-23, Ein Vorteil
der VST ist, dass im Gegensatz zu DLI, die allogene Reaktivitat geringer ist®4.

Nach Infusion der VST kommt es zu einem starken Anstieg von virusspezifischen
Effektorzellen. Schmitt et al. zeigte einen dramatischen Anstieg der in-vivo CMV-
spezifischen T-Zellen von 0,0% auf 27,1% nach Transfusion von CMV-

spezifischen Effektorzellen33. Somit ist es mdglich durch VST das Immunsystem
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gegen Viren zu rekonstruieren und die Abwehr gegen CMV, EBV. etc. zu starken.
Ein gravierendes Problem zeigt sich bei Spendern mit einem seronegativen
Virusstatus. Ein seropositiver Empfanger, der die Stammzellen eines
seronegativen Spenders erhalt, hat ein mehrfach erhdhtes Risiko an einer CMV-
Reaktivierung zu erkranken. Durch die fehlende Interaktion zwischen T-Zellen
und dem Virus bei seronegativen Spendern sind keine VST extrahierbar. Somit
ist die Selektion von VST bis dato nur bei seropositiven Spendern mdglich, was
bei seropositiven Empfangern zu therapierefraktaren Virusverlaufen fihren

kann3°.

1.4.2 Zytokin-induzierte Killerzellen

Bei CIK-Zellen handelt es sich um eine heterogene Lymphozytenpopulation, die
erstmals im Jahre 1991 von Schmidt-Wolf et al. beschrieben wurden3®.

CIK-Zellen sind Lymphozyten, die aus peripherem Blut selektioniert und durch
eine ex-vivo Stimulation mit IFN-Gamma, Anti-CD3 Antikérper und

verschiedensten Interleukinen (IL) aktiviert werden®®.

Die heterogene Gruppe der CIK-Zellen besteht zum grof3ten Teil aus klassischen
T-Zellen (CD3*CD56%) und doppelt positiven T-NK-Zellen (CD3*CD56*), sowie
einem geringeren Anteil von CD3-CD56*-NK-Zellen®®. Es konnte gezeigt werden,
dass ein Grof3teil der CD3*CD56*-Zellen von CD3*CD56™-T-Zellen abstammen
und im Laufe der Expansion das CD56-Molekul erwerben und an ihrer Oberflache
exprimieren?’,

CIK-Zellen tragen auf ihrer Oberflache mehrere Rezeptoren. Hierzu gehort der
funktionelle TCR, bestehend aus dem leukozytentypischen CD3-Komplex, T-
Zell-Antigen-Rezeptor und (-Proteinen, der der Signaltransduktion nach
Antigenerkennung dient. Der TCR erkennt neben dem prasentierten Antigen
auch den MHC auf bestimmten Zellen.

MHC-Molekile sind Oberflachenmolekiile, die sich in zwei Gruppen, MHC-I- und
MHC-II-Molekdle, unterteilen lassen. MHC-I-Molektle befinden sich auf allen
kernhaltigen Korperzellen und dienen der Prasentation von in Koérperzellen

produzierten Antigenen an CD8*-T-Zellen. MHC-II-Molekiile hingegen findet man
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nur auf APCs (dendritische Zellen, aktivierte Makrophagen, B-Zellen) und werden
ausschlief3lich von CD4*-T-Zellen erkannt. Somit ist die Antigenerkennung und

die darauffolgende Aktivierung von T-Zellen MHC-restringiert!2.

In Untersuchungen von Pievani et. al. wurde gezeigt, dass CIK-Zellen nicht nur
T-Zell-Marker wie bspw. CD3-und CD8-Komplex tragen, sondern nach der
Stimulation mit IL-2 auch einige Rezeptoren von natirlichen Killerzellen (NK) auf
ihrer Oberflache aufzeigen.

Hervorzuheben ist der NKG2D-Rezeptor (natural killer group 2, member D), der
in hoher Konzentration auf CIK-Zellen zu finden ist. Er dient der Erkennung von
Liganden wie den MHC-Klasse-I-&hnlichen Molekilen MIC (MHC-class-I-related-
chain-antigen)-A und

MIC-B und UL16-Bindeproteinen (unique-long-16-binding protein, ULBP), die auf
virusinfizierten Zellen und Tumorzellen hochreguliert werden. Kommt es zu
einem Erkennen eines Antigens durch den NKG2D-Rezeptors, so kommt es zu
einer Aktivierung der Effektorzelle und zu einer Ausschuttung von Perforin und
somit zur Lyse der Zielzelle®®. Die Zytotoxizitat der CIK-Zellen erfolgt

hauptséachlich Gber den NKG2D-Rezeptor und ist somit MHC-unrestringiert.

Neben dem NKG2D zeigten sich auch noch andere NK-Rezeptoren an der
Oberflache von CIK-Zellen, wie NKp46, NKp40, NKp44 und DNAM-1, die
allerdings weniger stark bis schwach vertreten sind.

Eine wichtige Rolle in der Erkennung und Bindung der Zielzelle spielt das LFA-
1- Molekul (lymphocyte function-associated antigen-1), das auf Tumorzellen die
ICAM 1-3 (intercellular adhesion molekules) erkennt und eine Verbindung der

beiden Zellen herstellt, um dann die Lyse der Zelle einzuleiten3®.

Zusammenfassend wird die Zytotoxizitdt von CIK-Zellen tber den MHC-
unabhéngigen NKD2G-Rezeptor reguliert, wobei die TCR-vermittelte
Zytotoxizitat auch erhalten bleibt. So kommt es zu einer dualen Spezifitdt der
CIK-Zellen, die sowohl virusinfizierte Zellen, aber auch Tumor- oder
Leukamiezellen erkennen und lysieren kann.

Die Forschungsgruppe um Rettinger et al. entwickelte ein modifiziertes Protokoll,

in dem IL-2 durch das IL-15 ersetzt wurde. Es zeigte sich, dass die Toxizitat der
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CIK-Therapie erhoht wurde und die geringe Alloreaktivitat geringgehalten werden
konnte. Zusétzlich konnte der Expansionszeitraum des ursprunglichen Protokolls

von 21 Tage auf 10 Tage reduziert werden3%-41,

Erste klinische Phase I/l Studien wurden im Jahre 2007 von Introna et al.
durchgefihrt. In dieser Studie behandelte die Forschungsgruppe 11 Patienten,
die ein Rezidiv ihrer malignen hamatologischen Grunderkrankung nach einer
SZT erlitten, mit CIK-Zellen.

Drei der elf Patienten erreichten eine volle Remission. Insgesamt zeigte sich eine
gute Vertraglichkeit der CIK-Zellen ohne schwere Nebenwirkungen oder

Anzeichen einer schweren akuten GvHD*2.

Eine weitere Forschungsgruppe um Laport et al. behandelte 18 Patienten, die
ebenfalls an einem Rezidiv ihrer malignen Grunderkrankung nach SZT litten.
Hierbei konnten 56% (10/18) der Patienten durch die Anwendung von CIK-Zellen
in eine komplette Remission Uberfuhrt werden. Es zeigte sich nur bei zwei
Patienten eine akute GvHD Grad I-1l und ein Fall von chronischer GvHD*3,

Weitere Phase |I/lI-Studien bspw. von Linn et al. bestatigen einen

Uberlebensvorteil und die gute Vertraglichkeit von CIK-Zellen**,

25



2. Zielsetzung

Patienten die, aufgrund ihrer Grunderkrankung, eine Stammzelltransplantation
durchlaufen mussten, haben ein hohes Risiko an einer Virusinfektion oder an
einem Rezidiv zu erkranken. Um das Risiko einer Transplantatabstof3ung zu
verhindern, wird der Patient mittels Kortisons oder Leukozytenantikdrpern
immunsupprimiert, welches das Risiko an einer schwerwiegenden Infektion zu
erkranken, nochmals erhoht.

Als Therapie kann man heutzutage adoptive Zelltherapien bspw. mittels VSTs
des seropositiven Spenders anwenden, um eine lebensbedrohliche Infektion zu
heilen oder gar vorzubeugen.

Diese Mdglichkeit besteht allerdings nur bei Patienten, die einen seropositiven
Spender aufweisen. Bei seronegativen Spendern ist diese Form von Therapie
nicht moglich.

Ziel dieser Dissertation war es daher, seropositiven Patienten eine
virusspezifische Zelltherapie bei Infektion mit CMV zu erméglichen, obwohl keine
VST des seronegativen Spenders vorhanden sind. Die in vitro herangezichteten
VST sollen das fehlende Immunsystem in der Phase der Aplasie ersetzen und
somit einen ausreichenden Schutz gegen mdgliche virale Infektionen oder auch
als Therapie bei bestehenden CMV-Infektionen erméglichen.

Folgende Fragestellungen sollten durch diese Dissertation adressiert und

bearbeitet werden:

= Besteht die Mdglichkeit aus seronegativen T-Zellen VST herzustellen?

=  Welches Protokoll fihrt zur Generierung CMV-spezifischer T-Zellen?

= Welche Antigen-prasentierenden Zellen werden benétigt, um das pp65-
Antigen an naive T-Zellen zu prasentieren?

= Welches Koinkubationsverhéltnis (APC:T-Zellen) wird bendtigt, um CMV-
spezifische T-Zellen zu generieren?

» Ist es moglich aus in-vitro hergestellten CMV-spezifischen Zellen, CMV-
spezifische CIK-Zellen herzustellen?
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3. Material und Methoden

3.1 Spenderzellen

Die Auswahl der Spender erfolgte nach Untersuchung von HLA-Merkmalen und
des CMV-Status. Aufgrund des verwendeten spezifischen Nachweisantikérpers
(A0201) kamen fur diese Arbeit nur CMV-seronegative Spender des HLA-Typs
*A0201 in Betracht. Die Ermittlung des CMV-Status erfolgte mittels 1gG-
Antikorper-Nachweis durch das Institut fur medizinische Virologie am
Universitatsklinikum Frankfurt.

Die Blutentnahme zur Gewinnung von Spenderzellen erfolgte nach Aufklarung
Uber mogliche Risiken, schriftlicher Einverstandniserklarung des Spenders und

nach positivem Votum der Ethikkommission.

