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aren Dirk Busch und Christian Stemberger
Sportfischer, dann wiirden ihnen die Angler

dieser Welt vermutlich zu FiBen liegen, denn

die beiden Forscher vom Institut fir Medizinische Mi-
krobiologie, Immunologie und Hygiene der Technischen
Universitdt Minchen haben so etwas wie den sanften
Angelhaken erdacht. Wer Fischen nachstellt, der muss
den richtigen Haken wahlen, die richtige Form, Farbe
und den richtigen Schwimmer. Immerhin soll am Ende
nur die gewlnschte Spezies an der Angel zappeln—
Dorsch oder Hering. Doch hat der Fisch endlich zuge-
bissen, beginnt das Malheur. Wie den Haken entfernen,
ohne das arme Tier zu quélen oder ihm das Maul zu
zerreiBen? Freilich fangen die Minchner Forscher keine
Fische. Dennoch &hnelt ihre Arbeit durchaus der eines
Anglers: lhre Beute sind die Zellen des menschlichen
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Link ®

www.mikrobio.med.tu-muenchen.de

Kdrpers, vor allem Immunzellen, sogenannte T-Zellen,
und weil die so empfindlich sind, kommt der wunder-
same Angelhaken zum Einsatz - einer, der genau die
gewulinschten Zellen packt, sich aber quasi mit einem
Fingerschnipp vom Fang lésen lasst, ohne dass der
Blessuren davontragt.

Korpereigene Raumpatrouille

Immunzellen sind die Polizei im Organismus. Sie fahn-
den permanent nach Krankheitserregern — zum Beispiel
nach Bakterien oder Viren. Zu dieser kdrpereigenen
Raumpatrouille gehdren auch die T-Zellen, denen Busch
und Stemberger mit ihrer molekularen Angel besonders
intensiv nachstellen. T-Zellen erkennen Fremdkdrper
sehr genau. Von ihnen gibt es verschiedene Varianten.
~Zytotoxische T-Zellen“ etwa kénnen sogar Erreger auf-

Grafik: ediundsepp



spuren und beseitigen, die sich im Innern kérpereigener
Zellen versteckt halten. Ein gesunder Organismus kann
sich auf seine T-Zellen verlassen. Doch ist der Kérper
geschwacht, kdnnen die Angreifer die Oberhand gewin-
nen. Dann werden mitunter sogar simple Herpesviren
lebensgeféhrlich, mit denen die T-Zellen normalerweise
spielend fertigwerden. Besonders bedroht sind Men-
schen, deren Immunsystem wahrend einer Therapie
bewusst zerstért wurde, was zum Beispiel bei der Be-
handlung von Tumorerkrankungen haufig nétig ist. Ein
Extremfall sind Patienten mit Leuk&mie-Erkrankungen,
dem Blutkrebs. Hier haben sich die Zellen des Immun-
systems selbst in Tumorzellen verwandelt. Die Behand-
lung nimmt daher zwangslaufig das korpereigene Ab-
wehrsystem unter Beschuss. In einigen Fallen kann man
die Betroffenen durch eine Knochenmarkspende retten.
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Zunachst werden durch Medikamente oder Bestrahlung
die Krebszellen im Patienten zerstdrt. Das betrifft auch
die Immunfabrik im Knochenmark. So wird das gesamte
Immunsystem vernichtet. AnschlieBend muss es neu
aufgebaut werden. Zu diesem Zweck gibt man dem Be-
troffenen Knochenmark von einem gesunden Spender.
Da die Knochenmarkzellen ausgesprochen teilungsfreu-
dig sind, entwickelt sich daraus schnell ein neues Im-
munsystem.

