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KURZFASSUNG

 
EINFÜHRUNG 

Virale Infektionen sind häufig kritische Komplikationen nach allogener hämatopoetischer Stamm-
zelltransplantation. Adenoviren (AdV) und Herpesviren sind die häufigsten und schwerwiegend-
sten Ur sachen opportunistischer Infektionen bei diesen immunsupprimierten Patienten. 
Reaktivierungen durch humane AdV treten vor allem bei Kindern nach allogener HSCT auf und 
bei disseminierender AdV-Erkrankung ist eine hohe Morbidität und Mortalität die Folge. 
Adoptive Immuntherapien, z. B. mit AdV-spezifischen T-Zellen, stellen eine Therapieoption dar.

METHODEN 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zunächst nach sechsstündiger Stimulation von je 1 ml Vollblut 
mit AdV-Antigenen (AdV3-Hexonprotein und AdV3-Hexon-Peptiden) und Anti-Human CD28 bei 
23 gesunden Probanden AdV-spezifische T-Zellen mittels Durchflusszytometrie identifiziert und 
analysiert. 
Durch Einsatz eines Interferon gamma (IFNγ)-Sekretions-Assays wurden AdV3-Hexon-Peptid-
spezifische, IFNγ sezernierende T-Zellen nach einer sechsstündigen Stimulation mononukleärer 
Zellen mit AdV3-Hexon-Peptiden und anschließender immunmagnetischer Markierung mit dem 
CliniMACS® Separator isoliert. Diese Arbeit zeigt vorab eine Entwicklung und Optimierung tech-
nischer Standards in sieben Experimenten, gefolgt von einer Analyse der angereicherten AdV-
spezifischen T-Zellen.

RESULTATE 

Nach Vollblutstimulation wurden im Median innerhalb der Lymphozytenpopulation 0,07 % 
AdV3-Hexon-Peptid- und 0,08 % AdV3-Hexonprotein-spezifische CD4+IFNγ+ T-Zellen und 
0,01 % AdV3-Hexon-Peptid-spezifische CD8+IFNγ+ T-Zellen nachgewiesen. In der Analyse von 
Antigen-induzierter CD154 Expression bei CD4+ und CD69 bei CD8+ T-Lymphozyten plus IFNγ 
halbierten sich die medianen Frequenzen AdV-spezifischer T-Zellen (0,04 % AdV3-Hexon-Peptid- 
und 0,03 % AdV3-Hexonprotein-spezifische CD4+CD154+IFNγ+ und 0,01 % AdV3-Hexon-Peptid-
reaktive CD8+CD69+IFNγ+ T-Zellen). 
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Zusammengefasst sind AdV3-Hexonprotein wie auch die AdV3-Hexon-Peptid-Mischung in  
gleicher Weise geeignet, spezifische CD4+ und CD8+ Zellen zu stimulieren. Dabei lassen sich bei 
gesunden Probanden im Mittel deutlich mehr AdV-spezifische CD4+ als CD8+ T-Zellen nachwei-
sen. Weiterhin zeigte sich, dass AdV-spezifische T-Zellfrequenzen mit steigendem Alter fallen. 

Ausgehend von 100 ml humanem Vollblut wurde eine mediane Zahl von 90 × 106 mononukleären 
Zellen (Range: 70 – 240 × 106) mit AdV3-Hexonpeptiden stimuliert. Nach dem IFNγ-Sekretions-
Assay und der immunmagnetischen Anreicherung wurde eine mediane Zahl von 88 × 103 (Range: 
2,2 – 640 × 103) AdV-spezifischen, IFNγ sezernierenden Zellen isoliert. Die phänotypische Analyse 
des AdV-spezifischen T-Zell-Produkts mittels Durchflusszytometrie identifizierte im Median 45 % 
AdV-spezifische CD4+IFNγ+ T-Zellen und 7,8 % AdV-reaktive CD8+IFNγ+ T-Zellen innerhalb der 
CD3+ T-Zell-Population. 

Die Entwicklung und Optimierung technischer Standards ergab tendenziell konsistentere Werte 
der Recovery aller mononukleären Zellen bei Passagierung der Zellen in Röhrchen statt Beuteln 
und Weglassen der Vorfiltrierung.

FAZIT 

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass AdV-spezifische T-Zellen nach Vollblutstimulation mit 
AdV-Antigenen bei gesunden Probanden detektiert werden können. 
AdV-spezifische T-Zellen können mittels IFNγ-Sekretions-Assay und immunmagnetischer 
Separation angereichert werden. Da die absoluten Zellzahlen aus einem Ausgangsvolumen von 
100 ml Vollblut aufgrund der niedrigen Frequenzen AdV-spezifischer T-Zellen gering sind, wird 
eine Expansion dieser angereicherten Zellen erforderlich sein, um suffiziente Zahlen für adoptive 
Immuntherapien zu erhalten. 
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ABSTRACT

 
INTRODUCTION 

Viral infections are often critical complications after allogeneic haematopoietic stem cell trans-
plantation. Adenoviruses and herpesviruses are the most frequent and severe causes of opportuni-
stic infections in these immunosuppressed patients. 
Reactivations by human AdV occur especially in children after allogeneic HSCT and a dissemina-
ting AdV disease contributes to a high morbidity and mortality 
Adoptive immunotherapies, e. g. with AdV-specific T cells, are therapeutic options.

METHODS 

In the context of this work it was at first made an identification and analysis by flow cytometry of 
AdV-specific T cells in 23 healthy human donors after a 6-hour stimulation of 1 ml of whole blood 
with AdV antigens (AdV3-hexon protein and AdV3-hexon peptides) and anti human CD28. 
Using an interferon gamma (IFNγ) secretion and capture assay AdV3-hexon-peptide-specific, 
IFNγ secreting T cells were isolated with the CliniMACS® instrument after a 6-hour stimulation 
of mononuclear cells with AdV3-hexon peptides and following immunomagnetic labelling. 
This work shows initially a development and an optimization of technical standards in 7 experi-
ments followed by analysis of the enriched AdV-specific T cells. 

RESULTS 

After stimulation of whole blood a median frequency of 0.07 % AdV3-hexon-peptide- and 0.08 % 
AdV3-hexon protein-specific CD4+IFNγ+ T cells and 0.01 % AdV3-hexon-peptide-specific 
CD8+IFNγ+ T cells within the lymphocyte population could be identified. Analyzing antigen indu-
ced CD154 expression in CD4+ and CD69 in CD8+ T lymphocytes plus IFNγ the median frequen-
cies of AdV-specific T cells halved (0.04 % AdV3-hexon-peptide- and 0.03 % AdV3-hexon protein-
specific CD4+CD154+IFNγ+ and 0.01 % AdV3-hexon-peptide-reactive CD8+CD69+IFNγ+ T cells). 

In summary AdV3-hexon protein and AdV3-hexon-peptide are similarly suitable to stimulate spe-
cific CD4+ und CD8+ T cells. On average there are more AdV-specific CD4+ than CD8+ T cells in 
healthy donors. Furthermore it is shown that the AdV-specific T cell frequencies decrease with 
increasing age. 
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Starting with 100 ml human peripheral blood a median number of 90 × 106 mononuclear cells
(range: 70 – 240 × 106) was stimulated with AdV3-hexon-peptides. After the IFNγ secretion assay 
and immunomagnetic enrichment a median number of 88 × 103 (range: 2.2 – 640 × 103) AdV-specific, 
IFNγ secreting cells was isolated. Phenotypical analysis of the AdV-specific T cell product by flow 
cytometry identified a median of 45 % AdV-specific CD4+IFNγ+ T cells and 7.8 % AdV-reactive 
CD8+IFNγ+ T cells within the CD3+ T cells. 
The development and optimization of technical standards showed by trend more consistent data 
regarding recovery of mononuclear cells by using of tubes instead of bags and leaving out pre-
separation filters. 

CONCLUSION 

In summary this work shows that AdV-specific T cells can be detected after peripheral blood 
stimulation with AdV antigens in healthy donors. 
AdV-specific T cells could be enriched using an IFNγ secretion and capture assay and an immuno-
magnetic separation. As the absolute cell numbers using 100 ml whole blood as initial volume are 
low due to low frequencies of AdV-specific T cells a further expansion of these enriched cells will 
be required to recieve a sufficient number of cells for adoptive immunotherapy. 
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     ABKÜRZUNGEN UND DEFINITIONEN 

 ABKÜRZUNGEN 

 α  anti 
 AdV  Adenoviren 
 AK  Antikörper 
 AMG  Arzneimittelgesetz 
 APC  antigen presenting cell = Antigen präsentierende Zelle 
 BD  Becton, Dickinson and Company 
 BSA  bovine serum albumin = Rinderalbumin 
 CD  cluster of differentiation = Differenzierungsantigen 
 CMV  Cytomegalievirus 
 CPD  Citrat-Phosphat-Dextrose-Antikoagulans 
 CTL  cytotoxic T lymphocyte = zytotoxische T-Zelle 
 DC  dendritic cell = dendritische Zelle
 DMSO  Dimethylsulfoxid 
 DNS Desoxyribonukleinsäure 
 DRFZ  Deutsches Rheuma-Forschungszentrum 
 EBV  Epstein-Barr-Virus 
 EDTA  Ethylendiamintetraacetat 
 ELISPOT  enzyme-linked immunosorbent assay 
 FACS  fluorescence activated cell sorting 
 FL  Fluoreszenzintensität
 FSC  forward scatter = Vorwärtsstreulicht 
 GMP  good manufacturing practice = gute Herstellungspraxis 
 GvHD  graft versus host disease = Spender gegen Empfänger Krankheit / Reaktion 
 HLA  humanes Leukozytenantigen 
 HSCT  hematopoietic stem cell transplantation 
   = hämatopoetische Stammzelltransplantation 
 IFNγ  Interferon gamma 
 Ig  Immunglobulin 
 Kbp  Kilobasenpaar 
 kg  Kilogramm 
 KG  Körpergewicht 
 KI  Konfidenzintervall 
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 LZT  Labor für Zelluläre Therapie 
 MHC  major histocompatibility complex = Haupthistokompatibilitätskomplex 
 PBMC  peripheral blood mononuclear cells = mononukleäre Zellen  
  des peripheren Blutes 
 PBS  Phosphate Buffered Saline Lösung 
 rpm  rounds / rotations per minute = Umdrehungen pro Minute 
 RPMI  Roswell Park Memorial Institute 
 SSC  side scatter = Seitwärtsstreulicht 
 SEB  Staphylokokken Enterotoxin B 
 TH-Zelle  T-Helfer-Zelle 
 TNFα Tumornekrosefaktor alpha 
 VZV  Varizella-Zoster-Virus 

 DEFINITIONEN 

 AB-Serum     humanes Serum der Blutgruppe AB 
 AdV3 Pepmix-Stammlösung  Durchstechampulle mit lyophylisiertem Peptid-Mix  
     (25 μg pro Ampulle) des Adenovirus 3 Hexonproteins, 
     bestehend aus einem Gemisch von 234 Einzelpeptiden  
     (15mer, 11 überlappende Peptide) aufgelöst in 40 μl 
     DMSO 100 % und 60 μl PBS 
 Anti-Human CD28    Antikörperlösung gegen humanes CD28-Antigen  
     0,2 mg / ml in PBS  
 PBS (Dulbecco)    Phosphate Buffered Saline Lösung ohne Ca2+ und Mg2+
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1  EINLEITUNG 

Die allogene hämatopoetische Stammzelltransplantation (HSCT) ist häufig die letzte Therapiemög-
lichkeit bei einer Reihe von Erkrankungen, diese schließen verschiedene hämatologische Malig-
nitäten, solide Tumore, angeborene Stoffwechselerkrankungen, Immundefekte und Krankheiten 
mit Knochenmarkversagen ein (Ebell, 2006). Neben Transplantationskomplikationen, wie z. B. 
die Abstoßung oder die GvHD, stellen Infektionskomplikationen (bakterielle, Pilz- oder Virus-
infektionen) eine Herausforderung dar. Virale Infektionen sind häufig kritische Komplikationen 
nach hämatopoetischer Stammzelltransplantation, besonders problematisch sind Neuinfektionen 
oder Reaktivierungen durch Herpesviren (vor allem Cytomegalievirus, CMV; Epstein-Barr-Virus, 
EBV; Herpes-simplex-Virus, HSV und Humanes Herpesvirus 6, HHV-6) und Adenoviren (AdV) 
(Ebell, 2006). 
Reaktivierungen durch humane AdV treten vor allem bei Kindern nach allogener HSCT auf 
und bei disseminierender AdV-Erkrankung ist eine hohe Morbidität und Mortalität die Folge  
(Flomenberg et al., 1994; Howard et al., 1999; Lion et al., 2003; Walls et al., 2003; de Mezerville 
et al., 2006). 
Antivirale Chemotherapeutika (z.B. Ribavirin, Cidofovir) haben unterschiedlich erfolgreiche 
Ergebnisse in der Behandlung erbracht und zeichnen sich durch Nebenwirkungen wie Nephro- 
oder Myelotoxizität aus (Hromas et al., 1994b; Miyamura et al., 2000; Bordigoni et al., 2001; Hoff-Hromas et al., 1994b; Miyamura et al., 2000; Bordigoni et al., 2001; Hoff-Bordigoni et al., 2001; Hoff-Hoff-
man et al., 2001; Legrand et al., 2001; La Rosa et al., 2001; Chakrabarti et al., 1999; Chakrabarti 
et al., 2002; Gavin et Katz, 2002; Ljungman et al., 2003; Ljungman et al., 2004; Lankester et al., 
2004; Leruez-Ville et al., 2004; Muller et al., 2005; Yusuf et al., 2006; Symeonidis et al., 2007; 
Sivaprakasam et al., 2007). 
Die Dauer der Rekonstitution des Immunsystems nach allogener HSCT variiert stark und hängt 
von verschiedenen Faktoren ab, wie z.B. vom Konditionierungsregime, Spendertyp und Ausmaß 
der T-Zelldepletion des Transplantats (Sivaprakasam et al., 2007). Ein erhöhtes Risiko für AdV-
Reaktivierungen und die Entwicklung AdV-assoziierter Morbidität korrelieren mit dem Mangel 
an endogener T-Zell-Immunität (Chakrabarti et al., 2000; Chakrabarti et al., 2002; Feuchtinger et 
al., 2005; Heemskerk et al., 2005; van Tol et al., 2005; Kampmann et al., 2005; Walls et al., 2005). 
Zudem scheint das Vorhandensein von Virus-spezifischen T-Zellen zur Bewältigung der Infektion 
beizutragen (Feuchtinger et al., 2005; Heemskerk et al., 2005). Die adoptive Immuntherapie mit 
humanen AdV-spezifischen T-Zellen stellt demzufolge eine Möglichkeit zur Heilung oder Prä-
vention von AdV-assoziierten Komplikationen nach allogener HSCT dar (Leen et al., 2010). Erste 
Studien belegen die Wirksamkeit (Leen et al., 2006; Feuchtinger et al., 2008). 

Auf der Grundlage dieser Fakten entstand diese Arbeit mit dem Ziel der Standardisierung des 
Herstellungsprozesses zur Generierung AdV-spezifischer T-Zellen. 
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1.1 HUMANE ADENOVIREN

Erstmals 1953 wurden humane AdV aus Tonsillen und Adenoidgewebe von Rowe et al. isoliert. 
Mehr als 80 AdV sind gegenwärtig bekannt, sie gehören alle dem Genus der Mastadenoviridae an 
(Echavarria, 2008). Bis heute wurden 56 Serotypen des humanen AdV charakterisiert (Jones et al., 
2007; Walsh et al., 2009; Robinson et al., 2011).
Humane AdV können abhängig vom Serotyp unterschiedliche Krankheiten hervorrufen. Bei 
Immungesunden verlaufen AdV-Krankheiten in der Regel selbstlimitierend. Bei Immunsuppri-
mierten, z.B. nach allogener hämatopoetischer Stammzelltransplantation, können lebensbedrohli-
che systemische AdV-Infektionen auftreten (Lion et al., 2003; Walls et al., 2003; de Mezerville et 
al., 2006). 
Zudem spielen modifizierte AdV eine Rolle als Vektoren für den Transfer fremder Gene sowohl 
im Rahmen von Gen- und Krebstherapien als auch für die Immunisierung gegen verschiedene 
Pathogene (Russell, 2000; Hall et al., 2010). 

a) Struktur und Klassifikation 

AdV sind ubiquitäre, hüllenlose, lytische und 70 – 100 nm große Viren mit linearer Doppelstrang-
DNS, das Genom umfasst 30 – 38 Kbp (Echavarria, 2008; Hall et al., 2010). Das ikosaedrische 
Kapsid besteht aus 252 Kapsomeren, davon sind 12 Pentone und 240 Hexone (Echavarria, 2008; 
Hall et al., 2010). Diese Hexone bestehen aus einem Trimer des Hexonproteins (Virusprotein = VP 
II) und sind durch weitere hexonassoziierte Proteine an ihren Kontaktstellen stabilisiert (VP IX, X, 
XI). An der Innenseite der Hexone befinden sich zwei weitere Proteine (VP VI und VIII), die mit 
Proteinen des Nukleoproteinkomplexes interagieren. Die Pentone bestehen aus einem Pentamer 
des Pentonbasisproteins (VP III) und dem pentonbasisassoziierten Protein VP IIIa. An den Pento-
nen setzen die – je nach Spezies – unterschiedlich langen Fibern (spikes) an, die aus Trimeren des 
glykosylierten Fiberproteins VP IV zusammengesetzt sind. Die Virus-DNS ist eng mit dem VP 
VII verbunden (Russell, 2000; Russell, 2009; Hall et al., 2010). 
Die Hexone enthalten gruppenspezifische Antigene (Echavarria, 2008). Die Fibern spielen als 
Adhäsin und Hämagglutinin eine Rolle und vermitteln zusammen mit der Pentonbase die Auf-
nahme in die Zellen (Russell, 2000; Hall et al., 2010). Die Fiberproteine der meisten AdV binden 
an den zellulären Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor (CAR) (Roelvink et al., 1998; Russell, 2009). 
Die Pentonbase wiederum vermittelt die Aufnahme via Interaktion mit spezifischen Integrinen 
(Wickham et al., 1993). Ausnahmen schließen die Gruppe-B-AdV, die an CD46 zu binden schei-
nen (Gaggar et al., 2005; Hall et al., 2010; Marttila et al., 2005; Segerman et al., 2003), sowie 
Spezies-D-AdV (Serotypen 8, 19a und 37) ein, die mit Sialinsäureresten als CAR auf den Zielzel-
len interagieren (Arnberg et al., 2000). 
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Das Hauptoberfl ächenprotein ist das trimerische Polypeptidhexon. Gruppen-reaktive Determinaten 
sind auf den Hexonproteinen aller humanen AdV präsent. Serotypen-spezifi sche Epitope sind sowohl 
auf den Fiber- als auch Hexonproteinen und geringfügig auf den Pentonen existent (Russell, 2009). 
Die verschiedenen Serotypen sind basierend auf den antigenen Determinanten und der Neutralisie-
rung durch spezifi sche Tierseren identifi ziert worden und wurden als Spezies A bis G klassifi ziert. 
Die Basis für die Klassifi zierung bilden Unterschiede in den Hämagglutinationsmustern mit Ery-
throzyten, DNS-Eigenschaften und Onkogenität (De Jong et al., 1999; Echavarria, 2008; Russell, 
2000; Russell, 2009). Aktuell sind neue AdV-Klassifi kationen in Diskussion, dabei sollen humane 
AdV auf Basis der vollständigen Genomsequenzanalyse identifi ziert, charakterisiert und typisiert 
werden (Seto et al., 2011). Abb. 1 zeigt die Struktur mit ihren Hauptbestandteilen des Adenovirus. 

b) Epidemiologie und klinische Manifestationen 

Humane AdV sind weltweit verbreitet, Infektionen treten ohne Jahreszeitabhängigkeit auf (Robert 
Koch-Institut, 2010). Die Viren verursachen fünf bis zehn Prozent aller febrilen Erkrankungen 
in der Kindheit. Etwa die Hälfte der Infektionen verläuft bei Immunkompetenten inapparent, 
oder es handelt sich um selbst limitierende Erkrankungen. Epidemien adenoviraler Erkrankungen 
sind beschrieben worden (James et al., 2007), einschließlich des pharyngokonjunktivalen Fiebers 
in Sommerlagern und in Verbindung mit dem Besuch öffentlicher Schwimmbäder (Centers for 
Disease Control, 1992; Artieda et al., 2009), der Keratokonjunktivitis in medizinischen Einrich-

Abb. 1 :  Struktur des Adenovirus (aus :  Russell, 2000).
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tungen (Melendez et al., 2009) sowie der schweren akuten respiratorischen Krankheit bei Soldaten 
(Metzgar et al., 2007). Die häufigsten Serotypen waren 3, 2, 1 und 5 unter der Zivilbevölkerung in 
einer Studie von Gray et al. (2007). 
Humane AdV können in Adenoiden und Tonsillen, insbesondere in CD3+ T-Lymphozyten, aber 
auch im Darmtrakt persistieren (Garnett et al., 2002; Garnett et al., 2009; Calcedo et al., 2009), 
weshalb es zu Reaktivierungen kommen kann. Von einer prolongierten Virusausscheidung über 
Monate bis Jahre wurde ebenfalls berichtet (Adrian et al., 1988). Eine gefährdende Rolle spielen 
adenovirale Komplikationen, einschließlich einer Virämie, bei immunsupprimierten Patienten 
(Ison, 2006). 
Humane AdV verursachen nach einer Inkubationszeit von zwei bis zehn Tagen Infektionen 
von unterschiedlichen Organsystemen (Russell, 2009; Moro et al., 2009; Robert Koch-Institut, 
2010). In Tab. 1 werden Spezies und entsprechende Serotypen sowie das ausgelöste klinische Bild 
dargestellt. 

