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Beschreibung

GEBIET DER ERFINDUNG

[0001] Diese Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zum Erhalt von Antigen-spezifischen T-Zelllinien aus 
einer heterogenen Lymphocytenpopulation, einschließlich Gesamt-T-Lymphocytenpopulationen von naiven 
Individuen. Dieses Verfahren beruht auf einem Anreicherungsschritt für Antigen-spezifische Lymphocyten mit-
tels Einfangen der Antigenspezifischen T-Lymphocyten auf einem Substrat, das mit antigenen Pep-
tid-MHC-Komplexen beschichtet ist, die als Liganden für spezifisch T-Zell-Antigenrezeptoren dienen, gefolgt 
von einem Expansionsschritt unter Verwendung von Oberflächen, die mit antigenen Peptid-MHC-Komplexen 
beschichtet sind.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0002] Antigen-spezifische Immunantworten werden durch Antigen-spezifische Effektor-B und T-Lymphocy-
ten vermittelt. Diese Zellen stammen aus ruhenden Precursor-Zellen mit allgemein niedriger Häufigkeit, die 
Rezeptoren für verschiedene Antigene exprimieren, welche das gesamte Repertoire repräsentieren und die 
beim Zusammentreffen mit spezifischen Antigenen und geeigneter Co-Stimulierung aktiviert werden, expan-
dieren und sich zu Effektorzellen differenzieren.

[0003] Die Entwicklung von einer ex-vivo-Immuntherapie für Zustände, wie etwa Krebs oder virale Infektionen 
ist durch die niedrige Häufigkeit von Antigen-spezifisch Precursor-Lymphocyten beschränkt. Zum Beispiel sind 
Virus-spezifische CTL-Precursor (CTLp)-Häufigkeiten in peripheren Lymphoidgeweben von Mäusen im allge-
meinen niedriger als 1/100000–1/1000000 (Lau et al., 1994; Hou et al., 1994). Die Isolierung von Antigen-spe-
zifischen Lymphocyten mittels Einfangen auf einem Antigen-beschichteten Träger ist für ruhende B-Zellen aus 
Mäusemilz, die für TNP spezifisch sind, beschrieben worden (Snow et al., 1983a). Die Isolierungsprozedur be-
inhaltete einen Rosettierungsschritt („rosetting step") auf mit Hapten versehenen roten Blutkörperchen vom 
Pferd und ermöglichte das Gewinnen von Haptenspezifischen B-Zellen mit 40% Reinheit. Diese Technik ist 
nützlich gewesen, um die Erfordernisse für eine Aktivierung (Stein et al., 1986) ebenso wie die anfänglichen 
Signalereignisse nach der Aktivierung (Snow et al., 1986; Myers et al., 1987; Grupp et al., 1987; Noelle and 
Snow, 1990; Gold and DeFranco, 1994) zu studieren. Jedoch war dies eine sehr günstige Situation wegen der 
relativen hohen Häufigkeit von B-Zellen, die für TNP spezifisch waren (ungefähr 1%) (Snow et al., 1983a). Es 
ist bislang über keine Studie über eine B-Zellaktivierung unter Verwendung von ruhenden B-Zellen berichtet 
worden, die für ein anderes Antigen mit niedriger Precursor-Häufigkeit spezifisch sind (Radbruch and Reckten-
wald, 1995).

[0004] Eine niedrige Precursor-Häufigkeit ist ebenfalls ein Problem bei T-Zellen. Darüber hinaus erkennen 
T-Zellen, während B-Zellen das Antigen direkt erkennen, eine komplexe Struktur, die aus der Kombination ei-
nes antigenen Peptids, gebunden an ein Haupt-Histokompatibilitätskomplex (MHC)-Molekül gemacht ist. Die 
TCR/MHC-Peptid-Wechselwirkung hat eine niedrige bis mäßige Affinität (10–4–10–7 M Bereich; Matsui et al., 
1991; Weber et al., 1992; Sykulev et al., 1994a; Corr at al., 1994; Sykulev et al., 1994b). Antikörper weisen 
gewöhnlich Affinitäten auf, die mehrere Größenordnungen höher sind, und nutzen eine Multivalenz aus. Neue 
Isolierungstechniken von seltenen Zellpopulationen stehen jetzt zur Verfügung. Diese beruhen auf Zellsortie-
rung und/oder magnetischer Trennung (Bellone et al., 1995; Radbruch and Recktenwald, 1995). Ebenfalls sind 
jetzt rekombinante Liganden für TCR durch Kombinieren von rekombinanten leeren MHC-Molekülen (Jackson 
et al., 1992) und MHC-bindenden antigenen Peptiden verfügbar (Engelhard, 1994; Ramensee et al., 1995). 
Diese synthetischen MHC-Peptid-Komplexe können auf Kügelchen immobilisiert werden, um multivalente Li-
ganden für den TCR zu liefern. Theoretisch sollte eine Multivalenz dabei helfen, eine niedrige Affinität zu über-
winden. Es ist zuvor gezeigt worden, daß die Wechselwirkung zwischen TCR und immobilisiertem Pep-
tid-MHC-Komplex zur Etablierung von stabilen Wechselwirkungen in bestimmten in-vitro-Systemen führt. Ers-
tens reichen MHC-Klasse-I-Antigene, die auf Lipid-Monoschichten (Nakanashi et al., 1983) oder auf Lipid-be-
schichteten Kügelchen in Zellgröße (Kane et al., 1988) immobilisiert sind, aus, um eine Bindung von klonierten 
allogenischen cytotoxischen T-Zellen (CTL) zu bewirken. Zweitens binden syngenische klonierte CTL an 
MHC-beschichtete Kügelchen in einer Peptid-abhängigen Weise (Kane and Mescher, 1993; Mescher, 1995). 
Drittens kann eine klonierte syngenische CTL Aggregate mit RMA-S-Zellen bilden, einer Zelllinie, die große 
Mengen an leeren MHC-Molekülen exprimiert, in einer Peptid-spezifischen Weise (De Bruijn et al., 1992). In 
zwei dieser Berichte waren TCR-MHC-Peptid-Wechselwirkungen nicht der primäre Adhäsionsvermittler. Sie 
spielten eher eine anfängliche Rolle bei den frühen Ereignissen der Aggregation, vermutlich durch Transduzie-
ren von Signalen, die zur Aktivierung von Adhäsion mittels akzessorischen Molekülen führte. Hier beschreiben 
wir ein Verfahren zum Isolieren von Antigen-spezifischen T-Zellen unter Verwendung von leeren MHC-Klas-
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se-I-Molekülen, die aus Drosophila melanogaster-Zellen (Jackson et al., 1992) aufgereinigt worden sind, im-
mobilisiert auf magnetischen Kügelchen und mit Peptid beladen. Dieses künstliche Substrat für T-Zellen ist mit 
einer hohen Dichte an identischen MHC-Peptid-Komplexen beschichtet. Die T-Zell-Isolierung wurde unter Ver-
wendung von Populationen von naiven T-Zellen optimiert, aufgereinigt aus Mäusen, die für den 2C- TCR trans-
gen sind (Sha et al., 1988). Liganden mit verschiedenen Affinitäten und Spezifitäten für den 2C-TCR sind iden-
tifiziert worden (Sykulev et al., 1994a, b). 2C-T-Zellen konnten ebenfalls auf Kügelchen adsorbiert werden, die 
Peptid-MHC-Komplexe trugen, welche eine Affinität für den 2C-TCR hatten, die so niedrig wie 10–4 M war. Die 
Adsorption war auf MHC beschränkt und peptid-spezifisch, da sie nur mit den richtigen MHC-Kombinationen 
stattfand, die durch den 2C-TCR erkannt wurden. Zusätzlich konnten 2C-T-Zellen, die mit irrelevanten T-Zellen 
aus einem naiven Tier gemischt waren, unter Verwendung dieser Adsorptionsprozedur wiedergewonnen wer-
den. Diese Technik wurde erfolgreich verwendet, um Antigen-spezifische T-Zellen aus naiven Tieren wieder-
zugewinnen.

[0005] CA-A-2,069,541 offenbart die Induktion einer Antigen-spezifischen T-Lymphocytenantwort in einer 
T-Lymphocytenkultur. Die Induktion der Antwort wird erzielt durch Beladen von Antigen-präsentierenden Trä-
gern, die MHC-Moleküle mit einem Antigen-abgeleiteten T-Zell-immunogenen MHC-bindenden Peptid tragen.

[0006] A. Stryhn et al., (1994) Eur. J. Immunol. 24:1404-1409 offenbart einen Satz an Antigenspezifischen 
MHC-Klasse-I-T-Zell-Hybridomen, die verwendet worden sind, um die Fähigkeit von Peptid-Klasse-I-Komple-
xen zu untersuchen, T-Zellen zu stimulieren.

[0007] K.P.Kane et al., (1993) J. Immunol 150:4788-4797 offenbar die Aktivierung von CDH-abhängigen cy-
totoxischen T-Lymphcytenadhäsion und Degranulierung mittels Peptid-Klasse-I-Antigen-Komplexen. Die Akti-
vierung von CTL erfordert eine Beschäftigung sowohl dem TCR als auch dem CD8-Corezeptor.

