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1. Kurze Darstellung zu

1.1 Aufgabenstellung:

Wesentliches Ziel des Projektes war die Analyse T-zellulärer Immunreaktionen gegen HCMV

nach allogener Knochenmark- bzw. Stammzelltransplantation und ihre Korrelation zum Auf-

treten symptomatischer bzw. asymptomatischer Verläufe der HCMV-Infektion, um hieraus

ein besseren Verständnisses normaler und pathologischer Rekonstititution der  antiviralen

Immunität zu erhalten. Hierauf sollten effektivere Strategien zur Prophylaxe und Protektion
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der HCMV-Erkrankung nach Transplantation aufgezeigt und erprobt werden. Im Einzelnen

wurden folgende Fragestellungen bearbeitet:

a) Wie korrelieren Defekte der Rekonstitution von spezifischen T-Zellreaktionen gegen

HCMV  zum Auftreten von symptomatischen bzw. asymptomatischen Verläufen der HCMV -

Reaktivierung nach KMT?

b) Führt eine präemptive Therapie mit Ganciclovir basierend auf einem kontinuierlichen Mo-

nitoring der HCMV-Reaktivierung und Rekonstitution der antiviralen T-zellulären Im-

munantwort  mit Hilfe molekularbiologischer bzw. zellbiologischer Verfahren  zur Reduk-

tion  der HCMV-Erkrankung und Verbesserung der Überlebensrate der Patienten?

c)  Gegen welche antigenen Strukturen von HCMV richten sich die T-Zellreaktionen nach

KMT im Vergleich zur Reaktion des Donors vor KMT? Gibt es eine dominante Erkennung

spezifischer viraler Proteine während der HCMV-Reaktivierung bzw. Latenz. Welche immu-

nogenen Epitope bieten Protektion?

d) Zeigen Analysen des T-Zell-Rezeptor-Repertoires spezifscher  antiviraler T-Zellen eine

oligoklonale oder polyklonale Immunantwort an und bestehen hierin Unterschiede zwischen

symptomatischen und asymptomatischen Patienten nach KMT?

e) Wie korreliert die Infektion mit unterschiedlichen klinischen Varianten zum Auftreten von

Erkrankungssysmptomen? Gibt es klinische Varianten von HCMV, die häufig zu Symptomen

führen?

1.2 Voraussetzungen

Die Arbeitsgruppe konnte zu Beginn des Projektes  sensitive molekularbiologische Nach-

weisverfahren für HCMV vorweisen, mit deren Hilfe sich frühzeitiger als mit herkömmlichen

Kulturverfahren HCMV nach der KMT detektieren ließ.

1.3 Planung und Ablauf des Vorhabens

In der ersten Phase des Projektes (1993 -1995) konzentrierten sich die Untersuchungen auf

Verlaufstudien der Rekonstitution proliferativer antiviraler T-zellulärer Immunreaktionen ab

Tag 30 nach KMT  bei 50 Patienten, die in Tübingen wegen maligner Erkrankungen der

Hämatopoiese von einem Geschwister oder Fremdspender transplantiert worden waren. Die

Befunde wurden zum Auftreten von HCMV-Erkrankung und zur HCMV-Reaktivierung, die

mit einem spezifischen PCR-Verfahren im Blut nachgewiesen wurde, korreliert.
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In der zweiten Phase des Projektes wurde in einer prospektiven Studie die Effektivität einer

präemptiven Therapie basierend auf der Charakterisierung von Risiko-Patienten durch den

PCR-Nachweis der HCMV-Reaktivierung und einer noch defekten antiviralen Immunrekon-

stitution evaluiert. Gleichzeitig wurde bei einzelnen Patienten/Spender- Paaren eine genaue

Charakterisierung der Spezifität antiviraler T-Zellen durch Klonierung und Analyse mit re-

kombinanten HCMV-Proteinen bzw. synthetischen Peptiden durchgeführt. Methoden zur

Analyse des TCR-Repertoires wurden aufgebaut.