Spezies Serotypen Klinik 

A 12, 18, 31 Infantile Gastroenteritis 

B 3, 7, 21 (B1) Erkrankungen des Respirationstraktes, Pharyngokonjunktivales Fieber, Konjunktivitis, 
Hepatitis, Myokarditis 

11, 34, 35 (B2) Hämorrhagische Zystitis, interstitielle Nephritis 

C 1, 2, 5, 6 Erkrankungen des oberen Respirationstraktes, Konjunktivitis, Hepatitis 

D 8, 19, 37 Epidemische Keratokonjunktivitis 

E 4 Erkrankungen des Respirationstraktes, Konjunktivitis 

F 40, 41 Gastroenteritis 

G 52 Gastroenteritis 

Tab. 1 :  Auswahl von humanen AdV-Serotypen und assoziierte Krankheitsbilder (modifiziert nach Echavarria, 2008; 
Russell, 2009; Hall et al., 2010). 

c) Pathogenese 

Humane AdV können aerogen durch Tröpfchen oder auf fäkal-oralem Wege (Russell, 2009), 
durch Kontakt mit kontaminiertem Material oder durch Exposition mit zervikalen Sekreten bei 
der Geburt auf das Neugeborene übertragen werden (Robert Koch-Institut, 2010). Durch AdV 
werden Lokalinfektionen hervorgerufen. Die meisten humanen AdV infizieren humane epitheliale 
Zelllinien und zeigen einen charakteristischen zytopathischen Effekt. Die Infektion ist zytozidaler 
Form, da AdV die zelluläre mRNS (messenger RNS = Boten-Ribonukleinsäure) und die Prote-
inbiosynthese der Wirtszelle fast vollständig unterbinden. Als Folge der vorherrschenden viralen 
Proteinbiosynthese zeigen sich im Verlauf der Virusvermehrung charakteristische intranukleäre 
Einschlusskörperchen. 
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1.2 ADV-INFEKTIONEN BEI KINDERN NACH ALLOGENER  
 HÄMATOPOETISCHER STAMMZELLTRANSPLANTATION (HSCT)

Die Indikationen zur allogenen HSCT reichen von malignen bis zu nicht-malignen, angeborenen 
und erworbenen Erkrankungen der Blutbildung, des Immunsystems und des Stoffwechsels. Das 
myeloablative und immunsuppressive Konditionierungsregime vor der Transplantation bezweckt 
die Eradikation der zu behandelnden Erkrankung, die Unterdrückung des Empfänger-Immun-
systems und damit die Vermeidung einer Transplantatabstoßung sowie die Bildung eines Raumes 
im Knochenmark, um die Ansiedlung der Spenderstammzellen zu gewähren (Ebell, 2006). 
Das AdV-assoziierte Morbiditäts- und Mortalitätsrisiko innerhalb der ersten sechs Monate nach 
allogener HSCT ist besonders bei Kindern eine herausfordernde Komplikation. Möglicherweise 
sind speziell Kinder und Jugendliche durch Reaktivierungen während der Immunsuppressions-
phase nach allogener HSCT betroffen, da es Hinweise für die Persistenz der AdV besonders in 
dieser frühen Lebensphase gibt. DNS der AdV konnte in T-Lymphozyten aus Tonsillen oder 
Adenoiden nachgewiesen werden. Interessanterweise wurde ein Peak im Alter von vier Jahren 
festgestellt, danach fiel der DNS-Anteil mit zunehmendem Alter ab (Garnett et al., 2002; Garnett 
et al., 2009). 

a) Inzidenz und Mortalität einer AdV-Infektion bzw. Reaktivierung nach allogener HSCT
 
In den letzten Jahren werden AdV bei Kindern nach allogener HSCT zunehmend als signifikante 
Pathogene nachgewiesen. Verschiedene Faktoren tragen dazu bei. Zum einen besteht ein verstärk-
tes Bewusstsein für humane Adenoviren, zum anderen findet sich eine größere Sensitivität diag-
nostischer Methoden, und ein systematisches Screening wird durchgeführt (Shields et al., 1985; 
Blanke et al., 1995; Hale et al., 1999; Baldwin et al., 2000; Kojaoghlanian et al., 2003; Bruno 
et al., 2003; Heemskerk et al., 2005; van Tol et al., 2005). Van Tol et al. (2005) zeigten, dass die 
Nachweise von AdV bei pädiatrischen HSCT-Empfängern von 5,4 % vor 1995 auf 22,5 % nach 
1995 angestiegen sind. Weiterhin wurde eine Altersabhängigkeit beobachtet :  eine höhere Inzidenz 
der AdV-Infektion fand sich bei den Kindern ≤ 5 Jahren verglichen mit > 5 Jahren (van Tol et al., 
2005). 
Die Inzidenz einer AdV-Infektion, die als Nachweis von AdV definiert ist, war bei Kindern nach 
allogener HSCT am höchsten und am niedrigsten bei Erwachsenen und Kindern nach autologer 
HSCT (Flomenberg et al., 1994; Howard et al., 1999). 
Die Inzidenzraten einer AdV-Infektion bewegen sich bei pädiatrischen Patienten nach allogener 
HSCT zwischen 6 und 47 %, bei Erwachsenen zwischen 3 und 14 %. Die Häufigkeitsangaben einer 
symptomatischen AdV-Erkrankung oder Adenovirämie innerhalb des Patientenkollektivs mit 
AdV-Nachweis schwanken zwischen 29 und 82 % stark (Shields et al., 1985; Flomenberg et al., 
1994; Hale et al., 1999; Howard et al., 1999; Baldwin et al., 2000; Hoffman et al., 2001; La Rosa et 
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al., 2001; Morfin et al., 2004; Heemskerk et al., 2005; Myers et al., 2005; Kampmann et al., 2005; 
Lion et al., 2003; Lion et al., 2010; Kroes et al, 2007; Bil-Lula et al., 2010). Zudem entwickeln 
Kinder eine Infektion weitaus früher (< 30 Tage nach HSCT) als Adoleszenten oder Erwachsene 
(> 90 Tage nach HSCT) (Flomenberg et al., 1994; Hale et al., 1999; Howard et al., 1999; Baldwin 
et al., 2000; Walls et al., 2005, van Tol et al., 2005).
Mortalitätsraten bis 30 % innerhalb der Patientengruppe mit AdV-Nachweis und -Komplikatio-
nen sind hoch und können bei Patienten mit einer disseminierten Erkrankung ohne präemptive 
Therapien Höhen bis 70 % erreichen (Hale et al., 1999; Howard et al., 1999; Bordigoni et al., 2001; 
Hoffman et al., 2001; Muller et al., 2005; van Tol et al., 2005; de Mezerville et al., 2006; Yusuf et 
al., 2006; Kroes et al, 2007; Bil-Lula et al., 2010). 

b) Risikofaktoren zur Entwicklung einer AdV-Infektion bzw. Reaktivierung 

Nicht unwesentlich hängt die Entstehung einer AdV-Infektion bzw. Reaktivierung von Deple-
tionsstrategien ab, die abhängig von der Spenderkompatibilität zur Vermeidung der Graft-versus-
Host-Krankheit (GvHD) ausgewählt werden. Kinder ohne T-Zell-depletierende Maßnahmen (z.B. 
in vivo die Applikation von Antithymozytenglobulin (ATG) oder ex vivo die CD34+ Selektion) 
entwickelten seltener Virämien (Handgretinger et al., 2001; Chakrabarti et al., 2002; Lang et al., 
2003; Heemskerk et al., 2005; van Tol et al., 2005). Chakrabarti et al. (2002) erhoben Daten, die 
einen Zusammenhang zwischen Dosis und Art der Alemtuzumab-Verwendung und der Inzidenz 
einer AdV-Infektion zeigten. Dabei war die Inzidenz einer AdV-Infektion höher, wenn Alemtu-
zumab in einer Dosis von 50 – 100 mg in vivo verabreicht wurde, und niedriger nach einer in vitro 
Behandlung des Transplantats mit 10 – 20 mg Alemtuzumab. Die Lymphozytenerholung war der 
stärkste Prädiktor für eine AdV-Infektion, die nach in vivo-Applikation von Alemtuzumab signi-
fikant verzögert war.
Das Alter (jüngere > ältere Kinder > Erwachsene) des Empfängers, GvHD, HLA-differenter und 
unverwandter Spender und unverwandte Nabelschnurbluttransplantate zählten zu weiteren Risiko-
faktoren der Entwicklung einer AdV-Komplikation (Flomenberg et al., 1994; Hale et al., 1999; La 
Rosa et al., 2001; Runde et al., 2001; Chakrabarti et al., 2004; van Tol et al., 2005; de Mezerville et 
al., 2006). Die Risiken für das Auftreten einer symptomatischen Erkrankung waren zudem umso 
größer, wenn AdV an mehr als einer Organlokalisation nachgewiesen werden konnten (Flomen-
berg et al., 1994; Howard et al., 1999; Baldwin et al., 2000; Hoffman et al., 2001). Ebenso wurde 
ein tödlicher Ausgang durch AdV-assoziierte Komplikationen bei der Identifikation des Virus an 
zwei oder mehr Lokalisationen wahrscheinlicher (de Mezerville et al., 2006). 
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1.2.1 IMMUNREKONSTITUTION NACH ALLOGENER HSCT 

De Vries et al. (2000) untersuchten prospektiv die Regenerierung der Lymphozyten-subpopula-
tionen bei Kindern, die krankheitsfrei bezüglich eines hämatologischen Malignoms mindestens 
sechs Monate nach allogener Knochenmarktransplantation überlebten. Insbesondere die Regene-
rierung der CD4+ T-Helfer-Lymphozyten benötigte mindestens drei bis sechs Monate. Olkinuora 
et al. (2007) zeigten ähnliche Ergebnisse. Lediglich 28 % aller Patienten einer Studie von Koehl et 
al. (2007) erreichten die altersbezogene 50. Perzentile der CD4+ T-Helfer-Lymphozyten innerhalb 
des ersten Jahres nach allogener HSCT. 
Die AdV-assoziierte Mortalität war ebenso eng mit der Geschwindigkeit der Lymphozytenerho-
lung verknüpft (Lion et al., 2003; Kampmann et al., 2005; Walls et al., 2005). Das Überleben einer 
Adenovirämie hing von einer Lymphozytenregenerierung mit absoluten Zahlen größer 0,3×109 / l 
ab (Kampmann et al., 2005). Die kritische Rolle der Lymphozytenregenerierung nach HSCT hob 
auch eine Studie von Heemskerk et al. (2005) hervor. Patienten mit AdV-assoziiertem Tod hat-
ten signifikant niedrigere Zellzahlen von Lymphozyten, T-Zellen und CD3+CD4+ und CD3+CD8+ 
T-Zell-Subsets (Walls et al., 2005; van Tol et al., 2005). Einen Zusammenhang zwischen der Inzi-
denz einer AdV-Infektion oder Erkrankung und dem Mangel an CD3+ T-Lymphozyten, insbeson-
dere auch AdV-spezifischen T-Zellen, nach allogener HSCT beschrieben einige Autoren (Chakra-
barti et al., 2002; Feuchtinger et al., 2004; Feuchtinger et al., 2005; van Tol et al., 2005; Heemskerk 
et al., 2005; Myers et al., 2007; Bil-Lula et al., 2010). 
Feuchtinger et al. (2005) charakterisierten das Auftreten AdV-spezifischer T-Zellen bei Kindern 
mit und ohne Adenovirusinfektion nach allogener HSCT. Bei 33 % der AdV-Infizierten trat eine 
AdV-assoziierte Sterblichkeit auf, bei all diesen Kindern konnten keine AdV-spezifischen T-Zellen 
nachgewiesen werden. Patienten, die eine Infektion überstanden hatten, wiesen signifikant höhere 
Frequenzen AdV-spezifischer T-Zellen auf als Patienten ohne Infektion (Feuchtinger et al., 2005). 
Myers et al. (2007) zeigten, dass insbesondere Empfänger von HLA-identischen Fremdspendern 
oder haploidentischen Spendern -verglichen mit HLA-identischen verwandten Spendern- eine 
signifikant verzögerte Immunrekonstitution AdV-spezifischer T-Zellen hatten. 

1.2.2 HUMANE ADV-SEROTYPEN UND KLINISCHE MANIFESTATIONEN 

Bei pädiatrischen Empfängern von allogenen hämatopoetischen Stammzellen werden die Spezies 
A (Serotyp 31), B (Serotypen 3, 7, 11, 21, 34, 35) und C (Serotyp 1, 2, 5) am häufigsten isoliert 
(Hierholzer et al., 1992; Flomenberg et al., 1994; Flomenberg et al., 1995; Carrigan et al., 1997; 
Hale et al., 1999; Bordigoni et al., 2001; Kojaoghlanian et al., 2003; Lion et al., 2003; Heemskerk 
et al., 2005; Gray et al., 2007; Lion et al., 2010). Zu den klinischen Manifestationen zählen Erkran-
kungen des Urogenitaltraktes, Gastroenteritis, Hepatitis, thrombotisch-thrombozytopenische Pur-
pura, Pneumonie, Enzephalitis und Multiorganversagen (Ito et al., 1991; Blanke et al., 1995; Walls 
et al., 2003; van Tol et al., 2005; Kampmann et al., 2005; Ison, 2006; de Mezerville et al., 2006; 
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Yusuf et al., 2006). Eine AdV-Virämie mit hoher Viruslast kann mit fatalem Ausgang assoziiert 
sein (Echavarria et al., 2001; Schilham et al., 2002; Lankester et al., 2002; Lion et al., 2003; Leruez-
Ville et al., 2004; Heemskerk et al., 2005).

1.2.3 ADOPTIVE ZELLULÄRE IMMUNTHERAPIE 

Die Regeneration der Lymphozytensubpopulationen und AdV-spezifischer T-Zellen wird zur 
physiologischen Kontrolle einer AdV-Infektion bei Patienten nach allogener HSCT benötigt. Auf-
grund der Gefahr akuter GvHD kann eine Reduktion der Immunsuppression nur eingeschränkt 
oder nicht durchgeführt werden (Chakrabarti et al., 2000; Chakrabarti et al., 2002; Chakrabarti et 
al., 2004). Andere supportive Möglichkeiten neben virostatischen Therapien schließen eine Sub-
stitution von Immunzellen ein. Letzteres ist als adoptiver Immuntransfer bekannt :  ungerichtete 
Immunzellen, aber auch Antigen-spezifische T-Zellen kommen zur Anwendung. Infusionen von 
polyklonalen T-Lymphozyten haben einen sehr geringen Anteil Virus-spezifischer T-Zellen und 
bergen das Risiko einer GvHD. Eine sicherere Alternative wäre demzufolge, Virus-spezifische 
CD4+ und CD8+ zytotoxische T-Lymphozyten (CTLs) ex vivo herzustellen, zu vermehren und 
anschließend für einen adoptiven Transfer einzusetzen. 
Dieses Prinzip wurde zunächst bei Infektionen durch die Herpesviren CMV und EBV erfolgreich 
angewandt (Riddell et al., 1992; Riddell et al., 1994; Papadopoulos et al., 1994; Heslop et al., 1996; 
Heslop et al., 1996; Walter et al., 1995; Rooney et al., 1995; Rooney et al., 1998; Gustafsson et al., 
2000; Einsele et al., 2002; Peggs et al., 2003; Peggs et al., 2004; Bollard et al., 2004; Cobbold et al., 
2005). Herausragend waren die anfänglichen Arbeiten von Riddell et al. (1992), die zeigten, dass 
die adoptive Übertragung von CMV-spezifischen CD8+ T-Zell-Klonen bei Patienten mit einem 
Risiko für eine CMV-Erkrankung vor durch CMV verursachte Komplikationen schützte. 
Unselektierte Spender-Lymphozyten-Infusionen bei AdV-Infizierten nach allogener HSCT waren 
partiell erfolgreich bezüglich der Reduktion viraler Replikation durchgeführt worden (Hromas et 
al., 1994a; Miyamoto et al., 1998; Howard et al., 1999; Chakrabarti et al., 2000; Chakrabarti et al., 
2002; Bordigoni et al., 2001). 
Ziel vieler Forschungsgruppen ist es geworden, AdV-spezifische T-Zellen mit reduzierter Allore-
aktivität und GvHD-Minimierung herzustellen. 
Erste klinische Erfahrungen adoptiver Therapien mit AdV-spezifischen T-Zellen wurden gemacht 
(Feuchtinger et al., 2006; Leen et al., 2006). Feuchtinger et al. (2004, 2006) gewannen mittels 
IFNγ-Sekretions-Assay AdV-spezifische T-Zellen aus Vollblut oder Leukapheresaten von gesun-
den Spendern. Der adoptive Transfer war bei fünf von sechs Kindern mit einer in vivo Expansion 
der humanen AdV-spezifischen T-Zellen und dauerhaften Klärung der Infektion bzw. Abnahme 
der Viruslast erfolgreich. Keine wesentlichen akuten Nebenwirkungen traten auf, allerdings führte 
der adoptive Transfer bei einem Patienten nach 14 Tagen zur Verschlimmerung einer GvHD der 
Haut. 
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Weitere Fortschritte bestehen in der Applikation von T-Zell-Produkten multipler viraler Spezifität. 
Leen et al. (2006) führten die Verabreichung von Multivirus-spezifischen (CMV-EBV-AdV) CTLs 
ohne relevante Nebenwirkungen durch und zeigten, dass diese T-Lymphozyten-Linien in vivo 
zu multiplen Virus-spezifischen Populationen expandierten und eine klinisch messbare Aktivität 
gegen alle drei Viren boten. Bei Patienten mit AdV-Nachweis aus Blut oder Stuhl wurde eine 
maximale Zunahme der AdV-spezifischen T-Zellen beobachtet. Drei der Patienten hatten eine auf-
fallende Reduktion der AdV-Viruslast bei gleichzeitigem Anstieg AdV-spezifischer T-Zellen. 

1.2.3.1 Humane AdV-spezifische T-Zellen 

Antigen-spezifische T-Zellen sind ein wesentlicher Teil der erworbenen Immunantwort zur Über-
wachung viraler Infektionen mit der Generierung eines immunologischen Gedächtnisses (Butz 
et al., 1998). Das T-Zell-Gedächtnis (T-cell memory TM) ist ein dynamischer Prozess, der einen 
Minimumlevel an Antigen-spezifischen T-Zellen beibehält. Es gibt zwei Hauptpopulationen von 
Gedächtniszellen, die CD4+ und CD8+ T-Zellen. Bei Ersteren geht man davon aus, dass sie als 
Hilfszellen für die CD8+ Gedächtnis-T-Zell-vermittelte Lyse fungieren. Zudem können auch CD4+ 
Gedächtnis-T-Zellen zytotoxisch sein (Poindexter et al., 1999). Das T-Zell-Gedächtnis stellt den 
effektivsten Schutz gegen viele Pathogene, einschließlich Adenovirus, dar (Hierholzer et al., 1992; 
Murphy et al., 2009). 
Eine AdV-spezifische zelluläre Immunität wird während der Kindheit generiert und wahrschein-
lich durch das T-Zell-Gedächtnis mit Effektor-Phänotyp dominiert. Diese AdV-spezifische Immun-
antwort wird mit zunehmendem Alter und ansteigenden Infektionen mit anderen Pathogenen 
geringer (Sester et al., 2002). Insgesamt existieren bis heute wenige Berichte über die erworbene 
zelluläre, AdV-spezifische Immunantwort und deren Kinetik bei gesunden Personen (Flomenberg 
et al., 1995; Smith et al., 1996). 
Der Hauptteil der zellulären Immunantwort in vitro wird durch CD4+ T-Zellen vermittelt (Flomen-
berg et al., 1995; Flomenberg et al., 1996; Smith et al., 1996; Olive et al., 2001; Olive et al., 2002; 
Heemskerk et al., 2003; Heemskerk et al., 2005; Feuchtinger et al., 2004; Leen et al., 2004a; Per-
reau et al., 2005; Veltrop-Duits et al., 2006; Chatziandreou et al., 2007; Onion et al., 2007). Chatzi-
andreou et al. (2007) zeigten, dass diese humanen AdV-spezifischen CD4+ T-Zellen überwiegend 
einen effector / memory Phänotyp (CCR7-CD45RO+) besitzen. Von humanen AdV-spezifischen 
CD8+ T-Zellen wird zwar ebenfalls berichtet (Leen et al., 2004a; Feuchtinger et al., 2004; Tang et 
al., 2006; Chatziandreou et al., 2007), dennoch sind die spezifischen T-Lymphozyten größtenteils 
der CD4+ T-Zellpopulation zugehörig, auch hervorgehend aus Daten, die bei AdV-Infizierten allo-
genen HSCT-Empfängern mit spontaner Klärung einer Infektion erhoben wurden (Heemskerk et 
al., 2005; Feuchtinger et al., 2005). 
CD4+ T-Zellen können virales Wachstum durch Zytokinausschüttung eingrenzen oder durch Lyse 
infizierter Zellen agieren (Schoenberger et al., 1998; Adhikary et al., 2006; Brown et al., 2004). 
Heemskerk et al. (2006) untersuchten in vitro die antivirale Wirkung von humanen AdV-spezi-
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fischen CD4+ T-Zellen :  diese T-Zell-Klone waren befähigt, infizierte Zielzellen über Perforin-
abhängige Mechanismen spezifisch zu lysieren. Chatziandreou et al. (2007) präsentierten hier-
mit konsistente in vitro-Daten, dass humane AdV-spezifische CD4+ T-Zellen hochspezifisch und 
zytotoxisch sind. Bezogen auf eine in vivo-Anwendung humaner AdV-spezifischer CD4+IFNγ+ 
T-Zellen besteht die Hoffnung auf eine vergleichbare Wirkweise. 
Verschiedene Forschungsgruppen beschäftigen sich mit einer »Kartierung« von T-Zell-Zielantige-
nen, um herauszufinden, welches Antigen die stärkste Immunreaktion auslöst. Hamel et al. (2002) 
untersuchten, welches der Virionproteine (Hexon, Penton und Fiber) für die Stimulation der huma-
nen AdV-spezifischen T-Zellen in vitro verantwortlich ist, und fanden, dass das Hexonprotein bei 
den meisten Probanden stark immunogen war. Auch Veltrop-Duits et al. (2006) und Onion et 
al. (2007) identifizierten das Hexonprotein als das am häufigsten von T-Zellen erkannte Antigen. 
In der Zwischenzeit wurde mit einem feineren Mapping der T-Zellpeptid-Epitope begonnen, und 
es wurde ein spezifisches CD4+ T-Zell-Epitop beschrieben, das im großen Kapsidprotein Hexon 
lokalisiert ist, H910 – 924 (Olive et al., 2002; Tang et al., 2004). Leen et al. (2004b) erkannten fünf 
Hexon-spezifische CD8+ T-Zell-Epitope. Diese Studien tragen dazu bei, potentielle Zielantigene 
für Immuntherapien zu entdecken. 
Humane AdV-spezifische (CD4+) T-Lymphozyten erkennen des Weiteren konservierte Antigene 
von verschiedenen Serotypen, zeigen also eine Kreuzreaktivität gegen die verschiedenen Spezies 
(Flomenberg et al., 1995; Flomenberg et al., 1996; Smith et al., 1996; Smith et al., 1998; Olive et 
al., 2002; Heemskerk et al., 2003; Leen et al., 2004a; Feuchtinger et al., 2005; Chatziandreou et al., 
2007). Dies bedeutet, dass humane AdV-Serotypen, die verschiedenen Spezies angehören, T-Zell-
Epitope gemeinsam haben. Veltrop-Duits et al. (2006) bestätigten die Funde zur Kreuzreaktivität 
und zeigten, dass adulte humane T-Zellen vorzugsweise konservierte Sequenzen von Aminosäu-
reresten des Strukturproteins vom AdV erkennen. Von einer Kreuzreaktivität profitierten am mei-
sten Empfänger allogener HSCT, wenn sie humane AdV-spezifische T-Zellen eines Serotypen als 
adoptive Immuntherapie erhielten. Zu diesem Ergebnis kommen auch Feuchtinger et al. (2006). 
Die übertragenen humanen AdV-Spezies C-spezifischen T-Zellen führten zu einer Klärung von 
Infektionen, obwohl eine Infektion mit der humanen AdV-Spezies A bestanden hatte. 