[0008] WO 96/05287 offenbart ein Verfahren zur Isolierung von T-Zellen aus peripherem Blut unter Verwen-
dung von MHC-Antigen-Komplexen.

[0009] EP 0814838, welches nur Stand der Technik zur Beurteilung von Neuheit ist, offenbart ein Antigen-prä-
sentierendes System und ein Verfahren zum Aktivieren von T-Zellen. Eine Ausführungsform der Erfindung ist 
die Matrix, enthaltend synthetische Antigen-präsentierende Proteine. Die Matrix kann verwendet werden, um 
CD8+-T-Zellen dahingehend zu aktivieren, daß sie cytotoxisch werden.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0010] Die vorliegende Erfindung stellt ein Verfahren zur Isolierung und Expansion in Kultur von Antigen-spe-
zifischen T-Lymphocyten aus einer heterogenen Population von Lymphocyten bereit. Die vorliegende Erfin-
dung stellt ebenfalls ein Verfahren zum Herstellen einer Population von Antigen-spezifischen T-Lymphocyten 
aus einem Patienten zur Behandlung der Krankheit oder des Zustandes des Patienten bereit. Diese Erfindung 
stellt eine Matrix bereit, die leere Klasse-I-Peptide enthält, die dahingehend funktionell sind, dass die leeren 
Klasse-I-Peptide eine Vielzahl von Antigenen akzeptieren und binden können. Diese Matrizes können so her-
gestellt werden, daß sie spezifische vorbestimmte Mengen von einem oder mehreren Antigenen enthalten. 
Solche Matrizes sind für eine Vielzahl von Zwecken nützlich, einschließlich, aber nicht beschränkt auf die Ver-
wendung bei den Verfahren der vorliegenden Erfindung.

KURZE BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN

[0011] Fig. 1, Tafeln A, B, C und D: Bindungsanalyse von biotinyliertem Ld an Avidinbeschichteten magneti-
schen Kügelchen unter Verwendung von Fluß-Cytofluorometrie.

[0012] Tafel A zeigt eine Dosis-Antwort-Kurve der mittleren Fluoreszenzwerte von Kügelchen, die mit zuneh-
menden Mengen an Ld inkubiert werden, dann mit Fluoreszein-markiertem anti-Ld Antikörper 30.5.7 gefärbt 
werden. Tafel B zeigt grüne Fluoreszenzhistogramme (FL1) von nicht-markierten Avidin-beschichteten mag-
netischen Kügelchen. Tafel C zeigt grüne Fluoreszenzhistogramme (FL1) von Avidin-beschichteten magneti-
schen Kügelchen nach der Inkubation mit 3 μg biotinyliertem Ld/106 Kügelchen; die Färbung wurde unter Flu-
oreszeinmarkierten anti-Ld-Antikörper 30.5.7 durchgeführt. Tafel D zeigt grüne Fluoreszenzhistogramme (FL1) 
von Avidin-beschichteten magnetischen Kügelchen nach Inkubation mit 3 μg nicht-biotinyliertem Ld/106 Kügel-
chen; die Färbung wurde durchgeführt unter Verwendung von Fluoreszein-markierten anti-Ld-Antikörper 
30.5.7.
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[0013] Fig. 2, Tafeln A, B, C, D, E und F: Beurteilung der Ld-beschichteten Kügelchen-2C-T-Zell-Komplexbil-
dung in der Anwesenheit von antigenen Peptiden unter Verwendung von grünen (FL1) gegen rote (FL2) Fluo-
reszenzpunktauftragungen („dot plots"). Die Zellen wurden mit Fluoreszein grün gefärbt; die Kügelchen wurden 
mit Phycoerythrin rot gefärbt. Die magnetischen Kügelchen sind selbstfluoreszierend; ein Ausgleich wurde so 
eingestellt, daß die Phycoerythrin-gefärbten Kügelchen dieselbe grüne Fluoreszenzintensität wie ungefärbte 
Kügelchen aufwiesen. Tafel A zeigt die Kügelchen alleine. Tafel B zeigt 2C-T-Zellen alleine. Tafel C zeigt Ld-be-
schichtete Kügelchen und 2C-T-Zellen, die in der Anwesenheit von QL9 inkubiert sind. Tafel D zeigt Ld-be-
schichtete Kügelchen und 2C-T-Zellen, die in der Anwesenheit von p2Ca inkubiert sind. Tafel E zeigt Ld-be-
schichtete Kügelchen und 2C-T-Zellen, die in der Anwesenheit von SL9 inkubiert sind. Tafel F zeigt Ld-be-
schichtete Kügelchen und 2C-T-Zellen, die in der Anwesenheit von LCMV-Peptid inkubiert worden sind.

[0014] Fig. 3, Tafeln A, B, C, D, E, F, G und H: Beurteilung von MHC-beschichteter Kügel-
chen-2C-T-Zell-Komplexbildung in der Anwesenheit von antigenen Peptiden unter Verwendung von seitlicher 
Streuung („side scatter") (SSC) gegen Vorwärtsstreuung („forward scatter") (FSC) dot plots. Tafel A: zeigt die 
Grenzen der Regionen, enthaltend die Zellen, die Kügelchen und die Zell-Kügelchen-Komplexe. Tafel B zeigt 
die Kügelchen alleine. Tafel C zeigt 2C-T-Zellen alleine. Tafel D zeigt Ld-beschichtete Kügelchen und 2C-T-Zel-
len, die in der Anwesenheit von QL9 inkubiert worden sind. Tafel E zeigt Ld-beschichtete Kügelchen und 
2C-T-Zellen, die in der Anwesenheit von p2Ca inkubiert sind. F: Ld-beschichtete Kügelchen und 2C-T-Zellen, 
die in der Anwesenheit von LCMV-Peptiden inkubiert worden sind. Tafel G zeigt Kbm3-beschichtete Kügelchen 
und 2C-T-Zellen, die in der Anwesenheit von dEV-8 inkubiert sind. Tafel H zeigt Kbm3-beschichtete Kügelchen 
und 2C-T-Zellen, die in Anwesenheit von E1 inkubiert sind.

[0015] Fig. 4, Tafeln A, B und C: Der Effekt der verschiedenen Parameter auf 2C-T-Zelladsorption an 
MHC-beschichteten magnetischen Kügelchen. Tafel A zeigt die Zeitabhängigkeit: aufgereinigte 2C-T-Zellen 
wurden mit MHC-beschichteten Kügelchen und Peptid gemischt und bei Zimmertemperatur für verschiedene 
Zeitdauern inkubiert; die Zellanhängung wurde dann mittels Fluß-Cytofluorometrie quantifiziert. Die Tafel B 
zeigt die Temperaturabhängigkeit.: aufgereinigte 2C-T-Zellen wurden mit MHC-beschichteten Kügelchen und 
Peptid gemischt und bei verschiedenen Temperaturen und für verschiedene Zeitdauern inkubiert; die Zellan-
hängung wurde dann mittels Fluß-Cytofluorometrie quantifiziert. Die Tafel C zeigt CD8-Abhängigkeit: aufgerei-
nigte 2C-T-Zellen oder aufgereinigte CD8– 2C-T-Zellen wurden mit MHC-beschichteten Kügelchen und Peptid 
gemischt und bei Zimmertemperatur für 3 Stunden inkubiert. Die Zellanhängung wurde dann mittels Fluß-Cy-
tofluorometrie quantifiziert.

[0016] Fig. 5, Tafeln A, B, C, D und E: Anreicherung in 2C-T-Zellen unter Verwendung eines Einfangens auf 
Kbm3-beschichteten magnetischen Kügelchen, beginnend mit einer Mischung von 2C-T-Zellen und CD8+-T-Zel-
len bei einem Verhältnis von 1:3000. Tafel A zeigt ein grünes Fluoreszenzhistogramm (FL1) von Fluoresze-
in-markierten aufgereinigten 2C-T-Zellen. Tafel B zeigt ein grünes Fluoreszenzhistogramm (FL1) von aufgerei-
nigten CD8+-T-Zellen aus C57BL/6-Mäusen. Tafel C zeigt ein grünes Fluoreszenzhistogramm (FL1) von auf-
gereinigten Fluoreszein-markierten 2C-T-Zellen, die mit CD8+-T-Zellen aus C57BL/6-Mäusen in einem Verhält-
nis von 1:3000 gemischt sind. Tafel D zeigt ein grünes Fluoreszenzhistogramm (FL1) von Zellen, die nach In-
kubation mit Kbm3-beschichteten magnetischen Kügelchen in der Anwesenheit von dEV-8 eluiert worden sind. 
Tafel E zeigt ein grünes Fluoreszenzhistogramm (FL1) von Zellen, die nach Inkubation mit Kbm3-beschichteten 
magnetischen Kügelchen in der Anwesenheit von E1 eluiert worden sind.