1.4 Stand der Forschung, an den angeknüpft wurde

Zum Zeitpunkt des Beginn des Projektes stellte die HCMV-Erkrankung eine schwerwiegende

Komplikation nach allogener KMT mit hoher Mortalitäts- und Morbiditätsrate dar. Pro-

phyllaktische Gaben von Gancyclovir in vielen Transplantationszentren hatten zwar eine Re-

duktion der Frequenz und Schwere der HCMV-Erkrankung bewirkt, jedoch hatte sich die

Frühmortalität der Patienten auf Grund der myelotoxischen Nebenwirkungen von Gancyclovir

bzw. durch die über den  Kulturnachweis bedingten verzögerten HCMV-Diagnostik nicht

senken lassen. Es wurde daher nach Parametern gesucht, die eine rechtzeitige Erkennung von

Risiko-Patienten für die HCMV-Erkrankung differenzieren ließen und neue Wege einer ef-

fektiveren  Behandlung aufzeigen konnten.

1.5 Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Für die Durchführung des Projektes war die enge Kooperation mit anderen Projekten im For-

schungsverbund (Prof. Mach, Erlangen, Dr. Stamminger,  Erlangen, Prof. Jahn, Tübingen),

insbesondere zum Austausch von Reagenzien, rekombinanten Proteinen von HCMV eine es-

sentielle Voraussetzung.

2. Eingehende Darstellung der erzielten Ergebnisse

Mit Hilfe molekularbiologischer Nachweisverfahren wurde es möglich, Patientengrup-

pen, für die durch Reaktivierung  von HCMV in der Frühphase nach KMT ein erhöhtes Risiko

für die Entwicklung einer HCMV-Erkrankung bestand , rechtzeitig und selektiv einer Thera-

pie mit Gancyclovir zuzuführen (1,3,4,5). Durch gleichzeitige PCR-basierte Steuerung auch

der Dauer der Behandlung ließ sich eine signifikante Reduktion der HCMV-Erkrankung, aber
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auch der Nebenwirkungen der Behandlung erzielen. Damit konnte eine signifikante Erhöhung

der Überlebensrate der Patienten gezeigt werden (9). Problematisch blieb, daß bei dieser op-

timierten Strategie weiterhin ca. 60% der Patienten , die trotz HCMV-Reaktivierung und

nachweislicher HCMV-DNAämie nach KMT erfahrungsgemäß keine HCMV-Erkrankung

entwickelt hätten, weiterhin einer mit erheblichen Nebenwirkungen einhergehenden Überbe-

handlung unterzogen wurden. Ferner zeigte sich, daß zwar alle Patienten nach Beendigung

einer antiviralen Therapie bei PCR-Negativität kurzfristig erkrankungsfrei blieben, jedoch

eine Reihe dieser Patienten (ca. 15%) erst nach Tag 100 eine späte schwere HCMV-

Erkrankung entwickelten.

Um hier sowohl eine weitere Eingrenzung der tatsächlichen Risikogruppe für eine

HCMV-Erkrankung in der Frühphase nach KMT zu erreichen wie auch Patienten mit Prädis-

position für eine spätere HCMV-Erkrankung aufzuzeigen, untersuchten wir in den folgenden

Analysen dieses Projektes, ob die Rekonstitution der T-zellulären CMV-spezifischen Im-

munabwehr in den verschiedenen Patientengruppen nach KMT unterschiedlich verlief. In 30

allogenen KMT-Patienten/Spender-Paaren zeigten sich langanhaltende Defekte in der anti-

genunspezifischen Proliferation von T-Zellen gegenüber Stimulation mit Phytohemaggluuti-

nin, während IL-2 aktivierbare T-Zellen nur in der Frühphase nach KMT eingeschränkt zu

sein schienen. HCMV-spezifische proliferative T-Zell-Reaktionen ließen sich frühestens ab

Tag 37 nach KMT, bei den meisten Patienten erst nach Tag 100 beobachten. Patienten, die

von einem unverwandten Spender transplantiert worden waren, zeigten gegenüber Patienten

mit einem Transplantat von einem HLA-identischen Familienspender eine signifikante Ver-

zögerung der Rekonstitution proliferativer HCMV-spezifischer T-Zell-Reaktionen.  Ein Teil

der Patienten rekonstituierte auch ein Jahr nach KMT keine CMV-spezifische T-Zell-Antwort.