1.2.3.2 Generierung humaner AdV-spezifischer T-Zellen 

Erste Publikationen im Hinblick auf zukünftig denkbare zelluläre Immuntherapien, die eine mög-
liche in vitro-Generierung von gegen AdV gerichtete CTLs demonstriert haben, stammen von 
Smith et al. aus den Jahren 1996 und 1998. Um T-Zell-Linien zu expandieren, wurden autologe 
dendritische Zellen mit AdV5 infiziert und anschließend mit autologen mononukleären Zellen des 
peripheren Blutes (PBMC) in Anwesenheit von niedrig dosiertem IL-2 in Kultur gebracht. 
Andere Technologien befähigen zur Selektion von Antigen-spezifischen T-Zellen, die IFNγ als 
Antwort auf Antigenstimulation produzieren (Brosterhus et al., 1999; Bissinger et al., 2002). 
Feuchtinger et al. (2004) zeigten, dass dieses Verfahren für humane AdV-spezifische T-Zellen 
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durchführbar ist und diese T-Zell-Linien expandieren. Weitere Veröffentlichungen mit der Nutz-
barkeit der IFNγ-Sekretion von humanen AdV-spezifischen T-Zellen folgten (Chatziandreou et al., 
2007; Aïssi-Rothé et al., 2010). 
Der Zugang über IFNγ produzierende Zellen bietet verschiedene Vorteile. Es ist eine einfache und 
schnelle Methode und kann leicht mit anderen malignen und infektiösen Antigenen zur Antigen-
spezifischen zellulären Immuntherapie standardisiert werden (van Driessche et al., 2005). 
In einer Publikation von Regn et al. (2001) wurde die Generierung von humanen AdV-spezifischen 
CTLs beschrieben, die an Experimente von Smith et al. (1996) anknüpft. Vorrangiges Ziel war die 
Herstellung von CTLs, die gleichzeitig für AdV als auch für EBV spezifisch waren. Dafür wurde 
ein CD40-Ligand Co-Kultur-System entwickelt, um EBV-transformierte B-lymphoblastoide 
Zell-Linien (LCL) effizient mit E1A / E3-deletiertem AdV5 zu infizieren. PBMC von gesunden 
AdV-seropositiven Spendern wurden wöchentlich mit diesen autologen AdV+-LCL stimuliert. Das 
Besondere an B-LCLs ist, dass sie geeignet sind, das Antigen im Kontext von HLA-Klasse I- und 
auch -Klasse II-Molekülen zu präsentieren, und somit proliferative und zytotoxische Immunant-
worten ausgelöst werden können (Heslop et al., 1996; Rooney et al., 1998). 
Leen et al. (2006) unternahmen den erfolgreichen Versuch, durch genetische Modifikation von 
Antigen-präsentierenden Zell-Linien CMV-, EBV- und AdV-spezifische CD4+ und CD8+ T-Lym-
phozyten aus einer einzigen Zellkultur zu produzieren. 
Trotz großer Bemühungen bezüglich der Herstellung von Virus-spezifischen T-Zell-Linien für 
adoptive Immuntherapien existieren eine Vielzahl von Einschränkungen, die z.B. Zeit- und 
Kostenfaktoren betreffen (Leen et al., 2010).
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2  ZIELE UND FRAGESTELLUNGEN 

Auf der Grundlage der aufgeführten Fakten entwickelten sich die Ziele und Fragestellungen der 
vorliegenden Arbeit mit dem Zweck der Etablierung technischer und organisatorischer Standards 
zur Generierung humaner AdV-spezifischer T-Zell-Transplantate mittels IFNγ-Sekretions-Assay 
und der Charakterisierung dieses T-Zell-Produkts. Mit dieser Arbeit wurde gleichzeitig nach einer 
Möglichkeit gesucht, mit überschaubarem Einsatz von Zeit und Material effizient AdV-spezifische 
Zellen von einem potentiellen Stammzell-Spender zu gewinnen. 
Vor Herstellung dieses AdV-spezifischen T-Zell-Produkts sollte die humane AdV-spezifische 
Immunreaktion bei gesunden Probanden geprüft werden. 

1. Folgende ZIELE bestanden :  

 A Quantifizierung AdV-spezifischer T-Zellen im Vollblut gesunder Probanden zur  
  Abschätzung der erwartbaren Generierbarkeit AdV-spezifischer T-Zell-Produkte. 
 B Optimierung der Herstellungstechnik AdV-spezifischer T-Zell-Transplantate :  
  · Standardisierung des Herstellungsprozesses und damit eine Etablierung technischer  
   und organisatorischer Standards und 
  · Evaluierung des (T-Zell-)Endprodukts nach Standardisierung der Herstellung

Sester et al. (2002) hatten AdV-spezifische CD4+CD69+IFNγ+ und CD8+CD69+IFNγ+ T-Zellen bei 
gesunden Probanden mittels Vollblutstimulationsassay untersucht und gezeigt, dass ihre Methode 
zum Nachweis AdV-spezifischer Zellen geeignet ist. In dieser Arbeit sollte zur funktionellen Ana-
lyse der aktivierten CD4+ T-Zellen statt CD69 das Oberflächenantigen CD154 untersucht werden. 
Frentsch et al. (2005) legten dar, dass die CD154-Expression einen guten Zutritt für Antigen-
spezifische TH-Zellen bietet. CD154 ist ein Molekül auf T-Effektorzellen der TNF-Proteinfamilie, 
wird auf TH1- und TH2-Zellen induziert, bindet auf Zielzellen an CD40 und vermittelt über CD40 
aktivierende Signale die Proliferation und Aktivierung von B-Zellen (Murphy et al., 2009).
CD69 ist ein frühes Aktivierungsantigen, das auf stimulierten T-, B-, NK-Zellen sowie Makropha-
gen exprimiert wird. Es spielt eine entscheidende Rolle in der T-Zell-Proliferation und ist insbeson-
dere für T-Effektorzellen spezifisch (Murphy et al., 2009).
Von CD8+ T-Effektorzellen ist IFNγ das wichtigste freigesetzte Zytokin, aber auch TH1-Zellen 
werden als IFNγ Produzenten erfasst. Durch die Analyse von CD154 können auch spezifische 
TH2-Zellen identifiziert werden (Murphy et al., 2009).
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2. Folgende FRAGESTELLUNGEN sollten dabei untersucht werden :  

zu A · In welcher Größenordnung können AdV-spezifische CD4+IFNγ+ und 
   CD8+IFNγ+ T-Zellen im Vollblut gesunder Probanden nachgewiesen werden ? 
  · In welcher Höhe können AdV-reaktive CD4+CD154+IFNγ+ und CD8+CD69+IFNγ+ 
   T-Zellen quantifiziert werden ?
  · Unterscheiden sich AdV3-Hexon-PepMix- und AdV3-Hexonprotein-spezifische  
   CD4+ T-Zellen in ihrer Quantität ? Hat ein Antigen einen Vorteil in der Stimulierbarkeit 
   der Zellen ? 
  · Gibt es einen Zusammenhang zwischen dem Alter des Probanden und seiner AdV- 
   spezifischen T-Zell-Antwort ? 

zu B · Wie können die Einzelschritte der Herstellung mononukleärer Zellen, der AdV- 
   spezifischen Stimulation, der IFNγ Sekretion und der immunmagnetischen  
   Anreicherung optimiert werden ? 
  · Wie hoch ist der unspezifische Zellverlust während des Herstellungsprozesses ? 
  · Wie können die unspezifischen Zellverluste und damit der Verlust AdV-reaktiver  
   T-Zellen während der Herstellung gering gehalten werden ? 
  · Wie ist das (T-Zell-)Endprodukt charakterisiert :  Phänotyp und Viabilität ? 
  · In welcher Größenordnung zeigen die Zellen AdV-Reaktivität im Ausgangspräparat  
   und Endprodukt ? 
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3  MATERIAL UND METHODEN 

3.1 BLUTENTNAHME 

Venöses Blut wurde gesunden Probanden nach entsprechender Aufklärung und deren Einwilli-
gung mittels Blutentnahmesets unter Standardbedingungen entnommen. 
Folgende Blutentnahmesets wurden verwendet :  
  · Vacutainer® Blood Collection Tubes mit konventionellem Stopper, sodium heparin 
   10 ml- oder 6 ml-Röhrchen (170 IU / 10 ml bzw. 102 IU / 6 ml) (Becton, Dickinson and  
   Company) 
  · Vacutainer® Blood Collection Set mit Adapter (BD) 
  · Beutelsystem CPD Cord Blood Collection Set (25 ml CPD-Antikoagulans / Beutel =  
   Citrat 0,658 g – Phosphat 0,056 g – Dextrose 0,638 g) (Pall Corporation) 

3.2 GERÄTE UND VERBRAUCHSARTIKEL 

In Tab. 2 werden alle Geräte und Verbrauchsartikel zusammengefasst, die sowohl im Vollblut-
stimulationsassay (siehe Kap. 3.4) als auch im IFNγ-Sekretions-Assay und der immunmagneti-
schen Zellseparation (siehe Kap. 3.5) benutzt wurden. 

Geräte Hersteller 

Zentrifuge Multifuge® 4KR Heraeus 

Kühlzentrifuge Cryofuge® 6000i GMP +4°C Heraeus 

Ausgleichswaage für Zentrifugenbecher Heraeus 

Sicherheitswerkbank Holten LaminAir 

Kühlschrank +4°C, -20°C, -70°C Kühlraum LZT, Liebherr, Heraeus 

Inkubator (+37°C, 5 % CO2) Labotect 

pipetus® -akku Pipettierhilfe Hirschmann® Laborgeräte 

FACSCalibur™ Flow Cytometer Becton, Dickinson and Company (BD) 

Vortexer neoLab® / BIBBY Sterilin 

Pipetten Eppendorf Research® variable (0,1 – 2,5 μl, 1 – 10 μl, 
2 – 20 μl, 10 – 100 μl, 20 – 200 μl, 100 – 1.000 μl)

Eppendorf 

Absaugsystem BioChem-VacuuCenter vacuubrand GmbH & Co. KG 

CellQuest Pro, FlowJo 8.4.1 BD, Tree Star
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Blutanalysiergerät / Cellcytometer Sysmex 

Neubauer-Zählkammer+Deckgläschen, Zähler LaborOptik, IVO 

Lichtmikroskop Olympus CX41 Olympus 

+37°C Wasserbad GFL® 

MACSmix™ Tube Rotator (Rüttler)  Miltenyi Biotec 

Schüttelgerät für Beutelsysteme Heidolph 

CliniMACS Miltenyi Biotec 

Schweißgerät Composeal Mobilea und Compo Dock Fresenius HemoCare GmbH 

Waage Precisa 

Plasmapresse Terumo 

Verbrauchsartikel 

Rundboden-Röhrchen Cellstar® 12 ml greiner bio-one

Falcon® Blue Max™ 50 ml Konisches Röhrchen, 
Polypropylene = PP 

BD 

Falcon® Blue Max™ Jr. 15 ml Konisches Röhrchen, PP BD 

Röhrchen 5 ml, Polystyrene = PS (für FACS) Sarstedt 

Pipettenspitzen ep Dualfilter T.I.P.S. 0,1 – 10 μl, 2 – 100 μl, 
50 – 1.000 μl 

Eppendorf 

Falcon® / Costar® serological pipet 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml Becton Dickinson Labware, Corning Incorporated 

Reaktionsgefäße reaction tubes 1,5 ml Eppendorf, greiner bio-one 

FACS Clean, FACS Rinse, FACS Flow™ BD 

Pasteurpipetten (Transferpipette 3,5 ml) Sarstedt 

6 / 24 / 96 Well Zellkulturplatte / -schale Costar® VITARIS AG, Corning Incorporated 

Transferbeutel 600 ml Baxter 

Transferbeutel 150 ml Miltenyi Biotec 

Anstechdorne für Transferbeutel Impromediform GmbH 

Tubing Set LS für CliniMACS, Pre-Separation Filter Miltenyi Biotec

Trypanblau-Lösung Fluka Chemie 

Tab. 2 :  Geräte und Verbrauchsartikel. 

Alle Methoden, die zur Isolierung und Gewinnung von Zellen abzielten, wurden unter sterilen 
Voraussetzungen an einer Sicherheitswerkbank (Holten LaminAir) verrichtet.
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3.3 PRINZIP DER DURCHFLUSSZYTOMETRIE 

Die Durchflusszytometrie oder FACS (für »fluorescence activated cell sorting«) eignet sich zur 
Zählung und Analyse von physikalischen und molekularen Eigenschaften (Fluoreszenz- und 
Streulichteigenschaften) von Einzelzellen in einer Suspension. 
Mittels Einsatz von mit Fluoreszenzfarbstoff markierten monoklonalen Antikörpern und deren 
Bindung (Antigen-Antikörper-Reaktion) ist die Beurteilung von Oberflächenmolekülen oder 
intrazellulären Teilchen möglich. Zudem streut jede Zellart entsprechend ihrer Größe, Struktur 
ihrer Zellmembran und der Art ihrer intrazellulären Bestandteile (Granularität) das auftreffende 
Licht, generiert durch einen fokussierten Laserstrahl, in spezifischer Weise. Der größte Anteil des 
Lichtes wird vorwärts gestreut (Vorwärtsstreulicht, forward scatter = FSC) und stellt ein Maß für 
die Größe der Zelle dar. Ein weiterer Teil des Lichtes wird im rechten Winkel zum einfallenden 
Lichtstrahl gestreut. Dieser als Seitwärtsstreulicht (side scatter = SSC) bezeichnete Vorgang ist 
proportional zur Oberflächenstruktur (Membranfältelung) und Granularität dieser Zelle. 
Das Prinzip der Durchflusszytometrie beruht auf der Emission von optischen Signalen seitens 
einer Zelle, wenn diese einen Laserstrahl passiert. Die Zellen einer Suspension werden, durch 
hydrodynamische Fokussierung aneinandergereiht, an einem gebündelten Laserstrahl geeigneter 
Wellenlänge vorbeigeleitet. Bei Anregung durch einen monochromatischen Laserstrahl wird der 
eingesetzte Fluoreszenzfarbstoff auf ein höheres Energieniveau gehoben (Absorption) und fällt 
unter Abgabe von Photonen auf sein Ursprungsniveau zurück (Emission). Die emittierte Photo-
nenkonzentration wird durch einen Photodetektor registriert und verhält sich proportional zur 
Menge an gebundenen Antikörpern pro Zelle. Weil sich die eingesetzten Farbstoffe in den Emis-
sionsspektren unterscheiden, ist eine simultane Messung mit verschiedenen Fluoreszenzfarben 
durchführbar (Murphy et al., 2009; www.bdbiosciences.com). 
In dieser Arbeit wurden die in Tab. 3 aufgeführten Fluorochrome eingesetzt. 

Fluorochrom Absorptionsmaximum in nm Emissionsmaximum in nm Abkürzung

Allophycocyanin 650 660 APC (FL-4)

Fluoresceinisothiocyanat 495 519 FITC (FL-1)

Peridin Chlorophyll 490 675 PerCP (FL-3)

Phycoerythrin 480; 565 578 PE (FL-2)

Propidiumiodid 536 / 550 617 / 650 PI (FL-3)

Tab. 3 :  Fluorochrome mit den entsprechenden Absorptions- und Emissionsmaxima. 
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Der in dieser Arbeit benutzte FACSCalibur™ (BD) arbeitet mit zwei Lasern (einem Argonlaser 
488 nm und einer roten Laserdiode 635 nm), bis zu vier verschiedene Fluorochromfarbstoffe kön-
nen gleichzeitig eingesetzt werden (www.bdbiosciences.com). 
Durch Verwendung von Propidiumiodid (Sigma®; 0,1 mg / ml Stockkonzentration) können tote 
Zellen ausgeschlossen werden. Beriglobin® (Aventis Behring GmbH, 50 mg / ml; 1 : 50) wird jeder 
Färbemischung hinzugefügt. Es ist ein humanes Immunglobulin, das unspezifische Fc-Rezeptoren 
blockiert. 
Tab. 4 führt die Antikörper auf, die im Vollblutstimulationsassay und im IFNγ-Sekretions-Assay 
zum Einsatz kommen. Dabei handelt es sich um Anti-Human IgG-Maus-Antikörper. 

Antikörper Fluorochrom Ansatz Hersteller

Vollblutstimulationsassay 

aCD4 PerCP 1 : 10 BD Pharmingen

aCD154 PE 1 : 50 BD / Pharmingen

aCD8 PerCP 1 : 10 BD

aCD69 PE 1 : 10 BD

aIFNγ APC 1 : 800 BD / Pharmingen

aCD14 FITC 1 : 400 DRFZ / BD

IFNγ-Sekretions-Assay 

aIFNγ detection antibody (Large Scale IFNγ Secretion Assay Enrichment 
Kit)

PE 1 : 10 Miltenyi Biotec

aCD3 FITC 1 : 20 BD

aCD4 APC 1 : 10 BD

aCD8 APC 1 : 10 BD

Tab. 4 :  Antikörper zur Durchflusszytometrie-Analyse. 

Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm CellQuest Pro oder FlowJo. 
Als Darstellung der FACS-Daten wurde das Punktdiagramm (Dot Plot) mit zwei Parametern 
gewählt, in dem jede Zelle als ein Punkt abgebildet wird. 

3.4 VOLLBLUTSTIMULATIONSASSAY 

Der Vollblutstimulationsassay ist eine Methode zur Identifizierung von Antigen-spezifischen 
T-Zellen im Vollblut nach einer kurzen Stimulationszeit mit einem Antigen (Nomura et al., 2000; 
Sester et al., 2002) und wurde zur Quantifizierung humaner AdV-spezifischer T-Zellen bei gesun-
den Probanden gewählt. 
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Durch Antigen-Stimulation kann eine Immunreaktion induziert werden und als Expression von 
Zytokinen, wie beispielsweise IFNγ, und Oberflächenaktivierungsantigenen, wie CD154 auf CD4+ 
T-Zellen und CD69 auf CD8+ T-Lymphozyten, mittels Durchflusszytometrie gemessen werden. 
Durch Hinzugabe von Brefeldin A, ein Metabolit aus Pilzen (Eupenicillium brefeldianum), wird 
der intrazelluläre Proteintransport vom endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat und 
damit die Sekretion von Proteinen (Zytokinen) gehemmt (Nebenführ et al., 2002). Nach Zusatz 
einer permeabilisierenden Lösung werden Lymphozyten durchlässig gemacht, mit Fluorochrom 
beladene Antikörper können in die Zelle gelangen und an exprimierte Proteine binden (intrazellu-
läre Zytokinfärbung). 
Allen Versuchsansätzen wurde Anti-Human CD28 (α-h CD28) hinzugefügt. CD28 ist ein Anti-
gen, das auf ruhenden T-Zellen exprimiert wird und mit den kostimulatorischen Molekülen B7.1 
(CD80) und B7.2 (CD86) auf Antigen-präsentierenden Zellen interagiert. Dieses 2. Signal wird zur 
weiteren Aktivierung von T-Zellen benötigt (Boesteanu et Katsikis, 2009; Sharpe, 2009). 
Im Folgenden werden die Einzelschritte beschrieben. Alle Zentrifugationsschritte erfolgten bei 
1.200 rpm (rounds per minute) und +4°C für 10 min. 

a) Stimulation, Erythrozytenlyse, Permeabilisierung 

In Tab. 5 werden die verwendeten Reagenzien dargestellt. 

Reagenzien Stockkonzentration Ansatz Hersteller

SEB 1 μg / μl 1 μg / ml Vollblut Sigma®

Anti-Human CD28 0,2 mg / ml 1 μg / ml Vollblut BD / Pharmingen 

AdV3 Hexonprotein 
PepMix™ 

0,25 μg / μl (25 μg in 100 μl PBS / DMSO) 2,5 μg / ml 
Vollblut

Jerini AG / JPT Peptide 
Technologies GmbH 

DMSO 100 % Sigma® / Apotheke Charité 

AdV3 Hexonprotein A-D 0,4 mg / ml in 0,1 % Essigsäure 5 μg / ml Vollblut GenExpress 

Brefeldin A 5 mg / ml in 70 % Ethanol (Ethanol 
Rotipuran) 

10 μg / ml Vollblut Sigma®

EDTA / PBS 20 mMol Miltenyi Biotec / DRFZ 

FACS Lysing Solution 10X (1 : 10 mit Aqua dest.) 9 ml / Ansatz BD FACS™, Fresenius Kabi 

FACS Permeabilizing 
Solution 2 

10X (1 : 10 mit Aqua dest.) 500 μl / Ansatz BD FACS™

PBS / BSA / Azid 
PBS / BSA 

Charité / DRFZ 

Tab. 5 :  Reagenzien des Vollblutstimulationsassays. 