T-Zellen an der Angel

Doch bis der Patient eine neue Immunitdt aufgebaut
hat, kann mitunter ein ganzes Jahr vergehen. In dieser
Zeit ist er anfallig flr Krankheitserreger, auch solche, die
eigentlich harmlos sind. Der Grund: Im geschwéchten
Patienten fehlen genau jene erregerspezifischen
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T-Zellen, die auch der Gesunde sténdig benétigt, um
eindringende Keime zu bekd&mpfen und nicht zu er-
kranken. Doch gerade diese T-Zellen werden nur sehr
langsam neu gebildet. Genau hier setzt das Angelprinzip
von Busch und Stemberger an. Die Forscher haben eine
Methode entwickelt, mit der sie im Blut von Spendern
zielsicher nach T-Zellen gegen bestimmte Krankheits-
erreger fischen kénnen. Das Besondere: Die Angel-
methode ist so sanft, dass die T-Zellen den Fang véllig
unbeschadet Uberstehen und dem Patienten quasi im
frischen Zustand direkt gespritzt werden kénnen. Inner-
halb kirzester Zeit bekdmpfen die T-Zellen dann die Er-
reger — wie ein mobiles Sondereinsatzkommando, das
im Notfall eingeflogen wird.

Angriffe aus dem eigenen Koérper

Nach einer Knochenmarktransplantation werden die
Patienten dazu angehalten, in keimarmer Umgebung zu
leben. Sie missen sich von ihren Zimmerpflanzen ver-
abschieden, denn in den Blumentépfen tummeln sich
etliche Bakterien und Pilze. Und bei der BegriBung
sollten sie auf den Handedruck verzichten. Doch man-
che Erreger schlummern permanent im Kérper des Men-
schen. Das Epstein-Barr-Virus etwa, ein Erreger aus der
Gruppe der Herpesviren, lebt in fast jedem Menschen,
ohne dass man es merkt oder erkrankt. Gleiches gilt fuir
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Rechts: In kleinen LaborgefaBen, den Eppendorf-Caps, flgen
die Forscher vom Institut fir Medizinische Mikrobiologie, Immuno-
logie und Hygiene die verschiedenen molekularen Komponenten
zur T-Zell-Angel, dem MHC-Streptamer, zusammen

Unten: Mit Laserlicht erfasst das Durchflusszytometer Zellen, die
in einem dunnen Flussigkeitsstrahl aus einer Dise austreten. Das
Gerét registriert pro Sekunde bis zu 100.000 Zellen

das Cytomegalo-Virus (CMV), das in etwa 60 Prozent
aller Menschen wohnt. Solche Viren verstecken sich
Uber lange Zeit in Kérperzellen. Dort bleiben sie fur das
Immunsystem und die T-Zellen unsichtbar. Wenn aber
die Korperabwehr schwéchelt oder durch eine Krebs-
therapie ganz ausgeschaltet ist, dann erwachen die Vi-
ren zu neuem Leben. Fir die meisten Menschen bleibt
das ohne groBe Folgen. Nach einer Knochenmarkspen-
de aber kann das lebensbedrohlich sein. Vor allem das
CMV fihrt immer wieder zu geféhrlichen Infektionen.

Zwar zichtet man schon seit vielen Jahren T-Zellen in
LaborgeféaBen. Doch diese Arbeit ist mihsam. Einem
Spender mussen Blutproben enthommen, daraus die
T-Zellen extrahiert und anschlieBend vermehrt werden.
Erst nach Wochen ist genug Zellmasse da, um sie dem
Patienten zu verabreichen. Ein weiteres Problem be-
steht darin, dass die T-Zellen aus der Laborkultur einen
regelrechten Schock bekommen, wenn sie schlieBlich
im Kdrper des Patienten landen. Diesen umsténdlichen
Weg wollen die Minchener mit ihrer Methode deutlich
abkirzen. Sie setzen auf den Direktimport von T-Zellen
aus dem Spender in den Patienten. Der Vorteil ware
enorm: Patienten kénnte man kinftig schnell und indivi-
duell auf ihre Situation zugeschnitten T-Zellen spritzen.
Die Methode funktioniert, so viel scheint sicher. In einer
kirzlich begonnenen klinischen Studie wurden erste >
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Die Suche nach der Nadel im Heuhaufen

Wie das Streptamer-Verfahren Zellgemische auftrennt, Iasst sich
gut anhand dieser nachgestellten Punktwolken-Darstellung erlau-
tern, die die Ergebnisse einer Durchflusszytometer-Analyse sche-
matisch darstellt. Die Methode verrédt den Forschern, wie viele
Zellen verschiedener Zelltypen in der Probe vorhanden sind. Zu
diesem Zweck wurden die Zellen aus einer Blutprobe mit zwei
fluoreszenzmarkierten Antikérpern und einem Streptamer behan-
delt. Der eine Antikorper bindet an das weitverbreitete CD3-Ober-
flachenprotein von Zellen, der andere an das CD8-Protein.