3.2 Material

3.2.1 Gerate

Tabelle 2: Gerate

Bezeichnung

Sterile Werkbank "HERA safe"
Inkubator "HeraCell 240i"
Kameramikroskop Digital Sight DS-U1
Durchlichtmikroskop "CKX41"
Fluoreszenzmikroskop "IX71"
Kihlschrank 3-8°C

Gefrierschrank -20°C "ProfiLine"
Gefrierschrank -80°C "HERA freeze"
Stickstofftank 151 - 180°C

Wasserbad SA20
Vortex "VORTEX GENIE 2"
Zellcounter

Durchflusszytometer, FACSCanto Diva
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Hersteller

Thermo ELECTRO
Corp.

Thermo Scientific
Nikon

Olympus
Olympus

Liebherr

Liebherr

Heraeus
Cryotherm

Preiss Daimler
GmbH

Scientific Industries
Beckmann Coulter
Becton Dickinson



Fluorometer VICTOR 3TM 1420

Multilabel Counter time-resolved

OctoMACS™ Separator

Multipette Eppendorf Stream

Pipette Eppendorf Research (10-1000ul)
Zentrifuge "ROTINA 46"

Zentrifuge "HERAEUS MULTIFUGE
3SR+ Centrifuge”

3.2.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien

Produkt
Costar® Stripette (1, 5, 10, 25ml)

Pipettenspitze Filter Tip steril (10, 100, 200,

1000pl)

Zellkulturflasche (25cm?, 75cm?)
Cellstar® Falcon (15ml, 50ml)
6-Well-Platte FALCON® (Flachboden)

12-Well-Platte Nunclon Delta Surface

(Rundboden)
48-Well-Platte FALCON® (Flachboden)
96-Well Platte FALCON® (Flachboden)

96-Well Platte Nunclon Delta Surface (U-Boden)

Zellschaber

BD Plastikpak Spritze 1mL
S-Monovette® Lithium-Heparin (9ml)
Venenverweilkanile Multifly® Set
Multipipette Combitips advanced (5ml)
FACS R6hrchen (5ml)

MACS® Separationssaulen

Einfrierréhrchen CryoTube
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Perkin Elmer
Miltenyi Bitech
GmbH

Eppendorf
Eppendorf

Hettich Zentrifugen

Thermo Scientific

Hersteller
Corning Incorporated

Starlab Group
Corning Incorporated
Greiner Bio-One GmbH

Becton Dickinson

Thermo Fischer Scientific
Becton Dickinson

Becton Dickinson
Thermo Fischer Scientific
Sarstedt

Becton Dickinson
Sarstedt

Sarstedt

Eppendorf

BD Biosciences

MS Miltenyi Biotec

Thermo Fischer Scientific



3.2.3 Chemikalien, Medien, Puffer und L6ésungen

Tabelle 4:Chemikalien, Medien, Puffer und Losungen

Medien

RPMI Medium 1640(1X) + GlutaMAX™ -|

Firma

Gibco by life technol.

,RPMI Medium®: RPMI Medium 1640(1X) + GlutaMAX™ -| + 10% fetales Kéalber Serum +

1% Penicillin/Streptomycin

DC CellGro® Medium

,DC Medium 1% DC CellGro Medium + 1% Humanes Serum + 1% Penicillin/Streptomycin)

CellGenix

,DC Medium 2": CellGro Medium + 5% Humanes Serum + 1% Penicillin/Streptomycin

LOosungen

Biocoll separating Solution

DPBS (1X)

Penicillin/Streptomycin Antibiotikum
EDTA-L6sung pH 8.0 (0,5M)
Fetales Kalber Serum

Bovine Serum Albumin

Destilliertes H20

Triton-X-100

Dimethylsulfoxid (DMSO)

DELFIA Europium Solution

BADTA Reagenz

Rinderserum Albumin 30% Solution
Ficoll-Paque Biocoll

MACS CD14 Microbeads

MACS CD45RA Microbeads

FACS L6sungen

FACS Flow / FACS Cleans
FACS Rinse

FACS Shutdown Solution
FACS CST Beads

BD Falcon™ Round Bottom Test Tubes
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Firma

Biochrom GmbH
Gibco by life technolog.
Invitrogen
AppliChem

Sigma Aldrich

PAA Lab. GmbH
Braum

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Perkin Elmer

Perkin Elmer

PAA Lab. GmbH
Biochrom GmbH
Miltenyi Bitech GmbH
Miltenyi Bitech GmbH

Firma

Becton Dickinson
Becton Dickinson
Becton Dickinson
Becton Dickinson

Becton Dickinson


http://www.ebiotrade.com/buyf/productsf/BD%20Falcon/352052.htm

3.2.4 Antikorper, Chemokine und Zellkulturen

Tabelle 5: Antikdrper, Chemokine und Zellkulturen

FACS Antikorper

MHC Dextramer HLA-A*0201-PE
Anti-CD45-APC/Cy7
Anti-CD3-PerCP

Anti-CD8-APC

Anti-CD56 V450

Anti-CD14-APC

Anti-CD83 - Blue Violet 421™
CMVpp65- FITC

Chemokine
IL-1B

rh IL-4

rh IL-6

rh IL-7

rh IL-15

rh IL-21

rh GMCSF
LPS

IFN-y
pp65-PepTivator®
PGE-2
TNF-a

30

Firma
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3.3. Isolierung und Selektion von Zellen

3.3.1 Isolierung mononukleérer Zellen aus peripherem Blut mittels

Ficoll-Paque

Zur Herstellung von CMV-spezifischen T-Zellen und den daraus herzustellenden
CIK-Zellen dienten als Ausgangsmaterial mononukledre Zellen aus dem

peripheren Blut (peripheral blood mononuclear cells, PBMCs).

Zunachst wurde jeweils ca. 30ml heparinisiertes, vendses Vollblut von gesunden
HLA-A0201 CMV-seronegativen Spendern gewonnen. Zur Fraktionierung der

Blutbestandteile erfolgte das Ficoll-Paque Verfahren.

Das Blut wurde zunachst im Verhaltnis 1:3 mittels einer gepufferten Salzlésung
(DPBS) verdunnt. In einem 50ml Falcon wurden 15ml der Separationslésung
Ficoll vorgelegt und das verdinnte Blut, ohne Verwirbelung, vorsichtig
Uberschichtet. Nach einer 20-minutigen Zentrifugation bei 7009 zeigte sich eine
klare Trennung der Blutbestandteile gemaf ihrer Dichte. Die PBMCs lagerten
sich aufgrund ihrer geringeren Dichte Uber der Ficoll-Paque Schicht an und
ergaben eine dinne milchige Schicht unterhalb des Plasmas. Blutbestandteile
mit einer héheren Dichte, wie bspw. Erythrozyten und Granulozyten lagerten sich

am Boden des Falcons ab.

Nach vorsichtigem Abpipettieren
der milchigen Interphase und

Plasma

PBMCs

Ficoll

Uberfiihrung in ein 50ml Falcon
wurden die PBMCs zweimal mit
PBS gewaschen (10min, 400g).
Das durch Zentrifugation Granulozyten

entstandene Zellpellet am Boden Erythrozyten

des Falcons wurde in 1-2ml RPMI

Medium aufgenommen und die

Zellzahl mittels eines Abbildung 13: Separation der Blutbestandteile nach Fico
links: Falconréhrchen mit Spenderblut auf Ficoll geschichtet,
elektronischen Zahl-gerats rechts: Nach Zentrifugation — Auftrennung in Blutbestandteile

(Coulter-Counter) ermittelt.
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3.3.2 Monozytenselektion mittels Adharenzmethode

Zur Selektion von Monozyten wurden PBMCs durch das Ficoll-Paque aus
Vollblut extrahiert. Die isolierten PBMCs wurden zunachst gezahlt und auf 5x10°
Zellen pro ml eingestellt und insgesamt 10x108 Zellen pro Well in eine 6-Well-

Platte gegeben.

Die Zellen wurden drei Stunden bei 37°C inkubiert, damit die Monozyten Uber
Podozytenausbildung am Boden des Wells adhérieren. Die Suspension wurde
danach vorsichtig abpipettiert und in eine Kulturflasche gegeben und bei 37°C

zur weiteren Verwendung weiter inkubiert.

Die adharenten Zellen wurden mit warmen PBS gewaschen und mittels
Zellschaber abgeldst. Im weiteren Verlauf wurden die Zellen gezahlt, in 2ml
neues RPMI Medium aufgenommen und mittels CMV-pp65 Peptidpool (1pg/ml)
stimuliert und 16 Stunden bei 37°C inkubiert.

Nach 16 Stunden wurde die Suspension (nicht-adharente Zellen) erneut
abpipettiert und in ein Falcon gegeben.

Die adhéarenten Zellen wurden mit kalten PBS abgesplilt oder mittels Zellschaber,
unter mikroskopischer Kontrolle, vom Boden gel6st und in ein Falconréhrchen

gegeben.

Nach einer 7-minttigen Zentrifugation der beiden Falconréhrchen bei 350U/min
wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 1ml RPMI Medium aufgeldst

und gezabhilt.

32



3.3.3. Zellselektion mittels MACS® Microbeads

Die Anwendung von MACS® Microbeads ist eine gangige Methode zur Selektion
gewlnschter Zellsubpopulationen. In dieser Arbeit wurde dieses Verfahren
zunachst fur die Selektion von CD14* Monozyten verwendet.

Im Anschluss wurden unter Anwendung von CD45RO Microbeads CD45RO*
Zellen in der CD14  Fraktion depletiert, wodurch CD14 CD45RA* Zellen
gewonnen werden konnten.

Die mithilfe des Ficoll-Paque Verfahrens isolierten PBMCs wurden zunéchst bei
300g 10 Minuten zentrifugiert. Das dabei entstandene Zellpellet wurde in 80pl
Pufferlosung, bestehend aus DPBS, 0,5% Rinderserum Albumin und 2mM
EDTA, resuspendiert und 20ul CD14-MACS Microbeads pro 1x107 Zellen
hinzugeflgt. Hierbei kommt es zu einer Antigen-Antikdrper-Bindung zwischen
den magnetischen Microbeads und den zu selektierenden Zellen.

Nach einer 15-minttigen Inkubation im Kihlschrank bei 2-8°C wurden die Zellen
mit 20ml Pufferldsung pro 1x107 Zellen versetzt und erneut 10 Minuten bei 300g
zentrifugiert.

Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das Zellpellet in 500ul Pufferlésung
aufgenommen und auf die vorgefertigte Saule (MS MACS® Columns) des MACS
Separator (OctoMACS™ Separator) gegeben. In den Saulen befinden sich
magnetische Kigelchen, die in einem Magnetfeld eingespannt sind
(OctoMACS™ Separator). Durch die magnetische Wechselwirkung zwischen
den Kugelchen in der Saule und dem magnetischen Anteil der MACS®
Microbeads verweilen die CD14* Zellen im Magnetfeld, wohingegen die CD14
Zellen durch die Saule gleiten und in einem Falcon aufgefangen werden (=
negativ Fraktion).