Alle Patienten mit HCMV-spezifischer T-Zellproliferation zeigten keine HCMV-Erkrankung,

während für alle Patienten ohne HCMV-spezifische T-Zell-Rekonstitution das Risiko, an der

HCMV-Infektion zu erkranken, signifikant erhöht war. So entwickelten 50% der Patienten

ohne eine frühzeitige HCMV-spezifische proliferative T-Zell-Rekonstitution eine HCMV-

Erkrankung in der Spätphase nach KMT (16). Bei einzelnen Patienten ließ sich beobachten,

daß erneut auftretende Virämien bei schon bestehenden T-Zell-Reaktionen auch ohne weitere

therapeutische Maßnahmen zu keinen Erkrankungserscheinungen führten.

Um zu klären, welche Antigenspezifität die CMV-spezifischen T-Zellen besaßen und

ob Unterschiede in der antiviralen Reaktivität vor und nach KMT bei Patienten und ihren Do-

noren auftraten, wurden die in vitro aktivierbaren HCMV-spezifischen T-Zellen als Linien
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oder Klone bei einzelnen Spender/Empfänger-Paaren expandiert und in ihrer Spezifität mit

Hilfe 7 rekombinanter HCMV Protein evaluiert. Es wurde beobachtet, daß die Erkennung von

rekombinanten Proteinen in Abhängigkeit von der HLA-Genetik variieren konnte. So konnte

bei einzelnen Patienten eine bevorzugte Erkennung von Epitopen des Matrix-Proteins pp65

bzw. des Hüllproteins gH gezeigt werden. Entsprechende unterschiedliche Dominanz in der

Erkennung von spezifischen Virusproteinen fand sich auch beim jeweiligen Donor. Dies deu-

tet daraufhin, daß die T-Zell-Spezifität für spezifische HCMV-Proteine offensichtlich auch

nach KMT verzögert wieder rekonstituiert wird. Genaues Epitop-Mapping der T-Zellklone,

die gegen pp65 gerichtet waren,  ergab, daß  auch die Epitopspezifität nach KMT erhalten

bleiben kann.  Nahezu alle Klone eines Empfänger/Donor-Paares erkannten hierbei ein Peptid

zwischen den Aminosäurepositionen AA512-523 aus dem Matrixprotein pp65, wobei die Er-

kennung sowohl HLA-DQ als auch HLA-DR restringiert sein konnte. Mit Ausnahme eines

Klones exprimierten alle klonierten T-Zellen CD4. Nahezu alle antiviralen CD4+ T-Zellklone

zeigten erstaunlicherweise HLA-Klasse II restringierte Zytotoxizität. Ein Teil der T-Zellklone

gegen das dominante pp65 Epitop wurde schwach auch durch zwei weitere Sequenzen aus

pp65 stimuliert. Dies deutet daraufhin, daß pp65 verschiedene dominante T-Zell-Epitope auf-

weist, die in ihrer Bindung an HLA-DR/DQ Moleküle sowie an T-Zell-Rezeptormoleküle

promiskuitiv sind.  Da die Erkennung dieser Epitope für HLA-DQ bzw. -DR Moleküle re-

stringiert ist, die in der Bevölkerung weit verbreitet sind, könnten sich dies Epitope auch zur

Vakzinierung bzw. Boosterung spezifischer HCMV-Immunreaktionen eignen.

In weiteren Analysen wurden mit Hilfe spezifischer Primer für die bekannten Vα und

Vß Familien die T-Zell-Rezeptoren der klonierten pp65 spezifischen  T-Zellklone untersucht.