[0017] Fig. 6: in-vitro-funktionale Aktivität von CTL, abgeleitet aus naiven C57BL/6-Mäusen unter Verwen-
dung von Adsorption auf Kb-OVA-8- oder Kb-VSV-8-beschichteten magnetischen Kügelchen. Kultivierte T-Zel-
len wurden auf Cytotoxizität mittels eines Chromfreisetzungsassay getestet, wie in Beispiel 4 gezeigt. EL4-Zel-
len wurden als Ziele verwendet. Die Peptide wurden in einer Endkonzentration von 1 μM verwendet.

[0018] Fig. 7: in-vitro-funktionale Aktivität von CTL, abgeleitet aus naiven BLB/c-Mäusen unter Verwendung 
von Adsorption auf Ld-LCMV-beschichteten magnetischen Kügelchen. Kultivierte T-Zellen wurden in vitro auf 
Cytotoxizität mittels Chrom-Freisetzungsassay getestet, wie in Beispiel 4 gezeigt. Ld-exprimierende RMA-S 
(Tafel A), BALB/c-CL7 (Tafel B), MC57(Tafel C) oder YAC-1 (Tafel D) wurden als Ziele verwendet. Die Peptide 
wurden in einer Endkonzentration von 1μM verwendet.

[0019] Fig. 8: in-vivo-funktionale Aktivität von CTL abgeleitet aus naiven BALB/c-Mäusen unter Verwendung 
von Adsorption auf Ld-LCMV-beschichteten magnetischen Kügelchen. Die invivo-Aktivität in Mäusen, die akut 
mit LCMV infiziert waren, wurde getestet, wie in Beispiel 4 gezeigt. LCMV-infizierte BALB/c-Mäuse bekamen 
107 CTL anti-LCMV-NP 118-126 am Tag 1 injiziert, während 4 BALB/c-Mäuse nur PBS erhielten. Als eine Kon-
trolle verwendeten wir LCMV-C57BL/6-Mäuse, denen entweder 107 CTL-anti-LCMV-NP 118-126 oder PBS in-
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jiziert worden war.

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

[0020] Die vorliegende Erfindung stellt ein neues Verfahren zum in-vitro-Gewinnen von Antigenspezifischen 
T-Zelllinien aus gemischten Zellpopulationen bereit, einschließlich Gesamt-T-Zellen aus naiven Individuen. 
Das Gewinnen von T-Zelllinien in vitro aus naiven T-Zellpopulation bringt mehrere Arten von Problemen mit 
sich: Als erstes sind die Precursor-Häufigkeiten typischerweise sehr niedrig, oft niedriger als 10–5; zweitens ha-
ben naive T-Zellen spezielle Erfordernisse zur Aktivierung, wobei sie im allgemeinen stärkere Reize benötigen 
als zuvor aktivierte T-Zellen.

[0021] Das Verfahren der vorliegenden Erfindung umfaßt zwei Schritte: Einen Isolierungsschritt, um die Zell-
zubereitung mit Antigen-spezifischen T-Zellen anzureichern, und einen Schritt der in-vitro-Expansion, um die 
Antigen-spezifische Zelllinien aus der angereicherten Zellzubereitung zu gewinnen. Es ist Fachleuten in leich-
ter Weise offensichtlich, daß diese Schritte nach Bedürfnis wiederholt werden können. Der Isolierungsschritt 
von Antigen-spezifischen T-Zellen verwendet MHC-beschichtete Substrate, die bei Inkubation mit antigenem 
Peptid und T-Zellen die Isolierung von T-Zellen ermöglichte, die für den antigenen Peptid-MHC-Komplex spe-
zifisch sind. Es wird für Fachleute offensichtlich sein, dass eine große Vielfalt von MHC-Molekülen zur Verwen-
dung bei dem Verfahren der vorliegenden Erfindung geeignet sind, einschließlich, aber nicht beschränkt auf 
klassische und nicht-klassische MHC-Proteine aus einer Säugetier- oder Vogelspezies, wobei humane 
HLA-Proteine und murine H-2-Proteine bevorzugt sind. Es wird ebenfalls Fachleuten offensichtlich sein, daß
MHC-Moleküle aus einer Vielzahl an Quellen zur Verwendung bei der vorliegenden Erfindung geeignet sind, 
einschließlich aber nicht beschränkt auf MHC, stammend aus natürlich vorkommenden Quellen und aus re-
kombinanten Quellen, wie etwa MHC-Proteine, die in Bakterien, Insektenzellen oder Säugetierzellen expri-
miert werden, wobei Insektenzellen bevorzugt werden. Zusätzlich wird für Fachleute offensichtlich sein, daß
eine große Vielzahl von MHC-beschichteten Substraten zur Verwendung bei der vorliegenden Erfindung ge-
eignet sind, einschließlich, aber nicht beschränkt auf Glaskügelchen, Latexkügelchen und magnetische Kügel-
chen, wobei magnetische Kügelchen bevorzugt sind. Schließlich wird es für Fachleute auf dem Gebiet offen-
sichtlich sein, dass eine große Vielzahl von Prozeduren verwendet werden könnten, um MHC-Moleküle auf 
Substraten zur Verwendung bei dem Verfahren der vorliegenden Erfindung anzuhängen, einschließlich, aber 
nicht beschränkt auf passive Adsorption, Verwendung von Quervernetzern, Biotinylierung von MHC-Molekülen 
zur Adsorption auf Avidin-beschichtetem Substrat, Einführung einer Erkennungsstelle mittels gentechnischer 
Veränderung von MHC-Molekülen oder Verwendung von einer natürlichen Erkennungsstelle zur Adsorption 
auf Antikörper-beschichtetem Substrat, wobei Avidin-Biotin- und Antikörper-Erkennung bevorzugt wird.

[0022] Um die Prozedur zu etablieren wurde eine Kombination aus mehreren Mitteln verwendet. Als erstes 
verwendeten wir leere rekombinante MHC-Moleküle, die in Drosophila melanogaster-Zellen produziert worden 
waren (Jackson et al., 1992) die die Verwendung von MHC-Protein, das mit demselben Peptid homogen bela-
den war, ermöglichte; zweitens wurden naive T-Zellen verwendet, die aus Lymphknoten von Mäusen aufgerei-
nigt worden waren, welche für den 2C-TCR transgen waren (Sha et al., 1988), diese Zellen exprimieren den-
selben TCR auf demselben Niveau homogen. Dies ermöglichte die Analyse auf dem Niveau der einzelnen Zel-
le. Ebenfalls wurden mehrere verschiedene Peptid-MHC-Komplexe verwendet, deren Affinitäten für den 
2C-TCR vor kurzem bestimmt worden sind (Sykulev et al., 1994a, b). Dies machte es möglich, die Prozedur 
unter Verwendung von Komplexen verschiedenen Affinitäten zu erforschen. Die MHC-Klasse-I-Moleküle, die 
verwendet wurden, schlossen Ld, Kb, Kbm3 ein. Da der 2C-cytotoxische T-Zell-Klon aus BALB.B (H-2b)-Mäusen 
stammte (Sha et al., 1988), sind Ld und Kbm3 allogene Restriktionselemente für den 2C-TCR, während Kb syn-
gen ist. Immobilisierte biotinylierte Ld, Kb und Kbm3 auf Avidin-beschichteten Kügelchen wurden verwendet. 
2C-T-Zellen wurden auf solchen Kügelchen in der Anwesenheit von mehreren antigenen Peptide adsorbiert. 
Die Adsorption wurde in der Anwesenheit von Peptid-MHC-Komplexen mit einer Affinität für den 2C-TCR in 
einem 10–4–10–7 M-Bereich beobachtet, unter Verwendung von Ld, Kbm3 oder Kb als Restriktionselement. 
Schließlich war die Adsorption spezifisch, da Kontrollpeptide keine Wechselwirkung zwischen MHC-beschich-
teten Kügelchen und 2C-T-Zellen bewirkte.