Das MHC-Streptamer wiederum markiert selektiv jene CD8-T-Zel-
len, die spezifisch CMV-infizierte Zellen erkennen. Aufgrund der
unterschiedlichen Fluoreszenzmarker erkennt das Durchflusszy-
tometer die verschiedenen Zellen sehr genau. Das Ergebnis ist
eine Grafik, in der die Haufigkeitsverteilung der verschiedenen
Zelltypen dargestellt ist. Die Abbildung links oben zeigt zeigt zu-
néchst nur eine Auftrennung nach GroBe (x-Achse) und Feinkdrnig-
keit (Granularitat; y-Achse) der Zellen. Antikorper und Streptamer
wurden hier noch nicht bericksichtigt. Die relevanten Immunzel-

len (Lymphozyten) befinden sich im Kreis. Das Bild rechts oben
stellt diese Zellgruppe im Detail dar, die weiter aufgetrennt wurde.
Dazu wurde analysiert, welche Zellen CD3-Oberflachenproteine
(Rechteck) und welche CD8-Oberflachenproteine (kleine Wolke
rechts oben innerhalb der CD3-Zellen) aufweisen.

In der kleinen CD8-Zellpopulation befinden sich auch die ge-
suchten T-Zellen, die fir CMV spezifisch sind. Markiert man diese
mit Streptameren, lassen sie sich exakt von den Ubrigen CD8-
Zellen abtrennen (Bild links unten, kleine Wolke im Oval). Das Ziel
der Forscher ist nun, diese virusspezifischen Zellen sehr genau
von den ubrigen (unspezifischen) T-Zellen z. B. mittels magne-
tischer- oder durchflusszytometrischer Zellsortierung zu isolieren.
Nach erfolgter Isolation kann dann das Streptamer durch Zugabe
von D-Biotin vollstandig von den Zielzellen entfernt werden (das
Prinzip ist rechts unten dargestellt). Nun ist man bestrebt, durch
den Einsatz verschiedener Marker Zellgemische kinftig immer
weiter aufzutrennen und so genau die gewiinschten Zelltypen
ohne verbleibende Marker zu gewinnen.

Seit Scatter (Granularitat)

MHC - Streptamer
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Vorwarts Scatter (GroBe)
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Patienten erfolgreich behandelt. Nach einer Knochen-
markspende waren sie an CMV-Infektionen erkrankt.
Damit zeichnet sich ab, dass die Forscher mit ihren ge-
fischten T-Zellen dem CMV tats&chlich den Garaus ma-
chen kénnen.

Doch der Weg bis dahin war lang. Rund zehn Jahre hat
die Entwicklung der sanften Angelmethode gedauert.
Mitte der 1990er-Jahre hérte Dirk Busch, der damals an
der Yale University in den USA arbeitete, davon, dass es
Forschern von der Stanford University erstmals gelun-
gen war, erregerspezifische T-Zellen in komplexen Zell-
gemischen wie etwa Blutproben sichtbar zu machen-
mithilfe von Nachweissubstanzen, Markern, die sich an
die T-Zellen heften. Dirk Busch konnte diese neue Me-
thodik schnell zur genauen Untersuchung von Immun-
reaktionen bei Infektionen weiterentwickeln. Mit seinem
Wechsel an die TUM im Jahr 1999 widmete sich Busch
dann erstmals der Frage, ob man die neue Technologie
nicht auch zur Gewinnung und Aufreinigung erregerspe-
zifischer T-Zellen und mdéglicherweise zur Therapie von
Infektionserkrankungen einsetzen koénnte. Doch kop-
pelte sich der Marker zun&chst so fest an die T-Zellen,
dass er kaum noch zu I6sen war.