AdV3 Hexonprotein PepMix™ befindet sich in einer Durchstechampulle und enthält ein lyophy-
lisiertes Peptid-Gemisch (25 μg pro Ampulle) des Adenovirus 3 Hexonproteins, bestehend aus 
234 Einzelpeptiden (15mer, 11 überlappende Peptide), die in 40 μl DMSO 100 % und 60 μl PBS 
aufgelöst und bei -20°C gelagert werden. 
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Für die Untersuchung wurden pro Proband 10 – 20 ml Blut entnommen. Unter sterilen Arbeitsbe-
dingungen wurde je 1 ml Vollblut in Rundboden-Röhrchen pipettiert. In jedes Röhrchen wurden 
α-h CD28 und dann die Antigene (AdV3 Hexonprotein A-D, AdV3 Hexonprotein PepMix™) hin-
zugefügt. Die Konzentration der Antigene ist Tab. 5 zu entnehmen. Eine so genannte Negativkon-
trolle enthielt lediglich α-h CD28, eine Positivkontrolle wurde mit Staphylokokken Enterotoxin B 
(SEB) stimuliert. Nach einer Inkubationszeit von zwei Stunden, zur Vergrößerung der Kontaktflä-
che schräg im Brutschrank (+37°C, 5 % CO2) stehend, wurden alle Proben mit Brefeldin A versetzt 
und erneut in schräger Lage im Brutschrank inkubiert. Nach weiteren vier Stunden endete die 
Stimulationszeit mit einer Gesamtstimulationsdauer von sechs Stunden durch Zusatz von 100 μl 
kaltem 20 mM EDTA / PBS und Vortexen der Proben. Nach 10 min bei Raumtemperatur (RT) 
erfolgte die Erythrozytenlyse und eine gleichzeitige Fixierung der Zielzellen mit FACS Lysing 
Solution. Diese Suspension wurde gut gemischt und 10 min bei Raumtemperatur stehen gelassen. 
Im folgenden Schritt wurden die Zellen gewaschen, der Überstand wurde dekantiert, das Pellet 
gebrochen und mit einer permeabilisierenden Lösung versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 
10 min bei Raumtemperatur wurde in jedes Röhrchen PBS / BSA / Azid pipettiert, und es folgte ein 
Zentrifugationsschritt. Der Überstand wurde dekantiert, das Pellet in 1 ml PBS / BSA / Azid aufge-
nommen, die Zellsuspension in FACS-Röhrchen überführt. Über Nacht erfolgte die Lagerung im 
Kühlschrank bei +4°C. 

b) Intrazelluläre Färbung und durchflusszytometrische Analyse 

Die verwendeten Reagenzien und Antikörper wurden in Kap. 3.3 und Tab. 4 dargestellt. 
Zunächst wurden die Probenröhrchen zentrifugiert. In der Zwischenzeit wurden zwei Färbecock-
tails á 50 μl pro Ansatz hergestellt, dies erfolgte im Dunkeln sowie auf Eis :  

 Α  αCD4 PerCP, αCD154 PE, αIFNγ APC und αCD14 FITC und 
 B  αCD8 PerCP, αCD69 PE, αIFNγ APC und αCD14 FITC 
   zzgl. Beriglobin und PBS / BSA. 

Nach Ende der Zentrifugation wurde vorsichtig der Überstand abgesaugt, das Pellet gebrochen und 
den Proben zügig in einem dunklen Raum 50 μl Färbegemisch hinzugefügt. Dann erfolgte eine 
dreißigminütige Inkubation in Dunkelheit bei Raumtemperatur. Zum Waschen wurden 1.400 μl 
PBS / BSA / Azid pro Röhrchen gebraucht. Der Überstand wurde abgesaugt und das Pellet in 250 μl 
PBS / BSA / Azid aufgenommen. Anschließend erfolgte die durchflusszytometrische Messung. 
Vor der Messung wurden Einstellungen vorgenommen :  Erstellen von Masken, Setzen von Gates, 
Einrichten eines Schwellenwerts. Während der Messung wurden die Gates modifiziert und den 
Fluoreszenzen angepasst. Ziel war eine Aufnahme von 200.000 Ereignissen bezogen auf Lympho-
zyten und CD4+ oder CD8+ Zellen. 
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Folgendes Gating (siehe Abb. 2) wurde in der durchfl usszytometrischen Analyse der AdV-spezifi -
schen CD4+CD154+IFNγ+ und CD8+CD69+IFNγ+ T-Zellen vorgenommen :

 A  Auswahl von Lymphozyten (FSC / SSC), 
 B  Selektion der CD4+ oder CD8+ T-Zell-Subpopulation (CD4 oder CD8 PerCP / SSC), 
 C  Ausschluss von Debris und Färbeartefakten sowie der CD14 positiven Ereignisse
   (CD154 oder CD69 PE  / CD14 FITC) und 
 D  Darstellung IFNγ APC / CD69 PE oder IFNγ APC / CD154 PE. 

Die Bearbeitung aller durchfl usszytometrisch erhobenen Daten erfolgte mit dem Programm 
FlowJo Software, Version 8.4.1 (Tree Star, USA).

Abb. 2 :  Gatingstrategie zur Auswahl AdV-spezifi scher CD4+IFNγ+ bzw. CD4+CD154+IFNγ+ T-Zellen nach 
Vollblutstimulation. Beispielhaft werden 5 % aller Events einer mit SEB stimulierten Probe gezeigt. 
Im Punktdiagramm A und B wird eine Schwelle (threshold) sichtbar, die in Bild A debris und in Bild B lediglich 
CD4+ bzw. CD8+ Ereignisse darstellt. Das Setzen eines Quadranten teilt das Punktdiagramm D in vier Felder 
und zeigt die gesuchten Zellpopulationen. 
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3.5 IFNγ-SEKRETIONS-ASSAY ZUR GENERIERUNG HUMANER 
 ADV-SPEZIFISCHER T-ZELLEN 

Aus dem Kollektiv von Probanden, die zur Quantifi zierung AdV-spezifi scher T-Zellen aus Vollblut 
zur Verfügung standen, wurden Personen für die Generierung humaner AdV-spezifi scher T-Zellen 
mittels IFNγ-Sekretions-Assay ausgewählt. 100 ml Blut wurden pro Proband entnommen. In der 
Abb. 3 wird der Herstellungsprozess schematisch dargestellt. 

Zunächst wurde eine Standardisierung des Herstellungsprozesses und damit eine Etablierung 
technischer und organisatorischer Standards zur Generierung AdV-spezifi scher T-Zellen vorge-
nommen. Dabei wurde das Augenmerk auf die in Abb. 3 dargestellten Arbeitsschritte (a-d) gelegt. 

Abb. 3 :  Herstellungsprozess zur Generierung eines AdV-spezifi schen T-Zell-Produkts. 
a) Als erstes erfolgt die Isolierung von mononukleären Zellen aus Vollblut (PBMC), 
b) anschließend wird eine sechsstündige Stimulation mit AdV3 Hexon-PepMix durchgeführt, 
c) mittels IFNγ-Sekretions-Assay erfolgen die immunmagnetische Markierung IFNγ sezernierender Zellen
 nach einer Sekretionsphase und 
d) zum Schluss erfolgt die immunmagnetische Zellseparation mittels CliniMACS® mit Erhalt der Zielpopulation, 
 dem T-Zell-Endprodukt. (Bilder entnommen von :  www.miltenyibiotec.com) 
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Die Verbrauchsartikel zur Herstellung AdV-spezifischer T-Zellen wurden in Tab. 2 unter Kap. 3.2 
(s. S. 23) zusammengefasst. In Tab. 6 werden allgemeine Reagenzien aufgeführt. 

Reagenzien Hersteller

PBS (Dulbecco) Biochrom AG 

2 mMol EDTA / PBS 

(+37°C / +4°C) RPMI 1640 Kulturmedium 
+ 1 % Penicillin / Streptomycin (P / S) und 
Amphotericin B 
+ 10 % / 2 % humanes AB-Serum 

Biochrom AG 
Sigma / Apotheke Charité 

Cambrex 

2 % humanes AB-Serum Cambrex 

DMSO 100 % Sigma® 

Anti-Human CD28 BD 

(+4°C) CliniMACS PBS / EDTA-Puffer 
+ 0,5 % humanes AB-Serum 

Miltenyi Biotec

+4°C CliniMACS PBS / EDTA-Puffer Miltenyi Biotec

Human-Albumin »Behring« 20 %-Infusionslösung Baxter / CSL Behring AG

Tab. 6 :  Allgemeine Reagenzien zur Herstellung eines T-Zell-Produkts. 

3.5.1 ISOLIERUNG VON MONONUKLEÄREN ZELLEN DES PERIPHEREN BLUTES 

Die Isolierung mononukleärer Zellen (PBMC), also von Lymphozyten und Monozyten aus dem 
Vollblut, erfolgte durch Dichtegradientenzentrifugation, beruhend auf den Eigenschaften des 
Polymers Ficoll. Aufgrund der höheren Dichte von Ficoll passieren Erythrozyten während der 
Zentrifugation die Ficoll-Phase (Dichte 1,077 g / ml) und sedimentieren. Zudem bewirkt Ficoll eine 
Agglutination der Erythrozyten und somit eine Sedimentationsbeschleunigung. Lymphozyten, 
Thrombozyten und Monozyten sammeln sich an der Plasma-Gradientenphase zwischen Ficoll 
und Plasma und stellen sich als weißlicher, trüber Ring dar (Murphy et al., 2009). 
Venöses Vollblut wurde im Verhältnis 1 : 2 mit kaltem PBS-Puffer verdünnt. 10 – 15 ml raum-
temperierte Ficoll-Trennlösung (isotone Biocoll-Trennlösung 1,077, Biochrom AG) wurde in 
ein 50 ml-Falcon®-Röhrchen pipettiert und danach vorsichtig mit 35 – 40 ml Blut-PBS-Gemisch 
überschichtet. Eine Verwirbelung von Blut und Ficoll musste vermieden werden. Anschließend 
erfolgte die Zentrifugation bei Raumtemperatur und 2.000 rpm ohne Bremse für 30 min. Nach 
diesem Schritt ergaben sich vier Schichten :  1. Erythrozyten / Granulozyten, 2. Ficoll, 3. PBMC, 4. 
Plasma). Sorgfältig wurde das Plasma bis 2 cm oberhalb des PBMC-Ringes abgesaugt, die PBMC 
entnommen und in ein neues Falcon®-Röhrchen überführt. Alle nun folgenden Arbeitsschritte 
wurden auf Eis und alle Zentrifugationsschritte bei 1.200 rpm und +4°C für 10 min durchgeführt. 
Das Röhrchen wurde auf 50 ml mit PBS aufgefüllt und ein Waschgang vollzogen. Der Überstand 
wurde vorsichtig abgesaugt und das Zellpellet dann durch Aufnahme in 1 ml PBS resuspendiert. 
Die Zellsuspension wurde auf ein Gesamtvolumen von 50 ml mit PBS aufgefüllt und es folgten ein 
bis zwei weitere Waschschritte. 
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Zählung der PBMC 

Vor dem letzten Waschgang erfolgte eine Zellzählung. Aus der Zellsuspension wurden 20 μl 
entnommen und in einem Reaktionsgefäß mit Trypanblau vermischt. Unter dem Lichtmikro-
skop wurde mittels einer Neubauer-Zählkammer die Zellzahl ermittelt. Dazu wurden 10 μl in 
eine Zählkammer pipettiert. Gezählt wurden nur die lebenden Zellen, d. h. nicht mit Trypanblau 
gefärbte Zellen. Alle vier Großquadrate wurden ausgezählt. Anschließend kam folgende Formel 
zur Anwendung (entsprechend Herstellerangaben) :  
Anzahl der PBMC pro ml Volumen = mittlere Zahl pro Großquadrat × 104 × Verdünnungsfaktor 

Das maschinelle Zählgerät von Sysmex kam als Kontrolle zum Einsatz. 
Nach der Zählung und dem letzten Waschschritt wurden die PBMC in 1 ml Kulturmedium mit 
AB-Serum und Antibiotikastammlösung resuspendiert und auf 1×107 PBMC pro ml Medium 
eingestellt. 
 

3.5.2 STIMULATION MIT ADV3-HEXON-PEPMIX 

Vor dem Stimulationsprozess erfolgten eine Zählung, ein Waschgang mit 1.200 rpm bei +4°C für 
10 min, danach die Einstellung mit Zellkulturmedium auf 1×107 PBMC pro ml und die Vertei-
lung der Zellsuspension auf die Zellkulturplatten (6 oder 24 well). Zu jedem Ansatz wurden α-h 
CD28 (1 μg / ml Zellsuspension) und AdV3 Hexon-PepMix™ (Jerini AG / JPT Peptide Technologies 
GmbH, s. S. 27; 2,5 μg / ml Zellsuspension) hinzugefügt. Die Zellkulturplatten wurden für die 
Dauer der Stimulation von sechs bis sieben Stunden im Brutschrank (+37°C, 5 % CO2) aufbewahrt. 
Nach Ende der Stimulation wurden die Zellen durch mehrmaliges, sorgfältiges Spülen der Platten 
mit Kulturmedium, 2 % AB-Serum enthaltend, in ein Röhrchen überführt, und ein Waschschritt 
bei 1.200 rpm bei +4°C für 10 min erfolgte. Im Anschluss erfolgten die Aufnahme in Kulturme-
dium mit 2 % AB-Serum und eine Zellzählung. 

Interne Qualitätskontrollen 

Als Kontrollen wurden parallel eine unstimulierte Negativ- und eine Positivkontrollprobe (SEB, 
1 μg / ml) und eine mit AdV stimulierte Probe (AdV3 Hexon-PepMix™, 2,5 μg / ml) in das Expe-
riment eingeschlossen. Je 1×106 PBMC wurden in 1 ml Kulturmedium und in ein 5 ml-Röhrchen 
(Sarstedt) aufgenommen. Die Stimulation erfolgte in 96-well-Kulturplatten in Anwesenheit von 
α-h CD28 (1 μg / ml). 
Alle Versuchsschritte des IFNγ-Sekretions-Assays wurden gleichartig durchgeführt. Es erfolgte 
keine immunmagnetische Anreicherung. Die durchflusszytometrischen Analysen erfolgten analog 
den oben beschriebenen Verfahren. 
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3.5.3 IMMUNMAGNETISCHE ZELLSEPARATION  
 MITTELS IFNγ-SEKRETIONS-ASSAY 

Der IFNγ-Sekretions-Assay wurde zur Detektierung, Anreicherung und Analyse lebender IFNγ 
produzierender Leukozyten, insbesondere Antigen-spezifischer T-Zellen, entwickelt. Durch Her-
stellung von CliniMACS®-Geräten mit geschlossenen Systemen ist diese Prozedur auch im Groß-
maßstab und für die klinische Anwendung möglich (Miltenyi Biotec). 
Nach der Stimulation von PBMC mit einem Antigen wird eine IFNγ-Sekretion induziert. Nach-
folgend wird ein IFNγ spezifischer Catchmatrix Reagens an die Zelloberfläche aller Leukozyten 
via CD45 geheftet. Das gebildete IFNγ bindet an das Catchmatrix Reagens. Dann werden diese 
IFNγ produzierenden Zellen mit IFNγ Enrichment Reagens, das an magnetische Microbeads 
gekoppelt ist und spezifisch an IFNγ bindet, magnetisch beladen und können über einer MACS-
Säule, die sich in einem magnetischen Feld des CliniMACS® Separators befindet, angereichert 
werden ( = immunmagnetische Zellseparation). Die markierten Zellen werden in der MACS-Säule 
zurückgehalten (T-Zell-Endprodukt), und diese ausgewählte Zellfraktion wird nach Entmagne-
tisierung herausgespült, während nicht magnetisch geladene Teilchen hindurch gelassen werden 
(sog. Restfraktion). Dann werden die Zellen mit einem PE-konjugierten IFNγ detection Antikörper 
zur durchflusszytometrischen Analyse gefärbt. 

a) IFNγ-Sekretions-Assay 

Zu den speziellen Reagenzien des Sekretions-Assays zählen ein IFNγ Catchmatrix Reagent (gegen 
humanes IFNγ gerichteter, monoklonaler Maus-IgG1-Antikörper, konjugiert mit einem Zellober-
flächen-spezifischen monoklonalen Maus-IgG2a-Antikörper) sowie ein IFNγ Enrichment Reagent 
(gegen humanes IFNγ gerichteter, monoklonaler Maus-IgG1-Antikörper, konjugiert mit MACS® 
paramagnetischen Mikrokügelchen). Beide Reagenzien sind im »Large Scale IFNγ Secretion 
Assay Enrichment Kit« (Miltenyi Biotec) enthalten. 

Alle Zentrifugationsschritte wurden in einer Kühlzentrifuge (+4°C) durchgeführt. Beutelsysteme 
wurden ohne Bremsvorgang zentrifugiert. 

Im Einzelnen :  

  · nach erfolgter Zählung Belassung der PBMC in 50 ml-Röhrchen oder Überführung in  
   600 ml-Transferbeutel 
  · erneutes Waschen, Entfernen des Überstandes und Einstellung auf ein Volumen von  
   10 ml mit Kulturmedium und 2 % AB-Serum 
  · Zusatz von 7,5 ml des IFNγ Catchmatrix Reagens, Zellen resuspendiert und für 5 min  
   auf Eis inkubiert 
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Sekretionsphase :  

  · Vorbereitung von 600 ml-Transferbeuteln oder 50 ml-Röhrchen mit entsprechenden  
   Volumina +37°C Kulturmediums mit 10 % AB-Serum 
  · Verdünnung der Zellsuspension auf die Ziel-Zelldichte von 1×106 / ml 
  · anschließend Inkubation im Brutschrank für 45 min unter kontinuierlicher langsamer  
   Rotation (max. 50 rpm) 
  · dann Beendigung des Prozesses durch Hinzufügen von +4°C PBS / EDTA-Puffer  
   mit 0,5 % AB-Serum und Lagerung für 10 min auf Eis 
  · im Anschluss Waschgang, Entfernung des Überstandes und Resuspension der Zellen  
   in kaltem PBS / EDTA-Puffer 
  · bei Bestehen mehrerer Reagensröhrchen oder -beutel Zusammenführung der Zellen  
   in ein Gefäß 
  · erneuter Waschgang, Einstellung der Zellsuspension auf 10 ml mit PBS / EDTA-Puffer  
   mit 0,5 % AB-Serum 
  · im folgenden Schritt Zusatz von 7,5 ml des IFNγ Enrichment Reagens, Resuspendieren  
   der Zellen und Inkubieren für 15 min auf Eis 
  · anschließend Auffüllen der Suspension mit +4°C Puffer und Waschgang 
  · vorsichtiges Entfernen des Überstandes und Aufnahme der Zellen in 100 ml +4°C 
   Puffer, Transfer der Zellsuspension in 150 ml-Transferbeutel 
  · erneute Zählung, Entnahme ausreichender Volumina der Zellsuspension für spätere  
   Analyse des unseparierten Ausgangspräparats und Kühllagerung 

b) Immunmagnetische Zellseparation 

  · Vorbereitung des CliniMACS Tubing Sets 
  · dazu wurde der Beutel mit der Zellsuspension mit einem PBS / EDTA-Puffer mit  
   0,5 % AB-Serum enthaltenden Beutel verbunden 
  · Anschluss ans Tubing Set 
  · Einfügen des Pre-Separation-Filters nach Befeuchten mit Puffer 
  · Einbau des Tubing Sets in das CliniMACS® Plus Instrument 
  · immunmagnetische Zellseparation mit einem Enrichment-Programm 
  · am Ende der immunmagnetischen Anreicherung :  Erhalt von einem Beutel mit dem  
   T-Zell-Endprodukt (Ziel-Zellpopulation) und einem Beutel mit der Restfraktion 
  · sofortige Lagerung dieser Proben auf Eis 
  · Zählung der Zellzahlen des T-Zell-Endprodukts mit Trypanblau in einer Neubauer- 
   Zählkammer (s. o.) und der Restfraktion mit dem Sysmex Cytometer 
  · Entnahme von Zellsuspensionen für die durchflusszytometrische Analyse
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c) Analyse mittels Durchflusszytometrie 

In Tab. 4 (s. S. 26) sind die Antikörper für die durchflusszytometrische Analyse gelistet. Der spe-
zielle anti IFNγ detection antibody ist ein monoklonaler Maus-IgG1-Antikörper. 

  · Arbeiten in Dunkelheit, alle Zentrifugationsschritte erfolgten bei +4°C und 1.200 rpm  
  · Anfertigung von Färbecocktails :  100 μl Gesamtvolumen je Probe in PBS / EDTA-Puffer  
   mit 0,5 % AB-Serum 
  · folgende Färbemischungen wurden hergestellt :  αIFNγ PE  
   (αIFNγ detection Anti körper), αCD3 FITC, αCD8 APC bzw. αIFNγ PE, αCD3 FITC,  
   αCD4 APC plus Beriglobin 
  · Waschgang aller entnommenen Proben (unsepariertes Ausgangspräparat,  
   T-Zell-Endprodukt und Restfraktion) 
  · Entfernen des Überstandes, sorgfältige Resuspension des Zellpellets im Färbecocktail  
   und zehnminütige Inkubation bei +4°C 
  · Beendigung der Prozedur durch Hinzufügen von 1 ml +4°C kalten Puffer, anschließend  
   Waschgang 
  · Aufnahme des Pellets in 500 μl +4°C PBS / EDTA-Puffer 
  · kurz vor der Durchflusszytometrie Zusatz von Propidiumiodid (Endkonzentration  
   von 0,5 μg / ml) 
  · Analyse mit dem FACSCalibur™ 

Vor der Messung wurden Einstellungen vorgenommen :  Erstellen von Masken, Setzen von Gates. 
Während der Messung wurden die Gates modifiziert und den Fluoreszenzen angepasst. 
Ziel war Aufnahme von 200.000 events in der Lymphozytenpopulation, dies gelang aufgrund der 
geringen Zellzahlen nicht für die Probe des T-Zell-Endprodukts. 

Die folgende Abb. 4 zeigt die Gatingstrategie. 
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Die Bearbeitung aller durchfl usszytometrisch erhobenen Daten erfolgte mit dem Programm 
FlowJo Software, Version 8.4.1 (Tree Star, USA). 