Nach dreimaligem Waschen der Saulen mit 500ul Pufferldésung wurden die
selektierten, in der S&ule befindlichen Monozyten aus dem Magnetfeld
entnommen und konnten dber Ausiben von Druck durch den mitgelieferten
Plastikpfropfens aus der Saule entfernt werden (= positiv Fraktion).

Es erfolgte eine Z&hlung der CD14* Monozyten und eine anschliel3ende
Aufnahme in RPMI Medium.
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Im Anschluss wurden die CD14- PBMCs, durch das oben erlauterte Verfahren,
mittels CD45RO Microbeads depletiert und es entstand eine Zellpopulation
bestehend aus CD14 CD45RA* Zellen.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%

10%

Monozytenreinheit nach Adhdrenzmethode (n=2) Monozytenreinheit nach MicroBeads (n=4)

Abbildung 17: Saulendiagramm zum Vergleich der Methoden zur Monozytengewinnung
bzgl. der Monozytenreinheit. Die rechte S&ule zeigt eine Monozytenreinheit von 33,5%
(Mittelwert, n=2) mit einer Standardabweichung von 0,71% nach Anwendung der
Adhéarenzmethode. In der linken Saule ist der Mittelwert der Monozytenreinheit (98,28%) mit einer
Standardabweichung von 2,34% nach MicroBeads dargestellt. Hierbei wird deutlich, dass die
Monozytenreinheit bei Microbeads deutlich hdher ist, als bei der Adharenzmethode.
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3.4. Differenzierung von Monozyten zu reifen dendritischen Zellen

Die Herangehensweise zur Differenzierung von Monozyten zu dendritischen
Zellen (DC) orientierte sich an den Methoden von Obermaier et al. und Wolfl et

al., wobei kleinere Abanderungen erfolgten4>:46,

3.4.1 DC-Differenzierung (abgeéandertes Protokoll nach Obermaier

et al*®))

Die Gewinnung der bendtigten Monozyten erfolgte, wie in Abschnitt 3.3.3
beschrieben, durch die Selektion mittels MACS Microbeads aus PBMCs. Die
Monozyten wurden auf eine Zellzahl von 0,5-1,5x10% Monozyten pro Milliliter mit
RPMI Medium (+2% Humanes Serum + 100U/ml Penicillin + 100ug/ml
Streptomycin) eingestellt und anschlieend mit GMCSF (1000U/ml) und IL-4
(500U/ml)  stimuliert.  Zusatzlich wurden 1ug/ml  CMV-pp65-Antigen
hinzugegeben.

Nach 24 Stunden Inkubation bei 37°C wurden die Zellen erneut mit IL-4
(800U/ml) und GMCSF (1000U/ml), sowie zusatzlich mit IL-6 (10ng/ml), IL-113
(10ng/ml), TNF-alpha (1000U/ml) und Prostaglandin E2 (PG E2, 1ug/ml) stimuliert.
Nach weiteren 24 Stunden Inkubation bei 37°C konnten die reifen DCs geerntet

werden.

IL-6
IL1-p
TNFa P65
PGE2
IL-4 IL-4
GMCSF GMCSF
CD14 Selektion pp65 fir 16h

Tag -2 Tag -1 Tag 0 ppES

ppB5S

pp65

Abbildung 18: Schematische Darstellung der DC-Generierung. CD14+ Zellen wurden aus
PBMCs von seronegativen Spendern selektiert. An , Tag -2“ wurden die Zellen mit CMV-pp65, IL-
4 und GMCSF uber 16 Stunden inkubiert und am darauffolgenden Tag mit einem Peptidpool
versetzt. (Eigene Abbildung, Versuchsaufbau abgeandert nach Obermaier et al.*%)
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3.4.2 DC-Differenzierung (abgeandertes Protokoll nach Wolfl et al.*®)

Die bengtigten Monozyten wurden, wie in Abschnitt 3.3.3 beschrieben, durch die
Selektion mittels MACS Microbeads aus PBMCs gewonnen und anschliel3end
jeweils 2x10% Monozyten in 3ml DC Medium 1 aufgenommen. Das Medium wurde
zuvor mit IL-4 (10ng/ml) und GMCSF (800U/ml) versetzt. Nach Uberfiihrung der
Zellsuspension in eine 6-Well-Platte erfolgte eine Inkubation der Zellen fir 24
Stunden bei 37°C.

Am ersten Tag nach der Selektion (DC Tag 1) wurden pro Well jeweils 1,5ml
frisches DC Medium 1 mit IL-4 (10ng/ml) und GMCSF (1000U/ml) versetzt und in
die Wells gegeben.

Am Tag 2 der DC-Generierung (DC Tag 2) wurden die Zellen mit kaltem PBS
gelost, gepoolt und gezahlt. Je 2x10® Monozyten wurden in 2ml DC Medium 1
aufgenommen, dem zuvor IL-4 (10ng/ml) und GMCSF (800U/ml), IFN-gamma
(2100U/ml) und LPS (10ng/ml) zugesetzt wurde.

Nach der Uberfilhrung der Zellen in 6-Well-Platten, wurden diese mit 1pg/ml
CMV-pp65-Antigen stimuliert.

Die Zellen wurden anschlielend 16 Stunden bei 37°C inkubiert. Nach der
Inkubation konnten die reifen DCs geerntet werden (DC Tag 3).

In dieser Arbeit wurden die nach diesem Protokoll hergestellten reifen DCs am
dritten Tag der Differenzierung (DC Tag 3) mit CD14 CD45RA* Zellen

koinkubiert, mit dem Ziel die T-Zellen zu primen.

IFNy pp65
LPS
-4
IL-4 IL-4 GMCSF
CD14 Selektion GMCSF GMCSF  pp65 fir 16h

DCTag0 DCTagl  DCTag2 DCTag3 PPES

ppbS

Abbildung 5: Schematische Darstellung der DC-Generierung. CD14+ Zellen wurden aus
PBMCs von seronegativen Spendern selektiert. An ,,Tag 0 und 1“wurden die Zellen mit IL-4 und
GMCSF versetzt. Am zweiten Tag wurde ein Peptidpool bestehend aus IL-4, GMCSF. IFN, LPS
und CMV-pp65 stimuliert und 16 Stunden inkubiert. Am ,Tag 3 konnten die reifen DCs geerntet
werden und in weiteren Schritten, als APCs, verwendet werden. (Eigene Abbildung,
Versuchsaufbau abgeéndert nach Wolfl et al.*)
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3.5 Generierung CMV-spezifischer T-Zellen

Bei der Generierung CMV-spezifischer T-Zellen orientierte man sich in dieser
Arbeit an dem Nature Protocol, von Wolfl et. al.*® In diesem wurden T-Zellen aus
CMV-seronegativen Spendern erfolgreich mit CMV-pp65 Antigen geprimt und es
wurde somit eine Spezifizierung gegen CMV erreicht. Leichte Abweichungen an
diesem Protokoll wurden in dieser Dissertation angewendet.

Zunachst wurde Spendern mit einem negativen CMV-Status vendses Blut
entnommen und, wie in Abschnitt 3.3.1. beschrieben, durch Separation der
Blutanteile, PBMCs gewonnen.

Aus den PBMCs erfolgte die Selektion der Monozyten via CD14-MACS®
Microbeads (Abschnitt 3.3.3), die zu DCs differenziert wurden (Abschnitt 3.4.2).
Die restlichen PBMCs wurden bis zum zweiten Tag der DC-Generierung mit
RPMI-Medium versetzt und bei 37°C gelagert. An DC Tag 2 wurden die PBMCs
via CD45RO-MACS® Microbeads (Miltenyi) von terminal differenzierten Zellen
depletiert und es wurde mit naiven Zellen (CD45RA") weitergearbeitet.

Nach Zahlung der CD45RA*-T-Zellen erfolgte eine Entnahme von 6x10° Zellen
pro Well. Nach Zentrifugation (7min bei 350xg) und Abkippung des
uberschissigen Mediums, wurden die Zellen in 2ml DC Medium 2 aufgenommen.
Das Medium wurde zuvor mit IL-7 (5ng/ml) angereichert, bevor die Zellen in

diesem bis zum nachsten Tag bei 37°C inkubiert wurden.

An DC Tag 3 erfolgte die Koinkubation (KI Tag 0) mit den DCs und den
stimulierten CD45RA* Zellen. Zuna&chst wurden die generierten DCs aus den
Wells mittels DPBS und Zellschabern geldst, gepoolt und gezahlt. Die CD45RA*
Zellen wurden ebenfalls gezahlt. 0,5x10° DCs und 2x10° CD45RA* Zellen
wurden in je ein 15ml Falcon Uberfuhrt (Verhaltnis 1:4), zentrifugiert (7min bei
350xg) und in 1ml DC Medium 2 aufgenommen. Das Medium der CD45RA*
Zellen wurde zuvor mit IL-24 (60ng/ml) versetzt. Es entstanden somit 4 Ansatze
a 500ul in einer 48Well-Platte, die 72 Stunden bei 37°C inkubiert wurde.

Am dritten Tag der Koinkubation (KI Tag 3) kam es zur ersten Stimulation mittels
IL-15 (5ng/ml) und IL-7 (5ng/ml). Zuvor wurde 500ul warmes DC Medium 2 pro
Well vorgelegt. Die Platte wurde 72 Stunden bei 37°C weiter inkubiert.
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Eine zweite Stimulation erfolgte am flinften Tag der Koinkubation (KI Tag 5).
Dabei wurden die Zellen gel6st, in eine 12-Well-Platte tUberfuhrt und mit 1ml
warmes DC Medium 2 pro Well, IL-15 (5ng/ml) und IL-7 (5ng/ml) versetzt. Die
Platte wurde erneut 48 Stunden bei 37°C inkubiert.

Am siebten Tag erfolgte die letzte Stimulation vor der ,fluorescence-activated cell
sorting“--Analyse (FACS). Die Zellen wurden geldst und in eine 6-Well-Platte
uberfuhrt. 2ml warmes DC Medium 2 pro Well wurden vorgelegt und mit I1L-15
(10ng/ml) und IL-7 (10ng/ml) versetzt. Die Platte wurde 72 Stunden bei 37°C

weiter inkubiert.