Sie zeigten keine Einheitlichkeit oder bevorzugte Verwendung spezifischer Vα bzw. ß Ketten

auch bei identischer HLA-Restriktion bzw. Erkennung des gleichen Peptid-Epitops. Identi-

sche Aminosäurepositionen in den CDR3 Regionen der TCR von T-Zellen mit Restriktion für

das dominante pp65 Epitop, deuteten jedoch auf Einflüsse des Peptids in der Selektion antivi-

raler T-Zellen hin. Obwohl aus PBL von Spender und Empfänger nach KMT mehrere Klone

mit identischer HLA-Restriktion und Epitop-Spezifität generiert worden waren, zeigten sie

alle Expression unterschiedlicher TCR-Ketten. Damit konnte bisher nicht gezeigt werden, daß

eine Rekonstitution der antiviralen proliferativen T-Zellantwort nach KMT aus Gedächtnis-

zellen des Donors erfolgt.  Weitere Untersuchungen zur Frage der Generierung der antiviralen

T-Zellantwort aus Gedächtniszellen oder neu rekrutierten Vorläuferzellen sind Gegenstand
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eines neuen Antrages. Aus diesen Untersuchungen könnten sich Aussagen zur Verbesserung

der antiviralen Immunität durch Boosterung des Donors vor KMT ableiten lassen.

Weitere Analysen auch von virus-spezifischen Eigenschaften, die die Immunabwehr

beeinflussen konnten, befaßten sich mit Untersuchungen zum Auftreten von Virusvarianten in

Korrelation zur Entwicklung der HCMV-Erkrankung. Es zeigte sich, daß Exon 3 der Imme-

diate Early Region von HCMV bei ca. 50% der symptomatischen Patienten im Vergleich zu

ca. 15% der asymptomatischen Patienten nach KMT Punktmutationen aufwies. Ferner ließ

sich bei fast allen symptomatischen Patienten die gB -Varianten vom Typ 2-4 bestimmen,

während asmptomatische Patienten signifikant häufiger den gB Typ 1 zeigten. Damit scheinen

bei Patienten nach KMT neben immunologischen Parametern auch Viruseigenschaften die

Virus-Wirt-Interaktion zu beeinflussen.

Insgesamt führten die Untersuchungen zu wesentlichen Verbesserungen im therapeutischen

Vorgehen  bei der HCMV Infektion bzw. Reaktivierung nach KMT und hierdurch zur erhebli-

chen Reduktion der Mortalität der Patienten vor allem in der Frühphase nach Transplantation.

Es konnten bei den Patienten nach KMT verschiedene T-Zell-Epitope von HCMV definiert

werden, gegen die  nach Auftreten einer Virämie die T-zelluläre Immunantwort rekonstituiert

wurde und deren Erkennung offensichtlich mit Protektion einherging. Diese Epitope könnten

sich für die Immunsisierung  der Donoren vor KMT zur Boosterung einer antiviralen protekti-

ven Immunantwort eignen.
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3. Erfolgskontrollbericht

Die in diesem Projekt auch mit anderen internationalen Gruppen erarbeiteten Ergebnisse

führten zu einer verbesserten Standardisierung der Diagnostik und Therapie der HCMV- In-

fektion bzw. -Reaktivierung nach KMT. Durch eine preemptive, über eine molekularbiologi-

sche Diagnsostik gesteuerte Therapie läßt sich in nahezu allen Fällen eine schwere HCMV-

Erkrankung in der Frühphase nach KMT vermeiden.

Dennoch zeigen ca. 20-30% der Patienten eine defekte Rekonstitution der zellulären antivira-

len Immunantwort nach KMT. Dies ließ sich in unserer Patientengruppe wie auch in anderen

internationalen Studien beobachten. Hieraus resultiert heute eine Zunahme  der späten

HCMV-Erkrankung („late onset disease“). In der Arbeitsgruppe von Greenberg wurde ver-

sucht, durch adoptiven Transfer von cytotoxischen T-Zellen hier eine Prophyllaxe zu bieten.