Abb. 4 :  Gatingstrategie zur Charakterisierung des AdV-spezifi schen T-Zell-Endprodukts. 
A. Auswahl der Lymphozytenpopulation (FSC / SSC), 
B. Ausschluss der toten Zellen (IFNγ PE / PI), 
C. Darstellung der AdV-reaktiven CD3+IFNγ+ T-Zellen (IFNγ PE / CD3 FITC)
oder 
D. Auswahl der CD3+ T-Zellen (CD3 FITC / SSC) und 
E. im letzten Schritt Darstellung der AdV-reaktiven CD4+IFNγ+ / CD4-IFNγ+ CD3+T-Zellen (IFNγ PE / CD4 APC)
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3.6 STATISTISCHE ANALYSE 

Mittels SPSS 18 und Excel (Microsoft Office) wurden statistische Analysen durchgeführt :  Berech-
nung des arithmetischen Mittelwerts, des Medians, Kolmogorov-Smirnov-Test, T-Test bei gepaar-
ten Stichproben sowie die Korrelationsanalyse nach Bravais-Pearson, und Abbildungen wurden 
erstellt. In Abb. 7 und 8 werden als Punkt Ausreißer, als Sternchen extreme Ausreißer dargestellt. 
Mittels GraphPad Prism, Version 5 (GraphPad Software für Mac OS X) wurden sowohl statistische 
Berechnungen (95 %-Konfidenzintervall, Median, Range) als auch die Erstellung von Graphiken, 
z.B. Box-Whisker-Plots mit der Darstellung von kleinstem und größtem Datenwert, unterem und 
oberem Quartil sowie Median durchgeführt.
Bei Nichtannahme einer Normalverteilung bzw. zu kleinem Stichprobenumfang erfolgte die 
Angabe von Median, Minimum und Maximum.
Bei allen Testverfahren wird eine Theorie überprüft, die man als Nullhypothese bezeichnet. Diese 
wird durch das Ergebnis des Tests bestätigt oder verworfen. Das Signifikanzniveau mit 5 % bzw. 
1 % festgelegt. Beim Vergleich von Messwerten von zwei oder mehr Stichproben kann eine Hypo-
these über die Differenz zwischen ihnen aufgestellt werden. Mithilfe des P-Werts (oder Wahr-
scheinlichkeitswert) wird dann ermittelt, mit welcher Wahrscheinlichkeit die Hypothese zutrifft 
bzw. irgendeine beobachtete Differenz der Messergebnisse zweier Stichproben / Gruppen zufällig 
auftritt (Harris, Taylor, Taylor, 2007). P ≤0,05 wird als (statistisch) signifikant und P ≤0,01 als hoch 
signifikant gewertet. Je kleiner der P-Wert ist, desto unwahrscheinlicher ist es, dass eine Differenz 
zufällig zustande kommt (Harris, Taylor, Taylor, 2007).
Der Kolmogorov-Smirnov-Test als nichtparametrischer Test ist ein Test zur Überprüfung der 
Hypothese, dass die Daten einer Normalverteilung entsprechen, und gibt eine Einschätzung, ob 
eine parametrische Statistik angewendet werden kann (Harris, Taylor, Taylor, 2007).
Der Mittelwertvergleich mittels T-Test bei gepaarten (unabhängigen) Stichproben wurde unter der 
Annahme der Normalverteilung durchgeführt. Dieser parametrische Test prüft, ob auftretende 
Unterschiede zwischen den Mittelwerten durch zufällige Schwankungen entstanden sind und ob 
sich ein Erwartungswert (Mittelwert) für alle Personen (eine normalverteilte Grundgesamtheit) 
generalisieren lässt (Guggenmoos-Holzmann, Wernecke, 1996).
Die Korrelationsanalyse nach Bravais-Pearson für metrisch skalierte Daten dient zur Prüfung auf 
einen (linearen) Zusammenhang zwischen Datenreihen, der Korrelationskoeffizient stellt das Maß 
für lineare Abhängigkeit dar (Sachs, Hedderich, 2006; Guggenmoos-Holzmann, Wernecke, 1996).

Bei Darstellung der humanen AdV-spezifischen T-Zell-Frequenzen wurde auf zwei Stellen hinter 
dem Komma gerundet. Die Berechnungen unter Kap. 4.1 erfolgten mit vier Nachkommastellen.
Zur Vereinfachung werden verkürzte AdV-Antigenbezeichnungen benutzt :  bei der Verwendung 
von »Hexonprotein« handelt es sich um AdV3 Hexonprotein A-D, »Hexon-PepMix« wird beim 
Einsatz von AdV3 Hexonprotein PepMix™ gebraucht.
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4  ERGEBNISSE 

Im ersten Teil der Arbeit (Kap. 4.1) wird die Quantifizierung AdV-spezifischer T-Zellen im Vollblut 
einer gesunden Population von 23 Probanden dargestellt. Neben dem Zytokinnachweis von IFNγ 
wird auch die Koexpression von Oberflächen-Aktivierungsmarkern (CD154, CD69) zur Charak-
terisierung dieser Zellen untersucht. Weiterhin werden Art des Antigens und Alter der Probanden 
hinsichtlich der Identifizierung und Quantifizierung AdV-reaktiver T-Zellen analysiert. 

Der zweite Teil (Kap. 4.2 und 4.3) zeigt die Ergebnisse der Optimierung technischer Standards 
für die Herstellung AdV-spezifischer T-Zell-Transplantate sowie der Charakterisierung des 
Endprodukts.

Die Quantifizierung AdV-spezifischer T-Zellen bei gesunden Probanden (potentiellen Spendern) 
sowie die Optimierung der Herstellung und Charakterisierung der resultierenden Endprodukte 
erlaubten schlussendlich die Einschätzung, wie realistisch die Gewinnung Virus-spezifischer 
T-Zellen aus möglichst wenig Ausgangsmaterial für den Routineeinsatz bei HSCT-Patienten sein 
mag. 

4.1 ADV-SPEZIFISCHE T-ZELLEN IM VOLLBLUT GESUNDER  
 PROBANDEN 

Vollblutproben von 23 Probanden im mittleren Alter von 30,8 ± 9,7 (Range :  18 – 52) Jahren wur-
den von Oktober 2005 bis Juli 2006 untersucht. Von den Spendern waren 15 weiblichen (65 %)  
und 8 (35 %) männlichen Geschlechts. 

Es erfolgte eine sechsstündige Stimulation mit Hexonprotein des Adenovirus Typ 3 (AdV3), einer 
Peptidmischung dieses Hexonproteins (PepMix), einer Positivkontrolle (SEB) und einer Negativ-
kontrolle. Die letzten vier Stunden war Brefeldin A hinzugefügt, so dass eine intrazelluläre Fär-
bung von fixierten Zellen durchgeführt wurde. Die folgenden Abbildungen zeigen beispielhaft die 
durchflusszytometrischen Analysen (siehe Methoden) bei je drei Probanden, die AdV-spezifische 
T-Tell-Frequenzen oberhalb der Nachweisgrenze (Abb. 5) bzw. unterhalb dieser Grenze (Abb. 6) 
aufweisen. 
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Abb. 5a :  Dargestellt sind drei repräsentative FACS-Analysen (Proband 11, 13 und 15) mit Angabe der Frequenzen ( %) 
der AdV-spezifi schen CD4+CD154+IFNγ+ T-Zellen nach Stimulation mit AdV3-Hexon-PepMix, AdV3-Hexonprotein, SEB 
als Positivkontrolle und ohne Antigen-Zusatz als Negativkontrolle. 
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Abb. 5b :  Dargestellt sind drei repräsentative FACS-Analysen (Proband 11, 13 und 15) mit Angabe der Frequenzen ( %) 
der AdV-spezifi schen CD8+CD69+IFNγ+ T-Zellen nach Stimulation mit AdV3-Hexon-PepMix, AdV3-Hexonprotein, SEB 
als Positivkontrolle und ohne Antigen-Zusatz als Negativkontrolle. 
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Abb. 6a :  Dargestellt sind drei repräsentative FACS-Analysen (Proband 10, 18 und 19) mit Angabe der Frequenzen ( %) 
der AdV-spezifi schen CD4+CD154+IFNγ+ T-Zellen nach Stimulation mit AdV3-Hexon-PepMix, AdV3-Hexonprotein, SEB 
als Positivkontrolle und ohne Antigen-Zusatz als Negativkontrolle. 
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Abb. 6b :  Dargestellt sind drei repräsentative FACS-Analysen (Proband 10, 18 und 19) mit Angabe der Frequenzen ( %) 
der AdV-spezifi schen CD8+CD69+IFNγ+ T-Zellen nach Stimulation mit AdV3-Hexon-PepMix, AdV3-Hexonprotein, SEB 
als Positivkontrolle und ohne Antigen-Zusatz als Negativkontrolle. 
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4.1.1 ADV-SPEZIFISCHE CD4+IFNγ+ UND CD8+IFNγ+ T-ZELLEN 

Im Vorausblick auf die Methode des IFNγ-Sekretions-Assays werden in diesem Abschnitt die 
AdV-spezifischen CD4+IFNγ+ (Tab. 7) sowie CD8+IFNγ+ (Tab. 8) T-Zellen betrachtet. Parallel zu 
den Ergebnissen der AdV-spezifischen T-Zellen werden die Negativ- (ohne Antigen) und Positiv-
kontrollen (mit SEB stimuliert) gezeigt. Die Kontrolle ohne Antigen gibt Auskunft über spontan, 
unspezifisch IFNγ+ produzierende Zellen. Es fand sich eine so genannte Hintergrundaktivität in 
den Negativkontrollen, deshalb wurden die Daten durch Abzug der Negativkontrolle von den AdV-
spezifischen T-Zell-Frequenzen korrigiert. 

Nr. ohne
Antigen

Hexon-PepMix
unkorr.

Hexon-PepMix
korr.

Hexonprotein
unkorr.

Hexonprotein
korr.

SEB

1 0,02 0,05 0,03 0,04 0,03 1,33

2 0,03 0,14 0,11 0,26 0,23 2,44

3 0,02 0,07 0,05 0,07 0,06 3,24

4 0,02 0,07 0,06 0,06 0,04 1,51

5 0,02 0,09 0,07 0,05 0,03 0,08

6 0,01 0,07 0,05 0,06 0,05 2,83

7 0,18 0,16 0 0,23 0,06 1,02

8 0,01 0,09 0,07 0,05 0,04 0,56

9 0 0,08 0,08 0,08 0,08 1,18

10 0,01 0,03 0,02 0,09 0,09 1,02

11 0,02 0,15 0,12 0,19 0,16 5,57

12 0,01 0,16 0,15 0,12 0,11 0,79

13 0,01 0,14 0,13 0,22 0,21 5,16

14 0 0,21 0,21 0,15 0,14 6,42

15 0,02 0,24 0,22 0,28 0,26 5,78

16 0,01 0,09 0,08 0,10 0,09 2,13

17 0,01 0,02 0,01 0,05 0,04 4,03

18 0,01 0,07 0,06 0,02 0,01 5,23

19 0 0,01 0 0,02 0,01 0,76

20 0 0,09 0,08 0,09 0,08 5,50

21 0 0,13 0,13 0,12 0,12 5,28

22 0,01 0,10 0,09 0,08 0,08 2,94

23 0,01 0,05 0,03 0,07 0,06 4,54

Median 0,01 0,09 0,07 0,08 0,08 2,83

Range 0 – 0,18 0,01 – 0,24 0 – 0,22 0,02 – 0,28 0,01 – 0,26 0,08 – 6,42

Tab. 7 :  AdV-spezifische CD4+IFNγ+ T-Zellen im peripheren Blut von 23 gesunden Probanden ( %) nach Stimulation 
mit AdV3-Hexon-Peptid-Mischung (PepMix), AdV3-Hexonprotein sowie SEB als Positivkontrolle und ohne Antigen als 
Negativkontrolle (unkorr. = unkorrigierte Daten, korr. = Abzug der Negativkontrolle). 
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Nr. ohne Antigen Hexon-PepMix unkorr. Hexon-PepMix korr. SEB

1 0,02 0,02 0 0,98

2 0,01 0,02 0,01 1,46

3 0,11 0,06 0 6,29

4 0,02 0,03 0,01 2,03

5 0,01 0,10 0,09 1,93

6 0,01 0,01 0 3,92

7 0,06 0,04 0 0,32

8 0,01 0,02 0,01 1,34

9 0 0,01 0 0,68

10 0 0,01 0,01 3,68

11 0,02 0,04 0,02 9,33

12 0,02 0,19 0,16 0,79

13 0,01 0,04 0,03 5,52

14 0 0,01 0,01 5,57

15 0,02 0,06 0,04 7,18

16 0,01 0,02 0 2,86

17 0,02 0,01 0 4,62

18 0,01 0,02 0,01 7,11

19 0 0,02 0,02 1,14

20 0,03 0,05 0,02 6,39

21 0,02 0,02 0 3,02

22 0,01 0,06 0,05 3,21

23 0,02 0,03 0,01 4,56

Median 0,01 0,02 0,01 3,21

Range 0 – 0,11 0,01 – 0,19 0 – 0,16 0,32 – 9,33

Tab. 8 :  AdV-spezifische CD8+IFNγ+ T-Zellen im peripheren Blut von 23 gesunden Probanden ( %) nach Stimulation 
mit AdV3-Hexon-Peptid-Mischung (PepMix) sowie SEB als Positivkontrolle und ohne Antigen als Negativkontrolle 
(unkorr. = unkorrigierte Daten, korr. = Abzug der Negativkontrolle). 
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Im Box-Whisker-Plot (Abb. 7) werden die korrigierten Ergebnisse der Frequenzen der AdV-spezi-
fi schen CD4+IFNγ+ und CD8+IFNγ+ T-Zellen graphisch dargestellt. 

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass im Vollblut gesunder Probanden nach sechsstündiger 
Stimulation mit einem AdV3-Antigen AdV-spezifi sche CD4+IFNγ+ und CD8+IFNγ+ T-Zellen nach-
gewiesen werden können. AdV-reaktive CD8+IFNγ+ T-Zellen fi nden sich in geringerer Zahl als 
CD4+IFNγ+ T-Zellen. Die Frequenzen liegen allerdings im Schnitt zwischen 1 : 10.000 bis 1 : 1.000. 

4.1.2 KOEXPRESSION VON AKTIVIERUNGSANTIGENEN AUF ADV-SPEZIFISCHEN 
 T-ZELLEN 

Dieser Abschnitt widmet sich der Fragestellung, wie sich der Nachweis von Aktivierungsantigenen 
(CD69 auf CD8+ und CD154 auf CD4+ T-Zellen) neben IFNγ+ auf die Quantität (und Qualität) der 
Population der AdV-spezifi schen T-Zellen auswirkt. 
In den folgenden zwei Tabellen werden die Ergebnisse der AdV-reaktiven CD154+IFNγ+ von CD4+ 

sowie CD69+IFNγ+ von CD8+ T-Zellen gemeinsam mit der Negativ- (ohne Antigen) und Positiv-
kontrolle (SEB) gezeigt. 

Abb. 7 :  AdV-spezifi sche T-Zellen 
( %) im peripheren Blut von 23 
gesunden Probanden. CD4+ Zellen 
nach Stimulation mit AdV3-Hexon-
Peptid-Mischung (PepMix) oder 
AdV3-Hexonprotein sowie CD8+ 
Zellen nach AdV3-Hexon-Peptid-
Mischung (PepMix). 
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Nr. ohne
Antigen

Hexon-Pep-
Mix unkorr.

Hexon-PepMix
korr.

Hexonprotein
unkorr.

Hexonprotein
korr.

SEB

1 0 0,02 0,02 0,01 0,01 0,94

2 0 0,02 0,02 0,01 0,01 2,10

3 0 0,03 0,03 0,03 0,03 2,51

4 0 0,04 0,04 0,04 0,04 1,22

5 0 0,01 0,01 0 0 0,05

6 0 0,01 0,01 0,01 0,01 1,56

7 0,06 0,06 0 0,09 0,03 0,63

8 0 0,04 0,04 0,03 0,03 0,35

9 0 0,05 0,05 0,06 0,06 1,03

10 0 0 0 0,02 0,02 0,79

11 0 0,12 0,12 0,15 0,15 5,17

12 0 0,12 0,11 0,09 0,09 0,64

13 0 0,09 0,09 0,16 0,16 2,94

14 0 0,15 0,15 0,13 0,13 5,20

15 0 0,22 0,22 0,23 0,23 5,04

16 0 0,07 0,07 0,07 0,07 2,00

17 0 0,01 0,01 0,01 0,01 3,08

18 0 0,01 0,01 0 0 3,13

19 0 0 0 0 0 0,55

20 0 0,07 0,07 0,06 0,06 4,27

21 0 0,08 0,08 0,07 0,07 3,58

22 0 0,08 0,08 0,06 0,06 2,34

23 0 0,04 0,04 0,03 0,03 3,39

Median 0 0,04 0,04 0,04 0,03 2,10

Range 0 – 0,06 0 – 0,22 0 – 0,22 0 – 0,23 0 – 0,23 0,05 – 5,20

Tab. 9 :  AdV-spezifische CD4+CD154+IFNγ+ T-Zellen im peripheren Blut von 23 gesunden Probanden ( %) 
nach Stimulation mit AdV3-Hexon-Peptid-Mischung (PepMix), AdV3-Hexonprotein sowie SEB als Positivkontrolle und 
ohne Antigen als Negativkontrolle (unkorr. = unkorrigierte Daten, korr. = Abzug der Negativkontrolle). 
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Nr. ohne Antigen Hexon-PepMix unkorr. Hexon-PepMix korr. SEB

9 0 0 0 0,65

10 0 0 0 3,15

11 0 0,02 0,02 9,09

12 0,02 0,16 0,14 0,68

13 0 0,03 0,02 4,50

14 0 0,01 0,01 5,11

15 0 0,03 0,03 6,83

16 0 0,01 0 2,54

17 0 0,01 0 3,90

18 0 0 0 5,80

19 0 0,01 0,01 0,97

20 0,02 0,03 0,01 6,07

21 0 0,01 0,01 2,41

22 0,01 0,02 0,01 2,72

23 0 0,01 0,01 3,81

Median 0 0,01 0,01 3,81

Range 0 – 0,02 0 – 0,16 0 – 0,14 0,65 – 9,09

Tab. 10 :  AdV-spezifische CD8+CD69+IFNγ+ T-Zellen im peripheren Blut von 15 gesunden Probanden ( %) nach 
Stimulation mit AdV3-Hexon-Peptid-Mischung (PepMix) sowie SEB als Positivkontrolle und ohne Antigen als 
Negativkontrolle (unkorr. = unkorrigierte Daten, korr. = Abzug der Negativkontrolle). 

Bei Charakterisierung AdV-spezifischer CD4+ oder CD8+ Zellen mittels Koexpression zweier 
Aktivierungsmarker ergaben sich etwas niedrigere Werte als bei alleinigem Nachweis der IFNγ-
Expression. Dabei ergab sich ebenfalls kein Unterschied zwischen den spezifischen CD4+ Zellen 
nach Stimulation mit AdV3-Hexon-Peptiden oder dem AdV3-Hexonprotein sowie wiederum etwas 
niedrigere Frequenzen von spezifischen CD8+ Zellen gegenüber den CD4+ Zellen. Auch dies ist in 
Abb. 8 graphisch dargestellt. Verglichen mit den Daten der AdV-spezifischen CD4+IFNγ+ und 
CD8+IFNγ+ T-Zellen fand sich in den Negativkontrollen mit Einsatz der Aktivierungsmarker keine 
oder selten Hintergrundaktivität durch unspezifisch aktivierte Zellen. Um die Resultate gleichartig 
wie unter 4.1.1 zu behandeln, wurden korrigierte Datensätze erstellt. 
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4.1.3 STATISTISCHER VERGLEICH DER STIMULATION MIT ADV3-HEXON-PEPMIX 
 VERSUS ADV3-HEXONPROTEIN 

a) AdV-spezifi sche CD4+IFNγ+ und CD8+IFNγ+ T-Zellen 

Nach deskriptiver Darstellung der Werte wurden die beiden für die Stimulation verwandten Anti-
gene (AdV3-Hexon-PepMix, AdV3-Hexonprotein) miteinander statistisch verglichen, und zwar 
zunächst hinsichtlich der IFNγ-Expression. Nach Prüfung auf Normalverteilung wurden die Mit-
telwerte der AdV-spezifi schen CD4+ Zellen mittels T-Test verglichen und gezeigt, dass sich bei 
Stimulation mit der gewählten Hexon-Peptid-Mischung gegenüber der Verwendung von Hexon-
protein kein Unterschied ergab (Tab. 11). Bestätigt wurde dies durch eine hoch signifi kante Korre-
lation zwischen den Hexon-PepMix- und Hexonprotein-spezifi schen CD4+IFNγ+ T-Zellen (Abb. 9). 

n = 23

Mittelwert -0,00841

T -0,915

Signifi kanz p (2-seitig) 0,370

Tab. 11 :  Vergleich AdV-spezifi scher CD4+IFNγ+ T-Zellen im peripheren Blut nach Stimulation mit AdV3-Hexon-Peptiden 
versus Hexonprotein mittels T-Test. 

Abb. 8 :  AdV-spezifi sche T-Zellen 
( %) im peripheren Blut von 23 bzw. 
15 gesunden Probanden. CD4+ 
Zellen nach Stimulation mit AdV3-
Hexon-Peptid-Mischung (PepMix) 
oder AdV3-Hexonprotein sowie 
CD8+ Zellen nach AdV3-Hexon-
Peptid-Mischung (PepMix). 
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Darüber hinaus wurde ebenfalls mittels T-Test verglichen, ob sich die IFNγ produzierenden CD4+ 
und CD8+ T-Zellen nach Stimulation mit AdV3-Hexon-Peptiden unterschieden. Dabei fanden 
sich signifi kant niedrigere CD8+ Zellen gegenüber den CD4+ Zellen (Tab. 12). Auch war keine 
eindeutige Korrelation zwischen diesen zwei T-Zell-Fraktionen gegeben (Korrelationskoeffi zient 
r = 0,353, Signifi kanz p (2-seitig) = 0,099). 

n = 23

Mittelwert 0,05913

T 4,966

Signifi kanz p (2-seitig) 0,009

Tab. 12 :  Vergleich AdV3-Hexon-PepMix-spezifi scher CD4+IFNγ+ und CD8+IFNγ+ T-Zellen im peripheren Blut 
mittels T-Test. 

b) AdV-spezifi sche CD4+CD154+IFNγ+ und CD8+CD69+IFNγ+ T-Zellen 

Dieselben Mittelwertvergleiche und Korrelationen wurden auch für die Koexpression zweier Akti-
vierungsmarker durchgeführt. Dabei ergab sich ein identisches Bild, mit vergleichbarer Stimu-
lierbarkeit von CD4+ Zellen durch Hexon-Peptide und Hexonprotein (Tab. 13), eine entsprechend 
signifi kante Korrelation zwischen den beiden Antigenen (Abb. 10) sowie signifi kant niedrigere, 
AdV-spezifi sche CD8+ versus CD4+ Zellen (Tab. 14), die auch bei der Korrelationsanalyse kei-
nen eindeutigen Zusammenhang aufwiesen [Korrelationskoeffi zient r = 0,348, Signifi kanz p 
(2-seitig) = 0,204]. 