TUM-Kollege inspiriert zu neuer Forschung

»Etwa zur gleichen Zeit wurde mir bewusst, dass ein Kol-
lege hier an der TUM, Professor Arne Skerra, einen Weg
gefunden hatte, EiweiBe aus einer Losung zu fischen,
um diese aufzureinigen®, erzahlt Busch. Der Clou: Die
EiweiBe lieBen sich leicht wieder vom Fangermolekiil 16-
sen. Beide Arbeiten hatten nichts miteinander zu tun.
Busch aber ddmmerte es, dass beide Bausteine zusam-
men zum Erfolg fihren kdnnten. Gemeinsam mit anderen
Forschern machte er sich an die Arbeit und entwickelte
seine ganz eigene, sanfte T-Zell-Angel. Auf der Oberfla-
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che von T-Zellen sitzen kleine molekulare Anhéngsel, T-
Zell-Rezeptoren (TCR, T-Cell-Receptor), die zielsicher an
bestimmte korpereigene Strukturen binden. Sie werden
dann aktiv, wenn sich von Viren befallene K&rperzellen
melden. Die Kérperzellen transportieren Fragmente des
eingedrungenen Virus, beispielsweise der Virenhiille,
an ihre Zelloberflache und binden sie dort wie eine Art
Signalflagge fest. MHC, Major Histocompatibility Com-
plex, nennt man etwas kryptisch diese groBen Molekile
auf der Oberflache einer befallenen Zelle. Genau diese
Molekiile nehmen die T-Zell-Rezeptoren wahr.

Fir gewdhnlich kommt der Mensch in seinem Leben
mehrfach mit &hnlichen Krankheitserregernin Bertihrung,
beispielsweise Schnupfenviren. Beim ersten Kontakt
lernt das Immunsystem den Erreger kennen. Es bildet T-
Zellen aus, deren TCR den Erreger identifizieren kon- >

Prof. Dr. Dirk Busch (links) und Dr. Christian Stemberger bei
der Besprechung von Laborergebnissen
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Das Streptamer-Verfahren im Detail: Ein spezifisches MHC-Streptamer besteht aus verschiedenen molekularen Komponenten (links),
dem gewlnschten spezifischen MHC-Komplex und einem magnetisch markierten Streptactinmolekul. Letztlich funktioniert das MHC-
Streptamer, indem es sehr gezielt an die Oberflachenstrukturen der Zielzellen, den T-Zell-Rezeptor (TCR), bindet (rechts, Zelle mit roten
Stébchen). Durch Gabe von Biotin wird der Streptamer-Komplex demontiert und der molekulare Angelhaken gelost

nen. So entsteht das Gedé&chtnis des Immunsystems.
Bei der nachsten Infektion sind sofort T-Zellen zur Stelle,
die den bekannten Verdachtigen dingfest machen. Die
T-Zellen werden dann vom MHC auf der infizierten Zelle
angelockt. Sie docken mit ihrem T-Zell-Rezeptor an das
MHC an - und zerstoren die infizierte Zelle und damit die
in ihr versteckten Viren. Tatsachlich kann man im Labor
mithilfe gentechnischer Methoden MHC-Molekile syn-
thetisieren und damit kiinstliche T-Zell-Angelhaken her-
stellen. Die Bindungsstérke eines MHC aber reicht nicht
aus, um eine ganze T-Zelle zu schnappen. Man benétigt
mehrere MHC-Haken. Das hatten schon die Forscher
um Mark Davis von der Stanford University erkannt. Sie
entwickelten deshalb ein Molekil mit mehreren MHC-
Haken, das MHC-Tetramer. Das bindet an mehrere T-
Zell-Rezeptoren und hélt die T-Zelle ausreichend fest.
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Allerdings war die Bindung so fest, dass sich das Te-
tramer nicht mehr von der T-Zelle abtrennen lieB3, ohne
sie in Mitleidenschaft zu ziehen.