[0023] Die Eigenschaften der Adsorption von T-Zellen auf MHC-beschichteten Kügelchen wurden weiter un-
tersucht: Die Adsorption war zeitabhängig, erreichte ein Plateau zwischen 1 und 4 Stunden bei Durchführung 
bei Zimmertemperatur. Die Adsorption begann über diese Zeit hinaus abzunehmen, was die Initiierung eines 
De-adhäsionsprozesses reflektieren könnte. Die Adsorption war ebenfalls temperaturabhängig: Sie war ge-
ringfügig niedriger bei 37°C als bei Zimmertemperatur für drei der untersuchten Peptid-MHC-Komplexe und 
war sogar dramatisch niedriger als bei Zimmertemperatur für einen weiteren Komplex. Dies beruht auf der Ab-
nahme hinsichtlich der Stabilität der MHC-Moleküle bei höherer Temperatur. Die Adsorption bei 4°C war viel 
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niedriger als bei Zimmertemperatur, was wahrscheinlich eine Konsequenz der Veränderung hinsichtlich der 
Zellmembranfluidität bei niedriger Temperatur war, was molekulare Assoziationen verringert. Zusätzlich könn-
ten einige Signalereignisse, die nur bei höherer Temperatur stattfinden, zur Adsorption beitragen, wie in einem 
frühern Bericht über die Rolle von CD8 bei der Adhäsion, die durch eine TCR-Antigenwechselwirkung induziert 
worden ist, festgestellt worden ist (Kane and Mescher, 1993). Interessanterweise variierte die CD8-Abhängig-
keit der Zell-Kügelchen-Komplexbildung entsprechend dem verwendeten Antigen. Unter den getesteten Pep-
tiden waren die am stärksten CD8-abhängigen p2Ca und dEV-8, die als natürlich vorkommend an der Ober-
fläche von Antigen-präsentierenden Zellen isoliert worden waren; QL9 und SIYR, die nicht auf der Zelloberflä-
che gefunden worden sind, waren CD8-unabhängig. In jedem Fall war die CD8-Abhängigkeit des T-Zell-Ein-
fangs auf MHC-beschichteten Kügelchen nicht vollständig mit der TCR-Liganden-Affinität korreliert, da wir kon-
sistent ein Einfangen mit Kbm3-dEV-8 (1,8 × 104 M–1), Kb-SIYR (3,1 × 104 M1–1) oder Kbm3-SIYR (3,4 × 104 M–1), 
aber nicht mit Ld-p2Ca-A3 (2 × 104 M–1) oder Kb-dEV-8 (1,2 × 104 M–1) beobachteten. Ein Einfangen wurde mit 
Ld-SL9 (1,4 × 104 M–1) beobachtet, oder auch nicht, entsprechend den Ld-Chargen. Dies stimmt mit der Vorher-
sage überein, daß eine Kenntnis über die Affinität eines einzelnen TCR bei einem gegebenen Pep-
tid-MHC-Komplex wahrscheinlich nicht ausreicht, um Vorhersagen über die Wechselwirkungen auf dem Ni-
veau der ganzen Zelle zu machen (Agrawal and Linderman, 1996). Es wird angenommen, daß MHC-beschich-
tete Kügelchen als Sonden nützlich sein werden, um die Regeln der Antigen-Erkennung durch T-Zellen zu stu-
dieren.

[0024] Um die Eignung dieser Technik zu erforschen, um eine Population von Antigen-spezifischen CTL-Pre-
cursoren mit niedriger Häufigkeit zu gewinnen, wurde versucht, 2C-T-Zellen zu erhalten, die mit irrelevanten 
T-Zellen aus einem naiven Tier gemischt waren. Es wurde gezeigt, daß die Prozedur der vorliegenden Erfin-
dung die Aufreinigung von Antigenspezifischen T-Zellen ungefähr 800–1600-mal in einem Aufreinigungsschritt 
ermöglichte, ausgehend von einer 2C-T-Zell-Häufigkeit, die so niedrig war wie 0,03%. Die Zellgewinnung war 
ungefähr 50% bei Verwendung von Peptid-MHC-Komplexen mit niedriger Affinität für den 2C-TCR, wie etwa 
Kbm3-dEV-8 und Kb-SIYR und erreichte 90–100% mit dem Hochaffinitäts-Ld-QL9-Komplex. Die endgültige 
2C-T-Zellreinheit betrug 47,6 ± 2,1% bei Verwendung von Kb, dem syngengen Restriktionselement für den 
2C-TCR und 24,8 ± 6,9% bei Verwendung von Ld, einem allogenen Restriktionselement. Dies legt nahe, daß
dieser Unterschied durch anti-Ld-allogenen T-Zellen erklärt werden könnte, die unter Verwendung von Ld-be-
schichteten Kügelchen eingefangen worden sind. Dies würde bedeuten, daß einige der Nicht-2-C-Zellen, die 
von den Kügelchen eluiert worden sind, spezifisch eingefangen worden waren. Zusammengenommen zeigten 
diese Ergebnisse, daß dieses Verfahren geeignet war, um T-Zell-Precursors mit niedriger Häufigkeit aus einem 
naiven Tier aufzureinigen, einschließlich Zellen, deren TCR eine niedrige Affinität für einen MHC-Peptid-Kom-
plex hat.

[0025] Es wurde ebenfalls gezeigt, daß die Isolierungsprozedur der vorliegenden Erfindung bei Verwendung 
in Kombination mit einem neuen in-vitro-T-Zell-Expansionsschritt dazu geeignet war, CTL-Precursors aus na-
iven Mäusen anzureichern. Der Zellexpansionsschritt beruhte auf der Kultur von isolierten Zellen in Gewebe-
kulturplatten, die mit MHC-Peptid-Komplexen und Anti-CD28-Antikörper beschichtet waren. Es wird in leichter 
Weise offensichtlich für Fachleute sein, daß andere co-stimulatorische Moleküle zur Verwendung beim Verfah-
ren der vorliegenden Erfindung geeignet sind, einschließlich, aber nicht beschränkt auf anti-CD28-Antikörper, 
anderen Liganden von CD28, wie etwa B7-1 und B7-2 oder Liganden oder Antikörper an andere T-Zell-co-sti-
mulatorische Moleküle, wie etwa Integrine und andere Zelladhäsionsmoleküle, oder Cytokine, wie Interleukin-2 
oder Interleukin-4 oder eine Kombination davon. Es ist bemerkenswert, daß andere klassische Expansions-
protokolle, einschließlich einer Stimulation mit Concanavalin A oder mit Anti-TCR-Antikörpern, es nicht ermög-
lichen würden, Antigen-spezifische CTL aus naiven Lymphocytenpopulationen zu gewinnen. Dies ist wahr-
scheinlich so aufgrund der Tatsache, daß die Zellen nach der Isolierung nicht 100% rein sind und daher eine 
gewisse spezifische Stimulierung benötigen, um gewonnen zu werden. Zusätzlich ist eine hohe Dichte an ho-
mogenen Liganden notwendig, um nicht-geprimte T-Zellen („unprimed T cells") zu aktivieren, was durch das 
Verfahren der vorliegenden Erfindung ermöglicht wird, ebenso wie durch Verwendung von MHC-exprimieren-
den Insektenzellen als Antigen-präsentierende Zellen (Cai et al., 1996), aber nicht durch Verwendung von klas-
sischen Antigen-präsentierenden Zellen, die eine heterogene Population von Antigenen auf ihrer Oberfläche 
präsentieren. Zusätzlich erfordert dieses vollständig synthetische Expansionssystem der vorliegenden Erfin-
dung nicht die Verwendung von exogenen Antigenenpräsentierenden Zellen, was potentielle Komplikationen 
eliminiert, wie etwa die Kontaminierung und das Kreuz-Primen („cross-priming").

[0026] Interessanterweise war es nicht notwendig, die Zellen von den MHC-beschichteten magnetischen Kü-
gelchen zu lösen, die zur Isolierung vor der Expansion verwendet wurden, was die Handhabungszeit verrin-
gert. Jedoch können die Antigen-spezifischen T-Lymphocyten eluiert oder von dem Substrat entfernt werden 
zum Kultivieren oder für andere Zwecke, sofern erwünscht. Die T-Lymphocyten könnten unter Verwendung ei-
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ner Vielzahl von Techniken eluiert werden, die für Fachleute auf dem Gebiet bekannt sind, wie etwa verlängerte 
Inkubation und/oder Zugabe eines anti-MHC-Antikörpers. Unter Verwendung dieses Verfahrens konnten 
LCM-Virus-spezifische CTL aus nicht-infizierten BALB/c-Mäusen gewonnen werden unter Verwendung von 
Ld-beschichteten magnetischen Kügelchen und LCMV-Nukleoproteinpeptid. Die Anreicherung hatte mit Si-
cherheit stattgefunden, da wenigstens eine Zelle in den 104-Zellen, die gewonnen worden waren, Antigen-spe-
zifisch war, im Vergleich mit einer Precursor-Häufigkeit von weniger als 10–5 in einem naiven Tier (Oehen et al 
1992, Lau et al, 1994).

[0027] Zusätzlich ergaben nicht-abgetrennte Gesamt CD8+-T-Zellen aus dem selben Tier, kultiviert unter den 
selben Bedingungen, keine spezifische CTL-Aktivität. Schließlich wurde die spezifische CTL-Aktivität nach nur 
einer erneuten Stimulierung gemessen, was auf eine hohe Häufigkeit an spezifischen Precursor-T-Zellen nach 
der Anreicherungsprozedur hinweist. Wir verwendeten ebenfalls die Anreicherungsprozedur der vorliegenden 
Erfindung, um OVA-8-spezifische CTL ebenso wie VSV-8-spezifischen CTL aus C57BL/6-Mäusen zu gewin-
nen. Die Anreicherung war spezifisch, da keine VSV-8-spezifischen CTL aus Zellen wachsengelassen werden 
konnten, die unter Verwendung von Kb-OVA-8-beschichteten Kügelchen eingefangen worden waren, und kei-
ne OVA-8-spezifischen CTL konnten aus Zellen wachsengelassen werden, die unter Verwendung von 
Kb-VSV-8-beschichteten Kügelchen eingefangen worden waren. Die CTL-Precursor-Häufigkeit von 
OVA-8-spezifischen CTL in der angereicherten Population nach Einfangen auf Kb-OVA-8-beschichteten Kügel-
chen war näherungsweise 1/3500. Die Anreicherung hatte somit sicherlich stattgefunden, da die Precursor-
häufigkeit für CTL-anti-OVA-8 in naiven C57BL/6-Mäusen 1/30.000 ist (Dillon et al., 1994). Jedoch schien eine 
Anreicherung niedriger als aus den Experimenten unter Verwendung von 2C-T-Zellen erwartet zu sein (Tabelle 
II). Dies ist nicht überraschend, da Messungen mit 2C-T-Zellen direkt die Fähigkeit des Anreicherungsschrittes 
reflektieren, während in Experimenten, die aus Gesamt-CD8+-T-Zellen ausgingen, eine Anreicherung wahr-
scheinlich unterschätzt wurde: Einige CD8+-Zellen könnten eingefangen und expandiert worden sein, ohne eine 
cytotoxische Aktivität aufzuweisen, oder könnten eingefangen worden sein, würden aber möglicherweise nicht 
in Kultur wachsen oder könnten eine zu schwache Wechselwirkung mit MHC-beschichteten Kügelchen haben, 
um „einfangbar" zu sein. Es ist unwahrscheinlich, daß ein Einfangen die T-Zellen dazu bringt, keine Antwort zu 
geben, da 2C-T-Zellen in CTL nach dem Einfangen expandiert werden können.