Abb. 9 :  Korrelation der Hexon-
PepMix- und Hexonprotein-
spezifi schen CD4+IFNγ+ T-Zellen. 
Prozentuale Angabe der AdV-
spezifi schen T-Zellfrequenzen von 23 
Probanden. 
[r = Korrelationskoeffi zient nach 
Bravais-Pearson, p = Signifi kanz 
(2-seitig)] 
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n = 23

Mittelwert -0,000233

T -0,057

Signifi kanz p (2-seitig) 0,955

Tab. 13 :  Vergleich AdV-spezifi scher CD4+CD154+IFNγ+ T-Zellen im peripheren Blut nach Stimulation mit AdV3-Hexon-
Peptiden versus Hexonprotein mittels T-Test. 

n = 15

Mittelwert 0,054376

T 3,565

Signifi kanz p (2-seitig) 0,003

Tab. 14 :  Vergleich AdV3-Hexon-PepMix-spezifi scher CD4+CD154+IFNγ+ und CD8+CD69+IFNγ+ T-Zellen im peripheren 
Blut mittels T-Test. 

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass das AdV3-Hexonprotein wie auch die AdV3-
Hexon-Peptid-Mischung in gleicher Weise geeignet sind, spezifi sche CD4+ und CD8+ Zellen zu 
stimulieren. Dabei lassen sich bei gesunden Probanden im Mittel deutlich mehr spezifi sche CD4+ 
als CD8+ Zellen nachweisen. Individuell korrelieren die beiden Zellfraktionen aber nicht gut mit-
einander, sodass im Einzelfall durchaus mal die eine oder andere Population dominieren kann. 

Abb. 10 :  Korrelation der Hexon-
PepMix- und Hexonprotein-
spezifi schen CD4+CD154+IFNγ+ 
T-Zellen. 
Prozentuale Angabe der AdV-
spezifi schen T-Zellfrequenzen von 23 
Probanden.
[**Korrelation ist auf Niveau von
0,01 (2-seitig) signifi kant]
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4.1.4 ADV-SPEZIFISCHE T-ZELLANTWORT IN ABHÄNGIGKEIT VOM ALTER 

Die Altersspanne der getesteten Personen lag zwischen 18 und 52 Jahren. In dieser Altersspanne 
wurde geprüft, ob das Alter einen Einfl uss auf die Höhe der humanen AdV-spezifi schen T-Zellen 
hat. Es wurde die Korrelationsanalyse nach Bravais-Pearson durchgeführt. 

a) AdV-spezifi sche CD4+IFNγ+ und CD8+IFNγ+ T-Zellen 

Die folgenden Abbildungen 11 und 12 zeigen in der Tat auf niedrigem Signifi kanzniveau, dass 
die AdV-spezifi schen CD4+ Zellen mit zunehmendem Alter eine abnehmende Tendenz haben. 
Dies war unabhängig davon, ob mit AdV3-Hexon-Peptiden (Abb. 11) oder AdV3-Hexonprotein 
(Abb. 12) stimuliert wurde. Bei den AdV-spezifi schen CD8+ Zellen (ohne Abbildung) bestand 
keine Altersabhängigkeit (r = -0,091, Signifi kanz p (2-seitig) = 0,680). 

Abb. 11 :  Korrelation von Alter der Probanden in Jahren (n = 23) und Prozent der AdV-spezifi schen CD4+IFNγ+ Zellen 
im peripheren Blut nach Stimulation mit AdV3-Hexon-PepMix. [r = Korrelationskoeffi zient nach Bravais-Pearson, 
p = Signifi kanz (2-seitig)]
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b) AdV-spezifi sche CD4+CD154+IFNγ+ und CD8+CD69+IFNγ+ T-Zellen 

Macht man die gleiche Analyse mit T-Zellen, die zwei Aktivierungsmarker koexprimieren, ergibt 
sich dieser Alterstrend lediglich noch für CD4+ Zellen nach Stimulation mit AdV3-Hexonprotein 
(Abb. 13). 

Abb. 12 :  Korrelation von Alter der Probanden in Jahren (n = 23) und Prozent der AdV-spezifi schen CD4+IFNγ+ Zellen im 
peripheren Blut nach Stimulation mit AdV3-Hexonprotein 

Abb. 13 :  Korrelation von Alter der Probanden in Jahren (n = 23) und Prozent der AdV-spezifi schen CD4+CD154+IFNγ+ 
Zellen im peripheren Blut nach Stimulation mit AdV3-Hexonprotein 
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4.2 STANDARDISIERUNG DES HERSTELLUNGSPROZESSES 
 ZUR GENERIERUNG HUMANER ADV-SPEZIFISCHER 
 T-ZELL-TRANSPLANTATE 

Aus Vollblut von sechs verschiedenen Probanden (weiblich :  n = 3 und männlich :  n = 3, Alters-
range :  25 – 42 Jahre) wurde im Zeitraum Juni 2006 bis Mai 2007 eine Standardisierung des Her-
stellungsprozesses zur Generierung eines humanen AdV-spezifi schen T-Zell-Produkts mittels 
IFNγ-Sekretions-Assay (Abb. 14) durchgeführt. Ein Proband spendete zweimal Blut, so dass ins-
gesamt sieben Versuche dargestellt werden. 

Der Herstellungsprozess sollte folgende Voraussetzungen berücksichtigen :  
  · Der Prozess musste im Rahmen einer allogenen Stammzelltransplantation realisierbar 
   und der zusätzliche Blutbedarf für den Spender zumutbar sein. 
  · Die Herstellung musste hinsichtlich der Methodik und eingesetzten Reagenzien GMP-
   konform und AMG-gerecht sein.

Wie unter »Material und Methoden« ausführlich dargestellt, bestand der Herstellungsprozess aus 
den in Abb. 14 dargestellten vier Schritten, die im Folgenden im Rahmen von sieben Validierungs-
läufen analysiert und versuchsweise optimiert wurden. 

4.2.1 ISOLIERUNG VON MONONUKLEÄREN ZELLEN DES PERIPHEREN BLUTES 

Als Ausgangsmaterial diente Vollblut mit einem medianen Volumen von 109 ml (Range :  
96 – 120 ml, n = 7). Im Vollblut belief sich die Zahl der Leukozyten im Median auf 6.090 / μl 
(95 %-KI :  4.055 / μl – 10.179 / μl). Nach Dichtegradienten-Zentrifugation mittels Ficoll ergab sich 
eine absolute mediane PBMC-Zahl von 98×106 (95 %-KI :  68 – 182×106) und somit eine Reco-
very der mononukleären Zellen im Vergeich zu den initialen Leukozyten von 16,6 % (95 %-KI :  
10,5 – 25,5 %). 

Abb. 14 :  Herstellungsprozess zur Generierung AdV-spezifi scher T-Zell-Produkte.

PBMC-
Isolierung

Stimulation
IFNγ

Sekretions-
assay

Separation
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4.2.2 STIMULATION MIT ADV3-HEXON-PEPMIX 

Ein wesentlicher und zeitintensiver Herstellungsschritt war die Generierung aktivierter, IFNγ pro-
duzierender T-Zellen durch Stimulation mit AdV3-Hexon-PepMix, nachdem zuvor gezeigt werden 
konnte, dass dieses Stimulans äquivalent zum Hexonprotein war. Beantwortet werden sollte, wie 
hoch der unspezifische Zellverlust in dieser Herstellungsphase als auch die Spezifität der gewon-
nenen T-Zellen waren. 

Von den 98×106 PBMC (siehe oben) gingen nach Abzug der Zwischenkontrollen 90×106 (95 %-KI :  
59 – 169×106, n = 7) in die Stimulationsphase. Danach wurden im Median 77×106 PBMC (95 %-KI :  
57 – 153×106) rückgewonnen. Das entsprach einer Recovery von 96 % (95 %-KI :  85 – 99 %). 

Bei den sieben Validierungsläufen zur Herstellung AdV-spezifischer T-Zell-Transplantate lag der 
prozentuale Anteil von Virus-spezifischen CD4+ und CD8+ Zellen in der initialen, mononukle-
ären Zellfraktion in dem anhand der Vorversuche getesteten Bereich. In der Abb. 15 sind die 
durchflusszytometrischen Analysen mit den jeweiligen Positiv- und Negativ-Kontrollen gezeigt. 
Durch die FACS-Analyse eingeschlossen wurden viable CD3+CD4+IFNγ+ oder CD3+CD8+IFNγ+ 

Zellen, wobei angenommen werden kann, dass die CD3+CD4-IFNγ+ Zellen den CD8+ Zellen und 
die CD3+CD8-IFNγ+ Zellen den CD4+ Zellen entsprechen. Danach lag der Anteil AdV3-Hexon-
PepMix-spezifischer CD4+ T-Zellen im Median bei 0,14 % (Range :  0,02 – 0,24 %) und der CD8+ 
T-Zellen bei 0,03 % (Range :  0 – 0,18 %). Die Negativ-Kontrolle lag bei den CD4+ T-Zellen im 
Median bei 0,01 % (Range :  0,01 – 0,04 %) und bei den CD8+ T-Zellen ebenso bei 0,01 % (Range :  
0 – 0,02 %), die Positiv-Kontrolle lag bei den CD4+ T-Zellen bei 0,52 % (Range :  0,28 – 1,66 %) und 
bei den CD8+ T-Zellen bei 0,6 % (Range :  0,11 – 1,38 %). 
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Abb. 15 :  Durchfl usszytometrische Analysen der initialen, mononukleären Zellfraktion. Prozentuale Angabe der 
CD4+IFNγ+ bzw. CD8+IFNγ+ T-Zellen (A) nach Stimulation mit AdV3-Hexon-Peptiden, (B) Negativ-Kontrolle 
(ohne Antigen-Stimulation) und Positiv-Kontrolle (nach SEB-Stimulation). 
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4.2.3 IMMUNMAGNETISCHE ZELLSEPARATION MITTELS IFNγ-SEKRETIONS-
ASSAY 

a) IFNγ-Sekretions-Assay 

Nach AdV3-Peptid-Stimulation umfassen die weiteren, unter Kap. 3.5.3 (Material und Methoden) 
beschriebenen Schritte die Sekretionsphase von IFNγ, die Markierung der IFNγ-positiven T-Zel-
len mit den entsprechenden monoklonalen Antikörpern und die Vorbereitung der konsekutiven, 
immunmagnetischen Sortierung dieser so markierten Zellen, inklusive zahlreicher Waschschritte 
und Einstellungen auf defi nierte Zellkonzentrationen. In den sieben Validierungsversuchen wur-
den zwei in einem geschlossenen 600 ml Plastikbeutel-System und fünf in offenen 50 ml Plastik-
Röhrchen durchgeführt und dabei die unspezifi schen Zellverluste verglichen. Bei der Verwendung 
der Beutel betrug die mediane Recovery lediglich 34 % (Range :  25 – 43 %), bei den Röhrchen 82 % 
(Range :  54 – 100 %). Damit erwies sich trotz kleiner Fallzahl das Röhrchen-Verfahren als tenden-
ziell überlegen (siehe auch Abb. 16). 

b) Immunmagnetische Zellseparation 

Als nächster Schritt wurde vor immunmagnetischer Sortierung der markierten Zellen mittels 
Clini MACS-Säule der Firma Miltenyi geprüft, ob die sonst übliche Entfernung von Zellaggregaten 
mittels Vorfi lter sinnvoll erscheint. Mit Vorfi lter ergab sich in drei Versuchen aber lediglich eine 
mediane Recovery der PBMC von 20 % (Range :  12 – 87 %), in vier Versuchen ohne Vorfi ltrierung 
eine Recovery von 77 % (Range :  74 – 84 %). Wie auch aus Abb. 17 ersichtlich, sollte also eher auf 
eine Vorfi ltrierung verzichtet werden.

Abb. 16 :  Recovery ( %) der mit 
AdV3-Hexon-Peptiden stimulierten 
PBMC nach IFNγ-Sekretion, 
Antikörper-Markierung, zahlreichen 
Waschschritten und defi nierten 
Zell-Resuspendierungen entweder 
in 600 ml Plastik-Beuteln (n = 2, 
Versuche 1 – 2) oder 50 ml Plastik-
Röhrchen (n = 5, Versuche 3 – 7). 
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Für alle Versuche zusammen lagen die absoluten Werte der kernhaltigen Zellen vor immunma-
gnetischer Sortierung im Median bei 77×106 (Range :  15 – 170×106). Nach Sortierung lagen die 
beiden Fraktionen der positiv und negativ selektionierten Zellen zusammen im Median bei 61×106 
(Range :  4 – 126×106), mithin lag der unspezifi sche Zellverlust bei ca. 16×106 bzw. 21 %. 

Die positive Endfraktion aller sieben Versuche lag im Median bei absoluten Werten von 88×103, 
mit einer großen Schwankung zwischen 2 – 640×103 und tendenziell konsistenteren Werten bei 
Passagierung der Zellen in Röhrchen statt Beuteln und Weglassen der Vorfi ltrierung (s. Abb. 17). 

4.3 EVALUIERUNG DES OPTIMIERTEN HUMANEN ADV-SPEZIFISCHEN 
 T-ZELL-TRANSPLANTATS 

Unter Weglassen der unbefriedigenden Versuche mit Beutel-Herstellung und Vorfi ltrierung blieben 
vier Validierungsläufe mit optimierter Herstellung, die herangezogen wurden, um die Recovery 
bzw. den unspezifi schen Zellverlust über den gesamten Herstellungsverlauf eines Ausgangs-Blut-
volumens von 100 ml abzuschätzen und das resultierende T-Zell-Endprodukt zu charakterisieren. 

Abb. 17 :  Recovery ( %) der mit 
AdV3-Hexon-Peptiden stimulierten 
PBMC nach immunmagnetischer 
Sortierung der IFNγ-positiven 
Zellen mittels CliniMACS mit 
Vorfi ltrierung (n = 3, Versuche 1 – 3) 
oder ohne Vorfi ltrierung (n = 4, 
Versuche 4 – 7). 
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4.3.1 QUANTIFIZIERUNG DES UNSPEZIFISCHEN ZELLVERLUSTS 

Bei den vier optimalen Zellprozessierungen mit einem medianen Ausgangsvolumen von 110 ml 
Vollblut (Range :  100 – 120 ml) lag die initiale Zellzahl bei 643×106 (Range :  488  – 790×106). Der 
weitere Verlauf nach Dichtegradient-Zentrifugation, AdV3-Hexon-Peptid-Stimulation, IFNγ-
Sekretion und immunmagnetischer Zellsortierung ist in Abb. 18 dargestellt. Danach zeigt sich, 
dass nach Anreicherung der mononukleären Zellen mittels Ficoll noch ca. 18 % der Zellen vorhan-
den waren. Der weitere unspezifi sche Zellverlust betrug ca. 32 %, die Recovery mithin im Median 
68 % (Range :  53  –  77 %). Bei den beiden, nach immunmagnetischer Sortierung resultierenden, 
Endfraktionen entfi elen auf die gewünschte AdV-spezifi sche T-Zell-Fraktion 248×103 (Range :  
88  –  640×103) Zellen, der große Rest auf die nicht markierten, unspezifi schen Zellen. 

Abb. 18 :  Absolute Zellzahlen 
(×106) im Rahmen der 
Prozessierung von der initialen, 
mononukleären Zellfraktion nach 
Dichtegradient-Zentrifugation 
(Ficoll) bis zu den beiden positiv 
und negativ selektionierten 
Endfraktionen. Median mit Range 
angezeigt. 
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4.3.2 CHARAKTERISIERUNG DES T-ZELL-ENDPRODUKTS

Die vier optimierten Validierungsläufe wurden herangezogen, um das Endprodukt weiter zu 
charakterisieren. Abb. 19 zeigt anhand der beispielhaften FACS-Analyse eines Herstellungslaufs 
die Anreicherung der AdV-spezifi schen CD3+ bzw. CD4+ T-Zellen von initial unter 1 % auf eine 
Größenordung von 60  –  70 %. 

Abb. 19 :  FACS-Analyse eines repräsentativen Probanden mit prozentualer Angabe der AdV-spezifi schen 
CD3+IFNγ+Zellen (Spalte 1) bzw. CD3+CD4+IFNγ+ Zellen (Spalte 2) im Ausgangspräparat (Zeile 1) und im positiv-
selektionierten Endprodukt (Zeile 2). Zeile 3 zeigt die Kontrolle des negativen Abfall-Produkts. 
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In Tab. 15 sind alle vier optimierten Einzelläufe zusammengestellt, mit prozentualer Angabe der 
Viabilität und Zusammensetzung des Endprodukts. Alle Prozessierungen ergaben eine vergleich-
bare Anreicherung der T-Zellen wie in dem Einzelbeispiel. Auch zeigte sich im Endprodukt das 
Überwiegen von CD4+ gegenüber CD8+ T-Zellen. 

Nr. viable Lymphozyten CD3+ CD3+CD4+ CD3+CD8+

1 97 68 75 25

2 98 74 60 40

3 96 67 74 26

4 79 77 89 11

Range 79  –  98 67  –  77 60  –  89 11 – 40

Median 97 71 74 26

Tab. 15 :  Prozentuale Verteilung der Zellpopulationen im T-Zell-Endprodukt. 

Aus diesen prozentualen Angaben errechnen sich die in Tab. 16 aufgeführten absoluten Zellzah-
len der T-Zellen bzw. Subfraktionen. Dabei wird deutlich, dass diese durchaus von Proband zu 
Proband um etwa den Faktor 10 schwanken können und dass sich aus 100 ml Vollblut mit dieser 
Methode T-Zellen in der Größenordnung von 104 – 105 anreichern lassen. 

Nr. viable Lymphozyten CD3+ CD3+CD4+ CD3+CD8+

1 177 120 90 30

2 445 331 199 132

3 56 38 28 10

4 23 18 16 1,9

Range 23 – 445 18 – 331 16 – 199 1,9 – 132

Median 117 79 59 20

Tab. 16 :  Absolute Zellzahlen (×103) der Zellpopulationen im T-Zell-Endprodukt. 

4.3.3 ADV-SPEZIFITÄT DER T-ZELLEN IM ENDPRODUKT  
 VERSUS AUSGANGSPRÄPARAT 

Während die vorangegangenen Tabellen zeigen, dass das mittels AdV3-Hexon-Peptid-Stimulation 
und immunmagnetischer Sortierung der IFNγ-sezernierenden Zellen gewonnene Endprodukt ein 
überwiegendes CD4+ T-Zell-Produkt ist, wurden die so gewonnenen Zellen hinsichtlich ihrer AdV-
Spezifität und entsprechenden IFNγ-Sekretion analysiert. Die Ergebnisse finden sich in Tab. 17 
und zeigen, dass im Median wenigstens die Hälfte der Zellen im T-Zell-Endprodukt in der Tat 
Virus-reaktiv und diese im Vergleich zum Ausgangsmaterial erfreulich angereichert sind. 
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Nr. AdV-reaktive CD3+IFNγ+ AdV-reaktive CD4+IFNγ+ AdV-reaktive CD8+IFNγ+

unsepariertes 
Ausgangs-
präparat

T-Zell-
Endprodukt

unsepariertes 
Ausgangs-
präparat

T-Zell-
Endprodukt

unsepariertes 
Ausgangs-
präparat

T-Zell-Endpro-
dukt

1 0,42 95 0,24 72 0,18 23

2 0,15 25 0,09 16 0,06 9,2

3 0,18 49 0,14 43 0,04 6,3

4 0,03 49 0,02 47 0,01 2,1

Range 0,03 – 0,42 25 – 95 0,02 – 0,24 16 – 72 0,01 – 0,18 2,1 – 23

Median 0,17 49 0,12 45 0,05 7,8

Tab. 17 :  Prozent der AdV-reaktiven T-Zellen und Subfraktionen im T-Zell-Transplantat nach Stimulation mit AdV3-
Hexon-Peptiden im Vergleich zum Ausgangsmaterial. 

Aus den relativen Größen der Virus-reaktiven Zellen im Ausgangsmaterial und Endprodukt wur-
den die absoluten Zahlen errechnet. Tab. 18 zeigt, dass sich etwa ein Drittel der initialen Virus-
spezifischen T-Zellen bzw. T-Zell-Subfraktionen im Endprodukt wiederfinden lassen und der Rest 
im Herstellungsprozess verloren geht.

Nr. AdV-reaktive CD3+IFNγ+ AdV-reaktive CD4+IFNγ+ AdV-reaktive CD8+IFNγ+

unsepariertes 
Ausgangs-
präparat

T-Zell-
Endprodukt

unsepariertes 
Ausgangs-
präparat

T-Zell-End-
produkt

unsepariertes 
Ausgangs-
präparat

T-Zell-Endpro-
dukt

1 230 115 130 87 100 27

2 180 84 110 54 70 30

3 98 19 78 16 20 2,4

4 12 8,6 8 8 4 0,37

Range 12 – 230 8,6 – 115 8 – 130 8 – 87 4 – 100 0,37 – 30

Median 139 51 94 35 45 15

Tab. 18 :  Absolute Zellzahlen (×103) der AdV-reaktiven T-Zellen und Subfraktionen im T-Zell-Transplantat nach 
Stimulation mit AdV3-Hexon-Peptiden im Vergleich zum Ausgangsmaterial. 

Zusammenfassend kann man also festhalten, dass sich bei dem bewusst niedrig gehaltenen Aus-
gangs-Blutvolumen von 100 ml Virus-reaktive T-Zellen in der Größenordnung von 104 – 105 nach-
weisen und sich mittels AdV-Hexon-Peptid-Stimulation und immunmagnetischer Sortierung der 
IFNγ-produzierenden Zellen gut anreichern lassen. Allerdings ist trotz diverser Optimierungen ein 
unspezifischer Zellverlust einzukalkulieren. Das Endprodukt ist ein überwiegendes CD4+ T-Zell-
Produkt, wobei mit interpersonellen Schwankungen wenige Nicht-T-Zellen als auch in wechseln-
der Größenordung Nicht-AdV3-reaktive-T-Zellen im Endprodukt verbleiben. 