Starke Verbindung, sanfte Trennung

Busch ging deshalb flr seine eigene Angelmaschine den
entscheidenden Schritt weiter. Angeregt durch die Ent-
wicklungen von Skerra, baute er in das MHC-Tetramer
eine Art Sollbruchstelle ein. Das neue Molekul taufte er
MHC-Streptamer. Gibt man jetzt das Provitamin Biotin
in winzigen Mengen hinzu, so I6st sich das MHC in Se-
kundenschnelle und gibt die T-Zelle wieder frei. Damit
hatte Busch seinen perfekten Angelhaken entwickelt,
der zielsicher greift und leicht abldsbar ist. Seine Arbeit
bescherte ihm eine Verdffentlichung im angesehenen
Forschungsmagazin Nature Medicine.
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Die Erfindung des biotingesteuerten MHC-Streptamer-
Hakens liegt einige Jahre zurtick. Inzwischen hat Busch
das T-Zell-Fischen mit den MHC-Streptameren perfek-
tioniert. Wenn es ans Angeln geht, synthetisieren er und
seine Mitarbeiter zundchst passende MHC-Molekiile,
damit schnappen sie die gewlnschten T-Zellen aus der
Blutprobe, etwa solche zur Bekdmpfung von Cytome-
galovirus-Infektionen. Derzeit hdngen die Forscher ma-
gnetisierte Streptamer-Molekile an die T-Zellen an. So
lassen sich diese im magnetischen Feld sauber aus der
Blutprobe ziehen. Unmittelbar danach wird Biotin zu-
gegeben, um die MHC-Streptamere zu zerstéren und
von den T-Zellen abzuspalten. Dann werden die T-Zellen
in einer Zentrifuge von MHC und Streptamer getrennt.
Doch Busch will mehr. Er ist der Kopf der Focus Group
»Clinical Cell Processing and Purification” am Institute

for Advanced Study der TUM. Und die hat sich, wie der
Name sagt, ganz allgemein der Aufbereitung und Rei-
nigung von klinisch bedeutsamen Zellen verschrieben.
»,Die Gabe von T-Zellen ist nur eine Variante der Zellthe-
rapie“, sagt Busch. ,Es gibt viele andere Immunzellen,
die sich fur die Behandlung von Krankheiten einsetzen
lassen. Wir konzentrieren uns daher nicht allein auf T-
Zellen.”

Ein Beispiel sind Immunzellen, die allergische Reakti-
onen oder Autoimmunerkrankungen einddmmen. Denn
bei manchen Allergien wird das Immunsystem durch
Stoffe aus der Umwelt so weit gereizt, dass es Ent-
zlindungsreaktionen ausldst, die den eigenen Korper
angreifen. Hier wére eine Behandlung mit Immunzellen
denkbar, welche die UberschieBende Immunreaktion
gezielt zurlickfahren. >
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Oben: Zur besseren Unterscheidung verschiedener Zelltypen hef-
ten die Miinchener unterschiedlich gefarbte Fluoreszenzmarker an
die Streptamer-Komplexe

Unten: Fir ihre Laborexperimente miissen die Forscher Spender-
blut in seine Bestandteile auftrennen und die roten Blutkdrperchen
oder das Blutplasma entfernen. Von Interesse ist vor allem jene
kleine Fraktion, die die Immunzellen enthalt