Ihre bisherigen Befunde deuten jedoch daraufhin, daß mit dieser T-Zellgabe nicht auf Dauer

eine Rekonstitution der antiviralen Immunantwort zu erreichen ist, sondern nur kurzfristig

eine Protektion geboten werden kann.

Die in diesem Projekt aufgezeigten T-Zell-Epitope von HCMV-Proteinen könnten sich dazu

eignen, neue Strategien der Therapie für  Patienten nach KMT zu entwickeln, die nicht in der

Lage sind, eine spezifische antivirale Immunantwort wieder aufzubauen. Hierzu zählen die

Donorimmunisierung vor KMT , die Generierung von spezifischen antiviralen Helfer-T-

Zellen, mit denen sich protektive cytotoxische T-Zellen eventuell in vivo rekrutieren lassen

sowie die Gabe von mit viralen Peptiden/Antigenen beladenen dendritischen Zellen für alle

Patienten nach KMT, deren primärer Immundefekt in der Generierung von antigenpräsentie-

renden Zellen liegt. Für solche Strategien ist die Definition von immunogenen Strukturen von

HCMV, wie sie hier in diesem Projekt für CD4+ T-Zellen erreicht wurde und in anderen Stu-

dien für CD8+ T-Zellen beschrieben wurde, essentiell. Eine Patentierung dieser Epitope

könnte daher von Interesse sein.
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Alle in disem Projekt geplanten Arbeiten wurden entsprechend dem vorgelgten Zeit- und Fi-

nanzierungsplan durchgeführt. Eine klinische Applikation von antiviralen T-Zellen in einem

adoptiven Transfer ist weiteren Studien vorbehalten.

4. Kurzfassung des Schlußberichtes

In dem vorliegenden Projekt wurde durch eine optimierte molekularbiologische Diagnostik in
Korrelation zur Differenzierung von Risiko-Patienten mit defekter T-Zell-Rekonstitution eine
wesentlich gezieltere Anwendung der antiviralen Therapie mit Ganciclovir erreicht und damit
die Prognose der Patienten mit HCMV-Infektion nach KMT erheblich gebessert.  Ferner wur-
den durch Definition der Spezifität der T-zellulären Reaktionen bei asymptomatischen Pati-
enten mit Virämie nach KMT immunogene Epitope der  HCMV-Proteine pp65 und gH defi-
niert, deren Erkennung offensichtlich zur Protektion beitrug. Solche immunogenen Strukturen
können für zukünftige Immunisierungsstrategien wie auch für die in vitro Expansion spezifi-
scher viraler T-Zellen, wie sie für die Langzeitrekonstitution der antiviralen Immunantwort
und die Vermeidung später HCMV-Erkrankungen notwendig sind, eingesetzt werden. Durch
Defini-
tion von Virusvarianten in Korrelation zum Auftreten von  Symptomen der HCMV-
Erkrankung wurden gezeigt, daß wie auch in Untersuchungen anderer Gruppen die Im-
munabwehr wahrscheinlich vor allem durch gB Varianten vom Typ 2-4 ungünstig beeinflußt
wird. in correlation to the develoment of symtoms of HCMV disease

In this project application of a very sensitive molecularbiological diagnosis of HCMV-viremia
in correlation to the defintion of defective reconstitution of antivirial T cell immune responses
allowed to early  define patients at risk for HCMV disease after BMT and to optimize antiviral
therapy with ganciclovir. Thus prognosis of patients with HCMV infection after BMT was
significantly improved particulary due to the reduction of early HCMV disease. Specificity of
protective T cell immune responses were analyzed in patients with asymptomatic viremia after
BMT and shown to be directed against dominant epitopes of the HCMV proteins pp65 and gH
in different patients. These immunogenic structures could be used for immunization or ex
vivo expansion of antiviral T cells for long term reconstitution of antiviral immunity and pro-
tection from late onset HCMV disease. Definition of variants of HCMV showed gB variants
type 2-4 as well as frequent point mutations of the immediated early genes to correlate with
the development of symptoms of HCMV disease indicating unfavourable influences of the
virus on host interactions.
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