625 DISKUSSION

5 DISKUSSION

Komplikationen durch humane Adenoviren sind besonders bei Kindern nach allogener hämato-
poetischer Stammzelltransplantation mit hoher Morbidität und Mortalität vergesellschaftet. Ein 
erhöhtes Risiko für humane AdV-Erkrankungen korreliert mit dem Mangel an T-Zell-Immunität. 
Virus-spezifische T-Zellen tragen zur Klärung von AdV-assoziierten Komplikationen bei. Die 
adoptive Immuntherapie mit humanen AdV-spezifischen T-Zellen stellt demzufolge eine Möglich-
keit zur Bewältigung oder Prävention von Komplikationen durch Adenoviren dar. 

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde eine Quantifizierung von AdV-spezifischen T-Zellen im Voll-
blut gesunder Probanden durchgeführt. Insbesondere sollte herausgearbeitet werden, welches das 
geeignetere Stimulans – AdV3 Hexonprotein oder AdV3 Hexon-PepMix – ist und ob Unterschiede 
bezüglich der AdV-Reaktivität von CD4+ und CD8+ T-Zellen und andere Einflussfaktoren, z.B. 
Alter des Probanden, existieren. Weiterhin wurde untersucht, wie zuverlässig sich andere Aktivie-
rungsantigene wie CD154 oder CD69 neben IFNγ identifizieren lassen. 
Der zweite Teil der Arbeit befasste sich mit einer Standardisierung des Herstellungsprozesses zur 
Generierung eines humanen AdV-spezifischen T-Zell-Produkts mittels IFNγ-Sekretions-Assays 
sowie einer Evaluierung dieses Produkts und des Prozesses. Insbesondere sollten Viabilität, Phäno-
typ und AdV-Reaktivität der T-Zellen herausgearbeitet werden. 

5.1 ADV-SPEZIFISCHE T-ZELLEN IM VOLLBLUT GESUNDER  
 PROBANDEN 

Zur Identifizierung und Quantifizierung humaner AdV-spezifischer T-Zellen wurde eine Vollblut-
Stimulation benutzt, dabei konnten nach sechsstündiger Stimulation mit AdV3-Antigenen von 
T-Zellen reaktiv gebildete Zytokine und / oder Oberflächen-Aktivierungsantigene nachgewiesen 
und quantifiziert werden. 

a) AdV-spezifische CD4+IFNγ+ und CD8+IFNγ+ T-Zellen
 
Innerhalb der Lymphozytenpopulation konnten im Vollblut AdV-reaktive CD4+IFNγ+ T-Zellen 
identifiziert werden. Im Median wurden 0,07 % (Range :  0 – 0,22 %) AdV3-Hexon-PepMix- und 
0,08 % (Range :  0,01 – 0,26 %) -Hexonprotein-spezifische CD4+IFNγ+ T-Zellen nachgewiesen. Die 
Quantität dieser Zellpopulation ist ohne akute Erkrankung erwartungsgemäß klein. Innerhalb 
der Lymphozytenpopulation waren im Median 0,01 % (Range :  0 – 0,16 %) AdV3-Hexon-PepMix-
spezifische CD8+IFNγ+ T-Zellen vertreten. Dass die Hauptimmunantwort durch CD4+ T-Zellen 
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vermittelt wird, korreliert mit Daten anderer Arbeitsgruppen (Olive et al., 2001; Olive et al., 2002; 
Sester et al., 2002; Heemskerk et al., 2003; Feuchtinger et al., 2005; Veldrop-Duits et al., 2006; 
Onion et al., 2007; Calcedo et al., 2009; Hutnick et al., 2010). Jedoch benutzten einige Gruppen 
Verfahren wie IFNγ ELISPOT-Assay oder ELISA, so dass ein direkter Vergleich der Frequenzen 
oftmals nicht möglich ist. 
Mittels IFNγ-Sekretions-Assay untersuchten Feuchtinger et al. (2005) AdV-spezifische, IFNγ 
freisetzende CD3+ T-Zellen bei gesunden Probanden. Im Mittel zeigten 0,38 % der vitalen CD3+ 
T-Zellen eine IFNγ+ Sekretion nach 16-stündiger PBMC-Stimulation mit AdV-Lysat. Dies ist ein 
deutlich höheres Resultat als die in dieser Arbeit aufgeführten Ergebnisse. Vermutlich sind die 
Gründe dafür in der Stimulationsdauer oder im Stimulans zu finden. Bei längerer Stimulations-
dauer muss auch eine Proliferation der aktivierten Zellen in Betracht gezogen werden (Godoy-
Ramirez et al., 2004).
Nach wiederum zwölfstündiger PBMC-Stimulation mit AdV5-Hexonprotein wiesen Onion et al. 
(2007) im Mittel 0,09 % AdV5-spezifische CD3+CD4+IFNγ+ T-Zellen nach. Keine Aussage wurde 
zu CD8+ T-Zellen gemacht. Trotz der Verwendung von PBMC und längerer Stimulationsdauer 
unterscheiden sich diese Ergebnisse nicht wesentlich von den in dieser Arbeit erhobenen Daten. Im 
Rückschluss reicht die kurze Stimulationsdauer von sechs Stunden aus, um AdV-reaktive Zellen 
zu identifizieren. Auch die Vollblutverwendung zeigt, dass die Antigenpräsentation funktioniert 
und Memory-T-Zellen reagieren. 
Im Rahmen von Studien zu AdV-Vektoren und auf AdV-basierende Vakzine wiesen Hutnick et 
al. (2010) AdV5-spezifische CD4+IFNγ+ und auch in geringerer Zahl CD8+IFNγ+ T-Zellen nach 
PBMC-Stimulation nach. Interessanterweise waren die AdV-spezifischen CD4+ T-Zellen vornehm-
lich monofunktional, produzierten IL-2, IFNγ und TNFα und exprimierten die Memorymarker 
CD27 und CD45RO. Im Gegensatz dazu waren die AdV-spezifischen CD8+ T-Zellen eher poly-
funktional, exprimierten Effektor-ähnliche Kombinationen aus IFNγ, MIP1α und Perforin, und 
generell fehlte die Expression von CD27 und CD45RO. Es zeigte sich also ein naiver Phänotyp. 
Möglicherweise bedeutet dies, dass die CD8+ T-Zellen erst durch Antigenkontakt aktiviert wer-
den und nicht vom Memorytyp sind. Dies wäre eine Erklärung für die niedrigen AdV-reaktiven 
CD8+(CD69+)IFNγ+ T-Zellfrequenzen. Nach einer AdV-Infektion verbleibt womöglich ein Pool 
aus CD4+ Memory-T-Zellen, die CD8+ Population übt ihre Effektorfunktionen aus und mit Bewäl-
tigung der akuten Infektion versterben diese Zellen. Fraglich ist, ob die Antigenpräsentation über 
MHC-Klasse-I-Rezeptoren ungenügend ist, so dass AdV-spezifische CD8+ T-Zellen in geringerer 
Zahl vorliegen bzw. nur in der Akutphase notwendig sind. 
Calcedo et al. (2009) identifizierten nach sechsstündiger PBMC-Stimulation AdV5-spezifische 
CD4+IFNγ+ T-Zellen in mittlerer Höhe von 0,15 %, auch bei diesen handelte es sich vornehmlich 
um zentrale Memory-T-Zellen. AdV-spezifische CD8+IFNγ+ T-Zellen konnten in geringerer Zahl 
nachgewiesen werden. 
Die relativ hohe Hintergrundaktivität in den Negativkontrollen ohne Antigen in der vorliegenden 
Arbeit ist als ungünstig anzusehen, da es sich um unspezifisch aktivierte Zellen handelt. Diese Zel-
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len würden auch bei einem IFNγ-Sekretions-Assay angereichert werden und die Spezifität bliebe 
unklar. Die Hintergrundaktivität im Sinne einer IFNγ Freisetzung bewegte sich in der Negativkon-
trolle in der CD4+ Lymphozytenpopulation zwischen 0 und 0,18 % und in der CD8+ Zellpopulation 
zwischen 0 und 0,11 %. 

b) Koexpression von Aktivierungsantigenen auf AdV-spezifischen T-Zellen

Nach sechsstündiger Stimulation mit einem AdV3-Antigen wurden AdV-spezifische 
CD4+CD154+IFNγ+ sowie CD8+CD69+IFNγ+ T-Zellen innerhalb der Lymphozytenpopula-
tion im Vollblut identifiziert. Die Frequenzen der AdV-spezifischen Immunantwort sind etwas 
niedriger als der Prozentsatz aller IFNγ produzierenden Zellen. Im Median wurden 0,04 % 
(Range :  0 – 0,22 %) AdV3-Hexon-PepMix- und 0,03 % (Range :  0 – 0,23 %) -Hexonprotein-
spezifische CD4+CD154+IFNγ+ sowie 0,01 % (Range :  0 – 0,14 %) AdV3-Hexon-PepMix-reaktive 
CD8+CD69+IFNγ+ T-Zellen nachgewiesen. Positiv anzumerken ist, dass sich die Hintergrundak-
tivität in der Negativkontrolle ohne Antigen durch Einsatz der Oberflächen-Aktivierungsantigene 
CD154 und CD69 reduzierte. Die CD154+IFNγ+ Expression betrug in der CD4+ Lymphozytenpo-
pulation 0 – 0,06 % und die CD69+IFNγ+ Expression zeigte in der CD8+ Population einen Range 
von 0 – 0,02 % ohne Antigenzusatz. Durch Einsatz von Oberflächen-Aktivierungsantigenen, wie 
CD154 oder CD69, könnte demzufolge ein Gewinn in der Qualität der AdV-Reaktivität zu ver-
zeichnen sein, da sich der Anteil unspezifisch aktivierter Zellen reduzieren ließe. 
Eine methodisch ähnliche Arbeit existiert von Sester et al. (2002) :  sie untersuchten AdV-spezifi-
sche CD4+CD69+IFNγ+ und CD8+CD69+IFNγ+ T-Zellen im Vollblut von gesunden Probanden. Es 
wurden höhere Maximalfrequenzen (Range :  ≤0,05 – 0,62 %) identifiziert und erst ab einer Fre-
quenz von 0,05 % wurde eine AdV-spezifische Reaktion definiert. Verglichen mit dieser Arbeit 
zeigt sich eine Diskrepanz zur Höhe der Frequenzen, wobei sich die Frage stellt, ob die Antigen-
wahl -Volllysat eines nicht benannten Serotypen / Spezies-, das große Kollektiv von n = 171 sowie 
der Einsatz des Oberflächenantigens CD69 auf CD4+ T-Zellen eine Rolle spielen. AdV-spezifische 
CD8+CD69+IFNγ+ T-Zellen konnten nicht nachgewiesen werden. 
AdV3-spezifische CD4+CD154+IFNγ+ T-Zellen wurden auch von Meier et al. (2008) untersucht. 
Nach einer sechsstündigen Vollblutstimulation mit AdV3-Hexonprotein oder -PepMix wurden 
im Median 0,08 % AdV-spezifische CD4+CD154+IFNγ+ T-Zellen reaktiviert, d. h. doppelt so viele 
wie in der vorliegenden Arbeit. Wahrscheinlich ist hierbei die Positivselektion der Probanden von 
Bedeutung. 
Abweichungen zu anderen Studien sind vorhanden und können auf methodische Unterschiede 
zurückzuführen sein. In der vorliegenden Arbeit wurde eine Charakterisierung der AdV-spezifi-
schen Zellen ohne CD3-Oberflächenmarker vorgenommen. Da die Antigene CD4 und CD8 fast 
ausschließlich auf CD3+ T-Zellen vorkommen, wurde auf diesen Marker verzichtet, um zusätzlich 
neben IFNγ die Aktivierungsantigene wie CD154 und CD69 zu identifizieren. Das CD4-Antigen 
wird von einigen Gruppen von Thymozyten, TH1- und TH2-Zellen, Monozyten und Makropha-
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gen exprimiert. Monozyten wurden in dieser Arbeit durch Einsatz von αCD14 ausgeschlossen. 
Das CD8-Antigen wird ebenfalls von einigen Gruppen von Thymozyten sowie von zytotoxischen 
T-Zellen exprimiert (Murphy et al., 2009). 
Um Rückschlüsse auf eine Verteilung der CD4+ und CD8+ AdV-spezifischen Zellen innerhalb 
der Gesamt-CD3+ T-Zellpopulation zu ziehen, wäre beispielsweise in der FACS-Analyse der Ver-
zicht der Schwelle zur alleinigen Darstellung der CD4 bzw. CD8 positiven Population vorteilhaft 
gewesen. Außerdem hätte die vorherige Bestimmung eines Blutbildes mit Differenzierung der 
Leukozyten-Untergruppen in Betracht gezogen werden können, damit eine Aussage zu absoluten 
Zellzahlen AdV-spezifischer T-Zellen des jeweiligen Spenders ermöglicht worden wäre. 

c) Stimulation mit AdV3-Hexon-PepMix versus -Hexonprotein 

Statistisch gab es keinen Unterschied zwischen den AdV3-Hexon-PepMix oder  – Hexonprotein-
spezifischen T-Zellen innerhalb der CD4+ T-Zellpopulation bei alleiniger IFNγ Produktion oder 
zusätzlicher Expression von CD154. Meier et al. (2008) konnten auch keinen Unterschied zwischen 
AdV3-spezifischen CD4+CD154+IFNγ+ T-Zellen bei der Verwendung von Hexon-PepMix oder 
Hexonprotein in einer Vollblutstimulation feststellen. Allerdings wurden höhere Hexon-PepMix-
spezifische CD4+CD154+IFNγ+ T-Zellfrequenzen detektiert, verglichen mit Hexonprotein, wenn 
PBMC als Ausgangsmaterial verwendet wurden. 
Signifikant unterschieden sich in der vorliegenden Arbeit die Frequenzen der Hexon-PepMix-
spezifischen CD4+ T-Zellen von den -spezifischen CD8+ T-Zellen. 

Generell ist die Wahl des AdV-Antigens zur Stimulation ein bestimmender Faktor hinsichtlich der 
Detektion einer AdV-spezifischen Immunreaktion. Verschiedene Autoren zeigten, dass Abschnitte 
des Hexonproteins (Protein II) die bevorzugten Ziel-Epitope bei der Antigen-Erkennung und 
Immunregulation humaner AdV-spezifischer T-Zellen enthalten (Heemskerk et al., 2006; Leen et 
al., 2004b; Tang et al., 2004; Onion et al., 2007). Aus diesem Grund kam das Hexonprotein bzw. 
eine Peptidmischung des Hexonproteins in dieser Arbeit zur Anwendung. 
Angesichts der Kreuzreaktivitäten von AdV-spezifischen T-Zellen (Olive et al., 2002; Heemskerk 
et al., 2003; Leen et al., 2004a; Heemskerk et al., 2006; Veltrop-Duits et al., 2006; Onion et al., 
2007; Chatziandreou et al., 2007; Hutnick et al., 2010) scheint es nicht relevant zu sein, welcher 
AdV-Serotyp als Antigen zur optimalen Stimulation AdV-reaktiver Zellen in Frage kommt. 
Yeung et al. (2009) identifizierten aus AdV-positiven Kulturen von Proben des Respirationstraktes 
am häufigsten den AdV-Serotypen 3 (44 %), gefolgt von 2 (25 %) und 1 (17 %); 73 % der Proben 
waren von Patienten ≤ 4 Jahre. Ähnliche Ergebnisse publizierten Gray et al. (2007) :  unter Zivili-
sten, davon 76 % < 7 Jahre, fand sich der AdV-Serotyp 3 mit einer Prävalenz von 34 % am häufig-
sten. In Hinblick auf das Vorkommen des AdV-Serotypen 3 (Spezies B) in der immunkompetenten 
Bevölkerung im Rahmen von Infektionserkrankungen scheint diese Antigen-Wahl als Stimulans 
in der vorliegenden Arbeit angemessen gewesen zu sein.
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d) AdV-spezifische T-Zellantwort in Abhängigkeit vom Alter

Bei Analyse der AdV-spezifischen CD4+IFNγ+ T-Zellen wurde eine altersabhängige Abnahme 
entdeckt, nicht jedoch der CD8+IFNγ+, da diese auf niedrigem oder fehlendem Niveau zu finden 
sind. Eine Tendenz der Abnahme mit zunehmendem Alter der Probanden zeigte sich auch bei den 
AdV-spezifischen CD4+CD154+IFNγ+ T-Zellen. 
Sester et al. (2002) beschrieben ebenso eine altersabhängige Abnahme der AdV-spezifischen 
T-Zellen. Die Ursache dieser Fakten ist nicht geklärt, da keine Arbeiten zur Kinetik der Immun-
reaktionen nach AdV-Infektion existieren bzw. zu beantworten gilt, ob und wie das Virus nach 
akuter AdV-Krankheit im Körper verbleibt und Viruspeptide einen langfristigen Prozess der endo-
genen Immunstimulation von T-Zellen aufrechterhalten, denn wie Hutnick et al. (2010) darlegten, 
handelt es sich bei den CD4+ vor allem um Gedächtnis-T-Zellen. 
Hinweise für eine Persistenz der AdV lieferte Garnett et al. (2002, 2009). DNS des AdV wurde 
in T-Lymphozyten aus Tonsillen oder Adenoiden nachgewiesen. Interessanterweise wurde ein 
Peak im Alter von vier Jahren festgestellt, danach fiel der DNS-Anteil mit zunehmendem Alter 
ab. Außerdem umfassten weniger als 15 % der Proben, die adenovirale DNS enthielten, infekti-
öses Virus. Calcedo et al. (2009) bewiesen die Existenz einer AdV-spezifischen CD4+ und CD8+ 
T-Zellpopulation in Darm-assoziierten Schleimhäuten. Die Persistenz von adenoviralem Material 
unterstützt zum einen die Hypothese der Reaktivierungen von AdV-Infektionen bei Patienten nach 
HSCT. Die Abnahme der T-Zell-vermittelten Immunität im Alter hingegen könnte Hinweis für 
eine abnehmende bzw. fehlende Persistenz der Adenoviren im Alter sein, und entsprechend findet 
man weniger AdV-reaktive T-Zellen. 
Eine altersabhängige Abnahme für VZV-spezifische CD4+ T-Zellen beschrieb Asanuma et al. 
(2000). Die unterschiedliche Latenz der Herpesviren wurde hierbei für die Ungleichheit der Virus-
spezifischen Gedächtnis-CD4+ T-Zellfrequenzen verantwortlich gemacht. 
Nach diesen Daten der Zellzahlabnahme AdV-spezifischer T-Zellen könnte überlegt werden, ob 
insbesondere für jüngere Stammzelltransplantatempfänger eher junge Probanden für die Gene-
rierung AdV-spezifischer T-Zell-Transplantate herangezogen werden sollten. Allerdings hat dieser 
Anspruch eher einen geringen Stellenwert, da jeder potentielle Spender wichtig ist und das Alter 
bei der begrenzten Auswahl somit kein Entscheidungskriterium darstellen kann. 

e) Andere Einflüsse auf die Reaktivität AdV-spezifischer T-Zellen 

In dieser Arbeit wurde eine Stimulationsdauer von sechs Stunden gewählt. Nomura et al. (2000) 
zeigten, dass CMV-spezifische Immunantworten bei einer Stimulationsdauer von 10 – 16 Stunden 
relativ stabil waren, bei Zeiten > 16 Stunden rasch abfielen. Am besten waren die Ergebnisse für 
eine Stimulationsdauer von sechs Stunden. In Kontrast dazu fanden Godoy-Ramirez et al. (2004) 
Spitzenfrequenzen > 1 % für VZV- und CMV-spezifische CD4+ T-Zellen nach 72 – 120 Stunden 
Stimulationsdauer in 1 : 5 oder 1 : 10 mit Kulturmedium verdünnten Blutproben. Diese Frequen-



675 DISKUSSION

zen wurden allerdings durch eine Proliferation von aktivierten Zellen erklärt. Angesichts geringer 
humaner AdV-spezifischer T-Zellfrequenzen könnte die Verdünnung der Vollblutproben zur Ver-
besserung der Antigenpräsentation geeignet sein, um höhere AdV-spezifische Immunreaktionen 
zu identifizieren. 
Zandvliet et al. (2011) zeigten kürzlich Daten zur Kinetik der IFNγ Produktion durch Virus-spezi-
fische T-Zellen nach Antigen-Stimulation. Nach Stimulation von PBMC mit einem AdV5-Hexon-
Peptidpool wurden höchste IFNγ-Level bei CD4+ T-Zellen nach vier bis acht Stunden nachgewie-
sen. Die Frequenzen der AdV-reaktiven CD8+IFNγ+ T-Zellen waren nicht ausreichend hoch genug, 
um eine Kinetik darstellen zu können. 
Meier et al. (2008) zeigten, dass eine Verlängerung der Stimulationsdauer auf 16 Stunden für 
AdV3-Hexon-PepMix-spezifische CD4+CD154+IFNγ+ T-Zellen beim Gebrauch von PBMC keine 
höheren Frequenzen erbrachte als eine sechsstündige Inkubationszeit. 
Eine weitere Frage stellte sich hinsichtlich der Verarbeitung der Zellen nach Ende der Inkubations-
zeit. Im Rahmen der Arbeit wurden die Zellen nach Ende der Stimulation fixiert, über Nacht bei 
+4°C gelagert, und am nächsten Morgen erfolgten die Färbung und Durchflusszytometrie. Keinen 
Unterschied zwischen sofortiger Fixierung und Färbung, Einfrieren der Zellen oder entsprechend 
der in dieser Arbeit untersuchten Variante fanden Nomura et al. (2000). 