Die gesuchten Zellen sichtbar machen

Der Biologe Christian Stemberger arbeitet in Buschs
Forschungsgruppe daran, die Angelmethode zu verfei-
nern und zu diversifizieren. So versucht er, Streptamere
zu entwickeln, die nach anderen Zellen schnappen. Ein
erster Schritt ist es, die Zellen sichtbar zu machen, wo-
fur statt der MHC-Molekule andere Bindungspartner
nétig sind. Eine Alternative sind Teile von Antikdrpern—
sogenannte Fab-Fragmente. lhr Vorteil besteht darin,
dass man im Grunde fir jedes beliebige Oberflachen-
molekil passende Fab-Fragmente synthetisieren kann.
Damit wird die Markierung von vielen verschiedenen
Zelltypen moglich. Zusétzlich heftet man sogenannte
Fluoreszenzmarker an die Fab-Molekile, Farbstoffe,
die mit Laserlicht zum Leuchten angeregt werden. Auch
die Fab-Fragmente lassen sich zum Mehrfach-Haken-
Streptamer umbauen. Docken diese farbigen Fab-Strep-
tamere an, wird die Zelle sichtbar. Stembergers Ziel ist
es, verschiedene Fab-Streptamere mit unterschied-
lichen Farbstoffen einzusetzen, um in einem Gemisch
von Zellen, wie man es zum Beispiel in einer Blutprobe
findet, die verschiedenen Zellen zu erkennen. Seit ei-
niger Zeit gibt es die daflr erforderliche Technik — die
Durchflusszytometrie. Diese Apparate sind in der Lage,
farbmarkierte Partikel oder eben Zellen zu erkennen, die
in rasendem Tempo durch die Maschine sausen — bis
zu 100.000 Stiick pro Sekunde. ,Man kann damit sogar
Zellen voneinander trennen. Diese Aufreinigung ist deut-
lich sauberer als bei der magnetischen Methode®, sagt
Stemberger. Fir den klinischen Einsatz ist genau diese
saubere Aufreinigung wichtig. Denn es gibt durchaus T-
Zell-Typen, die dem Patienten auch Schaden zufligen
kénnen. Die Forscher miissen daher genau darauf ach-
ten, die richtigen Zellen zu fischen.

Eine sanfte Angel flr verschiedene Zelltypen wére eine
attraktive Losung fir die Zelltherapie, meinen die For-
scher. Denn von den Vorteilen ihrer Streptamer-Metho-
de sind sie Uberzeugt. ,Bei anderen Verfahren werden
Zellen durch das Andocken von Substanzen so stark
verdndert, dass man sie kaum noch verwenden kann*,
sagt Busch. Besonders ginstig an der neuen Methode
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ist, dass das An- und Abkoppeln der Streptamere bei
sehr niedrigen Temperaturen zwischen vier und zehn
Grad Celsius ablauft — in einem Temperatur-Bereich, in
dem die T-Zelle quasi inaktiv ist. Wie bei einer Vollnarko-
se splrt die Zelle die Behandlung kaum.

Anders als bei der Vermehrung in der Laborkultur sind
die Immunzellen also topfit, wenn sie per Angelmetho-
de fUr den Patienten gewonnen werden. Stemberger hat
das Verfahren lange an M&usen getestet, ehe die erste
klinische Studie mit Leuk&miepatienten begann. ,Es
ist verbliffend, wie wenige T-Zellen man bendtigt, um
eine Erkrankung erfolgreich zu bekdmpfen“, sagt er. ,In
manchen Fallen konnten Infektionen mit einer einzigen
Ubertragenen T-Zelle bekdmpft werden, die sich dann
im Koérper der Maus vervielfaltigt hat.“ Auch beim Men-
schen bendtigt man wahrscheinlich vergleichsweise
wenige Zellen, um eine klinische Wirkung zu erzielen —
nur etwa einige Tausend T-Zellen. Verwendet man hin-
gegen T-Zellen aus der Retorte, sind pro Dosis mehrere
Milliarden T-Zellen nétig, um die Infektion in Schach zu
halten. Busch und Stemberger hoffen, dass es ihnen ge-
lingt, ihre sanfte Methode auf eine Vielzahl von Zellen
auszuweiten.

Medizintechnik par excellence
Die Focus Group am Institute for Advanced Study hat
es sich zum Ziel gesetzt, die Entwicklung von Medizin-
technologie voranzutreiben. ,Was wir hier machen, die
Kombination von Durchflusszytometrie und molekular-
biologischen Methoden, ist medizintechnische Arbeit
par excellence®, sagt Busch. Seine Arbeit verblufft viele
seiner Fachkollegen. Wahrend Busch namlich daran
arbeitet, Streptamere zu finden, die nur leicht an ihrem
Zielobjekt haften, suchen die meisten anderen Forscher
nach Molekilen mit starker Haftkraft — beispielsweise
Antikdrper, die fest an Tumorgewebe andocken, damit
es im mikroskopischen Bild sichtbar wird.
~Wir haben es vergleichsweise leicht“, sagt Busch mit
einem Lachen. ,Nicht zuletzt weil wir durchaus das ge-
brauchen kénnen, was die anderen wegwerfen.*

Tim Schréder
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