[0028] Eine magnetische Trennung hat sich als das Verfahren der Wahl herausgestellt, um seltene Zellpopu-
lationen aufzureinigen. Diese schließen humane Peripherblut-hämopietische Progenitorzellen (Aufreinigung 
von 0,18% auf 54,4%, 300-fache Anreicherung, > 39% Wiedergewinnung) (Kato and Radbruch, 1993), huma-
nem Peripherblut-Burst-bildende Einheiten-Erythroide (Aufreinigung von 0,04% auf 56,6%, 1400-fache Anrei-
cherung, 13% Wiedergewinnung) (Sawada et al, 1990) und Peripherblut IgA1-exprimierende B-Lymphocyten 
(Aufreinigung von 0,1–1,5% auf bis zu 80%, bis zu 80% Wiedergewinnung) (Irsch et al, 1994) ein. Das Verfah-
ren der vorliegenden Erfindung für eine Antigen-spezifische T-Zell-Anreicherung ist wesentlich besser als die-
se Verfahren, beurteilt anhand der Anreicherungs- und Wiedergewinnungszahlen. Dies ist insbesondere sig-
nifikant, da die oben erwähnten Aufreinigungsverfahren Antikörper als Liganden für die spezifischen Zellen 
verwendeten; Antikörper haben Affinitäten für Antigene, die viel höher als diejenigen von MHC-Peptid-Komple-
xen für TCR sind. Das Verfahren der vorliegenden Erfindung ist ebenfalls zur Zellaufreinigung mittels anderer 
Liganden mit niedriger Affinität an Zelloberflächenmoleküle nützlich, wobei Liganden mit niedriger Affinität Mo-
leküle bedeutet, die eine Affinität haben, welche zu niedrig ist, um bei Verwendung in löslicher Form stabil an 
die Zelloberfläche gebunden zu bleiben. Im Gegensatz dazu bleiben Liganden mit hoher Affinität, wie etwa An-
tikörper, bei Verwendung in löslicher Form stabil an die Zelloberfläche gebunden.

[0029] Interessanterweise konnte, obwohl die Fluoreszenzmarkierung von Antigen-spezifischen T-Zellen 
möglich ist (Altman et al., 1996), eine Zellsortierung mittels Fluß-Cytometrie kein Ersatz für eine magnetische 
Trennung sein, da T-Zellprecursor gewöhnlich zu selten sind, um in der Fluß-Cytometrie nachweisbar zu sein, 
und die Analyse- und Sortiergeschwindigkeit bleibt ein limitierender Faktor. Im Gegensatz dazu kann die ma-
gnetische Trennung verwendet werden, um seltene Antigen-spezifische T-Zell-Populationen zu trennen, eben-
so wie um große Anzahlen von Zellen schnell zu sortieren. Diese Eigenschaften machen eine magnetische 
Isolierung zu einer attraktiven Prozedur, um Antigen-spezifische T-Zellen zur klinischen Verwendung zu gewin-
nen.

[0030] In der Schlussfolgerung ist dies der erste Bericht über ein Verfahren zur Aufreinigung von Antigen-spe-
zifischen T-Zellen, das auf naive Individuen angewendet werden kann. Wir zeigten, daß es auf mehrere ver-
schiedene MHC-Moleküle und eine Vielzahl von Peptiden angewandt werden kann. Das Verfahren der vorlie-
genden Erfindung ist in einer Vielzahl von Situationen verwendbar, einschließlich, aber nicht beschränkt auf 
die Verwendung zum Gewinnen von Virus- oder Tumor-spezifischen cytoxischen T-Zelllinien aus humanem 
Peripherblut. Die unter Verwendung des Verfahrens der vorliegenden Erfindungen gewonnenen Zellen sind 
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selbst für eine Vielzahl von Zwecken nützlich, einschließlich, aber nicht beschränkt auf die Expansion in Kultur 
und Reinfusion in einen Patienten, diagnostische Analyse und andere therapeutische Anwendungen.

[0031] Die folgenden Beispiele werden dargeboten, um die vorliegende Erfindung zu veranschaulichen, ohne 
jedoch den Umfang der vorliegenden Erfindung auf die folgenden Beispiele zu beschränken.

BEISPIEL 1

Anhängen von biotinylierten MHC-Klasse-I-Molekülen auf Avidin-beschichtete magnetische Kügelchen

[0032] Lösliche MHC-Klasse I-Moleküle Ld, Kb und Kbm3 wurden in Drosophila melanogaster-Zellen exprimiert 
(Jackson et al., 1992) und aufgereinigt, wie zuvor beschrieben (Sykulev et al., 1994a). Die Biotinylierung wurde 
durchgeführt unter Verwendung von Biotin-BMCC (Pierce, Rockford, IL) gemäß den Anweisungen des Herstel-
lers.

[0033] Dynabeads M500 (Dynal, Lake Success, NY) wurden mit Neutravidin (Pierce, Rockford, IL) beschich-
tet und darauffolgend mit biotinylierten MHC-Klasse-I-Molekülen inkubiert, die in PBS verdünnt waren, enthal-
tend 3% FCS, für 2 Stunden bei 4°C unter leichtem Schütteln. Die Kugeln wurden dann 3-mal in DMEM gewa-
schen, enthaltend 10% FCS, und für eine Stunde mit 20 μM-Peptid inkubiert. Die Kügelchen wurden dann un-
mittelbar zur Zelladsorption verwendet.

[0034] Biotinyliertes Ld wurde als ein Testmodell verwendet, um das Anhängen von biotinylierten MHC-Klas-
se-I an Avidin-beschichtete magnetische Kügelchen zu studieren. Verschiedene Mengen dieses Moleküls wur-
den mit Kügelchen inkubiert. Die Kügelchen wurden dann unter Verwendung von Fluorescein-markiertem kon-
formationsempfindlichen anti-Ld-monoklonalem Antikörper 30.5.7 gefärbt. Das Anhängen von Ld wurde mittels 
Fluß-Cytofluorometrieanalyse beurteilt. Der mittlere Fluoreszenzwert stieg linear mit der Menge an Ld zwischen 
0 und 1,5 μg an Ld/106 Kügelchen an und erreichte ein Plateau bei 3 μg Ld/106 Kügelchen, wie in Fig. 1A ge-
zeigt. Die Menge an Ld, die erforderlich ist, um Sättigung zu erreichen, war dieselbe bei mehreren Chargen an 
Kügelchen und an biotinyliertem Ld. Um die Anzahl an MHC-Molekülen, die pro Kügelchen immobilisiert wor-
den waren, zu quantifizieren, maßen wir die Konzentrationen an MHC-Klasse-I-Molekülen in Lösung vor und 
nach dem Binden unter Verwendung eines Festphasen-Immunassays, wie folgt: MHC-Klasse-I-Moleküle Ld

wurden an 6,8 μm Polystyrol-Latex-Sulfat-Kügelchen adsorbiert (Interfacial Dynamics Corporation, Portland, 
OR), die mit 28-14-8S-anti-Ld beschichtet worden waren (ATTC, Rockville, MD); Die Kügelchen wurden dann 
unter Verwendung von Fluoresceinmarkiertem 30-5-7-anti-Ld gefärbt; die mittleren Fluoreszenzwerte (MFV) 
wurden mittels Fluß-Cytofluorometrie gemessen. Eine Standardkurve wurde mit bekannten Konzentrationen 
von Ld etabliert, und MFV wurde gegen die Konzentration aufgetragen. Es wurde gefunden, daß die Menge an 
immobilisiertem Ld unter Sättigungsbedingungen 1,23 ± 0,10 × 106 Moleküle pro Kügelchen war. Fluoreszenz-
histogramme zeigen die Fluoreszenz von nicht gefärbten Kügelchen (Fig. 1B) und Kügelchen, die mit sättigen-
den Mengen an Ld adsorbiert worden waren (Fig. 1C). Ein Anhängen fand über Avidin-Biotin-Wechselwirkung 
statt, da nicht-biotinylierte Moleküle mit Kügelchen kein Bindung eingingen (Fig. 1D). Kb- und Kbm3- beschich-
tete Kügelchen wurden hergestellt und unter Verwendung derselben Technik getestet. Eine Sättigung wurde 
unter Verwendung des selben Konzentrationsbereichs wie Ld erzielt.