5.2 STANDARDISIERUNG DES HERSTELLUNGSPROZESSES  
 ZUR GENERIERUNG HUMANER ADV-SPEZIFISCHER  
 T-ZELL-TRANSPLANTATE 

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte eine Standardisierung des Herstellungsprozesses zur Gene-
rierung AdV-spezifischer T-Zell-Transplantate auf der Basis eines IFNγ-Sekretions-Assays nach 
sechs- bis siebenstündiger Stimulation von PBMC mit AdV3-Hexon-PepMix. Sieben Experimente 
von sechs verschiedenen Probanden wurden in dieser Arbeit gezeigt. Jedes einzelne Experiment 
wurde für sich betrachtet und / oder mit Folgeexperimenten verglichen. 
Im Rahmen der Prozessstandardisierung wurde das Augenmerk auf eine quantitative Ergebnis-
beurteilung der folgenden Arbeitsschritte gelegt :  

 A  Isolierung von PBMC, 
 B  Stimulationsprozess, 
 C  immunmagnetische Zellseparation mittels IFNγ-Sekretions-Assay. 
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a) Isolierung von mononukleären Zellen des peripheren Blutes 

PBMC sind einkernige Blutzellen, vornehmlich Lympho- und Monozyten, diese mussten zunächst 
aus Vollblut isoliert werden. 
Ein gesunder Erwachsener hat 3.800 – 10.500 Leukozyten pro μl Blut, davon in der Differenzie-
rung zwischen 15 und 50 % Lymphozyten und 1 – 12 % Monozyten (Herold et al., 2009). In dieser 
Arbeit hatten die Probanden im Median 6.090 / μl Leukozyten, was der Norm entspricht. 
Das Ziel bestand darin, 100 ml Vollblut von einem Probanden zu entnehmen. De facto wurden im 
Median 109 ml Vollblut gewonnen. Die mediane PBMC-Recovery von 16,6 % (Range :  6,5 – 32,3 %) 
spiegelt zum einen die unspezifischen Zellverluste bei einer Dichtegradientenzentrifugation wider, 
zum anderen aber auch die gewünschte Abreicherung von Granulozyten. In diesem Arbeitsschritt 
ist auch die methodische Geübtheit des Anwenders entscheidend. 
100 ml Vollblut ist eine Menge, die für einen designierten Spender als möglichst geringes Zusatzpro-
dukt akzeptabel erscheint, nachdem der freiwillige Stammzellspender bereits durch die eigentliche 
Stammzellentnahme nicht unerheblich belastet ist. Andere Arbeitsgruppen nutzen neben Vollblut 
mit Volumina zwischen 100 und 500 ml auch zusätzliche Leukaphereseprodukte (Feuchtinger et 
al., 2004; Chatziandreou et al., 2007; Aïssi-Rothé et al. 2010), was bei einem motivierten Familien-
spender für das eigene Kind noch hinnehmbar ist, als generelles Zusatzprodukt eines unverwand-
ten Volontärspenders kaum vertretbar sein wird. Diese 100 ml Vollblut könnten im Rahmen der 
Spendervoruntersuchung gewonnen und daraus bis zur Transplantation ca. 14 Tage später ausrei-
chend viele AdV-reaktive T-Zellen durch Expansion generiert werden.

b) Stimulation mit AdV3-Hexon-PepMix 

Zur Stimulation AdV-reaktiver Zellen wurde das Antigen AdV3-Hexon-PepMix benutzt. Die ein-
gestellte Zelldichte der PBMC betrug 1×107 / ml Kulturmedium, die auch in anderen Arbeiten ange-
wandt wurde (Chatziandreou et al., 2007; Feuchtinger et al., 2008; Meier et al., 2008). Entsprechend 
Herstellerangaben bei der Verwendung von Peptid-Antigenlösungen wurde sechs bis sieben Stun-
den stimuliert. Meier et al. (2008) sahen keinen Nutzen in der Verlängerung der Stimulationsdauer. 
Zandvliet et al. (2011) zeigten, dass nach Stimulation mit einem AdV-Peptidpool eine maximale 
IFNγ-Produktion nach vier bis acht Stunden identifizierbar war. Feuchtinger et al. (2004) benutzten 
ein Volllysatprodukt des AdV-Serotypen 6 und stimulierten 16 Stunden. Ebenso 16 Stunden stimu-
lierten Chatziandreou et al. mit einem AdV5-Lysatprodukt (2007). Aïssi-Rothé et al. (2010) führten 
eine sechsstündige Stimulation mit einem Peptidpool des AdV5-Hexonproteins durch. 
Ein unspezifischer Zellverlust im Anschluss an die Stimulation durch Waschen der Zellen und 
Spülen der Kulturplatten bei einer medianen Recovery der PBMC von 96 % war kaum zu verzeich-
nen und stellte kein technisches Problem dar. In den Qualitätskontrollen zeigten sich wenig unspe-
zifisch aktivierte Zellen in der Negativprobe ohne Antigenzusatz und ausreichend stimulierbare 
Zellen in der SEB-stimulierten Probe. 
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c) Immunmagnetische Zellseparation mittels IFNγ-Sekretions-Assay 

Der IFNγ-Sekretions-Assay ermöglicht eine quantitative Analyse Antigen-spezifischer T-Zellen 
und erlaubt durch Anreicherung eine funktionale Charakterisierung sowie weiterführende Expe-
rimente (Manz et al., 1995; Brosterhus et al., 1999; Bissinger et al., 2002; Campbell, 2003). 
Der Prozess des IFNγ-Sekretions-Assays wird durch mehrere Einzelschritte und Zellsuspensions-
transfers verkompliziert. Um eine GMP-konforme Herstellung im Sinne einer Reinraumgewinnung 
zu etablieren, wurde zur Verringerung von Kontaminationen versucht, mit geschlossenen Syste-
men, d. h. mit Beutelsystemen, zu arbeiten. Dabei stellte sich heraus, dass die Verwendung von 
diesen Systemen möglicherweise einen größeren Zellverlust bedeutete. Es fand sich eine mediane 
Recovery der mononukleären Zellen von 34 % in Beutelsystemen und 82 % in Röhrchen. Vielleicht 
sind die Adhäsion der Zellen im Beutel und eine damit verbundene ineffizientere Herauslösung der 
Zellen nach dem Waschvorgang dafür verantwortlich. Die Rückgewinnungsraten sprachen gegen 
die Verwendung von Beutelsystemen, so dass suggestiv denkbar ist, dass das Behältnis Einfluss auf 
die Recovery hat. Bei Einstellung der Zellen auf 1×106 / ml entstehen Volumina > 200 ml, so dass 
eine Verteilung auf mehrere 50-ml-Röhrchen notwendig ist. In den Experimenten 4 – 7 konnte ein 
geringerer Zellverlust durch größere Spülvolumina und zusätzliche Waschschritte erzielt werden. 

Nach der immunmagnetischen Zellseparation variierten die Rückgewinnungsraten der absoluten 
Zahlen der mononukleären Zellen stark. Vom Hersteller Miltenyi Biotec wird der Einbau eines Vor-
filters, insbesondere für CD34+ Selektionen, zur Auflösung von Zellaggregaten und Entfernung von 
Thrombozyten empfohlen. Allerdings zeigten sich hohe unspezifische Zellverluste, so dass Versuche 
ohne Filter unternommen wurden. Es konnte nur eine kleine Fallzahl von n = 7 untersucht werden. 
Die mediane Recovery der mononukleären Zellen betrug mit Filter 20 % und ohne Filter 77 %. 
Generell kann für den gesamten Versuchsablauf festgestellt werden, dass aufgrund der Komplexi-
tät und Vielzahl der Arbeitsschritte auch die Schulung und entsprechende Übung des jeweiligen 
Ausführenden eine Rolle spielt, um die unspezifischen Zellverluste gering zu halten. 

Im Rahmen der Standardisierung des Herstellungsprozesses bewegten sich die absoluten Zellzah-
len der kernhaltigen Zellen im (T-Zell)-Endprodukt, d. h. IFNγ-produzierende Zellen, zwischen 
2 und 640×103 mit einem Median von 88×103. Eine erste Publikation zur Herstellung von AdV-
spezifischen T-Zellen auf Basis der IFNγ-Sekretion stammt von Feuchtinger et al. (2004). Im Mit-
tel wurden 3,4×106 IFNγ sezernierende Zellen nach der Separation nachgewiesen. In Relation zur 
Ausgangszellzahl von 0,1 – 2×109 PBMC, die zur Stimulation eingesetzt wurde, sind die Resultate 
der vorliegenden Arbeit mit Feuchtinger et al. (2004) vergleichbar. Der vorliegenden Arbeit annä-
hernd gleiche Ergebnisse zeigten Feuchtinger et al. 2008. Dabei fanden sie 3×105 viable Zellen im 
Endprodukt nach der Separation nach vorheriger Stimulation von 0,1 – 1×109 PBMC. Zuvor hatten 
Feuchtinger et al. (2004) die Stimulation mit einem AdV6-Volllysat durchgeführt, 2008 nutzten sie 
als Antigen ein AdV5-Hexonprotein. 
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Bei gleichem Ausgangsblutvolumen von 100 ml, jedoch 16-stündiger Stimulation mit einem 
AdV-Spezies-C-Lysat wiesen Chatziandreou et al. (2007) 1 – 7×105 AdV-spezifische Zellen nach 
immunmagnetischer Separation nach. Neuere Ergebnisse stammen von Aïssi-Rothé et al. (2010), 
die eine mittlere Zellzahl von 1×106 für das (T-Zell-)Endprodukt bei einem Ausgangsmaterial von 
0,2 – 1×109 PBMC angaben. 

Die kleine Fallzahl und die Veränderung einzelner Arbeitsschritte innerhalb der Standardisie-
rungstestreihe in der vorliegenden Arbeit limitieren die statistische Vergleichbarkeit der Daten. 
Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass der routinierte Umgang mit den Methoden Voraus-
setzung für einen Anwender sein sollte. Weiterhin ist zu überdenken, ob automatisierte Verfahren 
menschliche Fehlerquoten ersetzen könnten, z.B. bei der PBMC-Gewinnung mittels Dichtegradi-
entenzentrifugation. Ein begrenztes Ausgangsmaterial von 100 ml Vollblut stand zur Verfügung, 
bekannt war die geringe AdV-Reaktivität, unspezifische Zellverluste sind als normal anzusehen 
und bei einer Expansion der AdV-reaktiven T-Zellen sollte eine transplantationswürdige Zellzahl 
zu erreichen sein.

5.3 EVALUIERUNG DES OPTIMIERTEN HUMANEN ADV-SPEZIFISCHEN  
 T-ZELL-TRANSPLANTATS 

In dieser Arbeit konnten aus zirka 100 ml Vollblut nach Standardisierung des Herstellungsverfah-
rens auf Basis des IFNγ-Sekretions-Assays zwischen 88 und 640×103 Zellen (Median :  248×103) 
mittels immunmagnetischer Separation isoliert werden, die eine durch AdV3-Antigen induzierte 
IFNγ-Expression zeigten. Wie bereits unter Kap. 5.2c) beschrieben, konnten andere Forschungs-
gruppen vergleichbare Resultate erzielen. 
In den folgenden Abschnitten werden kurz der unspezifische Zellverlust sowie qualitative Aspekte 
des (T-Zell-)Endprodukts, wie der Phänotyp, die Viabilität und natürlich die AdV-Reaktivität, 
diskutiert. 

a) Quantifizierung des unspezifischen Zellverlusts 

Die Gesamtrecovery der mononukleären Zellen – Ausgangspräparat vor Stimulation und Restfrak-
tion plus T-Zell-Endprodukt nach immunmagnetischer Separation – betrug im Median 68 %, d. h. 
zirka ein Drittel aller mononukleären Zellen gingen verloren. Die erwähnte Anwenderschulung 
und ein routinierter Umgang mit den methodischen Techniken sind hierbei verbesserungsfähig, 
wenngleich ein gewisser unspezifischer Verlust immer zu verzeichnen sein wird. Vergleichbare 
Daten anderer Arbeitsgruppen fehlen. 
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b) Charakterisierung des T-Zell-Endprodukts 

Hinsichtlich der Viabilität des (T-Zell-)Endprodukts wurden in dieser Arbeit respektable Ergebnisse 
erzielt. Im Median wurde eine 97-prozentige Viabilität gemessen, die in der Durchflusszytometrie 
durch Propidiumiodid-Einsatz ermittelt wurde. Im Gegensatz dazu gaben Feuchtinger et al. (2008) 
eine Viabilität von 40 % an, die mittels Trypanblau-Zählmethodik erfasst wurde. Diese niedrige 
Lebendigkeit der Zellen wurde mit einer unspezifischen Anreicherung toter Zellen aufgrund des 
Prozesses erklärt (Feuchtinger et al., 2008). In Vorarbeiten erzielten Feuchtinger et al. (2004) eine 
mittlere Viabilität von 91 %. Aïssi-Rothé et al. (2010) gaben eine mittlere Viabilität von 76 % an. 
In der vorliegenden Arbeit konnten im (T-Zell-)Endprodukt im Median 71 % CD3+ T-Zellen 
innerhalb der viablen Lymphozyten identifiziert werden. Von diesen waren im Median 74 % 
CD4+ und 26 % CD4- (CD8+). Auch Aïssi-Rothé et al. (2010) zeigten eine Prädominanz der CD4+ 
T-Zell-Subpopulation. 
Bei Färbung mit einem anti-CD4-Antikörper kann nur indirekt auf die CD8+ T-Zell-Subpopulation 
geschlossen werden. Da auch anti-CD3 benutzt wurde, muss es sich bei den CD3+CD4- um CD8+ 
T-Zellen ( = CTL) handeln. Mit den Nachweismethoden musste aufgrund der niedrigen Zellzahlen 
der AdV-spezifischen Zellen sparsam umgegangen werden, deshalb wurde auf eine direkte Fär-
bung mit α-CD8-Antikörpern verzichtet. Entgegen den Empfehlungen mancher Forscher wurde 
anti-CD3 verwendet, aufgrund der Downregulation des T-Zell-Rezeptors (TCR) und damit von 
CD3 muss die Benutzung dieses Oberflächenmarkers kritisch beurteilt werden (Campbell, 2003). 

c) AdV-Spezifität der T-Zellen im Endprodukt versus Ausgangspräparat

Mit der eingesetzten Peptidmischung des Hexonproteins des AdV-Serotypen 3 konnte in dieser 
Arbeit nach sechs- bis siebenstündiger Stimulationsdauer eine T-Zellantwort induziert werden. 
Vor der immunmagnetischen Separation fand sich im Ausgangspräparat eine mediane Frequenz 
von 0,17 % AdV-reaktiven CD3+IFNγ+ T-Zellen innerhalb der viablen Lymphozyten. Von den CD3+ 
T-Zellen waren im Median 0,12 % AdV-reaktive CD4+IFNγ+ und 0,05 % CD8+IFNγ+ T-Zellen. Die 
Resultate anderer Arbeitsgruppen bewegten sich auf ähnlichem oder höherem Niveau, abhängig 
von verschiedenen Faktoren, wie z.B. das AdV-Antigen oder eine Positivselektion der Proban-
den (Feuchtinger et al., 2004; Feuchtinger et al., 2008; Aïssi-Rothé et al., 2010). Feuchtinger et 
al. (2004) stimulierten 16 Stunden mit einem AdV6-Lysat und wiesen eine AdV-Reaktivität i. S. 
einer IFNγ+ Sekretion im Mittel von 0,6 % für CD3+ T-Zellen im Ausgangspräparat nach. 2008 
wiederum setzten Feuchtinger et al. AdV5-Hexonprotein als Stimulans ein und verzeichneten nach 
16-stündiger Stimulation eine mittlere Frequenz von 0,06 % für spezifische CD3+IFNγ+ T-Zellen 
im unseparierten Ausgangsmaterial (Feuchtinger et al., 2008). Eine 2010 veröffentlichte Arbeit ist 
methodisch mit dieser vergleichbar :  eine sechsstündige Stimulation mit einem AdV5-Hexonpeptid 
erfolgte, dabei zeigte sich bezogen auf CD4 oder CD8 positive Zellen eine jeweils 0,2-prozentige 
AdV-Reaktivität der CD4+IFNγ+ und CD8+IFNγ+ T-Zellen (Aïssi-Rothé et al., 2010). 
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Im (T-Zell-)Endprodukt nach der immunmagnetischen Separation der vorliegenden Arbeit fand 
sich eine Dominanz der AdV-Reaktivität in der CD4+ T-Zell-Population, wie es aus Vorarbeiten 
bekannt war. Von CD3+ T-Zellen wurden im Median 45 % AdV-spezifische CD4+IFNγ+ Zellen 
identifiziert, hingegen im Median 7,8 % AdV-reaktive CD8+IFNγ+ Zellen. Dieses Resultat ist ver-
einbar mit den Daten anderer Forscher (Feuchtinger et al., 2004; Feuchtinger et al., 2008; Chatzi-
andreou et al., 2007; Aïssi-Rothé et al., 2010). Eine medianer Anteil von 49 % (Range :  25 – 95 %) 
AdV-reaktiver CD3+IFNγ+ T-Zellen im T-Zell-Endprodukt kommt dem Ziel eines 50 %-spezifi-
schen T-Zellprodukts nahe. 
Im 4. Versuchsansatz wurde ein Proband mit einer bekannten niedrigen Ausgangsfrequenz AdV-
reaktiver T-Zellen ausgewählt. Im Ausgangspräparat fanden sich von viablen Lymphozyten 0,03 % 
AdV-reaktive CD3+IFNγ+ T-Zellen, im (T-Zell-)Endprodukt wurden 49 % AdV-reaktive CD3+IFNγ+ 
T-Zellen nachgewiesen. Erfreulicherweise sind demzufolge auch Probanden mit niedrigen Aus-
gangsfrequenzen geeignet, um AdV-reaktive Zellen anzureichern. 
Auf Basis der durchflusszytometrischen Analysen wurden absolute Zellzahlen ermittelt, dabei 
beliefen sich die AdV-reaktiven CD3+IFNγ+ T-Zellen auf Zahlen zwischen 12 und 230×103 im Aus-
gangspräparat und halbierten sich durch die Separation auf 8,6 – 115×103 im T-Zell-Endprodukt. 
Die Recovery für diese AdV-reaktiven CD3+IFNγ+ Zellen betrug im Median 48 %. Dieses Resultat 
setzt sich aus einer medianen Recovery von 58 % für IFNγ+ produzierende CD4+ T-Zellen und 
einer niedrigeren Recovery von 20 % für AdV-reaktive CD8+ T-Zellen zusammen. Ebenso wie 
es zu unspezifischen Zellverlusten kommt, gehen auch spezifische, AdV-reaktive Zellen während 
der Herstellungsprozesses verloren. Betrachtet man des Weiteren die Verlustraten, dann wird 
erkennbar, dass die »fehlenden« AdV-reaktiven Zellen nicht ausschließlich in der Restfraktion zu 
finden sind. Eine mittlere Recovery von 61,8 % für AdV-reaktive CD3+IFNγ+ T-Zellen ermittelten 
Feuchtinger et al. (2008), verglichen mit dieser Arbeit handelt es sich um ein besseres Resultat. 
Feuchtinger et al. (2006) deuteten an, dass die Reinheit des isolierten Zellprodukts, die prinzipiell 
der AdV-Reaktivität entspricht, von der Frequenz der präexistierenden AdV-spezifischen Immun-
antwort des Probanden abhängt. Dies konnte in dieser Arbeit zum Teil bestätigt werden. Feuchtin-
ger et al. dokumentierten eine mittlere Reinheit von 85 % (2004) bzw. 63 % (2008) bezogen auf 
CD3+ T-Zellen. Aïssi-Rothé et al. (2010) kamen auf eine mit der vorliegenden Arbeit vergleichbare 
Reinheit von 52 %. Hinsichtlich von Alloreaktivitäten sind diese Daten wesentlich und eine weitere 
Phänotypisierung (NK-, B-Zellen) einschließlich funktioneller Tests sollten sich anschließen.
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5.4 AUSBLICK 

Im Rahmen dieser Arbeit konnten mittels Vollblut-Stimulation bei 23 Probanden AdV-spezifische 
T-Zellen detektiert werden. Die Hauptimmunantwort wurde durch CD4+ T-Zellen mit einem TH1-
Effektorzelltyp vermittelt, unabhängig davon, ob AdV3-Hexon-Peptide oder AdV3-Hexonprotein 
als Stimulans eingesetzt wurde. Weiterhin zeigte sich eine altersabhängige Abnahme der AdV-
spezifischen Immunreaktionen. 
Mittels IFNγ-Sekretions-Assay erfolgte eine Standardisierung zur Herstellung AdV-spezifischer 
T-Zell-Transplantate sowie die anschließende Phänotypisierung des Endprodukts mittels Durch-
flusszytometrie. Bei einer medianen Reinheit von knapp 50 % für die AdV-reaktiven CD3+IFNγ+ 

T-Zellen müssen sich weitere Charakterisierungen der Zellen sowie Funktionstests (z. B. Zyto-
toxizität) anschließen. Eine adoptive T-Zell-Immuntherapie muss eine sichere Therapie sein, denn 
alloreaktive T-Zellen bergen das Risiko zur Auslösung einer GvHD und Verschlimmerung viraler 
Reaktivierungen. 
Die Vielzahl der komplexen Arbeitsschritte bei der Herstellung eines AdV-reaktiven T-Zell-
Produkts erfordern die Geübtheit der Anwender, aber auch methodische Optimierungen könnten 
überdacht werden. 
Die geringen Zahlen angereicherter AdV-reaktiver Zellen werden einer Expansion bedürfen, um 
transfusionswürdige Zahlen zu erreichen. Es bleibt weiterhin zu untersuchen, welche Vorbedin-
gungen Patienten mitbringen, die zur Klärung einer AdV-Komplikation nach adoptiver Immun-
therapie in der Lage sind. Ein früher Zeitpunkt, möglichst vor dem Auftreten von Symptomen, 
z. B. bei Anstieg der Viruslast, scheint wesentlich zu sein (Feuchtinger et al., 2006). Zukünftige 
Verfahren werden möglicherweise die Herstellung von AdV-reaktiven T-Zellen auf der Basis von 
durch Aktivierung induzierter CD137- oder CD154-Expression einschließen (Zandvliet et al., 2011; 
Khanna et al., 2011; Leibold et al., 2012). Auch eine Anreicherung von Virus-spezifischen T-Zellen 
über die Expression von CD25 wird entwickelt (Lugthart et al., 2012). Des Weiteren wird die 
gleichzeitige Generierung von T-Zell-Produkten gegen verschiedene Viren (CMV, EBV, AdV) 
und andere Antigene künftig im Vordergrund stehen (Zandvliet et al., 2011; Khanna et al., 2011; 
Lugthart et al., 2012). 
Bei allen Neuheiten werden der personelle, zeitliche und materielle Aufwand und die damit ver-
bundenen Kosten sowie die Qualität der T-Zell-Produkte die essentiellen Faktoren sein, die eine  
Weiterentwicklung der Methoden limitieren oder fördern. 
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