Eine Analyse der Zellen erfolgte an Tag 10 — 12 Uber Flowzytometrie (BD
FACSCantoDiva). Hierzu wurden Samples der Zellen mit fluoreszierenden FACS
Antikorpern versetzt (Immunodex MHC Dextramer HLA-A*0201-PE, Biolegend
CD45-APC/Cy7, BD Biosciences CD3-PerCP, BD Biosciences CD8-APC, BD
Biosciences CD56-V450) und ausgewertet.

Um eine héhere Zahl von CMV-spezifischen T-Zellen zu erzielen, wurde das Well
mit dem hochsten Anteil an gemessenen CMV-spezifischer Zellen mit dem zuvor
genannten CMV-PepTivator® nochmals restimuliert und nach 72 Stunden

wiederum via FACS-Analyse ausgewertet.
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3.6. Generierung Zytokin-induzierter Killerzellen

1991 wurde von Schmidt-Wolf et al.3> ein Protokoll zur Generierung CIK-Zellen
entwickelt. Dieses Protokoll verwendete IL-2 zur Stimulation der Zellen.

Auf diesem Protokoll aufbauend verdoffentlichte Rettinger et al. 2012 eine Arbeit
in der gezeigt wurde, dass CIK-Zellen, die mit IL-15 stimuliert werden, sehr viel
effektiver gegen Tumorzellen sind, als Zellen, die nur mit IL-2 aktiviert wurden.
In dieser Arbeit wurden die hergestellten CIK-Zellen nach dem Protokoll von
Rettinger et al.3® generiert.

PBMCs wurden, wie in Abschnitt 3.3.1 beschrieben, durch Ficoll isoliert und mit
RPMI Medium auf eine Zellzahl von 3x10%/ml eingestellt.

Eine Stimulation mit INF-y (500U/ml) erfolgte am Tag der Isolation (Tag 0). Die
Zellkultur wurde 24 Stunden bei 37°C inkubiert.

Am darauffolgenden Tag (Tag 1) versetzte man die Zellkultur mit IL-2 (500U/ml)
und Anti-CD3 Antikdrper (100ng/ml).

Eine weitere Stimulation mit IL-15 (50ng/ml) erfolgte immer am vierten und
achten Tag. Vor jeder Stimulation wurde die Zellzahl mit RPMI Medium auf

1x108/ml eingestellt.

IL-2
IFN Anti-CD3 IL-13 IL-15

Tag 0 Tag 1 Tag 4 Tags8 Tag10 N :

Abbildung 19: Schematische Darstellung zur Herstellung von CIK-Zellen aus seropositiven
Spendern. Zunachst wurden PBMCs aus CMV-seropositiven Spendern extrahiert. Stimulation
erfolgte wie in der Darstellung. (Eigene Abbildung)
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3.7. Analyse der hergestellten Zellkulturen

3.7.1 Durchflusszytometrie

Es handelt sich bei der Durchflusszytometrie um eine gangige Methode zur

Analyse von bestimmten Zellpopulationen.

Die Analyse via Durchflusszytometer (FACS) basiert auf der Detektion von
Lichtstreuungen (,light scatter) der Zellen beim Passieren eines Laserstrahls.
Die Zellen werden mittels Unterdrucks in das FACS eingezogen und dort in einen
Mikrokanal geleitet. Dieser Kanal fuihrt jede Zelle nacheinander durch einen
Laserstrahl. Diese Methode ermdglicht es, dass jede Zelle einzeln analysiert
wird. Somit lasst sich durch die Streuung des Lichtes auf die Gréf3e und die
Granularitat jeder Zelle schlieRen und diese einer bestimmen Zellart zuordnen
(forward/sideward scatter)*’:48,

Zusatzlich kénnen die zu analysierenden Zellen mit fluoreszierenden CD-
Antikorper markiert werden. Diese Antikdrper gehen eine Bindung mit den CD-
Molekilen auf der Oberflache der Zellen ein, wodurch im FACS durch die
Lichtstreuung der Antikorper jede einzelne Zelle einem oder mehreren
Oberflachenmerkmalen zugeordnet werden kann. Bestimmte Zellpopulationen
werden durch spezielle CD-Molekile charakterisiert, somit kann man die in dieser
Arbeit hergestellten Zellkulturen dartuber analysieren. Die jeweiligen

Oberflachenmarker sind in Tab. XY aufgelistet*’48,

Um eine adaquate Einstellung der Gates zu gewahrleisten wurde vor jeder
Messung eine Negativkontrolle mittels ungefarbter Zellen erstellt und die Gates
danach eingestellt.

In dieser Arbeit wurde die FACS Analyse zur Detektion von CMV-spezifischen T-

Zellen, der Messung der Monozytenreinheit, sowie der Monozytendifferenzierung

zu DCs verwendet.
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Subpopulationen

T-Zellen
T-Helferzellen
Zytotoxische T-Zellen
T-NK-Zellen

Zytotoxische T-NK-Zellen

Naive Zellen

Effektor Zellen (terminal differenziert)

NK-Zellen

B-Zellen
Monozyten
Dendritische Zellen

Oberflachenmarker

CD3+

CD3+ CD4+

CD3+ CD8+

CD3+ CD56+
CD3+ CD56+ CD8+
CD45RA+ CD62L+
CD45R0O+CD62L-
CD56+ CD3-
CD19+

CD14+

CD83+

Tabelle 6: Auflistung der Oberflachenmolekile auf den jeweiligen Subpopulationen
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4. Ergebnisse

4.1 Vergleich der Selektions-Methoden von Antigen-prasentierenden
Zellen aus PBMCs

Nach der Isolation der Spender PBMCs wurden die darin enthaltenen Monozyten
unter Anwendung zweier unterschiedlicher Methoden selektioniert. Nach der
Selektion wurde mittels FACS-Analyse die Monozytenreinheit jeweils bestimmt
und die Methoden und Ergebnisse miteinander verglichen. Dariiber hinaus wurde

die Beladung der Monozyten mit CMV-pp65-Peptid Uberprift.

Bei der Monozytenselektion mittels Adharenzmethode kam es nach einer
dreistiindigen Inkubation von 20x10% PBMCs zu einer, im Mikroskop sichtbaren,
Anheftung der Monozyten am Boden der 6-Well-Platten. Nach Abschabung der
Monozyten am darauffolgenden Tag konnten 0,2x10° Zellen gezahlt werden. In
der Durchflusszytometrie wurde eine Monozytenreinheit von 34% und eine CMV-
pp65-Beladung von 99,6% ermittelt (n=1).

GCJ 34% Monozyten 99,6% pp65 beladenen Monozyten
& n
o (o]
c o
s S
o =
3 (@]
[a)]
(@]
+ +
CD3 Zellen CD14 Monozyten

Abbildung 20: Durchflusszytometrische Untersuchung der Reinheit von Monozyten, die
mittels Adharenzmethode generiert wurden. Dargestellt sind die FACS-Plots eines
reprasentativen Spenders. Linkes Bild: Plot zeigt Monozyten (y-Achse) in der CD3*-Zellpopulation.
Im linken oberen Quadranten sind die CD14* Monozyten zu 34% messbar. Rechtes Bild: Plot auf
Monozyten gegatet. Hierbei zeigt sich, dass 99,6% der Monozyten mit CMVpp65 beladen.
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cp14’ Monozyten

Um die Monozytenreinheit zu verbessern, verglich man in dieser Arbeit die
Adhéarenzmethode mit der Zellselektion mittels Microbeads. Hierbei wurden aus
33,3 — 55x10° PBMCs eine Monozytenzahl von 6,0 - 7,4x10° (absolut) nach
Anwendung des Microbeads-Protokolls ermittelt.

Die Monozytenreinheit betrug 85,9 — bis 95,3% (n = 4).

Eine Untersuchung der Beladung der Monozyten mit CMVpp65 wurde hierbei
nicht durchgefuhrt.

95,3% Monozyten 85,9% Monozyten

v

CD3+ Zellen

Abbildung 21: Durchflusszytometrische Untersuchung der Reinheit von Monozyten
mittels Microbeads. Dargestellt sind die FACS-Plots von zwei Spendern. Plot zeigen
Monozyten (y-Achse) in der CD3*-Zellpopulation (x-Achse). Im linken oberen Quadranten sind
die CD14* Monozyten zu 95,3% (links) bzw. 85,9% (rechts) messbar.

Aufgrund der signifikant hdheren Monozytenreinheit bei der Selektion mittels
Microbeads, im Gegensatz zu der Adharenzmethode, wurde in dieser Arbeit

ausschlief3lich mit der Microbeads-Methode weitergearbeitet.
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4.2 Analyse zur Differenzierung von Monozyten zu dendritischen

Zellen

Die Differenzierung von Monozyten zu dendritischen Zellen wurde mittels
Durchflusszytometrie und mikroskopischer Kontrolle bei insgesamt 5 Spendern
untersucht. Dabei wurden die zuvor isolierten und differenzierten Monozyten
mittels FACS-Antikorper gegen CD14 und CD83 inkubiert. Die Zellen wurden
jeweils an Tag O bis Tag 3 der Differenzierung mit den jeweiligen
Oberflachenmarkern markiert und mittels Durchflusszytometrie detektiert.

Es konnte gezeigt werden, dass die Monozyten nach der Stimulation mit IL-4,
pp65 und GMCSF an Tag O und 1 sowie der weiteren Stimulation mit IL-4,
GMCSF, LPS, und IFN-y an Tag 2 ihre CD14-Oberflachenmolekile
runterregulieren und zu CD83* dendritischen Zellen differenzieren. In Abb. 9 sind
FACS Plots der zeitlichen Abfolge der untersuchten Zellen eines repréasentativen
Spenders dargestellt.

Zu beobachten ist, dass an Tag 0, direkt nach der Monozytenselektion, keine
CD83* Zellen und 98,2% CD14* Monozyten darzustellen waren. Nach der ersten
Stimulation konnten an Tag 1 40,6% CD83" Zellen nachgewiesen werden. An
Tag 3, nach der zweiten Stimulation mit den oben genannten Stimulantien, zeigte
sich ein deutlicher Shift von Monozyten zu DCs mit einer prozentuellen Zahl von
CD83* DCs von 80,9%.

In den mikroskopischen Untersuchungen konnte der Shift bildlich dargestellt
werden. Im Laufe der Zeit zeigte sich eine deutliche morphologische
Veréanderung der

Monozyten von kleinen runden Zellen zu dendritischen Zellen mit ihrer

charakteristischen sternformigen Form und Zytoplasma-Fortsatzen.