BEISPIEL 2

Einfangen von antigen-spezifischen T-Zellen auf MHC-Klasse-I-beschichteten magnetischen Kügelchen in An-
wesenheit von antigenen Peptiden

[0035] Mäuse und Zelllinien. BALB/c (H-2d) und C57BL/6 (H-2b)-Mäuse waren von Harlan Sprague Dawley 
(San Diego, CA). 2C-transgene Mäuse (Sha et al, 1988) wurden in dem R.W.Johnson P.R.I. Vivarium gezüch-
tet. Alle Mäuse wurden unter spezifischen pathogenfreien Bedingungen gehalten. Ld-exprimierende 
RMA.S-Zellen (Cai and Spent, 1996) und EL4-Zellen (H-2b, erhalten von ATCC, Rockville, MD) wurden als Ziel-
zellen in CTL-Assays verwendet. Die anti-klontypischen 1B2-Hybridome wurden zuvor beschrieben (Kranz et 
al., 1994).

Aufreinigung von CD8+-T-Zellen aus normalen Mäusen

[0036] Die Aufreinigung wurde bei 4°C unter sterilen Bedingungen durchgeführt. Leisten-, Achselhöhlen-, zer-
vikale, Darmbein- und mesenterische Lymphknoten aus der Maus wurden seziert und in Einzelzellsuspension 
aufgetrennt. Avidin-beschichtete magnetische Kügelchen (Dynal, Lake Success, NY wurden mit biotinyliertem 
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Ziegen-anti-Maus-Ig beschichtet (Southern Biotechnology, Birmingham, AL), und dann mit der Zellsuspension 
inkubiert, um Ig-exprimierende Zellen zu adsorbieren. Nicht-adsorbierte Zellen wurden dann mit 2 μg/ml 
H129.19 inkubiert (anti-CD4, Gibco BRL, Gaithersburg, MD) 1 μg/ml AF6-120.1 (anti-I-Ab, Pharmingen, San 
Diego, CA), 1 μg/ml KH74 (anti-I-Ab, Pharmingen, San Diego, CA) und 1 μg/ml 34-5-3 (anti-I-Ad,b, Pharmingen, 
San Diego, CA) für Mäuse mit einem H-2b-Hintergrund; oder mit 2 μg/ml H129.19 und 1 μg/ml 34-5-3 für Mäuse 
mit einem H-2d-Hintergrund. Die Zellen wurden dann 3 mal gewaschen und Zellen, die CD4 oder MHC-Klas-
se-II-exprimierten, wurden mittels Adsorption auf Schaf-anti-Ratten-Ig-beschichteten magnetischen Kügelchen 
eliminiert (Dynal, Lake Success, NY). Die Reinheit erreichte 90 bis 94% an CD8+-Zellen, beurteilt mittels An-
tikörperfärbung und Fluß-Cytofluorometrie.

Aufreinigung von 2C-T-Zellen aus 2C-transgenen Mäusen

[0037] 2CT-Zellen wurden aus Maus-Lymphknoten gemäß der oben beschriebenen Prozedur aufgereinigt. 
Die aufgereinigten Zellen waren 97–98% reaktiv mit dem anti-klonotypischen Antikörper 1B2. Zusätzlich konn-
ten CD8– (CD4–)-Zellen ebenfalls hergestellt werden durch Entfernen der CD8+-Zellen mit dem anti-CD8a-An-
tikörper 53-6.7 (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD) und magnetischen Kügelchen, die mit Schaf-anti-Ratten Ig be-
schichtet waren.

Peptide

[0038] Die Ld- und Kb-bindenden Peptide, die in diesen Studien verwendet wurden, wurden auf Applied Bio-
system 430A- und 431A-Instrumenten mittels Standard-Festphasen-Peptid-Synthese-Verfahren (tBoc-Che-
mie) synthetisiert. Die Peptidsequenzen waren wie folgt: 

2C-T-Zell-Adsorption auf MHC-beschichteten magnetischen Kügelchen

[0039] Um die Kapazität von MHC-Klasse-I-beschichteten Kügelchen, antigen-spezifische T-Zellen einzufan-
gen, zu testen, verwendeten wir magnetische Kügelchen, die mit Ld, Kbm3 oder Kb beschichtet waren, und T-Zel-
len, die aus zwei 2C TCR-transgenen Mäusen aufgereinigt waren. Der 2C-TCR ist umfangreich charakterisiert 
worden, und es ist über mehrere antigene Peptide berichtet worden, die mit verschiedenen Affinitäten in Asso-
ziation mit Ld erkannt werden (Tabelle I) (Sykulev et al., 1994 a, b). Darüber hinaus ist vor kurzem gezeigt wor-
den, daß Kbm3 und Kb als Restriktionselemente für den 2C TCR in Assoziation mit den Peptiden dEV-8 und 
SIYR dienen (Tallquist and Pease, 1995; Ukada et al, 1996; Tallquist et al., 1996). Es ist vor kurzem bestimmt 
worden, daß die Affinitäten von Kbm3-dEV-8 und Kb-SIYR-Komplexe für 2C TCR 1,8 × 104 M–1 bzw. 3,1 × 104

M–1 waren. Sofern nicht anderweitig festgestellt, wurden die Kügelchen mit sättigenden Mengen an biotinylier-
tem Ld, Kbm3 oder Kb-Molekülen beschichtet.

[0040] Die Zellen wurden mit Kügelchen suspendiert, um eine Endkonzentration von 107 Kügelchen/ml zu er-
reichen. Zellkonzentrationen waren 106/ml in den Fig. 2, 3, und 4, und 107/ml in den Fig. 5, 6, und 7. Die Pep-
tide wurden bei einer Konzentration von 20 μM zugegeben. Die Adsorption wurde unter leichtem Rühren für 
die im Text angezeigten Zeitdauern und Temperaturen durchgeführt. Die an die Kügelchen adsorbierten Zellen 
wurden dann unter dem Mikroskop gezählt. In Fällen, bei denen eine definierte Rosette (3 Kügelchen oder 
mehr pro Zelle) nicht beobachtet wurde, wurde ein Anhängen getestet, indem das Deckgläschen sanft ange-
tippt wurde. Bei Inkubation bei Zimmertemperatur in der Anwesenheit des Peptids QL9 mit hoher Affinität, des 
Peptids p2Ca mit mittlerer Affinität und des Peptids SL9 mit niedriger Affinität, heftete sich ein Großteil der 
2C-T-Zellen an die Ld-beschichteten Kügelchen an, beurteilt mittels mikroskopischer Untersuchung nach vier 
Stunden Inkubation (Tabelle I). Ähnliche Ergbnisse (60–80% der eingefangenen Zellen) wurden in 5 unabhän-
gigen Experimenten erhalten. Die Zellanhängung war spezifisch, da sie nicht in der Anwesenheit von nicht-2C 

QL9: QLSPFPFDL [SEQ.ID.NO.:1]
p2Ca: LSPFPFDL [SEQ.ID.NO.:2]
SL9: SPFPFDLLL [SEQ.ID.NO.:3]
p2Ca-A3: LSAFPFDL [SEQ.ID.NO.:4]
dEV-8: EQYKFYSV [SEQ.ID.NO.:5]
SIYR: SIYRYYGL [SEQ.ID.NO.:6] 
LCMV: RPQASGVYM [SEQ.ID.NO.:7]
MCMV: YPHFMPTNL [SEQ.ID.NO.:8]
OVA-8: SIINFEKL [SEQ.ID.NO.:9]
VSV-8: RGYVYQGL [SEQ.ID.NO.:10]
E1: EIINFEKL [SEQ.ID.NO.:11]
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reaktiven Ld-LCMV- und Ld-MCMV-Komplexen auftrat.

[0041] Die Adsorption wurde ebenfalls mittels Fluß-Cytoflurorometrie unter Verwendung eines FACSscan®

(Becton Dickinson & Co., Mountain View, CA) durch Aufzeichnen von Dot-Plots grüne gegen rote Fluoreszenz 
oder Dot-Plots Vorwärts- gegen Seitenstreuung quantifiziert. Um die Zell-Kügelchen-Komplexbildung unter 
Verwendung von Dot-Plots grüne gegen rote Fluoreszenz zu beurteilen, wurden die Kügelchen mit Phycoery-
thrin rot markiert (2A: Kügelchen alleine), und die Zellen wurden grün mit NHS-Fluorescein markiert (Pierce, 
Rockford, IL) (Fig. 2B: Zellen alleine). Zell-Kügelchen-Komplexbildung wurde anhand des Erscheinens von 
grünen (G) und roten (R) Ereignissen beurteilt. Der prozentuale Anteil an Zellen, die an Kügelchen komplexiert 
waren, wurde als das Verhältnis RG/G + RG berechnet, wobei G die Anzahl an Ereignissen in dem unteren 
rechten Quadranten und RG die Anzahl an Ereignissen im oberen rechten Quadranten ist. Wir haben gefun-
den, daß bei solchen Dot-Plots grün gegen rote Fluoreszenz (Fig. 2), die Zell-Kügelchen-Komplexbildung in 
der Anwesenheit der antigenen Peptide QL9 (Fig. 2C), p2Ca (Fig. 2D) und SL9 (Fig. 2E) ziemlich deutlich war, 
wobei sich mehr als 85% der Zellen zu einem hohen roten Fluoreszenzwert verschoben. Einige rote und grüne 
Ereignisse (2,2%) wurden in der Probe nachgewiesen, die mit einem Kontrollpeptid (LCMV) inkubiert war 
(Fig. 2F). Dies beruhte am wahrscheinlichsten auf einer nicht-spezifischen Adsorption einer geringen Menge 
an Fluorescein-markierten Zelltrümmern an die Kügelchen.