Zusammenfassend liel3 sich zeigen, dass es im Laufe der Differenzierung zu
einem Shift, also einer Abnahme von Monozyten und einer Zunahme von DCs,
kommt. Dieser Differenzierungsshift lasst sich via FACS Plots und in der
mikroskopischen Darstellung gut darzustellen (Abb. 10).
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Abbildung 23: Abb. D1-4 zeigt die Mikroskopische Darstellung der morphologischen Veranderung
wahrend der Differenzierung von Monozyten zu dendritischen Zellen (VergréRerung: D1 10x,
MafRstab 50um , D2 — 10x, Maf3stab 50pum, D3 — 10x Maf3stab 100um , D4 — 10x, MaR3stab 50um)
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4.3 Generierung CMV-spezifischer Zellen

Innerhalb dieser Dissertation wurden mehrere Anséatze versucht, um CMV-
spezifische Zellen aus Vollblut von CMV-seronegativen Spendern zu generieren.
Der Grundgedanke war, dass man naive, nicht geprimte T-Zellen mit einem CMV-
spezifischen Antigen in Kontakt bringt, um eine Immunkaskade auszulésen und
die Zellen somit auf CMV primt, ohne, dass sie mit dem Virus jemals in Kontakt
kam.

Ein wichtiger Schritt ist hierbei die Antigenprasentation durch geeignete Zellen,
wie z.B. Monozyten oder DCs. Es kommt durch diese Zellen zu einer
Internalisierung des Viruspartikels, was zu einer Aktivierung der
antigenprasentierenden Zelle mit anschlieBender Antigenprasentierung auf
deren Oberflache fuhrt.

Nach Antigenprasentation und Kontaktaufnahme mit T-Lymphozyten kdonnte eine
Immunkaskade in Gang gesetzt werden und zur Ausbildung von CMV-
spezifischen T-Lymphozyten fihren. Nachfolgend werden die verschiedenen

Herangehensweisen erlautert.

4.3.1 Koinkubation von Monozyten und PBMCs

4.3.1.1. Monozyten generiert durch Adhadrenzmethode

Die ersten Versuchsansatze erfolgten zwischen unmanipulierten PBMCs des
CMV-seronegativen Spenders und dessen zuvor, mittels Adharenzmethode oder
Microbeads, extrahierten Monozyten.

Bei diesen Versuchsansatzen wurden die Monozyten mittels Adharenzmethode
isoliert (n=2). Hierbei sollte zun&chst generell herausgefunden werden, ob eine
Koinkubation zwischen CMV-pp65-stimulierten Monozyten und unmanipulierten
PBMCs zu einer Generierung von CMV-positiven Zellen fuhrt.

Nach der Selektion und Inkubation der Monozyten mit CMV-pp65 an Tag O
erfolgte die Koinkubation mit den PBMCs im Verhaltnis 1:1 und 1:10 an Tag 1.
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Die Suspensionen wurden an Tag 2 und Tag 4 bzw. Tag 9 mittels FACS-Analyse
untersucht und es zeigten sich an allen Tagen keine CMV-spezifischen Zellen
(exemplarische Darstellung der FACS-Plots der Koinkubation im Verhaltnis 1:10
in Abb. 10).

Tag Tag

+

+

CMY spezif CMY spezif

+

CD45 CD3 CD8

CMV-spezifische Zellen

Abbildung 24: Durchflusszytometrische Untersuchung der Koinkubation zwischen APCs
(generiert mittels Adhédrenzmethode) und PBMCs exemplarisch an Tag 2und 9 im
Verhaltnis 1:10. X-Achse zeigt die CMV-spezifischen Zellen, die im eingerahmten Feld
dargestellt sind, der nach einer negativ Kontrolle eingestellt wurde. Y-zeigt die gegateten
CD45*CD3*CD8*CD56- Zellen. Hierbei zeigten sich keine CMV-spezifischen Zellen.

Da keine CMV-spezifischen Zellen (n=2) generiert werden konnten und die
Monozytenreinheit bei der Adharenzmethode nicht die gewtinschten Ergebnisse
erzielt hatte (s. 3.1.), wurde die Adharenzmethode durch die Selektion mittels
Microbeads ersetzt, um das Verhaltnis zwischen PBMCs und Monozyten noch
genauer einstellen zu konnen und somit eine mogliche Fehlerquelle

auszuschlieflRen.

4.3.2.2 Monozyten generiert durch Microbeads

Mittels Microbeads konnte eine weitaus hohere Monozytenreinheit erzielt werden
und somit das Verhéltnis zwischen den Zellen besser kontrolliert und eingestellt

werden.

Um zu erforschen, ob dies mdglicherweise die Ursache fur den Misserfolg war
wurden die, fir die Koinkubation verwendeten, Monozyten mittels Microbeads
selektiert. Es wurden mehrere Ansatze mit unterschiedlichen Spendern (n=4) im
Verhaltnis Mono zu PBMCs von 1:1, 1:5, 1:10 und 2:1 angesetzt.

49



Eine FACS Untersuchung erfolgte an Tag 1, 5 und 12. Es zeigten sich keine
CMV-spezifischen Zellen.

4.3.2 Koinkubation von DCs und PBMCs

Da die Koinkubation mit CMV-pp65 stimulierten Monozyten nicht den
gewunschten Erfolg erbrachte, wurden die Monozyten nach dem Protokoll von
Obermaier et al. (s. Abschnitt 3.4.1) zu DCs differenziert. Eine Koinkubation
zwischen DCs und unmanipulierten PBMCs bzw. generierten CIK-Zellen des
jeweiligen Spenders im Verhéltnis von 1:4 wurde angesetzt (n=3). Es erfolgte
eine Stimulation mit IL-15 an Tag 3, 6 und Tag 8.

Am 11. Tag der Koinkubation wurde die Zellkultur untersucht, allerdings konnten
auch mit dieser Herangehensweise keine CMV-spezifischen Zellen

nachgewiesen werden.

Tag Tag

+

+

MV spezif MY spezif

cD45'cp3’ cp8’ CD56

CMV-spezifische Zellen

Abbildung 25: Durchflusszytometrische Untersuchung der Koinkubation zwischen APCs
(generiert mittels Adharenzmethode) und PBMCs exemplarisch an Tag 5 und 8 im Verhaltnis
1:10. X-Achse zeigt die CMV-spezifischen Zellen, die im eingerahmten Feld dargestellt sind, der
nach einer negativ Kontrolle eingestellt wurde. Y-zeigt die gegateten CD45*CD3+*CD8*CD56°
Zellen. Hierbei zeigten sich keine CMV-spezifischen Zellen.
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4.3.3 Generierung CMV-spezifischer Zellen

Nach mehreren negativen Versuchen CMV-spezifische T-Zellen aus naivem
Spendermaterial zu generieren, orientierte man sich an dem im Marz 2014
erschienenen Protokoll von Woelfl et al*.

In ihrer Arbeit stellten sie ein Protokoll zur Herstellung von reifen DCs und
Stimulation und Expansion von T-Zellen vor (ACE-CD8-Methode = antigen-
specific activation and cytokine-faciliated expansion of naive, human CD8+ T
cells). Die Gruppe arbeitete nur mit reifen Peptid-beladenen DCs sowie
aufbereiteten, naiven CD8+ T-Zellen. Hierbei verwendeten sie LPS und IFN-y zur
Herstellung von DCs und depletierten alle CD45RO+-T-Zellen aus dem T-Zell-
Pool.

Als neuen Versuchsansatz wurde das Protokoll von W0lfl et al. als proof-of-

principle mit leichten Veranderungen getestet.

Wolfl et al. verwendeten zur Generierung von DCs die in Abschnitt 3.3.2 erwéhnte
Adharenzmethode, die, wie in Abschnitt 4.1 gezeigt, in dieser Arbeit keine
ausreichende Monozytenreinheit erzielte. Daher wurde die Monozytenselektion
in dieser Dissertation mittels CD14-MACS Microbeads Methode durchgefuhrt.
Als weitere Unterscheidung ist anzugeben, dass eine Bestrahlung der DCs nach
der Differenzierung, wie im Wolfl-Protokoll in dieser Arbeit nicht erfolgte.
Insgesamt wurden 5 Spender mittels ACE-CD8-Methode untersucht (n=5). Es
wurden jeweils 5x10° naive T-Zellen im Verhaltnis von 1:4 mit reifen, CMV-pp65-
prasentierenden DCs inkubiert und der Versuchsaufbau wie in Abschnitt 3.5
beschrieben durchgefihrt.

In der anschlieBenden Analyse der Zellen an Kl Tag 10 mittels
Durchflusszytometrie, wurden durchschnittlich 350.000 CD45* lymphozytéare
Zellen aufgenommen (n=5). Die in Abb. 13 dargestellten FACS Plots wurden auf
CD45*CD3*CD8*Zellen gegatet und zeigen die geprimten T-Zellen. Die Gates

wurden alle zuvor nach einer negativen Kontrolle eingestellt.
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Zusatzlich wurde untersucht, ob die CMV-spezifischen Zellen ein CD56-Molekl
an ihrer Oberflache tragen und wieviel Prozent dieser Teil der Population
ausmacht.

Bei allen 5 Spendern konnte gezeigt werden, dass CMV-spezifische Zellen,
nachgewiesen werden konnten. Die Varianz der detektierten CMV-spezifischen
Zellen betrug je nach Spender 0,33 — 5,7% der CD45*CD3*CD8* Zellen.

Spender 1 Spender 2 Spender 3 Spender 4 Spender 5

[9%)

(%]

[y

Abbildung 26: Darstellung der finf untersuchten Spender bzgl. des prozentualen Anteils
der CMV-spezifischen Zellen. Der prozentuelle Anteil der CMV-spezifischen Zellen betrug
zwischen 0,33 und 5,7% der Gesamtpopulation. Der Versuchsaufbau wurde bei jedem Spender
einmal durchgefihrt.

Es konnte gezeigt werden, dass der Uberwiegende Teil der CMV-spezifischen
Zellen keine CD56-Oberflachenmolekiile auf ihrer Oberflache tragen. In 82,5 —
96,8% der CD45*CD3*CD8* handelt es sich um Zellen ohne CD56-Molekiile,
worunter auch die meisten CMV-spezifischen Zellen zu finden sind.

In den Abbildungen 13 sind die FACS-Abbildungen von 3 Spendern exemplarisch
dargestellt. Diese drei Spender zeigten unter allen untersuchten Spendern (n=5)

den hdchsten prozentualen Anteil CMV-spezifischer Zellen.
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5. Diskussion

Die hamatogene Stammzelltransplantation zeigte sich Uber die letzten
Jahrzehnte als effektiver Therapieansatz fir viele hamatologische Erkrankungen
und immundefizitare Syndrome. Um ein Engraftment der Spenderstammzellen
zu ermdglichen und eine GvHD zu vermeiden, ist eine Immunsuppression
notwendig, wodurch die Gefahr an einer schwerwiegenden Infektion zu
erkranken um ein Vielfaches steigt. Infektionen bspw. mit CMV oder EBV zeigen
eine hohe Morbiditat und Mortalitat. Sie sind ein limitierender Faktor einer
erfolgreichen SZT, weil die Therapie mittels Virustatika eine hohe nephro-, als
auch myelotoxische Komponente aufweist und eine geringe therapeutische
Breite / Therapielimitation hat.

Als Alternative zur pharmakologischen Therapie wurde die adoptive Zelltherapie
entwickelt. Anfangs infundierte man den Patienten unmanipulierte
Spenderlymphozyten eines seropositiven Spenders (DLI), um einer schweren,
lebensbedrohenden Virusinfektion entgegenzuwirken. Aufgrund der fehlenden
Manipulation der DLI kann es zu starken, teils lebensbedrohlichen GvHD
Reaktionen kommen.

In den letzten Jahrzehnten wurde die adoptive Zelltherapie weiterentwickelt.
Aktuelle Studien?®-52 zeigen, dass die Selektion und Expansion von virus-
spezifischen T-Zellen zu einem signifikanten Rickgang der Alloreaktivitat und
einer Minimierung der Viruslast kommt (s. Abschnitt 5.4). Es wurde hiermit eine
virusspezifische Therapie entwickelt, die sehr wenige Nebenwirkungen und eine
hohe Effektivitat zeigt. Dieses Verfahren ist allerdings nur bei seropositiven

Spendern moglich, die VST im Blut aufweisen.
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5.1 Generierung CMV-spezifischer T-Zellen aus seronegativen

Material

Eine groRe Herausforderung zeigt sich bei einer seronegativen
Spender/seropositiven Empfanger — Konstellation, da hier keine VST als
Therapie einer Virusinfektion eingesetzt werden kann.

Daher wurden in dieser Arbeit verschiedene Versuchsansatze getestet, um
herauszufinden welche APC bendtigt werden, welche Stimulanzien gewahlt
werden mussen und auch welches Verhaltnis die Koinkubation zwischen naiven
Zellen und APCs aufweisen muss um idealerweise CMV-spezifische Zellen zu
erhalten. Ziel war es daher CMV-spezifische T-Zellen durch in-vitro Priming
mittels CMV-pp65-beladene APCs aus CMV-negativen Spenderzellen
herzustellen.

Um dieses Ziel zu erreichen, waren mehrere Versuchsansétze erforderlich. Der
erste Schritt bestand darin, zu ermitteln, welche Zellen zur Antigenprasentation
erforderlich sind. Aus der Literatur ist bekannt, dass Monozyten, aber auch B-
Zellen, DCs und Makrophagen aufgenommene Antigene prasentieren kdnnen
und somit eine Immunkaskade, mit anschlieRender Aktivierung von T-Zellen, in

Gang setzen koénnen.

Da sich DCs und Makrophagen aus Monozyten entwickeln, entschied man sich
in dieser Arbeit, CD14+ Monozyten als APCs fir die ersten Versuche
einzusetzen.

Wie bereits gezeigt, kdénnen Monozyten mittels Adharenzmethode oder
Microbeads aus PBMCs isoliert werden (Abschnitt 3.3.2 und 3.3.3). Um ein
moglichst effektives Mischungsverhaltnis zwischen PBMCs/CD45RA+ (T-)Zellen
und Monozyten/DCs zu gewadhrleisten war es wichtig moglichst reine
Monozytenpopulationen zu generieren. Dies ist mittels der magnetischen MACS
MicroBeads Methode sehr gut gelungen (Abschnitt 3.3.3).

Auch die Reifung von Monozyten zu DCs konnte durchflusszytometrisch und
elektronenmikroskopisch dargestellt werden. Hiermit war die Generierung der

DCs erfolgreich durchgeftihrt worden.
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Die Ermittlung des richtigen Koinkubationsverhaltnis erforderte mehrere
Versuchsansatze.

Es erfolgten Koinkubationen zwischen Monozyten und APCs, DCs und
unmanipulierten PMBCs, sowie DCs und CIK-Zellen in unterschiedlichsten
Verhéltnissen. Leider fuhrte keiner der Ansétze zu einer Generierung von CMV-
spezifischen Zellen.

Unmanipulierte PBMCs sind bekanntlich eine heterogene Zellgruppe u.a.
bestehend ausreifen und unreifen Lymphozyten. Somit prasentierten die APCs
das verwendete CMV Antigen an eine Vielzahl von Zellen und die Annahme liegt
nahe, dass dabei nur ein geringer Teil dieser Zellen naiv waren und der
uberwiegende Teil der Zellen bereits auf ein Antigen geprimt war.

In Anlehnung an das Protokoll von Wolfl et al.*6 wurden daraufhin alle CD45RO*-
Zellen aus der CD14-PBMC Fraktion depletiert, um den prozentualen Anteil
naiver CD45RA*CD45R0O" T-Zellen zu erhéhen.

Im Gegensatz zu den vorherigen Versuchsaufbauten, hatte dies den Vorteil, dass
das Verhaltnis zwischen naiven T-Zellen und ausgereiften T-Zellen zugunsten
der naiven Zellen anstieg. Somit war die Wahrscheinlichkeit eventuell héher,
dass die generierten dendritischen Zellen mit naiven Zellen besser und effektiver
in Kontakt kommen konnten.

Anhand der durchflusszytometrischen Analyse nach der Koinkubation ist davon
auszugehen, dass eine Antigenprasentation stattgefunden hat und ein Priming
der T-Zellen erfolgte (s. Abb. 13).
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5.2 Erzielte Ergebnisse im Vergleich zum Protokoll nach Wolfl et al*®

Im Verlauf der verschiedenen Versuchsreihen wurde klar, dass eine reine
Koinkubation zwischen CMV-pp65-prasentierenden Monozyten und naiven T-
Zellen nicht zum Priming naiver T-Zellen fuhrt und somit auch keine Aktivierung
und Spezifizierung der T-Zellen gegen CMV erfolgt.

Der ausschlaggebende Faktor fur eine Spezifizierung gegen Viren ist die
Generierung reifer dendritischer Zellen. Es wurden zunachst DCs mittels eines
Zytokin-Pools hergestellt. Nach Wo6lfl et al. kommt es durch eine Stimulation
mittels LPS und INFy zu einer signifikant héheren IL-2-Produktion, als durch die
Stimulation mittels des Zytokin-Pools, die zu einer Aktivierung der naiven T-
Zellen fuhrt*6:53, Mit dieser Erkenntnis wurden die DCs in dieser Dissertation mit

LPS und INFy in Anlehnung an das Protokoll nach Wolfl et al.¢ generiert.

Einige Arbeitsgruppen zeigten, dass naive T-Zellen im peripheren Blut von
Erwachsenen nur zu einem geringen Prozentsatz zu finden sind®. Zu
identifizieren sind sie Uber den Oberflichenmarker CDA45RA, der nach
Aktivierung durch Kontakt zu Antigenen verloren geht und durch CD45R0O ersetzt
wird>®,

Im Laufe des Alters nimmt der prozentuelle Anteil der CD45RA* T-Zellen im
peripheren Blut ab%%6:57 Untersuchungen zeigten, dass im Nabelschnurblut
noch 95%-99% der T-Zellen CD45RA™* an ihrer Oberflache tragen, wohingegen
es bei 100-jahrigen Probanden nur noch ca. 20% sind. Hierbei gibt es
unterschiedliche Entwicklungen zwischen CD4* und CD8* Zellen®”.

Orientierend am Wolfl-Protokoll wurden nur naive CD45RA* T-Zellen, mittels

Depletion von CD45R0O* T-Zellen fir die Koinkubation verwendet.

Eine naive Zelle besitzt auf ihrer Oberflache allerdings mehr als einen
Oberflachenmarker. Naive Zellen exprimieren, neben CD45RA, auch noch
CCR7 und CD62L auf ihrer Oberflache.

Wenn man nun die Ergebnisse von Wolfl et al. und dieser Dissertation vergleicht,
fallt auf, dass bei Wolfl et al. viel hbhere Werte von CMV-spezifischen Zellen

erzielt werden konnten (6,4 — 27,5%).
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Als Depletionsmarker verwendeten Wolfl et al. nicht nur CD45R0, wie in dieser
Dissertation, sondern auch CD57. Dieser Schritt wurde in dieser Dissertation
nicht durchgefuhrt und konnte evtl. die mdglichen Differenzen zwischen den
prozentuellen Anteilen der CMV-positiven Zellen am Ende des Experimentes

erklaren.

Ein weiterer Unterschied zu W0lfl et al. liegt in der Bestrahlung der DCs mit 30
Gy, die von der Arbeitsgruppe durchgefuhrt wurden.

In dem Artikel ist beschrieben, dass die Bestrahlung der DC-Fraktion wichtig sei,
um eine Stimulation von nicht naiven Gedachtnis- und NK-Zellen innerhalb der
DC-Fraktion zu verhindern. Hierbei soll es mdglicherweise durch die Hinzugabe
von IL-15 (wahrend der Koinkubation) zu einer Uberpopulation der ,nicht-DCs*
z.B. NK-Zellen kommen. Somit wére das Verhaltnis zwischen DCs und CD45RA*
Zellen inakkurat. Dies konnte ebenfalls die geringere Ausbeute an CMV-
spezifischen Zellen in dieser Dissertation erklaren.

Gegen diese Theorie der ,Kontamination durch NK-Zellen® spricht allerdings der,
in dieser Arbeit, leicht abgeanderte Versuchsaufbau durch die
Monozytenselektion mittels Microbeads. Im Gegensatz zu Wolfl et al., die die
Adharenzmethode angewendet haben.