[0042] Dot-Plots von seitlicher Streuung gegen Vorwärtsstreuung konnten ebenso für diese Quantifizierung 
verwendet werden, aufgrund der Tatsache, daß die Zellen (Fig. 3C) und die Kügelchen (Fig. 3B) sehr unter-
schiedliche seitliche und Vorwärts-Streuungen hatten, was es leicht machte, deutlich unterschiedlichere Regi-
onen zu zeichnen (Fig. 3A), enthaltend die Populationen der Ereignisse, die die Zellen bzw. die Kügelchen re-
präsentierten. Das Auftreten einer zusätzlichen Population von Ereignissen mit einer höheren Vorwärtsstreu-
ung als die Kügelchen und einer höheren seitlichen Streuung als die Zellen reflektierte eine Zell-Kügel-
chen-Komplex-Bildung; dies ermöglichte es, eine Komplexregion zu definieren, die von den Zell- und Kügel-
chen-Regionen unterschiedlich war. Der prozentuale Anteil an Zellen, der an die Kügelchen absorbiert war, 
wurde als das Verhältnis von CO/CO + CE berechnet, wobei CO die Anzahl an Ereignissen in der Komplexre-
gion war und CE die Anzahl an Ereignissen in der Zellregion war. Solche Messungen der Vorwärts- gegen die 
seitliche Streuung zeigten eine Antigen-spezifische Adsorption der 2C-T-Zellen an die Kügelchen: Indem in 
Fig. 3 gezeigten Experiment waren 91,0% und 78,9% der Zellen an die Ld-beschichteten Kügelchen in der An-
wesenheit von QL9 (Fig. 3D) bzw. p2Ca (Fig. 3E) adsorbiert, und 63,8% der Zellen waren an Kbm3-beschich-
tete Kügelchen in der Anwesenheit von dEV-8 adsorbiert (Fig. 3G), und 75,7% der Zellen waren an die Kb-be-
schichteten Kügelchen in der Anwesenheit von SIYR (nicht gezeigt) nach 4 Stunden Inkubation adsorbiert. 
Mehrere Populationen, die sich durch ihre seitlichen Streuungswerte unterschieden, waren in der Komplexre-
gion sichtbar; wahrscheinlich repräsentierten sie Komplexe, enthaltend verschiedene Anzahlen von Kügel-
chen. In der Anwesenheit von nicht-2C-reaktiven Ld-LCMV (Fig. 3F), Kbm3-E1 (Fig. 3H) und Kb-E1-Komplexen 
wurden 2,6%, 1,1% bzw. 0,2% Ereignisse in der Komplexregion gefunden.

[0043] Wir verwendeten Fluß-Cytofluorometrie-Analyse, um den Einfluß verschiedener Parameter auf 
Zell-Kügelchen-Komplexbildung zu quantifizieren. Das Anhängen von Zellen an Kügelchen war zeitabhängig. 
Die Bindung war nach 5 Minuten Inkubation nachweisbar, nahm darauffolgend zu, um ein Plateau zwischen 1 
und 4 Stunden zu erreichen, und nahm nach 6 Stunden merkbar ab (Fig. 4A). Die Adsorptionskinetiken waren 
merkbar parallel für verschiedene Peptid-MHC-Komplexe. Das Anhängen war ebenfalls temperaturabhängig, 
wie in Fig. 4B gezeigt. Bei 4°C wurde nur ein geringer prozentualer Anteil an Zellen auf den Kügelchen einge-
fangen, sogar nach einer verlängerten Inkubation. Die Adsorption bei Zimmertemperatur war sehr ähnlich der 
Adsorption bei 37°C mit der Ausnahme von Ld-p2Ca, wofür die Anhängungsniveaus bei 37°C ungefähr 25% 
der Werte waren, die bei Zimmertemperatur gemessen wurden, was mit der Unfähigkeit von p2Ca überein-
stimmt, Ld bei 37°C zu stabilisieren (Cai and Sprent, 1996). Schließlich variierte die CD8-Abhängigkeit des Zel-
leinfangens mit dem Peptid-MHC-Komplex: zum Beispiel waren Ld-QL9 und Kbm3-SIYR-Einfänge weitgehend 
CD8-unabhängig, während Ld-p2Ca und Kbm3-dEV-8 eine CD8-Abhängigkeit aufwies (Fig. 4C).

BEISPIEL 3

Wiedergewinnung von Antigen-spezifischen T-Zellen, die mit irrelevanten T-Zellen gemischt waren

[0044] Die T-Zell-Precursor-Häufigkeiten in einem naiven Tier sind typischerweise niedrig. Es ist gefunden 
worden, daß magnetische Kügelchen in anderen Systemen zur Anreicherung von Zellpopulationen mit niedri-
ger Häufigkeit geeignet sind (Sawada et al., 1990; Kato and Radbruch 1993). Um zu beurteilen, ob MHC-Klas-
se-I-beschichtete magnetische Kügelchen für eine T-Zell-Precursor-Anreicherung verwendet werden könnten, 
vermischten wir Fluoresceinmarkierte 2C-T-Zellen mit CD8+ T-Zellen, die aus naiven C57BL/6-Mäusen aufge-
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reinigt waren. Nach einer Inkubation mit MHC-beschichteten magnetischen Kügelchen in der Anwesenheit von 
Peptid, wurden adsorbierte Zellen eluiert und gezählt, und der prozentuelle Anteil an 2C-T-Zellen wurde mittels 
Fluß-Cytofluorometrie bestimmt. In dem in Fig. 5 gezeigten Experiment waren 2C-T-Zellen bei der anfängli-
chen Häufigkeit von 0,03% nicht nachweisbar. Nach einer Adsorption unter Verwendung von Kbm3-beschichte-
ten Kügelchen und dEV-8-Peptid wurde ein definiertes Maximum an grüner Fluoreszenz beobachtet, was die-
selbe Intensität wie die ursprüngliche Fluorescein-gefärbte 2C-T-Zellpopulation aufwies. Dieses Maximum 
stellte 65,1% der eluierten Zellen dar. Kein Maximum wurde beobachtet, wenn ein Kontrollpeptid anstelle von 
dEV-8 verwendet wurde. Wir erzielten 800-1600-fache Anreicherung hinsichtlich 2C-T-Zellen in vergleichbaren 
Experimenten unter Verwendung von Kügelchen, die mit 3 verschiedenen MHC-Peptid-Komplexen beschich-
tet waren (Tabelle II). In allen Fällen repräsentierten die nicht-fluoreszierenden Zellen in der eluierten Popula-
tion nur eine geringe Fraktion der anfänglichen Zellpopulation (~0,2%).

BEISPIEL 4

In-Vitro-Isolierung und Expansion von Antigen-spezifischen CTL aus naiven Mäusen

In-vitro-Zell-vermittelte Cytotoxizität

[0045] Ld-exprimierende RMA.S-Zellen, EL4-Zellen (H-2b), MC57-Zellen (H-2b), infiziert mit LCMV-Armstrong 
(48 h; vielfache Infektion: 1 PFU pro Zelle), oder BALB/c CL-7-Zellen (H-2d), infiziert mit LCMV-Armstrong (48h; 
vielfache Infektion: 1PFU pro Zelle) wurden als Zielzellen verwendet. Die Zielzellen wurden mit 100 μCi an 
Na2

51CrO4 beladen (New England Nuclear, Wilmington, DE) pro 106 Zellen bei 37°C für 60 min in der Anwe-
senheit von 20% FCS. Sie wurden dreimal gewaschen und in 96-Napf-Platten bei 4000 bis 10000 Zellen pro 
Napf aliquotisiert. Die Peptide und Effektor-Zellen wurden dann zugegeben. Das Endvolumen war 200 μl/Napf. 
Die Platten wurden bei 37°C für 5 Stunden inkubiert. Einhundert μl an Überstand wurden gesammelt und in 
einem Gamma-Zähler gezählt. Die prozentuale spezifische Lyse wurde berechnet, wie zuvor berichtet (Wun-
derlich and Shearer, 1991).