Durch die spezifische Selektion von Monozyten aus den PBMCs entstand eine
nachgewiesene Monozytenreinheit von tiber 90%. Somit liegt der Anteil an CD14
Zellen (wie z.B. CD56* NK-Zellen) bei <10%. In der darauffolgenden Generierung
von DCs und durchflusszytometrischen Untersuchung konnte gezeigt werden,
dass am Ende der DC-Generierung 40,6% der untersuchten Population aus DCs
bestanden. Der prozentuelle Anteil von DCs wurde bei Wo6Ifl et al. nicht
angegeben.

Durch die sehr hohe Reinheit der Monozyten ist eine Uberwucherung durch

andere Zellen unwahrscheinlich.
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5.3 Nachweis Methoden von CMV-spezifischen Zellen

5.3.1 Analyse mittels Durchflusszytometrie

Die Daten zum Nachweis CMV-spezifischer Zellen, die in dieser Arbeit erhoben
wurden, wurden mittels Durchflusszytometrie ermittelt. Fir die Detektion von
CMV-spezifische Zellen, wurden die zu untersuchenden Zellen mit einem MHC
Dextramer HLA-A*0201 angefarbt.

Eine korrekte Einstellung der entsprechenden FACS-Gates erfolgte durch eine
Negativkontrolle mittels ungefarbter Zellen und Einstellung der Gates nach

dieser.

In den, in Abb. 13, dargestellten Grafiken sind die CMV-spezifischen Zellen nicht
ganz klar von anderen, moglicherweise CMV-negativen, T-Zellen abgrenzbar.
Die ermittelten Zellzahlen (prozentual) sind anhand der zuvor eingestellten
Negativkontrolle erhoben worden. Es ist kritisch zu hinterfragen, ob es sich in
diesem Fall Gberhaupt eindeutig um CMV-positive T-Zellen handelt. Um dies
eindeutig zu beweisen, musste man weitere Untersuchungen durchfuihren (s.
Abschnitt 5.3.2).

5.3.2 Weitere Methoden fiir den Nachweis CMV-spezifischer Zellen

Um nachweisen zu kdnnen, ob es sich bei den in dieser Arbeit detektierten Zellen
tatsachlich um CMV-positive T-Zellen handelt, gibt es noch andere Methoden,
die man an die Versuche dieser Dissertation hétte anschlie3en kdnnen. Um diese
Methoden durchzufiihren, hatte man die Zellzahl der herzustellenden Zellen
deutlich erhéhen mussen, um nach der Durchflusszytometrie noch Zellen fur die
weiteren Untersuchungen zur Verfigung zu haben. In dieser Dissertation
entschied man sich anfanglich mit einer geringen Zellzahl zu arbeiten um
zunachst zu testen, ob eine generelle Herstellung von CMV-spezifischen Zellen
aus seronegativen Material moéglich ist (proof of principle). Durch die bereits zuvor

erwahnten verschiedenen Versuchsansatze konnten weiterfilhrende Nachweise
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zur Uberprufung der hergestellten Zellen aus Zeitgrinden nicht mehr

durchgeftihrt werden und waren fir zukinftige Arbeiten denkbar.

5.3.2.1 Nachweis mittels infizierter Fibroblasten

In einigen Dissertationen und Papern wurden humane Fibroblasten mit CMV
infiziert und so als Targetzellen eingesetzt, um die zytotoxische Aktivitat und
andere Eigenschaften von generierten CMV-spezifischen Zellen zu
untersuchen®®-%9, Hierbei wurde bspw. auch die dual-spezifische Wirkung von
CMV-spezifischen CIK-Zellen gegen leukamische Zellen und CMV gezeigto:.

In weiterfihrenden Experimenten konnte man daher CMV-infizierte Fibroblasten
als Targetzellen fur die in dieser Dissertation generierten CMV-spezifischen
Zellen nutzen. Ware wahrend der Koinkubation zwischen den Fibroblasten und
den CMV-spezifischen Zellen einen Rickgang der CMV-infizierten Fibroblasten
zu verzeichnen, ware dies eventuell eine weitere Verifizierung, dass es sich bei

den generierten Zellen um CMV-spezifische Zellen handelt.

5.3.2.2 Elispots

Eine weitere Option des Nachweises von CMV-spezifischen Zellen ist die
Detektion Uber die ,Elispot“ Methode.

Dabei handelt es sich um einen ,enzyme linked immuno spot assay“, wobei
sezernierte Antikbrper oder Zytokine der zu untersuchenden Zellen detektiert
werden konnen. Im Fall von CMV-spezifischen Zellen handelt sich hierbei um
IFNy, welches durch Stimulation der Zellen sezerniert wird.

Das Elispot kit besitzt am Boden jedes Wells fixierte ,capture antibodies®, die
sekretiertes INFy binden. Ein farblich markierter ,detection antibody“ bindet sich
an das fixierte Zytokin und wird nach Anfarbung am Boden des Wells sichtbar.
Somit kdnnen u.a. VST nachgewiesen werden.

In dieser Doktorarbeit wurde hierzu das T-Track CMV diagnostic ELISpot kit62
von der Firma Lophius verwendet, jedoch aufgrund unzureichender

Auswertmdglichkeiten nicht weiter verfolgt.

60



5.4 Literaturvergleich und klinische Anwendung von CMV-

spezifischen Zellen

Mehrere Arbeitsgruppen haben sich schon mit dem Thema der Generierung
VST, CIK-Zellen oder Tumor-spezifischen-T-Zellen aus seropositivem
Spendermaterial beschéaftigt. Dadurch, dass hierbei eine Isolierung spezifischer
T-Zellen mdglich ist, kann eine Expansion durch Stimulation erfolgen und somit
die Zellzahl, aber auch die Effektivitdt und virusspezifische Toxizitat der Zellen

moduliert werden39:51.63.61,

Bei seronegativen Spendern ist diese Moglichkeit nicht gegeben. Dies stellt die

Medizin bis heute vor eine gro3e Herausforderung.

Es gibt einige Arbeitsgruppen, die sich dieser Herausforderung auf

unterschiedlichste Art genahert haben.

5.4.1 Verwendung von naiven T-Zellen aus Nabelschnurblut

Die Arbeitsgruppe um Hanley et al. aus dem ,Texas Children‘s Hospital“ und
,The Methodist Hospital“ aus Houston, Texas erforschte die Generierung von
VST aus Nabelschnurblut®?.

In dieser Arbeit verwendeten sie Nabelschnurblut von 10 Spendern. Im ersten
Schritt isolierten sie die PBMCs mittels Ficoll und extrahierten die Monozyten
mittels Adharenzmethode. Die Monozyten wurden zu DCs generiert, mit einem
CMV-pp65-Peptidpool geprimt und mit GMCSF, IL-4, IL-1B, TNFa, IL-6 und
PGEZ2 stimuliert.

Die Koinkubation erfolgte am sechsten Tag der DC-Generierung mit CD45RA*
CCR7* -Zellen, die zuvor durch Microbeads aus den PBMCs selektioniert
wurden, im Verhaltnis von 20:1 (PBMC: DC). Stimuliert wurden die Zellen mit
einem Peptidpool bestehend aus IL-7, IL-15 und IL-12 an unterschiedlichen
Tagen.
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Zusatzlich zu den CMV-pp65-geprimten-DCs gaben sie CMV-pp65-stimulierte
Zellen einer EBV-LCL (LCL = lymphoblastic cell line) zu der Koinkubation hinzu,

um eine zusatzliche Stimulierung der T-Zellen zu erzielen.

Am Ende des 20-tagigen Versuchs konnte die Gruppe bei 8 von 10 Spendern
CMV-spezifische Zellen generieren, wobei durchschnittlich 65% (8-98%) der

generierten Zellen CD8*-zytotoxische CMV-spezifische-T-Zellen waren.

5.4.2 CMV-Impfung vor Selektion von virusspezifischen T-Zellen bei

seronegativen Spendern

Die Arbeitsgruppe um Horn et al. setzten sich etwas anders mit der Problematik
aus- einander®. Da die seronegativen Spender noch keinen Kontakt zu dem
Zytomegalievirus hatten, wurde ihnen ein Impfstoff (,Towne strain CMV-vaccine®)
injiziert, um eine mogliche Reaktion und somit ein Priming von T-Zellen zu
erzeugen. Wie schon im Jahre 1998 von Adler et al. gezeigt, konnten mit dieser
Methode CD8+ MHC-Klasse I-restingierte zytotoxische T-Zellen nach einer
Injektion des Impfstoffs detektiert und isoliert werden®®,

Durch diese Injektion wurde ein seronegativer Spender zu einer adaquaten

Quelle CMV-spezifischer T-Zellen ohne mit CMV infiziert gewesen zu sein.

Horn et al. entnahm den Spendern PBMCs und generierte CMV-pp65-geprimte
DCs. Durch eine Stimulation der selektierten T-Zellen durch die CMV-pp65-

beladenen DCs konnte die T-Zellkolonie erfolgreich expandiert werden.

Die Gruppe infundierte die CMV-spezifischen T-Zellen in Patienten mit einer
therapie-refraktaren CMV-Infektion nach SZT. Sie konnten einen Riuckgang der
CMV-DNA und eine Zunahme der CMV-spezifischen Zytotoxizitat. Bei Patienten
mit seronegativen Spendern ist durch diese Methode eine adoptiven Zelltherapie

maoglich.
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5.4.3. Neuer CMV-Impfstoff bei aktiver CMV-Infektion

2017 publizierten Schmitt et al. von der Universitatsklinik Heidelberg eine Phase-
I-Studie bei dieser sie 10 Patienten im Alter von 34 — 69 Jahren mit einer aktiven
CMV:-Infektion untersuchten®. Diese Patienten erhielten einen neuen von der
Arbeitsgruppe hergestellten CMV-pp65-Impfstoff. Die Patienten bekamen jeweils
vier Injektionen in einem zweiwo6chigen Abstand. Sie wurden untersucht und

neun der zehn Probanden zeigten eine CMV-Antigenprasentation in ihrem Blut.

Sieben der neun Patienten zeigten nach vier Impfungen einen kompletten
Ruckgang der messbaren CMV-Antigene, zwei Patienten zeigten eine CMV-
Reaktivierung und bei einem Patienten war eine Reduktion der Viruslast, trotz
funfter Impfung, nicht mdglich.

Zusatzlich zu diesem Erfolg bei 7/9 Patienten konnte gezeigt werden, dass eine
bis zu 6-facher Erhéhung an CMV-spezifischen CD8* T-Zellen und V&2-negative
yo T-Zellen messbar war.

5.4.4. ,Off-the-shelf*-Virus-spezifische T-Zellen

Da sich die Generierung von CMV-spezifischen Zellen aus seronegativem
Spenderzellen als schwierig gestaltet, man den Patienten jedoch eine
gleichwertige Therapie wie bei seropositiven Spendern, anbieten mochte, gibt es

in den letzten Jahren eine sehr interessante Entwicklung: ,off-the-shelf-VST*.

Hierbei handelt es sich um VST von seropositiven Spendern, die als ,third-party*-
Spender fir einen Patienten mit einem seronegativen Spender zur Verfligung

stehen.

Tzannou et al. haben eine VST-Bank generiert, die VST gegen EBV, AdV, CMV,
BK-Virus (BKV) und dem humanen Herpesvirus 6 (HHV-6) beinhaltet®.

In einer klinischen Phase Il Studie wurden 38 Patienten mit den third-party VST
aus der VST-Bank behandelt. Es zeigte sich eine komplette oder partielle
Remission in 92% der Patienten nach nur einer Injektion. Je nach Virus gab es
unterschiedliche Erfolge: 100% fur BKV (n = 16), 94% fur CMV (n = 17), 71% fur
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AdV (n =7), 100% fur EBV (n = 2) und 67% fir HHV-6 (n = 3). Es konnte ein
relevanter Therapieerfolg in 31/38 Patienten mit einer Virusinfektion erzielt

werden, wobei 7 Patienten mit multiplen Infektionen behandelt werden konnten.

In dieser Studie zeigten sich die ,off-the-shelf-VST* als sicher und gut vertraglich,

denn es kam nur bei zwei Patienten zu einer GvHD Grad |.

Solche Banken, bestehend aus third-party VST, kdnnten einen relevanten
Einfluss auf die Therapie von CMV bei Patienten mit einen seronegativem
Spender haben. T-Zellen werden unabhangig des Spender-Matchings, also ihrer
HLA-Allele selektioniert, wobei es somit zu einem partiellen HLA-mismatch
zwischen Spender und Empfanger kommt#:63, Ein weiterer Vorteil ware, dass die
VST schnell zur Verfigung standen, da keine individuelle Generierung der Zellen

vor Ort mehr notig ware.

5.5 Kosten und Nutzen Abwagung der Ergebnisse fur die klinische

Anwendung

CMV-seropositive Patienten, die sich durch eine Transfusion von Stammzellen
eines seronegativen Spenders, einer SZT unterzogen haben, haben ein stark
erhodhtes Risiko an einer opportunistischen Infektion zu erkranken. Um diese
Patienten zu therapieren ist die Standardbehandlung eine nephro- und
myelotoxische medikamentése Therapie. Die Generierung von in vitro
gezuchteten CMV-spezifischer Zellen ist ein alternativer spezifischer

Therapieansatz, der zu einem Ruckgang der Viruslast in vivo fuhren kdnnte.

In dieser Dissertation dauerte die Generierung der VST aus seronegativem
Spendermaterial ca. 13 Tage (3 Tage fur die DC-Generierung, 10 Tage flur die
Koinkubation zwischen CD45RA*-T-Zellen und CMV-pp65-geprimten-DCSs).

Kommt es bei einem Patienten zu einer therapierefraktdren CMV-Infektion, ist
eine schnelle Behandlung der Infektion essentiell fir das Outcome des Patienten.
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Die mit einer 13-tdgigen angesetzte Generierung der Zellen aus seronegativen

Spendermaterial ist daher meist zu lang.

Hinzu kommt, dass eine sehr geringe Zellzahl CMV-spezifischer Zellen ermittelt
werden konnte. Um eine effiziente Therapie zu gewdahrleisten, misste man die

Zellzahl CMV-spezifischer T-Zellen erh6hen und die Zeitspanne verkirzen.

Eine andere Alternative wére eine friihzeitige Generierung der CMV-spezifischen
Zellen fur den Patienten, um eine prophylaktische adoptive Zelltherapie zu
ermdglichen. Somit kdonnte eine fortschreitende CMV-Infektion gemindert oder

eine de-novo Infektion oder Reaktivierung gar komplett verhindert werden.

Um eine klinische Anwendung der hier vorgestellten Ergebnisse zu erméglichen,
ist eine Umstellung der Versuchsablaufe auf ,good manufacturing
practice“(GMP)-Bedingungen notwendig. Hierbei musste der Labormal3stab auf
einen klinischen Malistab angepasst werden und die Durchflhrbarkeit des
Versuchsaufbaus Uberprift werden. Dartber hinaus ware eine Umstellung des
Kulturmediums und der verwendeten Zytokine auf GMP-konforme Reagenzien
erforderlich und die Kultivierung muss in einem geschlossenen System

ausgefuhrt werden.

Dieses Upscaling ist sehr kostenintensiv und es muss zuvor in GMP-
Validierungslaufen die generelle Durchfuihrbarkeit und Effektivitat der generierten

Zellen getestet werden.
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6 Zusammenfassung

Die positive Entwicklung der adoptiven Zelltherapie zu einer effektiven und
sicheren Therapieform ist enorm wichtig fur die Behandlung von Patienten mit
einer opportunistischen Infektion, wie bspw. mit CMV oder EBV, nach einer

Stammzelltransplantation.

Bei (CMV-)seropositiven Spendern besteht die Mdglichkeit der Selektion von
VST und somit eine Therapieoption fir den CMV-Infizierten Empfanger. Aufgrund
der nicht vorhandenen VST bei einem negativen Spender, besteht die Option
einer Infusion von selektierten VSTs bei einem CMV-infizierten Empfanger nicht.
Dies ist ein besonderes Problem bei seropositiven Patienten, die die
Stammzellen eines seronegativen Spenders erhalten haben und bei denen die

Gefahr einer Reaktivierung des Virus besonders hoch ist.

Um einen mdglichen Lésungsansatz hierfir zu finden, wurde in dieser Arbeit
versucht Zellen zu generieren, die eine adoptive Zelltherapie bei dem oben

genannten Spender/Empfanger-Konstellation ermdglichen.

Der Forschungsansatz dahinter war, aus naiven T-Zellen des seronegativen
Spenders, durch Priming mit einem CMV-spezifischen Antigens, in diesem Fall
CMV-pp65, VST zu generieren. Um diese herstellen zu kdnnen wurden mehrere
Versuchsablaufe getestet. Zunachst inkubierte man unmanipulierte PBMCs mit
CMV-pp65-geprimten Monozyten in verschiedenen Koinkubation-Ratios. Dies
fuhrte nicht zum gewinschten Erfolg.

In dieser Arbeit erfolgte die Selektion der Monozyten via Adharenzmethode und
mittels Microbeads. Da die Monozytenreinheit nachweislich Microbeads-
Methode signifikant héher war, als die Reinheit mittels der Adharenzmethode
verlie3 man diese und arbeitete nur noch mit Microbeads, um ein besseres

Verhéltnis der Koinkubation zu erzielen.

Um einen mdoglichen Erfolg zu erzielen wurden in einem néchsten Schritt die
selektierten Monozyten zu dendritischen Zellen (DC) weiterentwickelt und

wiederum mit unmanipulierten PBMCs inkubiert.

Leider konnten auch mit dieser Herangehensweise keine VST in der Zellkultur

nachgewiesen werden. Weiterfilhrend orientierte man sich in dieser Arbeit an
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einem Protokoll von Wolfl et al*6. Hierbei wurden statt unmanipulierten PBMCs,
nur CD45RA* naive T-Zellen aus den PBMCs verwendet, die mit CMV-pp65-

geprimten DCs geprimt wurden.

Orientierend an dem Protokoll von WGolfl et al. entwickelten wir einen
Versuchsaufbau bestehend aus DC-Generierung, CD45RA*-Zellselektion und
Koinkubation der Zellen. Dieses 13-tagige Protokoll wurde bei 5 seronegativen
Spendern durchgefihrt und zeigte in der FACS Analyse CMV-spezifische T-

Zellen.
Der prozentuelle Anteil der VST betrug zwischen 0,33-5,70%.

Somit konnte gezeigt werden, dass es mdoglich ist VST aus seronegativem
Spenderzellen zu generieren und ermdglicht somit Patienten mit seronegativen
Stammzellspendern, die an einer CMV-Reaktivierung/Infektion leiden, die Option

der adoptiven Zelltherapie, trotz Nichtvorhandenseins von VST im Spenderblut.
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7 Summary

The positive development of adoptive cell therapy into becoming an effective and
safe treatment option is extremely important for patients with opportunistic

infections with e.g. CMV or EBV after undergoing a stem cell transplantation.

Due to the lack of virus specific T cells (VST) in CMV-seronegative donors, it is
not possible to treat the recipient with specific cells after a CMV infection, which

would be possible with seropositive donors.

This fact is a major problem with seropositive recipients who have received a
stem cell transplant from a seronegative donor. The risk of a CMV reactivation is

extremely high.

This dissertation attempted to find an approach to find a solution for this problem
and offer these patients a treatment option by developing an adoptive cell therapy

for this specific donor/recipient constellation.

The research approach behind it was to prime naive T cells of a seronegative

donor with a CMV-specific antigen (CMVpp65) with the intention to develop VST.

Initially unmanipulated PBMCs were incubated with CMVpp65 primed monocytes
in different ratios. This simple experimental set-up did not lead to success which

led to further measures which are described below.

In this thesis monocytes were selected through two methods: adherence
methode and selection via magnetic Microbeads. Due to the significant
differenciation in monocyte purity after seperation the Microbeads were prefered

to assure a better ratio between antigene presenting cells (APC) and T cells.

Furthermore monocytes were developed into dentritic cells which were ko-
inkubated with PBMCs. Unfortunately neither of these methods led to the desired

result.
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In order to achieve a possible success we oriented ourselves towards the ,nature
protocol“ of Wolfl et al.*6. Unmanipulated PBMCs were replaced by CD45RA*
naive T cells from PBMCS selected via Microbeads, which were co-incubated
with CMV-pp65 primed DC.

We developed a 13-day protocol which contained DC generation, CD45RA+ cell
extraction and co-incubation. This protocol was implemented in five individual
seronegative participants who showed CMV-specific cells in the following FACS

analysis.
The percentage of VST was between 0.33 — 5.70%.

In conclusion, it could be shown that it is possible to generate CMV-specific T
cells from seronegative material. This allows an adoptive cell therapy for patients
a seronegative donor a therapeutic option after a CMV reactivation/infection

despite the abscence of VST in donor blood.
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