In-vivo-Assay auf CTL-Aktivität

[0046] Empfängermäuse bekamen am Tag 0 2 × 103 PFU LCMV-Armstrong i.v. injiziert und bekamen adoptiv 
Zellen an Tag 1 i.v. übertragen. Am Tag 2 wurden die Mäuse geopfert, und die Milze wurden auf infektiöse Vi-
rustiter mittels Plaque-Assay auf Vero-Zellen getestet, wie zuvor beschrieben (Byrne and Oldstone, 1984). Die 
Virustiter wurden als Plaque-bildende Einheiten pro Gramm Gewebe (pfu/g) ausgedrückt.

Zellkultur

[0047] Zellen, die auf Kügelchen adsorbiert worden waren, wurden wiedergewonnen, indem die Kügelchen 
3-mal mit DMEM gewaschen wurden, enthaltend 10% FCS, und wurden dann in 96-Napf-Platten kultiviert, die 
mit dem geeigneten MHC-Klasse-I-Molekül und anti-CD28-Antikörper beschichtet waren, in der Anwesenheit 
von 10 μM Peptid; diese Bedingungen reichen aus, um ruhende 2C T-Zellen zu aktivieren. Flachboden-Napf-
platten wurden verwendet, um sicherzustellen, daß jede Zelle mit den immobilisierten stimulatorischen Mole-
külen in Kontakt ist. Nach 2 Tagen Kultivierung bei 37°C unter feuchter Atmosphäre, enthaltend 8% CO2, wurde 
die Hälfte des Mediumvolumens durch frisches Medium ersetzt, enthaltend 20% Kulturüberstand aus Conca-
navalin A-aktivierten Ratten-Splenocyten (conA-Überstand). Nach 8–12 Tagen wurden die Zellen erneut mit 
Milzzellen restimuliert, die mit 1 μM Peptid pulsiert worden waren, und in der Anwesenheit von 10% conA-Über-
stand und 2 ng/ml an TGFβ1 kultiviert (Lee and Rich, 1991; Zhang et al, 1995).

Erzeugung von Antigen-spezifischen CTL-Linien aus naiven Maus-T-Zellen unter Verwendung von Adsorption 
auf MHC-beschichteten magnetischen Kügelchen; Antigen-Spezifität des Isolierungsschrittes

[0048] Um zu erforschen, ob das Einfangverfahren auch dazu verwendet werden kann, Antigen-spezifische 
T-Zellen aus einem naiven Tier zu isolieren, inkubierten wir zwei Aliquots an CD8+-T-Zellen, die aus 
C57BL/6-Maus-Lymphknoten (H-2b-Haplotyp) aufgereinigt waren, mit Kb-beschichteten magnetischen Kügel-
chen in der Anwesenheit von entweder OVA-8 Peptid (Aliquot 1) oder VSV-8-Peptid (Aliquot 2) für 4 Stunden 
bei Zimmertemperatur. Nach 3 Waschungen wurden Zellen in Kultur in 12 Näpfen einer 96-Napf-Platte ge-
bracht, die mit Kb und anti-CD28-mAb beschichtet war, in der Anwesenheit von 10 μM von OVA-8 oder 
VSV-8-Peptid. Die Kulturen wurden verarbeitet, wie in dem vorherigen Absatz angezeigt. Das Zellwachstum 
war nach 7 Tagen in den Näpfen sichtbar, enthaltend adsorbierte Zellen. Die Zellen wurden auf Feeder-Zellen 
am Tag 9 restimuliert und auf cytotoxische Aktivität am Tag 18 getestet. Die Zellen aus Aliquot 1, kultiviert mit 
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OVA-8, zeigten eine CTL-Aktivität, die spezifisch für OVA-8-Peptid war (Fig. 6A), und Zellen aus Aliquot 2, die 
mit VSV-8 kultiviert waren, zeigten eine CTL-Aktivität, die für VSV-8 spezifisch war (Fig. 6C). Kontrollen wur-
den durch die umgekehrte Kombination gestellt: Zellen, die eingefangen wurden unter Verwendung von 
OVA-8-Peptid, enthielten keine nachweisbaren Anti-VSV-8-CTL-Precursor, da sie kein Anti-VSV-8-CTL er-
zeugten, wenn VSV-8 anstelle von OVA-8 verwendet wurde, um sie in Kultur zu aktivieren (Fig. 6B); in ähnli-
cher Weise enthielten Zellen, die unter Verwendung von VSV-8-Peptid eingefangen wurden, keine nachweis-
baren Anti-OVA-8-CTL-Precursor (Fig. 6D).

[0049] Um eine Schätzung der CTLp-Häufigkeiten nach der Anreicherung zu erhalten, wiederholten wir das 
Anreicherungsexperiment unter der Verwendung von Kb-beschichteten Kügelchen und OVA-8-Peptid. In einem 
repräsentativen Experiment wurden die 12000 Zellen, die durch Adsorption an Kb-OVA8-beschichteten mag-
netischen Kügelchen gewonnen wurden, aliquotisiert und separat in 12 Näpfen von 96-Napf-Platten unmittel-
bar nach dem Einfangen kultiviert. Die spezifischen CTL wurden aus kultivierten eingefangenen Zellen in 3 
Näpfen wiedergewonnen, was darauf hinweist, daß die Häufigkeit der Precursor nach dem Einfangen ungefähr 
1/3500 war. Ähnliche Ergebnisse wurden in drei unabhängigen Experimenten erhalten.

Erzeugung von anti-LCMV-CTL aus naiven Maus T-Zellen; in-vitro- und in-vivo-antivirale Aktivität.

[0050] Wir erhielten anti-LCMV-CTL durch Inkubieren von 107 CD8+ T-Zellen, aufgereinigt aus 
BALB/c-Maus-Lymphknoten (H-2d-Haplotyp), zusammen mit Ld-beschichteten magnetischen Kügelchen in der 
Anwesenheit von LCMV-Peptid für 4 Stunden bei Zimmertemperatur. Nach 3 Waschungen wurden ungefähr 
104 Zellen wiedergewonnen und in Kultur in 12 Näpfe einer 96-Napf-Platte gebracht, die mit Ld und an-
ti-CD28-mAb beschichtet war, in der Anwesenheit von 10 μM eines LCMV-Peptids. Die Zellen wurden kultiviert, 
wie in dem vorherigen Absatz angezeigt. Wie in Fig. 7A gezeigt, erhielten wir cytotoxische T-Lymphocyten 
(CTL), die für LCMV-Peptid spezifisch waren. Die Zellen töteten ebenfalls, LCMV-infizierte Ziele des H-2d-Ha-
plotyps, während sie nur eine Hintergrundaktivität gegen nicht-infizierte Ziele aufwiesen (Fig. 7B). Eine anti-al-
lotypische Aktivität (Fig. 7C) ebenso wie eine gewisse NK/LAK-Aktivität waren ebenfalls vorhanden (Fig. 7D). 
Alle Zellen exprimierten CD8, beurteilt anhand von Fluß-Cytofluorometrie. Ein in-vivo-Assay zeigte, daß die 
Zellen in der Lage waren, in merkbarer Weise die Virustiter in BALB/c-Mäusen (H-2d) zu verringern, die akut 
mit LCMV infiziert waren (Fig. 8). Diese Reduktion war MHC-spezifisch, da keine signifikante Reduktion der 
Virustiter in C57/BL6-Mäusen (H-2b) nach einer CTL-Injektion beobachtet wurde.
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Patentansprüche

1.  Verfahren zum Anreichern von Antigen-spezifischen T-Lymphocyten, umfassend die Schritte:  
(a) In-Kontakt-Bringen einer heterogenen Population von Antigen-spezifischen T-Lymphocyten mit einem Sub-

TABELLE I:

Einfangen von 2C-T-Zellen auf Ld-beschichteten magnetischen Kügelchen in der Anwesenheit von verschie-
denen Peptiden, beurteilt mittels mikroskopischer Untersuchung

Tabelle II

Wiedergewinnung von 2C-T-Zellen, die mit CD8+-T-Zellen aus naiver B6 Maus gemischt waren, mittels Adsorp-
tion auf MHC-Klasse-I-beschichteten magnetischen Kügelchen
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strat zum Fangen von Antigenen, wobei das Substrat umfaßt:  
i) einen Träger, der auf seiner Oberfläche eine homogene Population von immobilisierten, leeren MHC-Klasse 
I-Molekülen hat, wobei die Klasse I-Moleküle in der Lage sind, ein oder mehrere Antigene zu binden, und die 
Klasse I-Moleküle Kbm3- oder Ld-Moleküle sind, die von einer rekombinanten Drosophila-Zelllinie exprimiert 
werden;  
ii) ein Kügelchen (bead),  
an das ein oder mehrere Antigene gebunden sind, für eine Zeitperiode, die ausreicht, um die Antigen-spezifi-
schen T-Lymphocyten mit dem Substrat wechselwirken zu lassen;  
(b) Eluieren der Antigen-spezifischen T-Lymphocyten von dem Substrat, um eine angereicherte Population von 
Antigen-spezifischen T-Lymphocyten bereitzustellen.

2.  Verfahren nach Anspruch 1, wobei das Kügelchen ein magnetisches Kügelchen ist.

3.  Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei das ein oder mehrere Antigene Peptide sind.

Es folgen 20 Blatt Zeichnungen
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Anhängende Zeichnungen
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